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RESUMEN

Las levaduras son hongos caracterizados por reproducirse de manera
principalmente asexual por gemacién o fisién, por lo cual se encuentran como
organismos unicelulares. Estas habitan en muchos ambientes, tanto naturales
como influenciados por el hombre. Sin embargo, en Nuevo Ledn el
conocimiento de su diversidad es muy limitado, por lo cual se decidio explorar
la diversidad de levaduras silvestres cultivables en algunas regiones de Nuevo
Ledn: El Cerro de Las Mitras en Monterrey, El Cerro de La Silla en Guadalupe,
Icamole en Garcia y La Trinidad en el municipio de Montemorelos. En base al
polimorfismo de los dominios D1/D2 de la subunidad mayor del ribosoma 28S,
logramos identificar 90 cepas agrupadas en 22 generos y 47 especies, donde
el género Coniochaeta sp. el mas frecuente al encontrarse en todas las
localidades estudiadas y Candida sp. el mas diverso con 9 especies en total,
la mayoria encontradas en el Cerro de Las Mitras. Este ultimo fue el sitio con
mayor diversidad de especies (18 en total). La diversidad de especies resultd
ser muy distinta entre las 4 localidades segun el indice de Jaccard, donde la
mas alta entre La Trinidad y el Cerro de La Silla, con un 15% de similitud
representado por Coniochaeta 'y Torulaspora delbrueckii. En base a nuestros
resultados, podemos observar una amplia biodiversidad de levaduras
cultivables entre los sitios de La Trinidad, el Cerro de Las Mitras, Icamole y el
Cerro de La Silla.
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ABSTRACT

Yeasts are fungi characterized by reproducing mainly asexually by
budding or fission, which is why they are found as unicellular organisms. These
inhabit many environments, both natural and influenced by man. However, in
Nuevo Leon the knowledge of their diversity is quite limited, which is why we
decided to explore the diversity of cultivable wild yeasts in some regions of
Nuevo Leon: El Cerro de Las Mitras in Monterrey, El Cerro de La Silla in
Guadalupe, Icamole in Garcia and La Trinidad in Montemorelos. Based on
polymorphism sequence in the D1/D2 domains of the large subunit of the 28S
ribosome, 90 strains grouped into 22 genera and 47 species were identified,
with the genus Coniochaeta being the most frequent as it was found in all the
sites and Candida the most diverse with 9 species in total, mostly found in
Cerro de Las Mitras. The latter had the greatest diversity of species (18 in
total). The diversity of species turned out to be very different between the 4
sites according to the Jaccard index, being the highest percentage between
La Trinidad and Cerro de La Silla, with a 15% similarity represented by
Coniochaeta and Torulaspora delbrueckii, concluding that there is a difference
in the cultivable yeast diversity between all the four sites of La Trinidad, Cerro
de Las Mitras, lcamole and Cerro de La Silla.
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1. INTRODUCCION

Las levaduras son los organismos eucariotas mas pequefios. Son
hongos que se caracterizan por su adaptacion predominante a crecer como
organismos unicelulares y reproducirse por gemacion. Participan en la
degradacion de sustancias organicas complejas y ademas sintetizan,
acumulan y liberan moléculas organicas al ambiente. También actuan como
descomponedores secundarios y sirven como fuente de nutrientes para

microorganismos en la cadena trofica (Buzzini et al., 2017).

Desde que se descubrié que eran las responsables de la actividad
fermentativa en cerveza y vinos, se han utilizado ampliamente en la industria
alimenticia, como es el caso de Saccharomyces cerevisiae. También existen
especies patégenas como Candida, causante de serias infecciones en el ser
humano. Sin embargo, a diferencia de estas dos que son bastante utilizadas
y estudiadas, otras especies de levaduras que tienen su habitat en la

naturaleza son poco menos conocidas.

Los registros de estas especies silvestres derivan de estudios de sus
propiedades y fuentes de aislamiento, por lo cual muchas de las especies son
documentadas a partir de un numero limitado de cepas y su descripcidon
generalmente no incluye su habitat o sus interacciones bidticas y abidticas.
Son pocos los estudios que han establecido una relacion de las levaduras con
sus ecosistemas (Jiménez et al, 2016; Alba-Lois et al, 2016; Dunthorn et al,
2017; Paulino et al, 2017), pero si existen numerosos estudios sobre
diversidad (Nasanit et al, 2015; Aljohani et al, 2018; Koricha et al, 2019;
Boonmak et al, 2019; Into et al, 2020).

Actualmente los estudios de diversidad y la identificacion de levaduras
radican en el anadlisis de las secuencias nucleotidicas de la region ITS
(espaciador intergénico transcrito) y los dominios D1/D2 del ADNr. De esta
manera se pueden identificar de manera rapida y en algunos casos establecer

las relaciones entre comunidades (Paulino et al, 2017; Into et al, 2020).

Nuevo Ledn cuenta con ecosistemas que van desde bosques de
montafia en la zona de la SMO, desiertos y ambientes riparios y en algunos
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casos se han aislado e identificado cepas silvestres de estos habitats
(Cisneros, 2019; Rodriguez, 2019; Trevifio, 2019) utilizando marcadores
moleculares de la region correspondiente al espaciador intergénico transcrito
(ITS) y PCR-RFLP. Sin embargo, no se profundizé en las relaciones con su

ecosistema ni en la diversidad, sino en sus capacidades fermentativas.

La gran riqueza de vegetacion encontrada en el estado hace que sea
factible el descubrimiento de nuevas cepas de levaduras y sus relaciones con
su habitat, por ejemplo, encontramos gran variedad de cactaceas, de donde
se han encontrado especies cactofilicas como Pichia cactophila y Candida
sonorensis (Ganter, 2011); también esta el género Quercus (encinos)
distribuido en parte de la SMO y con el cual ya se sabe que especies del
género Saccharomyces estan muy relacionadas (Buzzini et al, 2017).

Este trabajo tiene como objetivo explorar la diversidad de levaduras
cultivables en algunas localidades de Nuevo Ledn, mayormente aquéllas
asociadas a la SMO, mediante la identificacion molecular utilizando la region
de los dominios D1/D2 del gen de la subunidad mayor del ADNr y la region
ITS y asi definir las relaciones entre las comunidades que habitan los

diferentes sitios de muestreo mediante un analisis de similitud.



2. ANTECEDENTES

2.1 Clasificacion de levaduras

Las levaduras se definen como aquellos hongos cuya reproduccion
asexual resulta de la gemacion o fision y que no forman sus estados sexuales
dentro o sobre cuerpos fructiferos, dando como resultado un crecimiento
mayormente unicelular (Kurtzman et al, 2011). Actualmente, las levaduras se
encuentran incluidas dentro de los filos Ascomycota y Basidiomycota; en las
primeras forman dos grandes subfilos: Saccharomycotina al que pertenecen
Saccharomyces y Candida, y Taphrinomycotina donde encontramos a
Schizosaccharomyces pombe, una levadura que se reproduce por fision, pero
también a Neolecta, que produce cuerpos fructiferos y no es considera como
levadura (Buzzini et al, 2017; Naranjo-Ortiz et al, 2019).

La relacion filogenética entre las especies de Saccharomycotina ya ha
sido establecida por Kurtzman y Robnett en 2013, analizando los genes de la
subunidad mayor (LSU) y menor (SSU) del ADNr, el factor de elongacion 1a
(EF-10a) y las subunidades 1 y 2 de la ARN polimerasa y se han dilucidado
numerosos clados de los cuales sélo aquéllos formados por especies de
Candida (con mas de 400 especies) presenta el mayor problema en cuanto a
su clasificacion (Lachance et al, 2011; Daniel et al, 2014). El subfilo
Taphrinomycotina se conoce menos, pero hasta ahora incluye algunos
géneros como Taphrina 'y Pneumocystis, el primero patégeno de plantas y el
segundo causante de neumonia en pacientes inmunosuprimidos (Kurtzman et
al, 2011).

En los basidiomicetos, las formas unicelulares (levaduras) estan
clasificadas dentro de los 3 linajes del phylum: Agaricomycotina,
Pucciniomycotina y Ustilago Mycotina, y contienen muchas especies que
alternan entre su estado levaduriforme y filamentoso (Hibbet et al, 2007;
Boekhout et al, 2011). Tal clasificacion es apoyada y respaldada por estudios
moleculares de las secuencias de los dominios D1/D2 de la subunidad mayor
de ADNr (LSU), el espaciador interno transcrito (ITS) 1y 2 o de la subunidad
menor de ADNr (James et al, 2006; Liu et al, 2015a, b; Wang et al, 2014,
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2015a, b, c). Dentro de estos 3 grupos encontramos géneros de importancia
biotecnolégica como Rhodotorula (Pucciniomycotina) y otras de importancia
médica como Cryptococcus, Trichosporum (Agaricomycotina) y Malassezia
(Ustilagomycotina) ademas de patdégenos de plantas como Pseudozyma
(Ustilagomycotina).

2.2 Habitat de las levaduras

Las levaduras habitan todos los biomas del mundo: en ecosistemas
terrestres (Dunthorn et al, 2017; Yurkov, 2017), acuaticos (Alba-Lois et al,
2016) e incluso en la atmosfera (Starmer & Lachance, 2011), y dentro de éstos
se pueden hallar asociadas tanto a comunidades microbianas, plantas,
animales, con otros hongos e incluso en condiciones extremas (Buzzini et al,
2017, 2018). Nuevo Ledn cuenta con bosques, desiertos, rios y presas en

donde se podrian encontrar diversas especies de levaduras.

En ambientes terrestres, se han descrito especies habitantes del suelo
y asociadas a plantas en ecosistemas naturales o agricolas, como
Trichosporon, Sporobolomyces, Cyberlindnera, Candida y Meyerozyma, por
mencionar algunas (Yurkov, 2017; Dunthorn et al, 2017; Koricha et al, 2019;
Into et al, 2020). Se sabe también que las levaduras pueden encontrarse
asociadas como comensales en insectos en bosques lluviosos (Jiménez, et
al, 2016) o dentro de otros hongos, como el caso de poblaciones silvestres de
Saccharomyces eubayanus, una levadura de gran importancia en la industria

cervecera (Sampaio, 2018), que se encuentra como parasita de Cyittaria.

Por otro lado, en ambientes marinos se han estudiado las poblaciones
de Debaryomyces (Alba-Lois et al, 2016), una levadura osmotolerante que
también se puede encontrar en ambientes terrestres (Into et al, 2020).
Ademas, se han descubierto especies marinas de Candida, Meyerozyma y
Rhodotorula en asociacion con algunos corales de los géneros Palythoa y
Zoanthus (Paulino et al, 2017). Por otro lado, en lo que respecta a la atmdsfera
se sabe de la existencia de Diosxegia y Undeniomyces como habitantes de
las nubes (Vaitilingom et al, 2012).



Se tiene registrado que especies del género Saccharomyces estan
fuertemente asociadas con plantas de Quercus (Buzzini et al, 2017) las cuales
abundan en los bosques de pino-encino en Nuevo Ledn. También existen
especies desérticas y cactofilas reportadas de Pichia cactophila y Candida
sonorensis (Ganter, 2011). Nuevo Ledn cuenta con ecosistemas desérticos,
como la region de lcamole, de donde ya se han aislado e identificado cepas
de Saccharomyces (Cisneros, 2019; Rodriguez, 2019) pero una busqueda

mas minuciosa podria resultar en el descubrimiento de otras especies.

2.3Identificacion molecular y diversidad.

Hoy en dia, la rapida identificacion de hongos y particularmente de
levaduras, se lleva a cabo mediante el analisis y comparacion en las
secuencias nucleotidicas de los dominios 1y 2 (D1/D2) de la subunidad mayor
del ADNr (LSU) y del espaciador interno transcrito (ITS) localizado entre los
genes de la subunidad menor y subunidad mayor (Kurtzman & Robnett, 2003;
Kurtzman et al, 2011; Into et al, 2020). La regién ITS se encuentra dividida en
dos secciones por el gen 5.8S, el cual no debera incluirse al hacer
comparaciones de esta region. Para fines practicos, esta region puede
obtenerse como un solo amplicén utilizando los iniciadores NS-7A y NL-4 o
NL-5A pudiendo asi lograr una identificacion rapida al utilizar la herramienta
BLAST (Kurtzman & Robnett, 2003).

Las secuencias nucleotidicas de la region ITS y LSU se han utilizado
frecuentemente en estudios sobre diversidad de levaduras silvestres desde
enfoques tanto independientes como dependientes de cultivo. En un enfoque
independiente de cultivo, es decir, el analisis del ADN ambiental, Nasanit y
cols. (2015) encontraron 314 <clonas dentro de Basidiomycota
correspondientes a los géneros de Bullera, Pseudozyma y Sporobolomyces;
15 clonas de Ascomycota incluyendo los géneros Metschnikowia,
Meyerozyma y Wickerhamomyces y otras 122 como posibles nuevas
especies.

Por otro lado, Aljohani y su grupo (2018) lograron aislar e identificar, a
partir de suelos agricolas en Camerun, 16 especies, incluidas 6 especies



nuevas pertenecientes a los géneros Cyberlyndnera, Candida, Hanseniaspora
y Saccharomyces. Un reporte mas reciente (Into et al, 2020), que analizo
muestras de filoplano de plantas de maiz en Tailandia, demostré una
diversidad abundante utilizando estos dos marcadores moleculares (ITS y
LSU). En éste, se identificaron 10 especies dentro de Ascomycota y 32 en
Basidiomycota, incluyendo a Papiliotrema plantarum como una nueva especie
descrita. De igual forma se determind la diversidad de levaduras en bosques
pantanosos en la regidn de Kanthuli en el mismo pais, utilizando los
marcadores de LSU e ITS, encontrando posibles nuevas especies, incluidas
del género Candida, Pichia, Papiliotrema y Rhodotorula (Boonmak et al,
2019).

2.4Diversidad de levaduras silvestres en Nuevo Leén.

Nuevo Ledn cuenta con una riqueza de ecosistemas (Fig. 1) definidos
principalmente por la Sierra Madre Oriental (SMO) y comprendidos en su
mayoria por el Parque Nacional Cumbres de Monterrey. Este abarca 177, 395
ha que ocupan territorio de los municipios de Allende, Garcia, Montemorelos,
Monterrey, Rayones, Santa Catarina, Santiago y San Pedro Garza Garcia.
Presenta desde zonas aridas con especies propias de las regiones desérticas,
pasando por matorrales con diversos tipos de vegetacion, hasta bosques
principalmente de pinos y encinos en las partes mas altas, asi como pastizales

y diversas composiciones floristicas a lo largo de los rios y cafiadas.

La diversidad de flora y fauna en esta zona esta bastante caracterizada
(CONABIO, 2020), pero los estudios que se han realizado sobre biodiversidad
de hongos han sido de macromicetos en la regién sur de la SMO (Cifuentes
et al, 2004) y sin poner especial atencion en levaduras.

Por otra parte, en otras regiones de Nuevo Ledn si se han aislado e
identificado mediante algunas especies de Saccharomyces provenientes de
zonas desérticas en lcamole (Cisneros, 2019; Rodriguez, 2019) y otras tantas
cepas de S. cerevisiae provenientes de Galeana y Hualahuises, todo esto
mediante PCR-RFLP utilizando la region del ITS. Sin embargo, éstos incluyen

informacion sobre su potencial en la elaboracion de productos fermentados



(Rodriguez, 2019; Cisneros, 2019) y su comportamiento dinamico en cuanto
al consumo de azucares (Trevifio, 2019), dejando un poco de lado el aspecto
ecologico y de biodiversidad. A pesar de ello, se remarca la importancia de las
levaduras en el ambito biotecnoldgico y las colocan como un recurso natural

para tener en cuenta.
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3. JUSTIFICACION

Las levaduras se encuentran distribuidas en todos los biomas y
establecen relaciones muy estrechas con otros organismos ya sea como
mutualistas, competidoras, parasitas o patdogenas (Starmer & Lachance,
2011). Debido a esta versatilidad, que implica una gran variedad de procesos
metabalicos, la bioprospeccidn de nuevas cepas es muy importante no solo
en la busqueda de levaduras con potencial fermentativo, sino aquéllas que
pudieran tener aplicaciones biotecnoldgicas o en la investigacion basica.

Existe escasa informacion sobre la diversidad de especies de levaduras
silvestres en Nuevo Ledn y su habitat, por lo cual, cualquier esfuerzo capaz
de enriquecer este conocimiento, es de gran interés. El conocimiento sobre la
ecologia y distribucion de estos organismos sumaria un mayor peso en la
conservacion y proteccion de los ecosistemas de Nuevo Leon, y se puede
esperar que los recursos bioldgicos resultantes de este trabajo se puedan
aprovechar de manera sostenible, ya sea para la industria o la investigacion.



4. HIPOTESIS

Existe diferencia en la diversidad de especies de levaduras silvestres entre los

sitios de muestreo.

5. OBJETIVO GENERAL

Explorar la diversidad de levaduras cultivables asociadas a algunos
ecosistemas de la Sierra Madre Oriental en Nuevo Ledn.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener de cultivos axénicos.

2. ldentificar a nivel molecular las especies presentes utilizando la

secuencia nucleotidica del gen RNAr 28S.

3. Evaluar la similitud en la diversidad de especies entre las areas de
estudio.

4. Determinar si existen cepas de importancia biotecnologica, médica o

en investigacion.



7. MATERIALES Y METODOS:

7.1 Areas de Estudio y Muestreo

El muestreo se adaptd de la metodologia de Aljohani y cols. (2018) para
suelo y de Koricha et al. (2019) e Into et al. (2020) para la vegetacion. Se
colectaron muestras en 4 localidades pertenecientes a la SMO en Nuevo
Ledn: La vereda hacia el Pico Norte en El Monumento Cerro de la Silla, la
Cama de Piedra en Cerro de las Mitras, el mirador “La piedra parada” en La
Trinidad, Montemorelos y una region a las afueras del pueblo de lcamole en
el municipio de Garcia. En cada sitio se registraron las coordenadas,
temperatura, altitud y tipo de vegetacion. Se prepararon cultivos in situ de cada
muestra colocandola en 50ml de medio de enriquecimiento YM (extracto de
levadura 0.3%, peptona 0.5%, extracto de malta 0.3%, glucosa 1%)
suplementado con cloranfenicol al 0.02% y propionato de sodio al 0.025% que
inhibe el crecimiento de bacterias y hongos filamentosos respectivamente,
para luego ser transportadas al laboratorio.

Cuatro localidades fueron muestreadas en un lapso de poco mas de 1
ano: En agosto de 2020, la zona circundante al mirador “La Piedra Parada” en
La Trinidad, Montemorelos (n=9); en Febrero de 2021, el sitio conocido como
‘La Cama de Piedra” en el Cerro de las Mitras, Monterrey (n=11); La ruta que
lleva hacia el Pico Norte en el Cerro de La Silla en Marzo de 2021 (n=10) y
finalmente las afueras del pueblo de Icamole en Octubre de 2021 (n=10). Se
obtuvieron 40 muestras conformadas por 27 fuentes distintas, algunas de las

cuales se ilustran en la Figura 2.

Dichas muestras consistieron en hojas, corteza o penca (en el caso de
Opuntia), flores y frutos (dependiendo de su disponibilidad) de la vegetacion
predominante en la zona. En el caso de hojas, flores y frutos, una sola muestra
consistié en 15 de estas estructuras (o partes de estas, segun su tamafo)
provenientes de 3 ejemplares. La corteza se colectd raspando la superficie de
la misma utilizando una navaja previamente esterilizada en la que 3
ejemplares conformaron una sola muestra. Finalmente en el caso del suelo,

se tomaron 2 muestras que consisten en aproximadamente 5 cm de la capa
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superficial tomadas con un tubo de 50ml ademas de determinar el pH de las

mismas in situ utilizando tiras indicadoras Whatman™,

Opuntia cacanapa Amyris madrensis

- ‘ 3 "y

Opuntia microdasys

Figura 2. Fotografias de algunas de las especies vegetales muestreadas y sus estructuras. En el caso
de O. microdasys'y C. leptocaulis se tomaron muestras del fruto y tallo/superficie, mientras que, de otras
como N. hispida, J. spicigeray C. boissieri se muestrearon las flores. Del resto de las plantas mostradas
se tomo el tallo completo, la superficie o las hojas.
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7.2 Aislamiento de levaduras

La obtencion de cultivos axénicos fue realizada de acuerdo con lo
descrito en el protocolo de Into y Cols. (2020). Los cultivos in situ fueron
incubados por 7 dias a temperatura ambiente (TA) seguido por diluciones
seriadas. Las placas fueron monitoreadas durante 7 dias para observar la
aparicion de colonias. Las colonias morfolégicamente similares fueron
tratadas como la misma cepa e inoculadas un maximo de 10 colonias de cada
una en agar YM por estria cruzada. Las cepas obtenidas fueron conservadas
en caldo YM con Gilicerol al 30% y almacenadas a -20°C para su posterior

uso.

7.3 Extraccion de ADN

El ADN fue purificado segun el protocolo de Amer vy cols. (2011). A partir
de un cultivo liquido de 24-48 h (dependiendo de la cepa), 2 ml fueron
centrifugados. El paquete celular fue resuspendido en 400 pl de buffer de
extraccion (Tris-HCI 200 mM, EDTA 25 mM, NaCl 250 mM, SDS 0.5%, pH 8.5)
e incubado durante 15 minutos a 65°C y posteriormente afiadimos 130 pl de
acetato de sodio 3M pH 5.2. La mezcla fue agitada vigorosamente (vortex)
durante 30 segundos para luego incubar a -20°C por 10 minutos, seguido de
un ciclo de centrifugacion de 13,000 rpom a 4°C durante 15 minutos. El
sobrenadante fue incubado con 1 volumen de isopropanol durante 20 minutos
a -20°C. Los tubos fueron centrifugados 20 minutos a 6,000 rpom a 4°C. La
pastilla (ADN) fue lavada 2 veces con etanol absoluto y al 70% en ciclos de
centrifugacion de 5 minutos a 7,000 rpm. Finalmente, la pastilla de ADN se
resuspendio en buffer TE (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM) y se cuantificd

en un equipo NanoDrop 2000™ (ThermoFisher™).

7.4 Ampilificacion del dominio D1/D2 del ADNr 28S

La identificacion molecular se llevo a cabo con base a la subunidad
mayor del ADN ribosomal 28S, utilizando los cebadores NL1: &
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3 'y NL4: 3 GGTCCG

TGTTTCAAGACGG 5'. Las condiciones para la PCR fueron las especificadas
12



por la enzima utilizada (MyTaq™ DNA Polymerase, Meridian Bioscience®)
comenzando con desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto, posteriormente
35 ciclos de 15 segundos a 94°C, 15 segundos a 52°C, 10 segundos a 72°C
y una extension final de 2 minutos a 72°C. Los productos se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y finalmente se determind la
secuencia nucleotidica de cada uno siendo enviadas al Laboratorio de
Servicios Genomicos, CINVESTAV en lIrapuato, Guanajuato. Para este

ensayo, se seleccionaron al azar un maximo de 3 clonas de cada cepa.

7.5 Identificacion molecular de los aislados

Las secuencias resultantes del dominio D1/D2 fueron procesadas con el
software Geneious Prime version 2022.1 y sometidas a alineamiento con la
herramienta BLAST del NCBI y a la base de datos de Mycobank. Para definir
el nivel taxondmico de especie se considerd un 100% de cobertura y al menos
un 98% de identidad, de otro modo solo se reporto a nivel de género.
Adicionalmente, consideramos a los aislados de la misma especie que se

obtuvieron de muestras diferentes como una cepas individuales.

7.6 Construccion del cladograma

El cladograma fue construido utilizando el software MEGA11 y la
herramienta en linea iTOL version 6.5.8, se realiz6 con el método UPGMA y
un bootstrap de 5000 réplicas.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de las areas de estudio y muestras

Las caracteristicas, el tipo de muestras tomadas y las condiciones

ambientales en cada una de las areas de estudio se enlistan en las siguientes

tablas:

Tabla 1. Diversidad de levaduras encontrada en cada localidad.A) La Trinidad; B) Cerro de las Mitras;
C) Cerro de La Silla; D) Icamole. Se enlista la fuente de la cual fueron aisladas y el nombre que les fue
asignado despues de la comparacion con la base de datos. En negritas se resaltan aquellas cepas cuya
identidad fue menor al 98% o cuyo pariente mas cercano no tiene asignada la categoria formal de

especie.

A)

Mirador “La Piedra Parada”, La Trinidad, Montemorelos (25°12’56”’ N;

100° 07’11’ W)

Altitud: 1475 msnm
Temperatura: 18°C

Vegetacion: Bosque Pino-Encino
Fecha: Agosto 2020

n=9 pH del suelo: 6
%
FUENTE NOMBRE CLAVE REFERENCIA GenBank by
u o IDENTIDAD
. Lecythophora sp.
Corteza de Coniochaeta sp. T™M119 JX838854.1 W3a2 98
i I Rhodotorula
Pinus Rhodotorula mucilaginosa TM1016 KY109112.1 mucilaginosa CBS:6469 98.47
Coniochaeta fibrosae TM521 MW750758.1 CO”’OCé’;ggaCf;br osae 98.51
Fi IopI'ano Coniochaeta sp. T™517 JX838854.1 Lecy thvzg’h;" asp- 98
de Pinus Coniochae:a velutina
Coniochaeta velutina TM912 EU999180.1 UAMH 10912 99.65
Coniochaeta sp. TM241 JX838854.1 Lecy thv%’g;" asp- 98
Debaryomyces fabryi T™M611 AJ508560.1 Debaryomyces hansenii 100
var. fabryi
Saccharomyces
Corteza de KY109446.1 paradoxus CBS:1026
KY109236.1 Saccharomyces
Quercus Saccharomyces sp. TM212 : cariocanus CBS:7994 100
Saccharomyces
MH595054.1 cerevisiae UCDFST:66-
1051
. Torulaspora delbrueckii
Torulaspora delbrueckii TM216 NG_058413.1 CBS 1146 100
Coniochaeta sp. TM331 JX838854.1 Lecy thvzg’g;" asp- 98
Coniochaeta taeniospora TM352 KU762324.1 Coniochaeta 98.57
taeniospora LTA
Filoplano  papitiotrema flavescens TM326 Ky1087341 P ap”’og‘;”;?sﬁf;‘gesce”s 100
de Quercus Rhodotorula
Rhodotorula mucilaginosa TM341 KY109071.1 mucilaginosa 100
CBS:12078
Yamadazyma mexicana TM313 KU316744.1 Yamadazﬁ,’l"; g eana 99.81
. Lecythophora sp.
Coniochaeta sp. TM412 AY219880.1 UBCtra1453C 98.27
Coniochaeta sp. TM441 JX838854.1 Lecy thv%’g;" asp- 97.86
Hojarasca
Rhodotorula
Rhodotorula alborubescens TM432 NG_068967.1 alborubescens CBS 482 100
Rhodotorula mucilaginosa ~ TM434 KY109112.1 Rhodotorula 100

mucilaginosa CBS:6469
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Cutaneotlr{f:hosporon TM824 KT895976.1 Cutanfa?trlchosporon 100
moniliiforme moniliiforme 1G-2
MT328058.1 Debaryomyces hansenii
Debaryomyces fabryi
Suelo MK394103.1 CBS 789
Debaryomyces sp. TM838 100
Debaryomyces
NG_055701.1 prosopidis JCM 9913

“Cama de Piedra”, Cerro de las Mitras, Monterrey (25°42'59" N;
100°24'34" W)

Vegetacion: Matorral submontano /
Bosque de Encino
Fecha: Febrero 2021

Altitud: 1140 msnm
Temperatura: 17°C

n=11 )
pH del suelo: 7
FUENTE NOMBRE CLAVE REFERENCIA GenBank % IDENTIDAD
Candida Candida germanica CBS
germanica CM111 NG_060807.1 4105 98.69
Candida Candida
membranifaciens CM263 KY106568.1 membranifaciens 100
CBS:4430
Candida oleophila ~ CM223 NG_060820.1 Candida ‘;’;’gh”a cBS 100
Candida Candida parapsilosis
parapsilosis CM215 MT001266.1 MCZ30 100
. . Candida saitoana
Candida saitoana ~ CM121 KY106730.1 CBS-940 100
. Candida sp. NCAIM
Candida sp. CM151 GQ340917.1 Y.01939 89.38
Coniochaeta sp.  CM332 DQ523176.2 Lecy‘h°”h°1’ a sp. NGV- 95
Debaryomyces Debaryomyces
nepalensis CM241 KY107576.1 nepalensis CBS:7761 100
Kluyveromyces CM141 KY108048.1 Kluyverom)'/ces lactis 100
Cort d lactis CBS:141
Z -
orteza de Kluyveromyces CM716 KY108048.1 Kluyverom)'/ces lactis 100
Lachancea Lachancea
thermotolorans  CM131 KY108274.1 thermotolerans 100
CBS:2860
Lachancea Lachancea
thermofolerans CM312 KY108274.1 thermotolerans 100
CBS:2860
Lachancea Lachancea
thermotolerans CcMm827 KY108274.1 thermotolerans 100
CBS:2860
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckii CM119 NG_058413.1 CBS 1146 100
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckii CM211 NG_058413.1 CBS 1146 100
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckii CM322 NG_058413.1 CBS 1146 100
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckil CM723 NG_058413.1 CBS 1146 100
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckil CMm814 NG_058413.1 CBS 1146 100
Aureobasidium Aureobasidium
subglaciale cm421 MHB874818.1 subglaciale CBS:123387 100
Debaryomyces Debaryomyces hansenii
hanseni CM662 MH545920.1 CBS 767 100
. Kluyveromyces Kluyveromyces
F|Ioplano de marxianus cMm1011 KY1080911 marxianus CBS:7894 100
Quercus Naganishia albida ~ CM633 NG_055717.1 Naga”’s'"f E"”de CBS 100
Papiliotrema Papiliotrema laurentii
lavrenti CM641 KY108738.1 CBS-7140 99.83
Rhodotorula Rhodotorula
alborubescens CM431 NG_068967.1 alborubescens CBS 482 100
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Rhodotorula Rhodotorula
alborubescens CM651 NG_068967.1 alborubescens CBS 482 100
Candida albicans ~ CM542 MK026357.1 Candida ;'gg’ans 76 100
" . Candida railenensis
Candida oleophila  CM511 KY106718.1 CBS2223 100
Candida Candida railenensis
Suelo railenensis CM522 FJ748669.1 CJAX-Y35 100
Debaryomyces Debaryomyces
nepalensis CM541 NG_055700.1 nepalensis JCM 2095 100
Kluyveromyces Kluyveromyces lactis
lactis CM531 KY108048.1 CBS 141 100
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
delbrueckil CM517 NG_058413.1 0BS 1146 100
Aureobasidium Aureobasidium
CM941 NG_056960.1 melanogenum CBS 100
melanogenum 105.22
. . Candida railenensis
Candida oleophila  CM932 KY106718.1 CBS 2223 100
. Candida Candida railenensis
Phanerophlebla railenensis CM913 FJ748669.1 CJAX-Y35 100
m nat Lachancea
umbonata théfrg’;fggf:ns CM1112 KY108274.1 thermotolerans 100
CBS:2860
Naganishia .
globosa CM922 AB259916.1 Naganishia globosa 100
Rhodotorula Rhodotorula
alborubescens CM1121 NG_068967.1 alborubescens CBS 482 100

C)
Vereda hacia el Pico Norte, Cerro de La Silla, Guadalupe
(25°38'03" N; 100°15'22" W)
Altitud: 996 msnm Vegetacion: Matorral submontano
Temperatura: 32°C Fecha: Marzo 2021
n=10 pH del suelo: 7
o,
FUENTE NOMBRE CLAVE REFERENCIA GenBank IDEN'{'OIDAD
_ Coniochaeta sp. cs133 MW883809.1 C°gg’;’;"’5‘:t;5$p‘ 97.35
Flloplan(? de Wickerhamomyces Wickerhamq;nyces
A myris . strasburgensis CS112 NG_057167.1 strasbu\rggggl; NRRL 100
madrensis . Yamadazyma
Yamadazyma mexicana CS125 KU316744.1 mexicana HL2-4 100
. P Candida orthopsilosis
Candida orthopsilosis CS228 KY106632.1 CBS2212 100
p Torulaspora
Corteza dG_ A.  Torulaspora delbrueckii cs211 NG_058413.1 . OMUEOE e 100
madrensis Wickerhamomyces
Wickerhamomyces anomalus ~ CS233 MT623570.1 anomalus SDBR-S2- 100
10
i~ Starmerella
Flor de ,JUStICIa Starmerella sorbosivorans CS315 NG_060827.1 sorbosivorans CBS 99.12
spicigera 8768
Ogataea naganishii Cs513 KY108685.1 Ogatgesas_f’:4~"2ag”i8hii 99.82
Aga ve sp. Thyronectria
Thyronectria concentrica CS521 KX514387.1 concentrica ALLA 98.94
Flor de Kurtzmaniella
Echinocereus Kurtzmaniella cleridarum CS611 KY108193.1 cleridarum 100
viereckii CBS:10688
Dasylir jon Coniochaeta sp.
. Coniochaeta sp. CS722 MW883809.1 : 97.33
berlandieri CBS 551.75
Opuntia Coniochaeta sp. cs823 DQ523176.2 Lecy ”,:,z";";’ asp- 100
cacanapa B
Casimi roa Coniochaeta sp. cs921 DQ523176.2 Lecy ”,:g";'_‘;’ asp. 100
gregii
Suelo Torulaspora delbrueckii  CS1031 NG_058413.1 Torulaspora 100

delbrueckii CBS 1146
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D)

Icamole (25°54'42" N; 100°42'55”° W)

Altitud: 667 msnm
Temperatura: 30°C

Vegetacion: Matorral desertico
Fecha: Octubre 2021

n=10 pH del suelo: 8
0/
FUENTE NOMBRE LAVE REFERENCIA GenBank °
U 0 ¢ IDENTIDAD
Cilindrop un tia Coniochaeta sp. IC215 DQ5231762 ¢V ",:,‘g’\;' 70 100
leptocaulis '
Coniochaeta sp. IC331 DQ5231762 ¢V ”,:,‘g’&'_‘;’ asp. 100
Geosmithia
Jatropha dioica Geosmithia lavendula IC311 AF033385.1 Iaven(éL;IZ6NRRL 100
Saccharomycopsis Saccharomycopsis
fibuligera IC325 MH867402.1 fibuligera 100
g CBS:214.37
Myrmaecium
Myrmaecium rubricosum IC412 LN907512.1 rubricosum genomic ~ 99.63
Nama hispid oA
ama hispiaa Naganishia
Naganishia albidosimilis 1C426 KY108603.1 albidosimilis 100
CBS:10184
Fruto d Naganishia albida IC524 NG_055717.1  [Vaganishia albida 100
ruto ae — ) CBS 142
Opuntia Rhodotorula
: Rhodotorula mucilaginosa IC512 KY109112.1 mucilaginosa 100
microdasys CBS:6469
Naganishia albida IC613 NG_055717.1 Nag"g’é“‘g”f 4";’b’da 100
Penca de O.
. Rhodotorula
micr OdaSy S Rhodotorula mucilaginosa 1C621 KY109112.1 mucilaginosa 100
CBS:6469
Millerozyma
. Myllerozyma koratensis IC714 KY108828.1 koratensis 100
Flor de Cordia CBS:12092
boissieri . Saccharomycopsis
Saccggz ‘I’I’”gr ZOPS’S IC727 MH867402.1 fibuligera 100
g CBS:214.37
F|Ioplalno. d? C. Candida corydali Ic812 KC798422.1 Ca”%‘;ﬁggg’ dali 99.48
boissieri
] Coniochaeta sp. 1C922 DQ523176.2 LY t’;"g’&'_‘;’ asp- 99.44
Fouqueria .
lend Saccharomycopsis Saccharomycopsis
Spienaens fibulioora IC936 MH867402.1 fibuligera 99.13
g CBS:214.37
Yamadazyma .
paraphyllophyla IC1033 AY562397.1 Candida sp. TrB1-1 98.5
Rhodotorula
Rhodotorula mucilaginosa  1C1042 KY109112.1 mucilaginosa 98.85
Suelo CBS:6469
L . Naganishia albida
Naganishia albida IC1015 NG_055717.1 CBS 142 100
Millerozyma
Myllerozyma koratensis 1C1026 KY108828.1 koratensis 100
CBS:12092
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8.2 Aislamiento e identificacion de levaduras

De las 40 muestras, obtuvimos un total de 695 aislados que se agruparon
segun la morfologia de la colonia. De esta forma, 90 cepas distintas fueron
procesadas para su identificacion molecular. El analisis de la secuencia
nucleotidica del dominio D1/D2 del RNAr 28S, arrojo 47 especies diferentes
(incluyendo 4 posibles especies distintas de Coniochaeta mencionadas mas
adelante), pertenecientes a 22 géneros. Asimismo, estos se agrupan en 4
grandes linajes: Pezizomycotina y Saccharomycotina representando al filo
Ascomycota; mientras que Pucciniomycotina y Agaricomycotina dentro de
Basidiomycota.

En el filo Basidiomycota se agrupan 8 especies que pertenecen a los
géneros Cutaneotrichosporon (1 especie), Naganishia (3 especies),
Rhodotorula (2 especies) y Papiliotrema (2 especies), mientras que en los 37
restantes del filo Ascomycota destacan Candida, Coniochaeta (antes
Lecythophora), Debaryomyces y Torulaspora delbrueckii. Adicionalmente se
reportan cepas de  Aureobasidium,  Myrmaecium, Geosmithia,
Saccharomyces, Thyronectria, Kurtzmaniella, Kluyveromyces, Yamadazyma,
Millerozyma, Wickerhamomyces, Lachancea, Ogataea, Wickerhamomyces,
Saccharomycopsis y Starmerella. La Tabla 1 enlista todas las especies y
cepas identificadas en este trabajo.

Por otro lado, 17 de las 90 cepas tuvieron 97% o menos de identidad con
alguna referencia de la base de datos, cumplia con el 98% minimo pero la
entrada aun no habia sido asignada a una especie en particular, como en el
caso de algunas cepas de Coniochaeta y Candida CM151; o bien, resultaron
con un 100% de identidad con mas de una especie, como fue el caso de
Debaryomyces TM838 la cual resulto ser similar en un 100% con D. hansenii,
D. nepalensis y D. fabryi, y Saccharomyces TM212 con S. cariocanus, S.
cerevisiae y S. paradoxus (Tabla 1).

Con respecto a las 14 cepas de Coniochaeta que no cumplieron con el
criterio para una identificacion concluyente (Tabla 1), ya sea porque resultaron
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en una identidad menor al 98% o con una identidad del 98% - 100% con
entradas que no tienen asignadas la categoria de especie. El alineamiento
mediante BLAST arroj6 4 entradas del GenBank como organismos mas
cercanos: siendo CM722 y CS133 similares en un ~97% con Coniochaeta sp.
CBS 551.75 (GenBank: MW883809.1) y CM332 con Lecythophora sp. NGV-
1 (GenBank: DQ523176.2) en un 95%; mientras que TM119, TM5217, TM241,
TM331 y TM441 resultaron muy similares a Lecythophora sp. W3a2
(GenBank: GenBank:JX838854.1); TM412 a Lecythophora sp. UBCtra1453C
(GenBank: AY219880.1) y CS823, CS921, I1C215, IC331 y 1C922 a
Lecythophora sp. NGV-1, por lo cual se asume que estas cepas pertenecen
al menos a 4 especies diferentes que no han sido identificadas del todo al

menos con los métodos utilizados en este trabajo.

8.3Diversidad y distribucion de las cepas aisladas

La Figura 3 muestra la proporcion de las 47 especies encontradas en
este trabajo, 39 pertenecen al filo Ascomycota (83%) y 8 al filo Basidiomycota
(17), las cuales a su vez estan representados por 4 subfilos: el primero por
Pezizomycotina y Saccharomycotina; y el segundo con Pucciniomycotina y
Agaricomycotina. El genero Coniochaeta fue el mas frecuente dentro de los
ascomicetos, distribuida en las 4 localidades y aislada a partir de una mayor
variedad de fuentes: corteza y filoplano de Pinus y Quercus, hojarasca y
filoplano de A. madrensis, asi como O. cacanapa, D. berlandieri, C. gregii, F.
splendens, C. leptocaulis y J. dioica. Solamente Coniochaeta fibrosae,
Coniochaeta taeniospora y Coniochaeta velutina, provenientes de La Trinidad
lograron ser aisladas exclusivamente a partir del filoplano de Pinus (TM521,
TM912) y Quercus (TM352). Por otro lado, Rhodotorula representa la mayoria
de cepas aisladas de basidiomicetos, y distribuyendose en todas las
localidades exceptuando el Cerro de La Silla, encontrandose sobre Pinus,
Quercus y hojarasca en La Trinidad y el Cerro de Las Mitras y sobre Opuntia

microdasys y suelo en Icamole.

Debaryomyces fue otro taxon relativamente bien representado,

registrando 3 especies y una cepa a nivel de género en 2 localidades:
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Debaryomyces fabryiy Debaryomyces sp. en La Trinidad, asociadas a corteza
de encino y suelo respectivamente, y en el Cerro de las Mitras se encontré D.
hansenii asociada a filoplano de Quercus y D. nepalensis en corteza de este
(CM241) y suelo (CM541). Por otro lado, los basidiomicetos con mayor
distribucion fueron Rhodotorula, representado por R. alborubescens aislada a
partir de hojarasca en La Trinidad (TM432) y en hojas de Quercus (CM432,
CM651) y de P. umbonata (CM1121) en el Cerro de las Mitras; y R.
mucilaginosa que se aislé en La Trinidad a partir de corteza de Pinus
(TM1016), hojas de Quercus (TM341) y hojarasca (TM434), asi como de O.
microdasys (IC512, 1C621) y suelo (IC1042) en Icamole. Finalmente,
Torulaspora delbrueckii se reporta en La Trinidad, Cerro de las Mitras y Cerro
de la Silla aislada a partir de corteza de Quercus (TM216, CM119, CM211,
CM322, CM723, CM814), corteza de A. madrensis (CS211) y suelo (CM517,
CS1031).

Aureobasidium
Cutaneotrichosporon PHYLUM Candida
Naganishia Coniochaeta
Papiliotrema Debaryomyces

Geosmithia
BASIDIOMYCOTA Kluyveromyces
17% Kurtzmaniella
Lachancea
Millerozyma
Myrmaecium
Ogataea
Saccharomyces
Saccharomycopsis
Starmerella
o Thyronectria
83% Torulaspora
Wickerhamomyces
Yamadazyma

ASCOMYCOTA

Figura 3. Proporcién de Basidiomycota y Ascomycota en las cepas aisladas. Del lado izquierdo
se enlistan los géneros dentro del filo Basidiomycota mientras que del lado derecho aquellos
pertenecientes a Ascomycota.
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Un grupo particularmente diverso entre nuestros aislados fue Candida,
del cual se identificaron 10 especies en total, 8 de las cuales estan limitadas
al Cerro de las Mitras, siendo asi esta localidad la que presentd un mayor
numero de especies de un solo género. En este caso, Candida se encontrd
en todas las muestras aunque cada muestra present6 una diversidad distinta.
Asi, C. germanica, C. membranifaciens, C. parapsilosis, C. saitoana y una
cepa sin identificar (CM151) se aislaron exclusivamente de corteza de
Quercus; C. oleophila también se encontrd en corteza (CM223), pero también
en suelo (CM511) y sobre P. umbonata (CM932). De manera similar ocurre
con C. railenensis que se aislo a partir de suelo (CM522) y P. umbonata
(CM913).

Adicionalmente, Candida albicans se encontr6 asociada exclusivamente
al suelo en esta localidad y no se logro aislar de otras muestras. Por otro lado,
las 2 cepas restantes que corresponden a C. orthopsilosis y C. corydali se
encontraron en corteza de A. madrensis y hojas de Cordia boissierien el Cerro
de la Silla e Icamole, respectivamente.

Por otro lado, en dos localidades se encontraron las dos mismas
especies: Naganishia albida y Yamadazyma mexicana. La primera asociada
al filoplano de Quercus en el Cerro de las Mitras (CM633) y en Icamole aislada
a partir de Opuntia microdasys (IC524, IC613) y suelo (IC1015), mientras que
Y. mexicana se encontr6 en La Trinidad y el Cerro de La Silla sobre el filoplano
de Quercus (TM313) y A. madrensis (CS125).

Por ultimo, ademas de las ya indicadas, hubo especies en cada sitio de
muestreo que no se encontraron en los demas, por ejemplo, Coniochaeta
fibrosae, C. velutina'y C. taeniospora en La Trinidad. En este mismo sitio, se
aislé también Cutaneotrichosporon moniliiforme y una cepa de Debaryomyces
(TM838) a partir del suelo del bosque; en el filoplano de Quercus encontramos
a Papiliotrema flavescens y finalmente asociadas a la corteza del mismo,
Debaryomyces fabryiy Saccharomyces (TM212).

En el Cerro de las Mitras, se lograron registrar, ademas de todas las
especies de Candida antes mencionadas (Tabla 1), especies particularmente
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asociadas a la corteza de los encinos presentes en este sitio: Debaryomyces
nepalensis, Kluyveromyces lactis, y Lachancea thermotolerans, estas dos
ultimas presentes también en el suelo y sobre Phanerophlebia umbonata,
respectivamente. Por otro lado, tenemos a Aureobasidium subglaciale,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus y Papiliotrema laurentii
asociadas al filoplano de estos mismos encinos y finalmente, a partir de P.
umbonata, se aislé Aureobasidium melanogenum y Naganishia globosa.

Siguiendo con las areas de estudio restantes, en el Cerro de la Silla se
encontré Candida orthopsilosis en la corteza de A. madrensis como ya se ha
mencionado. También se registré6 Kurtzmaniella cleridarum en flores de E.
viereckii y se aislo Ogataea naganishii y Thyronectria concentrica de la
superficie de Agave. De las flores de Justicia spicigera se aislo Starmerella
sorbosivorans y por ultimo Wickerhamomyces anomalus y W. strasburgensis
se encontraron asociadas a la corteza y filoplano de A. madrensis,

respectivamente.

Finalmente, en Icamole, asociadas a anacahuita se encontré Candida
corydali, Millerozyma koratensis (IC714) y Saccharomycopsis fibuligera
(IC727), de estas dos ultimas se aislaron otras cepas a partir de suelo en el
caso de Millerozyma (1C1026) y de Saccharomycopsis se aislaron de ocotillo
(IC936) y Jatropha dioica (IC325). De esta ultima planta (J. dioica) se aislo
también Geosmithia lavendula. Por ultimo, tenemos a Myrmaecium
rubricosum y Naganishia albidosimilis encontradas sobre la planta herbacea
N. hispida'y Yamadazyma paraphyllophyla detectada en suelo.

8.4 Analisis estadistico mediante el indice de Jaccard

La Tabla 2 muestra la matriz de similitud en la diversidad entre cada
localidad representada con base al indice de Jaccard. En esta se observa que
las comunidades de levaduras de La Trinidad (TM) y el Cerro de La Silla (CS)
comparten mas especies entre si (15%), siendo estas representadas por
Coniochaeta y Torulaspora delbrueckii y Yamadazyma mexicana; mientras
que el valor mas bajo (5.26%) corresponde a el Cerro de La Silla (CS) e
Icamole (IC) que comparten unicamente al genero Coniochaeta.
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Tabla 1. Matriz de similitud segun el indice de Jaccard. En negritas se distingue el valor mas alto, el
cual corresponde a los sitios de La Trinidad y el Cerro de La Silla y el mas bajo entre este ultimo e
Icamole. TM = La Trinidad, CM = Cerro de Las Mitras, CS = Cerro de La Silla, IC = Icamole.

% SIMILITUD
™ CM CS IC
™  100.00%
100.00
CM 9.68%
%
100.00

CS 15.00% 6.90% 5
(o]

IC 9.52% 6.90% 5.26% 100.00%

8.5Construccion del Cladograma

La Figura 4 muestra el cladograma construido con la herramienta iTOL
y el software MEGAX a partir de las secuencias del dominio D1/D2. En él se
observan cada una de las cepas aisladas y su pariente mas cercano en las
bases de datos. En la figura 3a se observa la proporcion entre los filos
Basidiomycota y Ascomycota, mientras que la 3b muestra cada uno de los
subfilos en los que se agruparon nuestros aislados. Lo mas destacado de este
arbol es el clado formado en su mayoria por nuestras cepas de Coniochaeta
sp. y Coniochaeta sp. W3a2 (GenBank: JX838854.1) y Coniochaeta sp. NGV-
1 (GenBank: DQ523176.2) las cuales, evidentemente, no tienen asignadas
formalmente un nombre de especie. Nuestra cepa de Debaryomyces TM838
parece estrechamente relacionada con D. hansenii (GenBank: MT320858.1),
D. fabryi CBS 789 (GenBank: MK394103.1) y D. prosopidis JCM 9913
(GenBank: NG_055701.1) similar a lo que ocurre con Saccharomyces TM212
que forma su propio clado con S. paradoxus CBS 1026 (GenBank:
KY109446.1), S. cerevisiae UCDFST 66-1051 (GenBank: MH595054.1) y S.
cariocanus CBS 7994 (GenBank: KY109236.1). Debido a que ambas cepas
tuvieron una identidad del 100% con mas de una especie, no fue posible
asignarle formalmente dicha categoria y ambas requeriran de estudios
posteriores para tal fin.
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Figura 4. Cladograma donde se muestra los parientes mas cercanos de cada cepa segun los registros de la base de datos de GenBank. Los distintos subfilos en los que se

agrupan se observan en colores, mientras que encerrados en rojo se indican aquellos clados que agrupan las cepas cuya identidad no pudo definirse por completo y su(s)

respectivo(s) pariente(s). El bootstrap se muestra en la parte inferior de las ramas, mientras que la distancia genetica se encuentra en la parte superior.



9. DISCUSION

9.1 Analisis de secuencias y cladograma

En base a los resultados de la secuencia nucleotidica de los dominios
D1/D2 de la subunidad mayor del ribosoma 28S, a partir de 90 muestras, lo
cual arrojé un total de 47 especies diferentes pertenecientes a 22 géneros. La
mayoria de las cepas pudieron ser identificadas a nivel de especie, ya que
cumplieron con el criterio de identidad mayor al 98% e incluso 100% (Aljohani
et al, 2018; Into et al, 2020). En caso contrario, es decir, cuando la identidad
resulto ser menor al 98%, solo se identificaron hasta nivel de genero.

El caso mas drastico fue el de Candida sp. CM151 y Candida sp. NCAIM
Y.01939 las cuales comparten un % 89.38 de identidad. Este alto grado de
divergencia en la secuencia sumado al hecho que su pariente mas cercano
no esta descrito del todo, nos hace inferir que la cepa CM151 se trata de una

especie no descrita del genero Candida.

En el cladograma se encuentran agrupadas en su propia rama, incluso
alejadas de otros miembros de Candida, lo cual nos hace dudar si realmente
tanto nuestra cepa como su homonimo de la base de datos pertenezcan al
genero Candida. Con el fin de resolver este dilema, se requerira de un estudio

mas extenso para tener certeza de su posicion taxonomica.

Por otro lado, tenemos aquellas cepas cuya identidad fue del 100% con
mas de una especie en la base de datos. En primer lugar tenemos a
Debaryomyces sp. TM838 cuyos parientes mas proximos son Debaryomyces
hansenii (GenBank: MT328058.1), D. fabryi CBS 789 y D. prosopidis JCM
9913; en segundo lugar esta Saccharomyces sp. TM212 quien exhibe lo
propio con Saccharomyces cerevisiae UCDFST 66-1051, S. cariocanus CBS
7994 y S. paradoxus CBS 10268. Sin embargo, como se resalta en la Figura
4, la relacion taxonomica dentro de ambas ramas queda un poco mas clara,
observando asi que la cepa TM838 esta mas relacionada con Debaryomyces
hansenii y D. fabryi CBS 789 que con D. prosopidis JCM 9913, la cual se
encuentra relativamente excluida. Con esto podriamos asumir que nuestra

cepa TM838 corresponde a Debaryomyces hansenii o D. fabryi. Con respecto
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a Saccharomyces sp. TM212 la cual tambien se agrupa con otras 3 especies,
se observa en el cladograma que esta esta mas estrechamente relacionada
con Saccharomyces paradoxus CBS 10268 con un bootsrap de 0.53 a
diferencia de las otras dos en el que este es de 0.48. Suponemos que esta
cepa pertenece a la especie S. paradoxus, pero como ocurre con
Debaryomyces sp. TM838, para tener certeza se requerira un analisis con
mayor profundidad.

Por ultimo, tenemos al género Coniochaeta del cual algunas cepas no
pudieron ser identificadas de manera concluyente. En la Tabla 2 y en la
Figura 4 se encuentran en negritas y encerrados en rojo respectivamente. Por
un lado, estan las cepas CS722 y CS133, ambas con una identidad del 97%
con Coniochaeta sp. CBS 551.75.

Esto las coloca fuera de los estandares para considerarse como la
misma especie, pero ademas, siendo el pariente mas cercano de estas, la
cepa CBS 551.75 no esta identificada por completo; ademas en el cladograma
se encuentran agrupadas nuestras cepas mientras que la CBS 551.75 esta
alejada de estas, por lo cual podemos asumir como minimo que las cepas
CS722 y CS133 pertenecen a la misma especie (ambas fueron colectadas en
el mismo sitio) la cual es distinta a la CBS 551.75 a pesar que esta sea su
pariente mas cercano. Ademas tambien se observo que C. fibrosae resulto
mas cercana a ellas que CBS 551.7 en el cladograma, a pesar que el

alineamiento no arrojo a C. fibrosae como coincidencia con CS722 o CS133.

Por otro lado, tenemos a las cepas TM119, TM517, TM331, TM241, las
cuales tienen una identidad del 98% con Lecythophora sp. W3a2 (ahora
Coniochaeta), mientras que CS823, CS921, 1C215, IC331, 1C922 y CM332
estan mas relacionados con Coniochaeta sp. NGV-1 con un 98% - 100% de
identidad. Sin embargo, en el cladograma no se agrupan de esta forma, por
lo contrario, todas estas cepas formaron un solo clado, con excepcion de

CM332, IC331 y 1IC922 que se agruparon en un clado separado.

Debido a esto, podria ser que todas estas cepas, incluyendo a NGV-1y
W3a2 esten estrechamente relacionadas y no sea suficiente un solo marcador

para resolver su taxonomia.
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Si bien podriamos afirmar que tanto CBS 551.75 como NGV-1 y W3a2
son especies distintas, el hecho que no esten del todo identificadas nos
permite asumir que todas las cepas relacionadas con estas pertenecen a
especies no descritas anteriormente, pero como ocurre en el caso de
Saccharomyces sp. TM212, Debaryomyces sp. TM838 y Candida sp. CM151
se requerira la comparacion de mas marcadores moleculares o incluso el
genoma completo para determinar su verdadera posicion taxonomica y

asignarles formalmente la categoria de especie.

9.2 Método de aislamiento, enfoque y su impacto en la diversidad

En este trabajo se utiliz6 un enfoque basado en el aislamiento de
levaduras cultivables utilizando el método de enriquecimiento, es decir, en el
que se utiliza un medio selectivo y rico en nutrientes para favorecer el

crecimiento de los microorganismos de interés.

De este modo se aislaron e identificaron (en su mayoria) 90 cepas
distintas agrupadas en 22 géneros y 47 especies, de las cuales un 83% (39)
pertenecen al filo Ascomycota, mientras que el 17% restante (8), al filo
Basidiomycota; sin embargo, se ha observado que esta proporcion puede
variar dependiendo del metodo de aislamiento y el enfoque del estudio. Por
ejemplo, Nasanit y cols. (2015) reportaron una predominancia de
Basidiomicetos al analizar la superficie de hojas de arroz (Oryza sativa)
mediante un enfoque independiente de cultivo, es decir, analizaron

directamente el ADN a partir de la superficie de las hojas.

Al analizar muestras de cacao fermentado mediante secuenciacion
masiva Hanseniaspora sp. mientras que, al aislar levaduras de las mismas
muestras, Saccharomyces cerevisiae fue la levadura aislada con mayor

frecuencia (Arana-Sanchez et al, 2015).

Mas recientemente (Sha et al, 2018), se han comparado ambos métodos
para evaluar la diversidad de levaduras y mohos presentes en fermentados
tradicionales de la India, dando como resultado la predominancia de levaduras

ascomycetas al utilizar métodos dependientes de cultivo.
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Otra variable que influye en el resultado de la diversidad encontrada en
este tipo de estudios, es el método de aislamiento, el cual se puede realizar
con un enriquecimiento previo de las muestras y posterior siembra en un
medio selectivo (como se hizo en este trabajo) o la siembra directa en el medio
selectivo a partir de un lavado de las muestras. Por ejemplo, Koricha y su
grupo (2019) aislaron levaduras a partir de distintos tejidos de plantas (hoja,
fruto, corteza y raiz) utilizando el método de enriquecimiento y lograron
identificar un mayor numero de Ascomycetos en contraste con la unica
especie de Basidiomiceto que aislaron (Rhodotorula mucilaginosa); de igual
forma Aljohani y cols. (2018) hicieron lo propio a partir de suelo agricola, y
encontraron mayor diversidad de especies de ascomicetos y solo una
basdiomiceta (Cryptococcus laurentii).

Por lo contrario, se ha reportado que al aislar levaduras a partir de un
lavado de las muestras (generalmente con solucion salina) y sin un
enriquecimiento previo, resulta en un mayor numero de basidiomicetos que
ascomicetos aislados, tal como lo report6 de Azeredo y cols. (1998) quienes
aislaron un importante numero de basidiomicetas (79.6% de sus aislados) a
partir de cafia de azucar en comparacion con los pocos ascomicetas que
aislaron; Nasanit y su grupo obtuvieron resultados similares al analizar el
filoplano de plantas de arroz (2015) y maiz (2016) y lo mismo se reporto mas
recientemente en plantas de maiz (Into et al, 2020).

Algunos autores atribuyen esta discrepancia a las propias levaduras, ya
que aquellas que pertenecen al filo Basidiomycota son de crecimiento lento
debido a que la mayoria metaboliza moleculas complejas en comparacion con
los miembros de Ascomycota, los cuales son mas eficientes para metabolizar

azucares simples.

Es por eso que al utilizar un enriquecimiento previo al aislamiento, las
levaduras ascomicetas tienen ventaja y se reproducen con mas facilidad que
las basidiomicetas, puesto que el medio de cultivo contiene glucosa y maltosa.
Si bien en algunos de estos casos se investigaron matrices muy particulares
(filoplano de arroz y maiz, cafa de azucar, starters de productos
fermentados), se demuestra la influencia que el enfoque y método de
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aislamiento tienen en la diversidad reportada, y este trabajo no es la

excepcion.

Este estudio reporta una mayor proporcion de levaduras del filo
Ascomycota con respecto a Basidiomycota empleando un enfoque hacia
levaduras cultivables y con un enriquecimiento previo al aislamiento, lo cual
es similar a lo que se ha reportado a partir de matrices similares (filoplano,
corteza, frutos y suelo) (Aljohani et al., 2018; Koricha et al., 2019) con la
excepcion de haber encontrado mas especies de basidiomicetos a diferencia

de estos casos en los que solo encontraron una sola.

Finalmente, es importante considerar que un estudio de biodiversidad
independiente de cultivo puede enriquecer la informacion sobre la comunidad
microbiana al analizar el ADN ambiental pero no necesariamente nos indica
la presencia de estos microorganismos, puesto que el material genetico no
permite inferir si los microorganismos (en nuestro caso, levaduras), realmente
estan vivos, muertos o inactivos. Sin embargo, ambas tecnicas se
complementan ya que tambien nos indica el estado fisiologico de las

levaduras viables pero no cultivables en un nicho determinado.

9.3 Diversidad y distribucién de los aislados

En este trabajo se identificaron especies del filo Ascomycota que
incluyen los generos Aureobasidium, Candida, Coniochaeta, Debaryomyces,
Geosmithia, Kluyveromyces, Kurtzmaniella, Lachancea, Millerozyma,
Myrmaecium, Ogataea, Saccharomyces, Saccharomycopsis, Starmerella,
Thyronectria, Torulaspora, Wickerhamomyces y Yamadazyma; mientras que
el filo Basidiomycota se hallo representado por Cutaneotrichosporon,
Naganishia, Papiliotrema y Rhodoftorula.

La mayoria de las cepas provienen de sustratos y tejidos vegetales como
la corteza (o la superficie en caso de las cactaceas), el filoplano, flores y frutos.
Otras mas se aislaron del suelo adyacente a estas plantas.

El género Coniochaeta incluye levaduras pleomorficas generalmente
endofitas que consiste en especies humicolas, lignicolas e incluso coprofilas.
Se han aislado a partir de briofitas, plantas vasculares, liquenes (Arnold et al,
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2021), suelo (Zhong et al, 2022) y hasta depositos de uranio (Vazquez-
Campos et al, 2014), indicando que son especies cosmopolitas capaces de
proliferar en diversos ambientes. En nuestro caso se lograron aislar

numerosas cepas de Coniochaeta de algunos tejidos de plantas vasculares.

Existen cepas que fueron descritas y/o se han aislado con éxito a partir
de bosques de pino-encino y boreales, como C. nivea, C. montana y C.
elegans (U'Ren, et al., 2019; Arnold et al, 2021) y de coniferas en particular
como Platycladus orientalis (Cupressaceae) de donde se aislé y describid C.
endophytica (Harrington, A. et al, 2019).

En comparacion, en este estudio se identificaron 3 especies a partir del
filoplano y corteza de Pinus y Quercus en La Trinidad (C. fibrosae, C. velutina
y C. taeniospora) mientras que el resto de las cepas, las cuales solo fue
posible identificar a nivel de género, se obtuvieron de otras especies vegetales
incluyendo algunas cactaceas en Icamole y el Cerro de la Silla. Esto ultimo es
interesante ya que no se han encontrado reportes sobre presencia de
Coniochaeta en cactaceas.

En segundo lugar, tenemos al genero Candida del cual se aislo e
identifico un mayor numero de especies. Cabe destacar que la mayor
diversidad se registro en el Cerro de Las Mitras, encontrando C. albicans, C.
germanica, C. oleophila, C. membranifaciens, C. parapsilosis, C. saitoana y
C. railenensis; mientras que C. orthopsilosis y C. corydali se encontraron en
el Cerro de La Silla e Icamole respectivamente.

La mayoria de estas cepas se encontraron asociadas a la corteza de los
arboles (Quercus sp. en Las Mitras y A. madrensis en Anteriormente se ha
reportado una relativa abundancia y diversidad del genero Candida en la

region de lquitos, Peru, en la selva amazonica (Vegas et al, 2020).

En dicho estudio, se prepararon aislados a partir de frutas tropicales y se
lograron identificar 6 especies distintas: C. tropicalis, C. quiercitrusa, C.
intermedia, C jaroonii, C. carpophila, C. akabanensisy C. pseudohaemulonii,
representando ademas el segundo lugar en abundancia en el area de estudio
despues del genero Hanseniaspora. Ademas en otros estudios se ha
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reportado al genero Candida como el mas frecuente (Koricha et al, 2019),
reportando C. albicans, C. blattae, C. catenulate, C. humilis, C. glabrata, C.
intermedia, C. melibiosica y C. pararugosa en dos localidades de Etiopia: el
distrito de Jimma y el bosque de Belete-Gera, siendo el primero una zona
poblada de la cual se aislo C. albicans. Esto ultimo parece similar a nuestro
reporte de C. albicans en la zona de “La Cama de Piedra” en el Cerro de Las
Mitras, que es un sitio muy frecuentado con fines recreativos. Al ser ambos
sitios lugares con actividad humana, no es improbable encontrar esta especie
asociada a la zona, ya que C. albicans suele ser de origen antropogenico y

ademas es un patogeno oportunista.

Por otro lado, tenemos nuestras cepas de Torulaspora delbrueckii. La
mayoria de las cepas “domesticadas” de Torulaspora se han aislado con
mayor frecuencia de ambientes vinicolas y es una de las levaduras mas
utilizadas en esta industria (Michel et al, 2016) incluso recientemente,
Cisneros y Rodriguez (2019) identificaron 2 cepas de Torulaspora delbrueckii
(UV10-1A y UV6-1A, respectivamente) aisladas a partir de un fermentado de
uva comercial. Sin embargo, tambien se han encontrado cepas silvestres en
algunos frutos y superficies vegetales, incluyendo la porcion humeda o limo
bacteriano en la corteza de encinos (Quercus spp.) o exudados de resina de
algunas fagaceas como Prosopis (Buzzini et al, 2017).

La mayoria de nuestros aislados tambien fueron obtenidos de corteza de
encino en La Trinidad y Cerro de las Mitras; adicionalmente tambien se reporta
una cepa encontrada en una muestra de corteza de Amyris madrensis del
Cerro de La Silla y una mas aislada a partir de suelo de La Trinidad. Por otra
parte, se ha aislado Torulaspora a partir de suelo en zonas con arboles frutales
(Vadkertiova et al, 2019) y ademas, Igharo y su grupo (2022) caracterizaron
el genoma de una cepa de T. quercuum aislada de suelo adyacente a Tilia
(Malvaceae), y tambien se ha descrito a T. jiuxiensis a partir de madera en
descomposicion (Chu et al, 2022). Esto indica la variedad de habitats en
donde se puede encontrar a este grupo y que no solamente se limita a

ambientes vinicolas.

Debaryomyces es una levadura conocida por su capacidad halotolerante
(Alba-Lois, 2017; otros) y por habitar ambientes marinos, de donde fue aislada
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por primera vez. Sin embargo se ha demostrado su presencia en otros
sustratos, por ejemplo plantas como Helleborus foetidus (Ranunculaceae) en
donde se encontro D. hansenii y D. maramus en nectar (Brysch-Herzberg,
2004); D. nepalensis y D. hansenii asociadas a Citrus medica (Rutaceae) y
Garcinia macrophylla (Clusiaceae) respectivamente (Vegas et al, 2020) y

tambien en cactaceas (Rosa et al, 1994).

A diferencia de este estudio en donde reportamos D. hansenii
exclusivamente en filoplano de Quercus sp. (Fagaceae), D. nepalensis en la
corteza y suelo en el Cerro de las Mitras; D. fabryi tambien se encontro
asociada a la corteza de Quercus en La Trinidad, mientras que en el suelo de
la misma zona se aislo una cepa de Debaryomyces sp.

Otras cepas aisladas del suelo son reportadas por Duarte y su grupo
(2016) y Menezes y cols (2019) en la antartida, estos ultimos logrando aislar

D. hansenii directamente del permafrost.

El género Saccharomyces se encuentra habitando la superficie de
arboles de la familia Fagaceae, como por ejemplo el genero Quercus (Buzzini,
2017). Entre nuestros muestreos en La Trinidad y el Cerro de las Mitras se
aislaron algunas cepas provenientes de arboles de este genero; sin embargo,
solo una fue identificada como Saccharomyces sp. (TM212), encontrada en
una muestra de La Trinidad, especificamente aislada de corteza. Cisneros
(2019) logro identificar algunas cepas de S. cerevisiae y S. boulardii, pero a
diferencia de la nuestra, estas se aislaron de inflorescencias de cactaceas en

Icamole.

Estos reportes hicieron que se seleccionara Icamole como area de
estudio, esperando encontrar algunas levaduras del genero Saccharomyces,
sin embargo, como lo demuestran los resultados, esto no fue asi. Cabe
destacar que los muestreos realizados por Cisneros fueron durante la epoca
de floracion (marzo-abril), mientras que los nuestros tuvieron lugar en octubre,

cuando ya los frutos se han desarrollado.

Esto pudo haber impactado en la diversidad de las levaduras aisladas,
ya que se ha reportado que la diversidad de levaduras varia segun la
temporada (Glushakova & Chernov, 2010; Gabor ef al, 2017).
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Otra levadura aislada con frecuencia en este trabajo fue Rhodotorula. Se
sabe que es una levadura ubicua, y se ha encontrado en ecosistemas
acuaticos desde fondo marino hasta costas (Nagahama et a/,2003; ab Ghani
et al, 2014), ambientes terrestres (Into et al, 2020; Fernandez-Pacheco et al,
2021), alimentos (Bintsis Thomas, 2021) y como causante de infecciones en
pacientes inmunocomprometidos (Jarros et al, 2020).

Incluso, se ha aislado Rhodotorula de la nieve en la antartida (de
Menezes et al, 2019) lo cual indica su gran adaptabilidad a ambientes
extremos. Esto ultimo podria ser analogo a nuestro hallazgo en Icamole, del
donde logramos aislar R. mucilaginosa a partir del suelo.

Otros autores reportan cepas de Rhodotorula mucilaginosa en bosque
de pino (Allahkarami et al, 2021), especificamente del suelo y la hojarasca. En
comparacion, encontramos Rhodotorula en bosque de pino (La Trinidad) en
donde se logro identificar R. mucilagnosa y R. alborubescens sobre Pinus
(corteza y filoplano) y hojarasca, la cual estaba conformada mayormente por
restos de aciculas y corteza de pino.

También se ha logrado aislar R. mucilaginosa del suelo y hojarasca
presentes en bosque de coniferas (Allahkarami et al, 2021). Por otro lado, en
el Cerro de las Mitras donde abundaban arboles del genero Quercus
solamente se encontro R. alborubescens asociada a estos (fioplano y corteza)
y a helechos del genero Phanerophlebia.

En otros estudios se reportan cepas de Rhodotorula aisladas a partir de
flores y frutos de plantas en bosques tropicales, asi como del suelo de dichos
bosques en donde se identifico R. mucilaginosa (Koricha et al, 2019;
Fernandez-Pacheco et al, 2021) y R. dairenensis (Fernandez-Pacheco et al,
2021). Ademas, Into y su grupo (2020) aislaron R. mucilaginosa, R. toruloides
y R. paludigena a partir del filoplano de maiz cultivado, y R. diobovata de hojas
de algodon (Osman et al, 2022). Esto demuestra la variedad de especies y la

diversidad de plantas sobre las cuales se puede encontrar a esta levadura.

Adicionalmente, Into y cols (2020) encontraron toda una gama de
especies de levaduras en estas plantas de maiz, incluyendo algunas especies
que tambien se reportan en este trabajo, como por ejemplo Papiliotrema
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(Basidiomycota) y Wickerhamomyces anomalus (Ascomycota) las cuales
tambien reportamos en este estudio, siendo aisladas de filoplano de Quercus
sp. (Fagaceae) y Amyris madrensis (Rutaceae) respectivamente.

La distribuciéon de nuestras cepas de Papiliotrema, contrasta con lo
reportado en la literatura, (Glushakova & Chernov, 2010; Glushakova &
Kachalkin, 2023) en donde aislaron P. laurentii (reportada como Cryptococcus
laurentii) a partir del filoplano en bosque de abeto (Glushakova & Chernov,
2010), mientras que nosotros la encontramos en el Cerro de las Mitras, una
zona con impacto humano importante al ser un sitio utilizado con fines
recreativos; y P. flavescens la cual en este estudio se aislo del filoplano en
bosque de pino-encino, en La Trinidad, mientras que Glushakova y Kachalkin
(2023) reportaron su presencia en filoplano de arboles en zonas urbanizadas.

A pesar de esta diferencia en la distribucion, el nicho en el cual se
detectan es el mismo: el filoplano, por lo cual se puede inferir que este genero
tiene preferencia por el follaje. Wickerhamomyces se ha encontrado en maiz
cultivado (Into et al, 2020) y Camellia sinensis (Theaceae) (Kanpiengjai et al,
2023) mientras que aqui se reportan dos especies: W. anomalus y W.
starsburguensis en corteza vy filoplano de Amyris madrensis (Rutaceae) en el
Cerro de la Silla.

Tomando en cuenta que ambas fueron encontradas en la misma planta
y que solamente se comparo la secuencia LSU, consideramos que hacen falta
estudios adicionales para determinar si se trata de una o de otra, ya que, a
pesar de que el analisis nos arrojase dos cepas diferentes, pudiera ser que
hubiese algun sesgo en las secuencias debido a la secuenciacion.

Inferimos que es una situacién similar con nuestras cepas de
Kluyveromyces: K. marxianus y K. lactis las cuales se aislaron de filoplano y

corteza de Quercus respectivamente, en el Cerro de las Mitras.

Entre nuestras muestras restantes, Lachancea thermotolerans destaca
por haber sido aislada de un helecho, Phanerophlebia umbonata
(Dryopteridaceae) en el Cerro de las Mitras y no de los arboles como se ha

reportado antes en Pseudotsuga (Pinaceae) y Prosopis (Fabaceae) (Buzzini
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et al, 2017). Dentro de nichos antropogenicos, ha sido aislada de uvas

provenientes de vinedos de donde (Agarbati et al, 2020).

Aureobasidium melanogenum, otra de nuestras cepas identificadas en
este trabajo, fue aislada tambien del helecho antes mencionado, y
adicionalmente, en el filoplano de los encinos presentes en esa zona

encontramos a A. subglaciale.

Este género de caracter ubicuo pertenece a un grupo denominado
‘levaduras negras” que se caracterizan por la melanizacion de su pared; se
ha encontrado en suelo y plantas (Vadkertiova et al, 2018; Salazar-Cerezo et
al, 2020) como, por ejemplo, en filoplano de Crataegus (Rosaceae), pero
tambien como comensal en colonias de hormigas del genero Atta (Bizarria et
al, 2021), lo cual resalta su naturaleza cosmopolita.

En nuestro caso no se opto por tomar muestras de insectos u otros
animales, puesto que eso implicaria un estudio mucho mas extenso y
exhaustivo, pero se sabe que muchas levaduras forman parte del microbioma
de un gran numero de animales tanto invertebrados como vertebrados
(Brysch-Herzberg, 2004; Mittelbach & Vannette, 2017; Bizarria et al, 2021).

Finalmente, también del mismo helecho y encinos, aislamos Naganishia
globosay N. albida, respectivamente. Esta ultima tambien la reportamos en la
region de Icamole, particularmente de muestras que provienen de Opuntia
microdasys (Cactaceae) (Tabla 2), en lcamole, la cual es una zona desertica,
muy distinta al matorral submontano que se encuentra en el Cerro de las
Mitras, lo cual indica una relativa adaptabilidad por parte de N. albida en

cuanto a ecosistemas se refiere.

9.4 Potencial biotecnologico de los aislados

La evolucion de las levaduras ha estado estrechamente relacionada con
la actividad humana desde el desarrollo del pan, la cerveza y el vino.
Actualmente son utilizadas tanto en la elaboracion de alimentos y bebidas
(tradicionales e industriales) como en otras aplicaciones biotecnologicas mas

sofisticadas e investigacion.
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El ejemplo mas comun es el de la levadura Saccharomyces cerevisiae
utilizada en la elaboracion de pan y bebidas fermentadas. Hoy en dia es la
levadura mas conocida y utilizada en biotecnologia e investigacion. Sin
embargo, en los ultimos anos se ha ido descubierto el potencial de muchas
otras levaduras, que ahora son utilizadas para muchos procesos industriales,
como la produccion de ingredientes o aditivos para alimentos, polimeros,
biocombustibles, biocontrol y agricultura. Algunos ejemplos son Rhodotorula,
Torulaspora y Candida las cuales se encuentran representadas por algunas
cepas en este trabajo.

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas estudiada y la que mas
relacion tiene con la sociedad humana. Es un organismo modelo en muchas
areas de investigacion basica y en la industria. Gran parte de ello es por su
capacidad de fermentar aun en condiciones aerobias, lo cual se conoce como
efecto Crabtree (Pronk et al, 1996). Es por ello que Saccharomyces cerevisiae
es la productora de cerveza por excelencia a nivel mundial ademas de haber

sido la fuente de donde se aislo por primera vez.

A pesar de que esta es su aplicacion mas conocida, tambien se han
aislado y actualmente se utilizan diversas cepas de Saccharomyces en la
elaboracion de otros alimentos y bebidas como el pan, vino, yogurt, quesos,
salsa de soya y chocolate, e incluso en la produccion de bioetanol (Hittinger
et al, 2018; Parapouli et al, 2020). En este sentido, Cisneros (2019) y
Rodriguez (2019) lograron aislar e identificar diversas cepas de S. cerevisiae
a partir de otras fuentes como mosto tequilero, uvas, moras silvestres y

algunas cactaceas en Icamole.

En contraste, no reportamos alguna otra cepa de Saccharomyces a partir
de nuestras muestras de cactaceas (las cuales algunas pertenecian a la

region de lcamole) ni de otra fuente que no haya sido Quercus.

Es probable que debido a la temporada las poblaciones de
Saccharomyces se hayan visto atenuadas, al menos en las muestras de
Icamole, pues la diversidad encontrada en este estudio difiere enormemente
de la reportada por los autores antes mencionados, y se sabe que las
comunidades de levaduras varia a traves del ano (Glushakova y Chernov,

2010); ademas en los trabajos de Cisneros (2019) y Rodriguez (2019) se
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utilizo directamente un medio selectivo de mosto cervecero, a modo de
seleccionar aquellas levaduras (particularmente S. cerevisiae) capaces de
tolerar las condiciones del mismo (particularmente la presencia de lupulo)
mientras que en nuestro caso se utilizo un medio de enriquecimiento sin la

finalidad de seleccionar algun grupo en particular.

A pesar de todo esto, nuestra cepa de Saccharomyces TM212 podria
poseer el potencial de ser utilizada en alguno de los campos de la industria
alimenticia y/o biotecnolégica, sin embargo, tendria que evaluarse para tales

procesos.

Torulaspora ha sido investigada mayormente por sus propiedades
organolepticas y fermentativas en la produccion de vino. T. delbrueckii
normalmente se utiliza en cocultivo con S. cerevisiae para mejorar u optimizar
la produccion y perfil de compuestos aromaticos en el vino (Steensels &
Verstrepen, 2014).

También se han encontrado cepas de T. delbrueckii con la capacidad de
fermentar mosto cervecero, consumiendo completamente los azucares del
mosto (glucosa, maltosa y maltotriosa), produciendo una cerveza con
contenido moderado de etanol y compuestos volatiles y sabores frutales, los
cuales son consideradas como caracteristicas deseables en una cerveza
(Michel et al, 2016).

Mas recientemente, Cisneros (2019) evalud la cepa UV10-1A de T.
delbrueckii para fermentacion de mosto cervecero, sin embargo, esta resulto
en un porcentaje de atenuacion (cantidad de azucares consumidos) de 5.5%,
el cual fue muy bajo en comparacion a las cepas de Saccharomyces
cerevisiae con las cuales la comparo y que resultaron en porcentajes de
atenuacion por encima del 30%. Sin embargo, muchas de las cepas de
Torulaspora utilizadas para la produccion de bebidas alcoholicas, son
utilizadas en cocultivo debido a que no fermentan muy bien los azucares, pero
son capaces de producir otros compuestos deseables que aportan sabores y
aromas al vinos y cervezas (Steensels & Verstrepen, 2014).
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Ademas de Torulaspora, entre nuestro cepario resultante de este
trabajo, se encuentra algunas cepas de Lachancea thermotolerans (CM1112,
CM131, CM312, CM827), especie que tambien se ha estudiado por su
potencial como fermentador secundario, siendo capaz de consumir una mayor
cantidad de azucares, pero con una menor produccion de etanol que
Saccharomyces cerevisiae o Torulaspora, debido a su efecto Crabtree
reducido (Vicente et al, 2021).

Adicionalmente, L. thermotolerans es capaz de producir acido lactico, lo
cual incrementa la acidez de los vinos y limita la proliferacion de
microorganismos contaminantes como bacterias acido lacticas y
Brettanomyces evitando asi la produccion de sabores indeseables en el
producto final (Morata et al, 2021).

Con la misma finalidad, se ha estudiado a Saccharomycopsis fibuligera,
otra de las especies encontradas en nuestro trabajo, como productora de
cerveza sin alcohol, debido a que posee transportadores activos de maltosa y
es capaz de consumir casi todos los azucares en el mosto, resultando en un
producto final con un 0.8% de etanol (Methner et al, 2022). De hecho, es
utilizada en la elaboracion de vino de arroz en el sudeste de Asia, otorgando
sabores florales, frutales y amielados debido a su alta produccion de esteres
y alcoholes superiores (Xie et al, 2021).

Las levaduras son tambien una fuente de carotenoides naturales, que
son terpenoides pigmentados con diversas aplicaciones en el mercado. Los
pigmentos de origen biologico poseen propiedades antioxidantes y actuan
como provitamina A, lo cual los convierte en una excelente alternativa a los

colorantes quimicos utilizados en alimentos (Kim et al, 1997).

Se conocen algunas levaduras mayormente basidiomicetas capaces de
producir pigmentos carotenoides (Chreptowicz et al, 2019). De las que se
conocen, Rhodotorula es la mas estudiada y de la cual se ha logrado aislar un
mayor numero de cepas silvestres con potencial biotecnologico en este
aspecto. Sharma y Ghoshal (2021) caracterizaron una cepa de R.
mucilaginosa MTCC-1403 y evaluaron su produccion de carotenoides para su
uso en confiteria. Determinaron que los pigmentos producidos estaban
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formados en mayor parte por y- y pB-carotenos, torularhodina y toruleno los
cuales incluso incrementaron la acebtabilidad de los consumidores al ser

adicionados en una concentracion del 0.1%.

En otro estudio se logré optimizar la produccion de carotenoides en otra
cepa de R. mucilaginosa para su produccion en la industria, obteniendo un
rendimiento de 223.5 ng/g de peso seco (Allahkarami et al, 2021). Tambien
se han encontrado cepas de R. diobovata capaces de acumular lipidos,
sobretodo acidos grasos monoinsaturados, hasta en un 46.68%, con la

finalidad de producir biodiesel de muy buena calidad (Osman et al, 2022).

Adicionalmente, se han caracterizado otras especies de levaduras
capaces de producir enzimas y/o carotenoides, dentro de las cuales hay
productoras de lipasas y celulasas con aplicacion industrial (Chreptowickz et
al, 2019), no solo del genero Rhodotorula, sino tambien Sporobolomyces 'y
Cystobasidium, con lo cual se respalda la necesidad de la bioprospeccion para
la obtencion de levaduras con potencial biotecnologico y comercial en este

aspecto.

Otro grupo de levaduras de importancia cientifica e industrial
encontradas en este trabajo son nuestras cepas de Candida: C. oleophila, C.
railenensis, C. membranifaciens, C. saitoana, C. corydali, C. germanica C.
parapsilosis, C. orthopsilosis y C. albicans, de las cuales las tres ultimas estan
reportadas como patogenas (Ortega-Riveros, 2015, Babamahmoodi et al,
2022).

Las infecciones por Candida son muy frecuentes en pacientes
inmunocomprometidos y frecuentemente se descubren cepas nosocomiales
resistentes a los antifungicos, especialmente en unidades de cuidados
intensivos (Aldejohann et al, 2021).

Es por esto por lo que nuestras cepas silvestres de C. parapsilosis
CM215, C. orthopsilosis CS228 y C. albicans CM542 pueden ser una
herramienta util en el estudio de farmacos antifungicos en este tipo de
fungemias y asi tener un mejor entendimiento de los mecanismos de
resistencia en estas (y quizas otras) especies de levaduras, o incluso, probar
la actividad que algun tipo de molecula biologica sobre estas. C. albicans es
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un patogeno oportunista y el principal causante de las candidemias en el

mundo.

Tras la reciente pandemia, se reportaron numerosos casos de
candidiasis oral en pacientes de COVID-19 bajo tratamiento de antibioticos y
corticosteroides en donde se identificaron diversas especies de Candida,
principalmente C. albicans (Babamahmoodi et al, 2022). Tambien se han
aislado cepas de C. parapsilosis de pacientes hospitalizados (Papp et al,
2020), con las cuales se han hecho pruebas de resistencia cruzada a triazoles.

Si bien nuestras cepas fueron aisladas de ambientes completamente
ajenos al nosocomio son una herramienta con potencial en la investigacion
clinica. Sin embargo, no todas las cepas de Candida son de importancia
clinica, tambien las hay aquellas de interes biotecnologico, pues algunas
especies, incluyendo cepas de C. albicans no patogenas son capaces de
producir surfactantes, los cuales tienen aplicacién en la industria cosmetica,

de la salud y alimenticia (da Silva et al, 2021).

Otras, por ejemplo, son capaces de fermentar D-xilosa, una
caracteristica que puede ser utilizada en la produccion de bioetanol a partir de
biomasa lignocelulosica, como se ha reportado para C. tropicalis, C. ligosa, C.
guilliermondiiy C. famata (Kaewwichian et al, 2019).

Aureobasidium pertenece a un grupo denominado “levaduras negras”
debido a que la mayoria es capaz de producir melanina, lo cual les da ese
color caracteristico. Ademas de la melanina, tambien son capaces de
sintetizar y secretar pululano, un a-D-glucano linear compuesto de unidades
de maltotriosa unidas por enlaces a-1,6, y cuya biosintesis ha sido estudiada
en A. pullulans y A. melanogenum (Xin et al, 2021; Fei et al, 2021). Se utiliza
como aditivo en la produccion de capsulas, tabletas, esmaltes, peliculas
comestibles en grageas, goma de mascar y en productos de higiene bucal.

Es por esto que se ha buscado producir este compuesto de manera mas
eficiente ya sea utilizando herramientas moleculares, o bien, mediante la
bioprospeccion de nuevas cepas con mejores capacidades, como lo podrian
ser nuestras 2 cepas de Aurebasidium: CM421 (A. subglaciale) y CM941 (A.

melanogenum).
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Ademas de pululano, existen cepas capaces de producir otro tipo de
glucanos que tienen algun efecto benefico para la salud, como se describe en
el estudio de Raghavan y cols. (2021) en donde se trato a pacientes de
COVID-19 con glucanos 3-1,3 y p-1,6 producidos por las cepas AFO-202 y N-
163 de A. pullulans y se observo una disminucion en los niveles de dimero D
e interleucina-6, los cuales tienden a elevarse durante una infeccion de
COVID-19.

Estos resultados indican una disminucién en la generacion de coagulos
y en el riesgo de presentar lo que se conoce como “tormenta de citocinas”, la
cual es la principal causa de muerte de esta enfermedad. Asi, se podrian
evaluar las cepas A. subglaciale CM421 y A. melanogenum CM941 que, si
bien no son A. pullulans, al ser otra especie podria producir el mismo tipo de
compuestos o incluso otros distintos que pudiesen presentar actividad
biologica de algun tipo o propiedades que puedan ser de utilidad en la

industria.
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10. CONCLUSIONES

. Se logro identificar exitosamente 73 cepas de un total de 90. Las 17
restantes, que pertenecen a los generos Candida, Coniochaeta,
Debaryomyces y Saccharomyces requieren de analisis adicionales
para poder clasificarlas correctamente; por ejemplo, comparar la region
ITS o incluso el genoma completo.

. El genero Coniochaeta tuvo una mayor distribucion, ya que se aislo de
las 4 areas de estudio, ademas de encontrarse en una mayor variedad
de sustratos que el resto, con lo cual se infiere su naturaleza ubicua.

. El grupo mas diverso fue Candida, con un total de 9 especies
mayormente representadas en el Cerro de las Mitras.

. La mayoria de las especies reportadas en este trabajo tienen algun
potencial biotecnologico, siendo las mas notorias de este trabajo

Rhodotorula, Saccharomyces, Torulaspora'y Candida.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo da la pauta para el estudio de la biodiversidad de levaduras
en nuestro estado y su potencial uso como un recurso biotico renovable. El
conocer estos dos aspectos ayudara a comprender la importancia que tiene
el conservar nuestras areas naturales al ser una fuente de microorganismos
con aplicacion biotecnologica. La coleccion resultante de este trabajo es un
banco genetico que puede ser aprovechado de manera importante, ya sea
para la busqueda de genes de interes o la optimizacion de las cepas para la
produccion de algun metabolito.

La secuenciacidn masiva es una opcion para el tamizaje de genes
importantes, o si se busca algo mas directo, se puede proceder al diseno de
cebadores especificos para los genes que estamos buscando. Por otro lado
se podria evaluar la actividad biologica de algunas cepas, ya que se sabe que
las levaduras producen el factor killer o incluso algunos peptidos con actividad
antimicrobiana o antifungica (Alba-Lois et al, 2016; Thyab Gddoa Al-sahlany
et al, 2020).

Ademas, podrian probarse algunas como  Kluyveromyces,
Saccharomyces y Torulaspora para la produccion de algunos alimentos y
bebidas fermentadas (por ejemplo, queso, yogurth, cerveza o vino). Por otro
lado, en las cepas de Rhodotorula se podria determinar la produccion de
carotenoides con posible aplicacion industrial o en alimentos o evaluar
nuestras cepas de Aureobasidium en la produccion de glucanos y probar los
mismos como tratamiento a algunas enfermedades virales como el SARS-
Cov2.

Finalmente, y como ya se menciono anteriormente en este escrito,
aquellas cepas cuya identidad quedo sin resolver, especificamente las que
pertenecen al genero Coniochaeta, Candida sp. CM151, Debaryomyces sp.
TM838 y Saccharomyces sp. TM212 podrian analizarse mas a profundidad,
comparando otros marcadores como la region ITS, el factor de elongacion 1a
o incluso el genoma completo para una completa y certera categorizacion a
nivel de especie.
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