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RESUMEN

Los ambientes frios representan cerca del 80% de la superficie del mundo, ya sea de forma
periddica 0 permanente. Estos ambientes son diversos y abarcan desde las profundidades
oceanicas, los casquetes polares, y los glaciares de montafia, estos Gltimos son numerosos en la
Patagonia Argentina. Los ambientes extremos frios son propicios para el desarrollo microbiano,
haciendo de estos un reservorio importante de microorganismos adaptados a las bajas
temperaturas. La variedad de metodologias existentes para el estudio de comunidades
microbianas nos permite estudiar el mismo ambiente con diferentes perspectivas, las
metodologias clasicas de cultivo permiten obtener los microorganismos para su estudio y
posible aplicacién. En los ultimos afios se ha intensificado el uso de la secuenciacion de
amplicones a gran escala en el estudio de la ecologia microbiana, lo que permite evaluar la
estructura de la comunidad y sus cambios espaciotemporales. La popularidad de estas
herramientas se deriva de la capacidad de estudiar microorganismos cultivables y no
cultivables. Los hongos son microorganismos clave en los ambientes frios, pueden presentarse
como simbiontes en micorrizas o liquenes y como saprotrofos que contribuyen al ciclo de
nutrientes. También, constituyen uno de los grupos de eucariotas méas activos metabdlicamente
en los glaciares y presentan diferentes estrategias para sobrevivir en los ambientes extremos
que los hacen interesante para el estudio de diferentes mecanismos de resistencia y para su
prospeccioén biotecnoldgica.

Por todo lo mencionado se plante6 como objetivo principal de esta tesis contribuir al
conocimiento sobre la biodiversidad de las comunidades fungicas de los ambientes naturales
andino-patagdnicos, con especial énfasis en las levaduras poli-extremdfilas, expuestas a bajas
temperaturas y condiciones oligotréficas. También se evalud la potencialidad biotecnoldgica
de las levaduras nativas como fuente de acidos grasos de interés industrial.

Se estudiaron 3 zonas en el Monte Tronador: glaciar Castafio Overa, rio Castafio Overay glaciar
Ventisquero Negro, donde se tomaron muestras de suelo, hielo, nieve y agua. Se aislaron un
total de 441 levaduras de las cuales, 106 fueron identificadas a nivel de especie por medios
moleculares. La mayoria de las levaduras aisladas, para todos los sustratos, correspondieron al
phyllum Basidiomycota. Se aislaron dos posibles especies nuevas, pertenecientes a los géneros
Cryolevonia y Solicoccozyma.

En base a la secuenciacién masiva de amplicones (metagendmica), se registré por primera vez
la presencia de quitridios en glaciares patagénicos. De la misma manera se pudo observar la

prevalencia de hongos filamentosos ascomiceticos en el suelo y de secuencias pertenecientes a
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la clase Microbotryomycetes del phyllum Basidiomycota en el hielo, la nieve y el agua. El
ambiente estudiado corresponde a un ambiente oligotréfico y la mayoria de las levaduras y
hongos identificados, ya sea por medio convencionales de aislamiento o mediante
metagendmica, correspondieron a saprobios de vida libre. Dentro de las levaduras nativas
seleccionadas en este trabajo, el 42% produjo vacuolas lipidicas, utilizando efluente cervecero
como medio de cultivo.

Este trabajo representa el primer estudio de relevamiento metagénémico de comunidades de
hongos en glaciares del Monte Tronador (Patagonia, Argentina), permitiendo tener un registro
de los grupos taxondmicos presentes en estos, comparando estos resultados con los obtenidos
para levaduras cultivables. Las levaduras aisladas fueron identificadas y en un grupo de
levaduras seleccionadas se analizé la capacidad de producir lipidos utilizando efluentes de la
industria cervecera como medio de cultivo. Este trabajo muestra la importancia del estudio de
las comunidades de levaduras que habitan los ambientes glaciarios, no solo por la potencialidad
biotecndlogica que poseen, y su importancia para el desarrollo tecnologico, si ho también
porque identifica las especies mas relevantes en estos ambientes frios, muchos de los cuales,

probablemente desaparezcan en los préximos afios.



ABSTRACT

Cold environments represent about 80% of the world's surface, either periodically or
permanently. These environments are diverse and range from the ocean depths, polar ice to
mountain glaciers, the latter are numerous in Patagonia Argentina, and represent an important
reservoir of microorganisms adapted to low temperatures. The application of different
aproaches for their study enables the investigation of the same environment with different
perspectives. The classic methodologies allow to cultivate microorganisms for their study and
its possible application. In recent years, the use of next generation sequencing for the study of
microbial ecology has been intensified, allowing the evaluation of community structure and its
spatio-temporal changes. The popularity of these tools stems from the ability to study cultivable
and non-culturable microorganisms. Fungi are key microorganisms in cold environments, they
can occur as symbionts in mycorrhizae or lichens and as saprotrophs, and they may have a
significant ecological role in organic matter decomposition and nutrients in glacial
environments. Also, are the eukaryotes more metabolically active in glaciers, and present
different strategies to survive in extreme environments, which make them interesting for the
study of different resistance mechanisms and for biotechnological prospecting.

For all the above, the main objective of this work was to contribute to the knowledge of the
biodiversity of the fungal communities of the Andean-Patagonian glacial environments, with
special emphasis on poly-extremophiles yeasts, exposed to low temperatures and oligotrophic
conditions. The biotechnological potential of native yeasts as a source of fatty acids of industrial
interest was also evaluated.

Soil, ice, snow, and water samples were taken from 3 sampling zones on Mount Tronador:
Castafio Overa Glacier, Castafio Overa River, and Ventisquero Negro Glacier. A total of 441
yeasts were isolated, and based on their morphological caractheristics 106 were selected and
identified to species level. Most of the isolates were related to the phylum Basidiomycota. Two
possible new species were obtained related to Cryolevonia and Solicoccozyma genera.

Due to metagenomics analysis, the presence of chytrids in glaciers was recorded for the first
time for Patagonia Argentina, also the prevalence of ascomycetic filamentous fungi in soil and
sequences belonging to Microbotryomycetes class in ice, snow and water, were detected. The
studied environments are oligotrophic and the mayority of the yeasts and filamentous fungi
identified, corresponded to free-living saprobes. A group of 52 selected isolates, were studied
in their ability of accumulate lipid vacuoles, using brewery effluent as culture medium and our
results showed that 42% of these isolates presented significant lipid accumulation.
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This is the first work that includes metagenomic analysis of the fungal community in glaciers
of Mount Tronador (Patagonia, Argentina). The taxonomic groups detected were compared
with those obtained for cultivable yeastsThis work shows the importance of studying yeast
communities that inhabit extreme environments such as glaciers, not only because of their
biotechnological potential and their importance for technological development, but also
because it registers the most relevant species in these cold environments, many of which will

probably disappear in the next few years.
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CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

1.1 AMBIENTES EXTREMOS

Un ambiente es catalogado como extremo cuando las condiciones fisico-quimicas que este
presenta se alejan de los pardmetros considerados Optimos para la vida, como por ejemplo
aquellos que permiten el desarrollo de organismos modelos como Escherichia coli, y que se
acercan al éptimo desde una mirada antropocéntrica (Antranikian, 2009; Canganella & Wiegel,
2011, Tesei et al., 2019). En el planeta tierra existen multiples habitats con caracteristicas
consideradas extremas, estos incluyen ambientes como el fondo oceéanico, aguas termales,
salinas, rios &cidos, desiertos, glaciares, zonas de altura, entre otros. Los microorganismos que
han logrado adaptarse a los ambientes extremos se denominan, en términos generales, como
extremofilos y pueden dividirse en dos grandes grupos: los obligados, que solo pueden crecer y
reproducirse en estas condiciones extremas y los facultativos, que pueden tolerarlas, pero se
desarrollan mejor en condiciones méas favorables para el crecimiento y reproduccion. También
pueden definirse segun el parametro extremo al que se han adaptado, como, por ejemplo:
ambientes &cidos: acidofilos/acidotolerantes; ambientes calidos: termofilos/termotolerantes,
ambientes frios: psicrofilos/psicrotolerantes, ambientes con alta concentracion de solutos
organicos: osmofilos/osmotolerantes; ambientes con alta concentracion de solutos inorganicos:
halofilos/halotolerantes, etc. A su vez, los microorganismos que estan adaptados a mas de una
de estas condiciones extremas, se denominan poliextremofilos (Herbert, 1992; Pennisi, 1997;
Margesin et al., 2007; Canganella & Wiegel, 2011, Tiquia-Arashiro & Grube, 2019). La
extremofilia, en particular la poliextremofilia, ha sido asociada mayormente a los
microorganismos procariotas, sin embargo, esta caracteristica se extiende en los tres dominios
de la vida (Rothschild & Mancinelli, 2001; Hassan et al., 2016).

En general, los ambientes con condiciones ambientales extremas y/o gran dificultad para los
asentamientos humanos por su aislamiento geografico, representan escenarios ideales para
examinar el proceso evolutivo de los micoorganismos nativos, puesto que este mismo proceso
de conservacién favorece la especiacion de organismos endémicos (Gostincar et al., 2009;
Cantrell et al., 2011). Los ambientes frios representan uno de los ambientes extremos mas
extendidos, dado que el 85% de la superficie de la tierra se encuentra a 5°C de manera estacional
0 permanente (Gupta et al., 2020). Se encuentran representados por los casquetes de hielo y nieve
articas y antarticas, el permafrost, los glaciares de montafia, el hielo marino y el agua de los
océanos profundos. Estos ambientes presentan factores fisico-quimicos asociados, que
condicionan el desarrollo de la vida, como por ejemplo la alta radiacion UV, la baja actividad de
agua, baja disponibilidad de nutrientes, alta presion hidrostatica y estrés oxidativo, entre otros
(Goordial et al., 2013, Buzzini et al., 2018).
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La temperatura de la superficie terrestre de los Gltimos 5 afios ha sido la méas elevada desde que
se comenzo a registrar en 1880 (Cole & McCarthy, 2018). La magnitud de estos cambios de
temperatura impulsa el estudio de ambientes de frio extremo, y microorganismos adaptados a
estos ambientes, pues dichos habitats podrian perderse en pocos afios. Los estudios
paleobotanicos demuestran que los hongos del suelo del Artico han respondido al calentamiento
climatico, y el aislamiento y conservacion de los hongos extremofilos se considera un medio
para evitar su posible extincion (Zalar & Gunde-Cimerman, 2014).

En nuestro pais existen numerosos glaciares de montafia, que comprenden un vasto territorio con
una riqueza microbiolégica muy amplia y en parte desconocida (de Garcia et al., 2014; de Garcia
et al., 2020). Por todo lo mencionado, resulta esencial el estudio y conservavion de los recursos
genéticos propios para evitar la perdida de biodiversidad y el acceso a genomas y caracteristicas
diferentes a las de otras regiones geograficas.

1.2 AMBIENTES GLACIARIOS

La criosfera es un ambiente cuyos componentes, como el suelo y la atmosfera, se encuentran
sujetos a temperaturas por debajo de 0°C durante al menos una parte del afio (ACIA, 2005). Los
glaciares conforman sélo una parte de la cridsfera, junto con el permafrost, las coberturas de
nieve estacionales y el suelo congelado (Lehmann-Konera, et al., 2017). Los glaciares son
cuerpos de hielo, dindmicos, fragiles y compactos. Se ubican en el ambiente terrestre, formados
a través de la recristalizacion de la nieve y tienden a avanzar por su propio peso (Singh, et al.,
2011).

Segun el Inventario Randolph de glaciares (RGI, Randolpf Glacier Inventory, coleccion de datos
globales digitalizados de glaciares), el area total glacializada en el mundo es de 726800 km?.
Donde la regidn con la mayor cantidad de hielo es la Antartida y el area subantartica (que incluye
el sur de la Cordillera de los Andes) con 132900 km?, sequido por el Artico y la zona norte de
Canada con 104900 km? (Pfeffer et al., 2021). La cordillera de los Andes se extiende por al
menos 8000 km en la region sur de America Latina, presentando la region montafiosa con la
mayor diversidad de condiciones climaticas y topograficas del mundo, siendo la regién
subtropical semi-arida de los Andes de Chile y Argentina una de las areas con la mayor cantidad
de glacieres montafiosos que existen (Zalazar et al., 2020). Los Andes incluyen, ademas, la
mayor area glacializada en el hemisferio sur fuera de la Antartida, y presentan la mayor extencion
de nieve estacional y permafrost de montafia en esta parte del globo (Masiokas et al., 2020).
Los glaciares de montafia se desarrollan en regiones montafiosas altas, a menudo fluyen desde

campos de hielo, que abarcan varios picos o incluso una cadena montafiosa completa (Sigh et
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al., 2011). Estos glaciares pueden dividirse en 3 habitats o ecosistemas: supraglacial, englacial y
subglacial, cuyas condiciones, en términos de radiacion solar, contenido de agua, contenido de
nutrientes y potencial redox, difieren considerablemente unas de otras (Hodson et al., 2008). La
zona supraglacial abarca la interfaz entre la superficie de hielo/nieve y las condiciones
atmosfeéricas; los principales habitats del ecosistema supraglacial son la capa de nieve, los hoyos
de crioconita, los arroyos supraglaciales y las morenas (Garcia-Lopez et al., 2019). La zona
englacial no s6lo incluye ambientes profundos y enterrados, sino también las paredes verticales
de grietas y molinos glaciares®, que pueden transportar agua, nutrientes, gases atmosféricos y
biota hacia el interior del glaciar (Hodson et al., 2008). La zona subglacial comprende el area
donde el hielo de los glaciares interactta directamente con el lecho rocoso y el agua de deshielo
e incluye cualquier hébitat que esté perpetuamente cubierto por hielo glaciar (Ren et al, 2019).
Los ambientes de alta montafia moldeados por glaciares se caracterizan por ubicarse en las altas
cumbres por encima del limite superior del bosque conocido como treeline o timberline.
Ecoldgicamente y en el estudio de comunidades, los ambientes de alta montafia son muy
importantes, ya que conforman una de las principales fuentes de agua dulce, funciona como
refugio de flora y fauna, con una elevada biodiversidad gracias a la variabilidad ambiental y la
baja influencia humana (Pauli et al., 1996; Ferreyra et al., 1998b). En su geologia presentan un
relieve con laderas suaves y escarpadas, suelos rocosos y arenosos, inestables, inmaduros y
superficiales, clima frio la mayor parte del afio, abundantes precipitaciones en cualquier
estacion, acumulacion de nieve en invierno, humedad relativa baja, elevada amplitud térmica,
alta radiacion, fuertes vientos y bajas presiones parciales de oxigeno y didxido de carbono
(Ferreyra, 1995).

En Argentina los ambientes de alta montafa, presentan numerosos glaciares que se encuentran
distribuidos a lo largo de la cordillera de los Andes, estos incluyen los Hielos Patagonicos, que
representan el 60% del area glaciar en el hemisferio sur fuera de la Antartida. Este hielo de origen
glaciar almacena cerca de 33 millones de km?® de agua dulce. Siendo que la mayoria de los
glaciares continentales del mundo estan en proceso de retroceso (Delgado Granados et al. 2007;
Ruiz y Trombotto Liaudat, 2012), parece imprescindible trabajar para la conservacion de los
recursos genéticos presentes en estos, ya que sélo una pequefia fraccién ha sido estudiada a nivel
microbioldgico. Los glaciares presentes en la Patagonia Norte no son una excepcion (Villarosa

et al., 2008). La mayoria de los glaciares actuales estudiados en esta zona se encuentran

L Molino glaciar: se le denomina a una cascada producida en una especie de sumidero en la superficie
de un glaciar y que se forma en una grieta o pozo en el hielo con las aguas fundidas en la superficie por
la accion de los rayos solares.
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relacionados con aparatos volcanicos activos e inactivos y poco se conoce sobre la verdadera
distribucion de los glaciares, el permafrost de montafia (glaciar de escombros) y el suelo desnudo
asociado a estos (Ruiz & Trombotto, 2012; Ruiz et al., 2017).

Las particulares caracteristicas fisicas y ambientales de los Andes Patagdnicos, hacen que la zona
posea un altisimo potencial para estudios glaciologicos y paleoclimaticos (Stuefer et al., 2007;
Villarosaet al., 2008, Ruiz et al., 2017). Estos ambientes tienen una gran importancia y su estudio
provee un gran aporte a diferentes areas de la ciencia como microbiologia, biotecnologia,
ecologia, biologia molecular, paleontologia y astrobiologia (Gilichinsky et al., 2007; de Garcia
et al., 2014; Libkind et al., 2016).

1.3 GLACIARES DEL MONTE TRONADOR: PARQUE NACIONAL NAHUEL HUAPI,
PATAGONIA ARGENTINA

El Parque Nacional Nahuel Huapi (PNNH) se encuentra localizado en los Andes patagonicos
en la frontera de Argentina y Chile, al noroeste de la Patagonia Argentina. Posee un clima
templado frio e incluye vastas &reas naturales con poca o ninguna influencia humana. Dentro
de este parque nacional se encuentra el Monte Tronador (3554 m snm), antiguo estratovolcan
extinto que posee un casquete de 12 glaciares, los que incluyen glaciares de valle (Verde, Casa
Pangue, Manso y Blanco) y de montafia (Alerce, Castafio Overa, Frias, Norte, Peulla, Mistral,
Parra'y Vuriloches) (Ruiz et al., 2017). La temperatura media anual en el &rea es de 8,3 °C, con
temperaturas bajo cero en los meses de invierno. La precipitacién media anual registrada por
la Autoridad Interjurisdiccional de Cuencas entre los afios 2013 y 2017 llegd a los 1186 mm
(Hotel Tronador, 41°9.6'S, 71°23.40, 815 m snm) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Ubicacion geografica del Cerro Tronador y las zonas de interés de este trabajo
a) Mapa politico de Argentina, en gris la provincia de Rio Negro; b) Mapa geografico del
Parque Nacional Nahuel Huapi; el punto rojo indica la ubicacion del Cerro Tronador; ¢) Imagen
satelital obtenida de Google earth del Monte Tronador y lagos circundantes.
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Dentro de los glaciares de interés para este estudio se encuentran el glaciar Castafio Overa
(glaciar de montana) y el Ventisquero Negro (glaciar de regeneracion), ambos glaciares estan
ubicados en el territorio argentino y han registrado una continua recesion en los Gltimos afios
(Ruiz et al., 2017) (Figura 1.2).

Figura 1.2: Ubicacion geografica de las zonas de muestreo en el Monte Tronador

Imagen satelital obtenida de Google earth del Monte Tronador y Iagos circundantes.
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El glaciar Castafio Overa se encuentra por encima de los 2114 m snm, al este del sistema
glaciario del Monte Tronador (Ruiz, et al., 2015). Es un glaciar relativamente pequefio en
comparacion con otros de la cuenca del rio Manso superior (glaciar Manso y Alerce) (Villarosa
et al., 2008). De este glaciar nace el rio de deshielo Castafio Overa que transcurre hacia el rio
Manso superior. El glaciar Ventisquero Negro esta cubierto por una gruesa capa de escombros
y es alimentado por nieve, hielo y sedimentos provenientes del glaciar Manso (Worni et al.,
2012). Se ha observado una recesion entre principios de la década de 1990 y el presente
(Masiokas et al., 2008; Ruiz, et al., 2017; Worni, et al., 2014), aumentando el volumen del lago
proglaciar circundante (lago proglaciar Ventisquero Negro). Este tipo de lagos proglaciares se
caracterizan por fuertes aportes de arcilla glacial (Peter & Sommaruga, 2016) lo que se traduce
en un aumento de las particulas en suspension y de la turbidez. El agua proveniente de ambos

glaciares contribuye al rio Manso superior y posteriormente al Lago Mascardi.
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1.4 BIODIVERSIDAD MICROBIANA: METODOS DE ESTUDIO

Los métodos de estudio de la biodiversidad microbiana en ambientes naturales han evolucionado
en los ultimos afios, lo que ha permitido desarrollar herramientas que agilizan la recopilacion de
datos. La metagendmica es un campo que combina los ultimos avances en biologia molecular
(ej. métodos de secuenciacion de Ultima generacion) haciendo posible la descripcion de las
comunidades microbianas de forma rapida y sin depender del método de cultivo. Se estima que,
en las condiciones de cultivo provistas en el laboratorio, solo el 1% de los microorganismos
logran crecer, por lo que los estudios metagendmicos proveen informacion valiosa para la
descripcion y para complementar la informacion de la biodiversidad microbiana (Ranjard et al.,
2001; Riesenfeld et al., 2004; Schloss & Handelsman, 2008).

Los métodos de secuenciacion de ultima generacion incluyen tecnologias recientemente
desarrolladas que secuencian paralelamente de forma masiva una mezcla de fragmentos de ADN
diversos (Boundy-Mills, 2014). Dentro de los métodos mas utilizados se encuentran la
pirosecuenciacion, empleada por el sistema 454 de Life Sciences (Roche) y la plataforma
Illumina, que en la actualidad es de las méas utilizadas en secuenciacion de amplicones y estudios
de comunidades microbioldgicas (Nilsson et al., 2019a). Debido a que son necesarias regiones
hipervariables y de alto valor taxonémico para los estudios de secuenciacion de ADN ambiental,
en general se emplean secuencias relacionadas con la sintesis de los ribosomas. En los estudios
de identificacion de hongos, se utiliza mayoritariamente la region ITS (Internal Trancribed
Spacer) que se encuentra descrita como codigo de barras para estos organismos (Buée et al.,
2009; Petrosino et al., 2009) y que posee una amplia seleccion de bases de datos (Nilsson et al.,
2019b). Al mismo tiempo y complementando los estudios de amplicones, los métodos basados
en el cultivo de microorganismos poseen la ventaja de permitir el estudio de las propiedades
fisioldgicas, metabdlicas y el desarrollo biotecnoldgico posterior, en donde es necesario el

cultivo puro de los microorganismos a estudiar (Boundy-Mills, 2014).

1.5 BIODIVERSIDAD MICROBIANA: HONGOS Y LEVADURAS

Los hongos cumplen un rol importante a nivel ecologico, ya que son organismos de formas de
vida heterotrofa, que estan relacionados con el ciclado, la movilizacion de nutrientes y juegan un
papel esencial en los procesos de produccion de biomasa (Brunner et al., 2017). Tienen perfiles
nutricionales heterogéneos; pueden ser unicelulares (aquellos predominantemente unicelulares
son denominados levaduras), formar filamentos (micelio) y cuerpos fructiferos a los que se
denomina hongos filamentosos, o poseer ambas fases (unicelular y filamentosa) y ser

catalogados como hongos dimorficos (Palm & Chapela, 1997, Treseder & Lennon, 2015). Las



CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

caracteristicas que presentan algunos taxones de hongos como la reproduccion sexual y asexual,
produccidn de estructuras de resistencia, sintesis de pigmentos y metabolitos secundarios podrian
considerarse pre-adaptaciones que facilitan la persistencia y la eventual adaptacion a diferentes
ambientes extremos (Cantrell et al., 2011; Collins & Margesin, 2019). Los hongos pueden crecer
en condiciones de baja actividad de agua (aw), incluso mucho menor que las bacterias, y son
capaces de sobrevivir a fuertes fluctuaciones osmoticas y térmicas, asi como a bajas temperaturas
ambientales, alta radiacion UV y baja concentracion de nutrientes (Gunde-Cimerman et al.,
2003; Frisvad et al., 2008, Maggi et al., 2013; Tiquia-Arashiro & Grube, 2019). Los estudios
realizados en ambientes extremos frios han mostrado una amplia diversidad fangica, alojada en
diversos sustratos, como suelo desnudo de la Antartida y el Artico (Connell et al., 2006;
Sterflinger et al., 2012), agujeros de crioconita de diferentes glaciares de montafia (Bergauer et
al., 2005; Singh & Singh, 2012), hielo glaciario y agua de deshielo de los Alpes (Turchetti et al.,
2008; Branda et al., 2010) y hielo glaciario y agua de deshielo de la Patagonia Argentina (de
Garcia et al, 2007; 2012; 2014; Libkind et al., 2009b; 2010; Brand&o et al., 2011).

Las levaduras son un grupo de gran importancia dentro de los ambientes frios. En los ultimos
afios se ha incrementado el conocimiento de levaduras adaptadas a ambientes extremos en
diferentes niveles, desde ecoldgicos hasta biotecnolédgicos (Turchetti et al., 2008; Buzzini et al.,
2012; de Garcia et al., 2012, Buzzini & Margesin, 2014). En la Patagonia Argentina se han
realizado, desde los afios 1990, estudios sobre la biodiversidad de levaduras cultivables
adaptadas al frio. Estos incluyen estudios sobre levaduras de hielo glaciar, agua de deshielo, agua
de lagos y lagunas ultraoligotréficas, suelos, exudados de arboles, flores, corteza y hojas de
plantas nativas (de Garcia et al., 2014, Libkind et al., 2017). En los estudios realizados en la
Patagonia Argentina muchas de las levaduras aisladas han sido seleccionadas por presentar una
amplia proyeccion biotecnoldgica, que abarca desde enzimas activas a bajas temperaturas,
fermentaciones en frio, produccion de exopolisacaridos, bioconversion de productos de desechos
y/o contaminantes, produccion de pigmentos, lipidos, compuestos fotoprotectores, entre otros
(Libkind et al., 2008a; 2008b; Johnson, 2013a; 2013b; Moliné et al., 2014).

1.6 ESTRATEGIAS DE ADAPTACION A LOS AMBIENTES EXTREMOS FRIOS Y
OPORTUNIDADES BIOTECNOLOGICAS

Se ha demostrado que en los ambientes extremos frios existe una gran diversidad metabdlica,
asociada principalmente a bacterias, cianobacterias, arqueas, levaduras, algas y protozoos
(Buzzini & Margesin, 2014; Margesin & Collins, 2019). Los microorganismos presentes en estos

ambientes estan expuestos a grandes variaciones de temperaturas en cortos periodos de tiempo,
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alternando periodos de congelamiento y descongelamiento sucesivos. Ademas, deben tener la
capacidad de crecer con baja actividad de agua, debido a que, al congelarse, deja de estar
biol6gicamente disponible, Ilevando a la deshidratacion celular. Cuando el hielo se derrite, los
microorganismos liberados se encuentran expuestos a condiciones hiposalinas cercanas a los
valores del agua dulce, por lo tanto, las bajas temperaturas causan estrés osmatico y oxidativo
(Gunde-Cimerman et al., 2003; Turk et al., 2004). Esta clase de estrés puede activar la sintesis
de diferentes metabolitos que pueden ayudar a la supervivencia de las células (acumulacion de
solutos compatibles y/o crioprotectores, adaptacion de la composicion de membrana, produccion
de proteinas anticongelantes, etc.) (Georlette et al., 2004; Gunde-Cimerman et al., 2004; Turk et
al., 2004). A bajas temperaturas y alta concentracion salina, la habilidad de los microorganismos
de modular la flexibilidad de las membranas es crucial para su supervivencia. En respuesta a
estas condiciones, microorganismos psicrofilos y haléfilos incrementan los acidos grasos
insaturados de sus membranas, lo que les permiten mantener la fluidez en estas condiciones
(Taha et al., 2013)

Los principales cambios que ocurren en todos los microorganismos como resultado de la
disminucion de la temperatura estan relacionados con la composicion de acidos grasos (Russell,
2008). Los microorganismos eucariotas (levaduras, hongos filamentosos y algas) poseen
esteroles que son filogenéticamente especificos, siendo el ergosterol el mas comun para los
hongos. La composicion de esteroles usualmente no cambia significativamente con las
alteraciones de la temperatura: en cambio, la proporciéon relativa de esteroles totales y
fosfolipidos es la caracteristica clave de la regulacién de la flexibilidad de membrana a bajas
temperaturas en microorganismos eucariotas (Russell, 2008). Otra caracteristica importante de
los hongos de ambientes extremos frios, es la produccion predominante de acidos grasos poli-
insaturados (PUFAs por sus siglas en inglés) que conforman una variedad de acidos grasos
esenciales para la industria alimenticia (como los acidos grasos Omega-3). La industria
farmacéutica posee ademas interés en el uso de compuestos de alto valor como los carotenoides,
astaxantinay fenoles (Ranga Rao et al., 2010; Goiris et al., 2012). Rossi et al. (2009) correlacion6
la presencia de este tipo de acidos grasos en levaduras, con la habilidad para crecer a bajas
temperaturas, ya que observo un aumento significativo de produccion de PUFAs a temperaturas
cercanas a 4°C. La produccién de PUFAs en un grupo pequefio de levaduras pigmentadas
aisladas de lagos y lagunas de altura de la Patagonia fue estudiada, encontrandose perfiles de
acidos grasos tipicos de microorganismos adaptados a bajas temperaturas y concluyendo que
algunas de ellas podrian ser consideradas una fuente interesante de PUFA esenciales (Libkind et
al., 2008c, Favier, 2019).

10
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1.7 LEVADURAS OLEAGINOSAS

Las levaduras son los microorganismos de mayor aplicacion industrial y con la mayor variedad
de usos. En la actualidad se les presta cada vez mayor atencion como fuente de compuestos
lipidicos, para la generacion de biodiesel, productos alimenticios y médicos (Adrio & Demain,
2003; Johnson & Echavarri-Erasun, 2011; Johnson, 2013a; 2013b). Un microorganismo
oleaginoso esta definido por su capacidad de acumular lipidos por encima del 20% de su peso
seco, y por lo tanto puede ser interesante para su utilizacion en procesos biotecnoldgicos
(Beopoulos et al. 2009; Ageitos et al., 2011). Las levaduras, junto con otros microorganismos
como los hongos filamentosos, algas y plantas, pueden generar lipidos a partir de diferentes
fuentes de carbono, muchas de las cuales derivan de desechos de productos industriales, como
por ejemplo residuos enriquecidos en azucares, polisacaridos, N-acetilglucosamina, hidrolizados
de diversos productos o subproductos, aceites vegetales, residuos grasos, alcanos, etanol, glicerol
y acidos organicos. Todos estos constituyen fuentes de alimento de bajo costo que pueden ser
utilizados eficientemente por los hongos oleaginosos (lassonova et al., 2008; Ageitos et al., 2011;
Papanikolaou & Aggelis, 2011a).

Si bien aln no se encuentra ampliamente distribuido en la industria, la produccién de lipidos
microbianos, especialmente de hongos oleaginosos, presenta la ventaja de ser facilmente
cultivables, poseer ciclos de vida cortos, altas tasas de crecimiento, no se ven afectados por el
espacio, luz o condiciones climaticas (a diferencias de las plantas y algas productoras de aceites)
y pueden utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono (Papanikolaou & Aggelis, 2011b;
Khot et al., 2012). Para que la produccion de metabolitos de interés biotecnoldgico sea
potencialmente rentable a nivel industrial, es ventajoso que los microorganismos oleaginosos
sean capaces de utilizar sustratos de bajo costo, como derivados de subproductos o residuos de
otros procesos biotecnolégicos (Raimondi et al., 2014). Por otro lado, los hongos extreméfilos o
poliextremofilos ofrecen una doble solucion para la produccion de diferentes metabolitos a gran
escala, ya que poseen mayor eficiencia en la conversién de nutrientes en biomasa (Rossi et al.,
2009) y disminuyen la probabilidad de contaminaciones al prosperar en condiciones de pH,
osmolaridad o temperaturas no convencionales, reduciendo asi la competencia con otros
microorganismos Yy abaratando los costos de la sanitizacion (Santamauro et al., 2013).

El escalado de los procesos de industrializacion involucra la eleccion de materiales crudos, que
comprenden el sustrato fermentativo y los reactivos quimicos utilizados durante todo el proceso,
la seleccidn de los organismos oleaginosos, la fermentacion con el disefio de la maquinaria y su
construccién, el procesado, empaquetamiento y venta del producto (Huang et al., 2013). Sin

embargo, el costo de las materias primas puede representar hasta el 88% de los totales (Haas et

11
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al., 2006), y dentro de esta categoria el sustrato fermentativo constituye un 60% del valor total
(Fei et al., 2011) y condiciona la factibilidad econdmica del proceso de produccion de lipidos
microbianos (Ykema et al., 1988; Huang et al., 2013).

1.8 HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL

Por todo lo expuesto, se hipotetiza que los ambientes frios y oligotroficos de la Patagonia andina,
albergan una amplia e interesante diversidad de microorganismos fungicos autoctonos, que
presentan adaptaciones fisiologicas a las condiciones extremas reinantes, entre las cuales se
destaca la acumulacion de elevadas concentraciones de &cidos grasos con potencial
biotecnologico. Ademas, se espera una distribucion diferencial de los diferentes taxones de
hongos con respecto al sustrato que habitan.

Con esto se plantea el siguiente objetivo general: contribuir al conocimiento sobre la
biodiversidad de las comunidades fungicas de los ambientes naturales andino-patagdnicos, con
especial énfasis en las levaduras poliextremdfilas, expuestas a bajas temperaturas y condiciones
oligotroficas, y evaluar su potencialidad biotecnoldgica como fuente de acidos grasos de interés

industrial.
1.9 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar la diversidad de levaduras cultivables en ambientes frios, incluyendo diferentes

sustratos: hielo glaciar, nieve y suelo libre de vegetacion de la Patagonia Andina Argentina.

2.- Estudiar la diversidad fungica mediante métodos metagenémicos de estos ambientes.
Comparar con los resultados obtenidos en los analisis de comunidades cultivables.

3.- Contrastar la informacidn obtenida con los datos existentes de otros lugares del mundo con
condiciones equivalentes y de otros sustratos naturales de la regién Andino-patagonica (Hielo
glaciar, agua de deshielo del Monte Tronador, del Glaciar Perito Moreno, suelo asociado a
vegetacion).

4.- Obtener levaduras potencialmente oleaginosas, empleando medios de cultivos que favorezcan

el desarrollo de cepas con mayor acumulacién de acidos grasos.

5.- Detectar cepas de interés biotecnologico por su produccion cuantitativa y cualitativa de acidos
grasos, en particular de PUFAs.

12
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1.10 ORGANIZACION DE LA TESIS

Para la presentacion de los resultados obtenidos en este trabajo, se decidié organizar esta tesis
en 5 cépitulos, siendo el presente (Capitulo I) la introduccion general para darle un marco
tedrico a todo lo trabajado. En el capitulo Il se enfoca en el estudio de levaduras cultivables de
todos los sustratos, recuentos, aislamiento e identificacion de levaduras, el capitulo 11l
complementa el capitulo Il ya que describe el estudio metagendmico de hongos presentes en
los sustratos estudiados.

Para tener una vision global del ambiente y poder explicar qué pasa con las comunidades de
hongos presentes en los diferentes sustratos/sitios estudiados en el Monte Tronador, realizamos
ademas analisis y/o registros de la concentracion de nutrientes (N, C, P), temperatura 'y pH de
todos los sustratos y de la humedad presente en el suelo. Todos estos resultados seran abordados
en profundidad en el capitulo 1V, en dénde se discutira los resultados asociados a diversidad
de hongos cultivables (levaduras) (Capitulo I1), no cultivables (levaduras y hongos
filamentosos, Capitulo I11), y los pardmetros fisicoquimicos que moldean las comunidades
fungicas para un ambiente extremo como son los glaciares de montafia en la Patagonia andina.
Finalmente, en el Capitulo V se aborda la produccion de lipidos de levaduras aisladas en este
trabajo, en diferentes condiciones de cultivo y con utilizacion de sustratos obtenidos de

efluentes de la industria cervecera.
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2.1 INTRODUCCION

Las levaduras extremotolerantes adaptadas al frio pueden ser aisladas de numerosos ambientes
frios; como permafrost, desiertos frios, hielo de glaciares, agua de deshielo, sedimentos, el
fondo oceanico, entre otros (Buzzini & Margesin., 2014). Ademas de las condiciones de bajas
temperaturas, las levaduras son capaces de crecer expuestas a baja disponibilidad de agua,
condiciones oligotréficas e incluso mostrar osmo/halotolerancia. Todas estas condiciones
deben ser tenidas en cuenta al abordar el estudio de biodiversidad desde una perspectiva de
aislamiento y cultivo de las levaduras. Estos métodos nos permiten, ademas, contar a futuro
con cepas tanto para el estudio del ciclo de vida de estos microorganismos, como para la
produccion de metabolitos de interés o para procesos biotecnoldgicos (Boundy-Mills, 2014).
Los tipos de métodos de cultivos mas utilizados para el aislamiento y la enumeracién de
microbios son: dilucion y filtraciobn por membrana, seguido por recuento y posterior
aislamiento de las colonias seleccionada en una nueva placa con el medio de cultivo elegido
(Kurtzman et al., 2011). Seleccionar las condiciones de cultivo es muy importante, teniendo en
cuenta siempre el ambiente y tipo de microorganismos a cultivar, ya que la concentracion de
nutrientes y actividad de agua puede afectar la recuperacion de microorganismos viables. Por
ejemplo, los microorganismos que se encuentran adaptados a ambientes oligotréficos pueden
no crecer en medios tradicionales, pudiendo ser aislados con mayor facilidad en medios
diluidos (Hattori, 1980, Bartelme et al., 2020).

Vishnivetskaya et al. (2000) observo que el aislamiento de bacterias de muestras de permafrost
fue mas exitoso usando el medio generalista TSA (agar de Soja Trypticase) diluido 1/10. En el
caso de las levaduras de ambientes frios oligotroficos, los medios utilizados son MYP, YPD,
PDA, entre otros (Boundy-Mills, 2014), siendo YPD y MYP los mas utilizados. El medio YPD
es mas rico en nutrientes y es mas utilizado para el estudio de levaduras asociadas a ambientes
terrestres (Kurtzman et al., 2011, Connell et al., 2008). Mientras que el medio MYP estd mas
asociado a trabajos donde el sustrato es oligotrofico (Libkind et al, 2003, 2008; de Garcia et
al., 2012; Brandao et al, 2011). Microorganismos provenientes de agua, hielo y suelos
oligotroficos, como los de interés en esta tesis, seran favorecidos en su desarrollo con el uso de
medios bajos en nutrientes (Butinar et al., 2011, de Garcia et al., 2012).

Los estudios de levaduras psicrofilas se han ido llevando acabo desde 1961, con una mayor
prevalencia en los ultimos 10 afios (PubMed, 2022). Teniendo en cuenta las bajas temperaturas
y la distribucion generalizada de hielo y permafrost, los polos (Antartida y el Artico) fueron

los primeros lugares de interés para el estudio de levaduras psicrofilas y psicrotolerantes

15



CAPITULO II: BIODIVERSIDAD DE LEVADURAS CULTIVABLES

(Buzzini & Margesin, 2014). Por otro lado, los estudios en ambientes frios no polares
(Patagonia, Alpes, Meseta Tibetana, etc) (Hassan et al., 2016), se concentran mayoritariamente
en habitats asociados con los sistemas glaciares, con énfasis en los sedimentos recolectados en
la superficie o debajo de las masas de hielo (supraglacial y subglacial, respectivamente),
nucleos de hielo, agujeros de crioconita, agua de deshielo, nieve y suelo circundante (incluido
el permafrost) (Sannino et al., 2017).

Pese a la amplia distribucion geografica de los diferentes estudios de levaduras tolerantes al
frio, los taxones mas relevantes para estos ambientes, casi siempre, corresponden a los mismos
ordenes y especies de los phyllum Basidiomycetes y Ascomycetes. Los representantes del
phyllum Basidiomycota muestran una prevalencia en los ambientes extremos frios, donde los
Ordenes y géneros Leucosporidiales (género: Leucosporidium), Kriegeriales (géneros:
Glaciozyma y Phenolipheria) Sporidiobolales (género: Rhodotorula), Cystofilobasidiales
(géneros: Mrakia y Tausonia), Filobasidiales (géneros: Filobasidium, Goffeauzyma,
Naganishia y Solicoccozyma) y Tremellales (géneros: Dioszegia, Vishniacozyma) se aislan de
forma mayoritaria (Buzzini et al., 2017, 2018; Yurkov & Pozo, 2017; El Baidouri et al., 2021).
Por otro lado, los 6rdenes mas comunes del phylum Ascomycota, corresponden a
Saccharomycetales (géneros: Candida, Debaryomyces y Wickerhamomyces) y Dothideales
(género: Aureobasidium).

La exploracién y la conservacion sistematica de hongos, es esencial para la preservacion de los
recursos genéticos fungicos de forma sostenida, algo fundamental para la investigacion basica
y aplicada. Asi mismo, el desarrollo de estrategias para superar la destruccién en curso de los
habitats naturales, es esencial a fin de compensar la pérdida de una reserva genética diversa y
poco estudiada. En este capitulo utilizaremos técnicas dependientes de medios de cultivo para
aislar y estudiar la diversidad de las levaduras cultivables de diferentes sustratos (suelo, hielo,
nieve y agua) del sistema glaciario asociado a dos glaciares del Monte Tronador de la Patagonia

Andina Argentina.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

En el glaciar Castaino Overa (41° 09'S, 71° 53'O) se colectaron muestras de suelo, nieve y hielo
en enero de 2015. En el glaciar Ventisquero Negro (41°12'17"S, 71°50'00"0) y el rio de
deshielo del glaciar Castafio Overa (41° 11' 11.651" S, 71° 48' 33.118" O), las muestras de
suelo, hielo y agua fueron colectadas en el periodo de marzo y abril del 2016. Cada punto de

muestreo fue rotulado de acuerdo a las iniciales del lugar donde se tomaron las muestras
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(Castafio Overa, CO; Ventisquero Negro, VN y rio Castafio Overa, RCO), sustrato (S: Suelo,
H: Hielo, A: Agua) y el nimero de muestra de recoleccion. Todas las muestras fueron
colectadas con permiso de Parques Nacionales N° 1305. La posicion de cada punto fue

registrada in situ por GPS, los datos se detallan en la Tabla 2.1 y Figura 2.1 a 2.2.

Tabla 2.1: Detalles de los puntos de muestreo en cada area estudiada: glaciar Castafio
Overa, rio Castafio Overa y glaciar Ventisquero Negro

CO: Castafio Overa, RCO: rio Castafio Overa, S: Suelo. Lat.: Latitud; Long: Longitud, Alt.:
Altura, m snm: metros sobre el nivel del mar.

Alt.

Zona Etiqueta  Sustrato Ubicacién Lat. / Long.

(msnm)

COSs1 Ladera a 187mts refugio 41°10'28.1"S - 71°49'04.0"W 1833
COS2 Otto Meiling 41°10'28.1"S - 71°49'03.8"W 1832
COS3 Suelo 41°10'28.0"S - 71°49'03.9"W 1828
——  desnudo — - — -
COS4 Laderaa 1317 misdel _ 41°1051.9"S - 71°49'38.5"W 1912
COs5 refugio Otto Meiling 41°10'52.1"S - 71°49'38.9"W 1912
COS6 41°10'52.4"S - 71°49'38.4"W 1920
. COH1 Grieta 1 41°10'39.9"S - 71°49'18.9"W 1879
Glaciar ___ - — Hielo - -
Castafio COH2 Grieta 2 41°10'40.1"S - 71°49'18.4"W 1874
Overa COH3 Grieta 3 41°10'39.7"S - 71°49'18.3"W 1870
Sobre 0q " ona "
CON1 Grieta 1 ~ 500 mis 41°10'39.9"S - 71°49'18.9"W 1879
CON2 _ Sobre delrefugio 101000 105 - 71049'18.4"W 1874
Nieve Grieta 2
CON3 Sobre 41°10'39.7"S - 71°49'18.3"W 1870
Grieta 3
CON4 Cercana 41°10'39.7"S - 71°49'18.3"W 1870
Grieta 3
VNS1 _ 41°12'07.2"S - 71°50'11.1"W 956
VNS2 =~ 150 mts del glaciar =715 57305 7195011 7w 952
VNS3 Suelo 41°12'06.9"S - 71°50'10.6"W 967
——  desnudo
VNS4 ' 41°12'07.9"S - 71°50'08.4"W 939
VNS5 =200 mts del glaciar o107 3057195007 2"W 942
VNS6 41°12'07.6"S - 71°50'06.3"W 946
Glaciar VNH1 41°12'8.03"S - 71°50'4.9"W 933
Ventisquero VNH2 41°12'8.03"S - 71°50'4.9"W 934
Negro VNH3 Hielo Hielo flgtando en el lago 41°12'5.2"S - 71°49'59.4"W 934
EEE— Ventisquero Negro
VNH4 41°12'5.2"S - 71°49'59.4"W 934
VNH5 41°12'03.8"S - 71°49'53.9"W 928
VNH6 41°12'03.4"S - 71°49'55.2"W 927
VNA1 ~ 200 mts del glaciar 41°12'7.9"S - 71°50'7.61"W 944
VNA2 Agua Mismo lugar que VNH2  41°12'8.03"S - 71°50'4.9"W 933
VNA3 Mismo lugar que VNH3 41°12'5.2"S - 71°49'59.4"W 928
Rio Castafio __ RCOS1 Suelo Naciente del Rio 41°11'15.2"S - 71°48'44.2"W 1095
Overa RCOS2 41°11'16.4"S - 71°48'44.0"W 1091
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RCOS3 41°11'17.7"S - 71°48'42.2"W 1073
RCOS4 41°12'29.4"S - T1°46'42.4"W 871
RCOS5 Rio inicio del Sendero 151509 475 - 71°4641.2'W 867
RCOS6 41°12'30.2"S - 71°46'41.0"W 859
RCOAL Naciente del Rio 41°11'15.4"S - 71°48'44.0"W 1069
RCOA2 Agua Rio inicio del sendero  41°12'25.2"S - 71°46'42.9"W 905
RCOA3 41°12'30.2"S - 71°46'40.9"W 864

Figura 2.1: Foto satelital del sistema glaciario del Monte Tronador y la disposicion de las
tres areas de muestreo

i S
- GLACIAR CASTANO OVERA - _ -~

Imégenes © 2021 CNES / Airbus, Maxar Technologies, Datos del mapa © 2021 500 m
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Figura 2.2: Detalle de los distintos sitios de muestreo y de la localizacion de toma de las
muestras y sustratos en el Monte Tronador

a): Sitios de muestreos del glaciar Castafio Overa; b) Sitio de muestreo del rio Castafio Overa,
c) Sitio de muestro del glaciar Ventisquero Negro; Gota: Muestras de agua; Circulo: Muestras
de suelo; Circulo dentado: Muestras de hielo/nieve.

Glaciar Castafio Overa ; e &
' ~_ \\J \\\ '

Refugio Otto Meiling

= «=. Suelo desnudo
* '”\((‘OSI-B)
Hielo y Nieve Tl .

;) gy A (COrn2)
. : (CON1-4)

Suelo ‘des T‘udo

Imagenes © 2021 CNES / Airbus, Datos del mapa © 2021 200 m
P o RS
N Ry
——— r ~
~«Rjo Castano Oyera
. TS Iy

.\\\ \ wr

.

o $ RCQAI
RCO S1-3

RCO A2
¢

RCO S4-6° &
RCOA3

Imagenes © 2021 CNES / Airbus, Maxar Technologies, Datos del mapa © 2021 200 m

Imégenes © 2021 CNES / Airbus, Datos del mapa © 2021  100m
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2.2.2 DISENO EXPERIMENTAL
La recoleccion de muestras fue realizada de acuerdo al sustrato estudiado, cada disefio

experimental se detalla a continuacion:

SUELO

En la zona supraglaciar se seleccionaron 2 sectores libres de vegetacion (suelo desnudo)
circundantes a los glaciares Castafio Overa, Ventisquero Negro, y al rio Castafio Overa. En
cada sector seleccionado se marcaron 3 parcelas de 1x1 mts separadas entre si por 5 m 0 més
y dentro de cada parcela se colectaron 5 submuestras de suelo (Connell et al., 2006) (Figura
2.1). Las submuestras se tamizaron con tamiz de 2mm de poro en el lugar. De cada submuestra
se colectaron aproximadamente 20 g en bolsas plasticas estériles, las cuales se transportaron y
conservaron en refrigeracion hasta su procesamiento en el laboratorio, el cual fue realizado en

las 24 horas siguientes al muestreo.

HIELO Y NIEVE

Sobre el glaciar Castafio Overa se identificaron 3 grietas, pertenecientes a la zona englacial,
que permitieron la recoleccion de muestras de forma segura. En cada grieta se colectaron, con
piquetas limpias y sanitizadas con etanol al 70%, 3 muestras de hielo a 30 cm de profundidad,
y cada muestra de hielo contenia aproximadamente 700 mL. Sobre cada una de las grietas se
tomaron 3 muestras de nieve y se incluyeron 4 muestras de nieve adicionales de un sector
cercano a las grietas muestreadas, en una seccion de facil acceso. Todas las muestras de nieve
se colectaron con cucharas limpias y sanitizadas con etanol al 70%, cada muestra contenia
aproximadamente 500 mL.

En la superficie del lago Ventisqueron Negro (lago proglacial) generado en la zona de ablacion
del glaciar Ventisquero Negro, se tomaron 6 porciones de hielo flotante, provenientes de este
glaciar. Las muestras fueron colectadas con guantes de latex sanitizados con alcohol 70%.
Todas las muestras de hielo y nieve fueron colocadas en bolsas plasticas estériles y mantenidas
en refrigeracion hasta su procesamiento en el laboratorio, realizado en las 24 horas siguientes

al muestreo.

AGUA

En la zona proglacial se colectaron muestras de agua en la superficie del lago generado en la
zona de ablacion del glaciar Ventisquero Negro y en el rio Castafio Overa, de cada cuerpo de
agua se tomaron 3 muestras con 3 submuestras cada una. En el lago proglacial del glaciar

Ventisquero Negro, las muestras se colectaron a 200 mts aproximadamente una de la otra,
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tomando como punto de referencia la cercania al glaciar. En el rio Castafio Overa la primera
muestra se tomd en el nacimiento del rio (1069 m snm) y las 2 muestras restantes a 4 km de la
primera, la coleccion se realizd de acuerdo a la accesibilidad del lugar. Todas las muestras
fueron colectadas en botellas de vidrio estériles (aproximadamente 300 mL) y transportadas en
refrigeracion hasta su procesamiento en el laboratorio, realizado en las 24 horas siguientes al

muestreo.

2.2.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
El procesamiento de las muestras fue realizado de acuerdo al sustrato estudiado y tal como se

detalla a continuacion:

SUELO

Se colocd un indculo inicial de 1 gr de suelo de cada submuestra, en 10 mL de solucion
fisiologica (0,9% de NaCl), esta solucién se agité a 150 rpm a 4°C durante 1h (Connell et al.,
2006; con modificaciones), y luego se realizaron diluciones seriadas, en concentraciones que
iban de 10 hasta 10°. De cada dilucion se sembraron 100 ul, esparcidos con espatula de
Drigalsky, en la superfie de placas de Petri con medio sélido MYP 10% con antibi6ticos (en g
L. extracto de malta 0,7; extracto de levadura 0,05; peptona de soja 0,25; agar 15;
cloranfenicol 0,2; ampicilina 0,1; pH 4,5) e YPD con antibidticos (en g L™: extracto de levadura
10, peptona 20, glucosa 20, 0,2 cloranfenicol y 0,1 de ampicilina; agar 15; pH 4,5). Para las
muestras de suelo estos medios fueron suplementados con colorante Rosa de Bengala (25 mg
L) para inhibir el crecimiento de hongos filamentosos. Para favorecer el crecimiento de
levaduras adaptadas a bajas temperaturas, las placas fueron incubadas a 4°C entre 1 y 2 meses,

hasta la aparicion de colonias.

HIELO, NIEVE Y AGUA

Las muestras de hielo y nieve se fundieron a 4°C, el agua obtenida se procesé de la misma
manera que las muestras de agua. Se tomaron alicuotas de cada muestra de 50 a 100 mL, las
que se filtraron a través de filtros Millipore® (diametro 47 mm - 0,45 pm de poro) utilizando
equipos de filtracion Nalgene® esteériles (de Garcia et al., 2012). Los filtros fueron colocados
sobre placas de Petri con medio MYP 10% con antibi6ticos y medio YPD con antibiéticos,
descriptos anteriormente. Para favorecer el crecimiento de levaduras adaptadas a bajas

temperaturas las muestras fueron incubadas a 4°C hasta la aparicion de colonias (1 0 2 meses).
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2.2.4 AISLAMIENTO Y PRESERVACION DE LEVADURAS

Las placas obtenidas para todas las muestras, fueron observadas periédicamente bajo
microscopio estereoscopico OLYMPUS SZX-90 en busca de colonias de levaduras. Se calculd
para cada sitio el promedio de recuentos viables en unidades formadoras de colonias por litro
(UFC L1 y su desviacion estandar. De cada placa, se contaron y catalogaron las colonias segun
su morfologia (tamafio, color, textura), en base a esta informacion se seleccionaron un nimero
representativo de cada una. Las colonias de levaduras seleccionadas fueron aisladas y
purificadas en medio MYP (en g L™: extracto de malta 7; extracto de levadura 0,5; peptona de
soja 2,5; agar 15; pH 4.5) y medio YM (en g L™*: extracto de malta 3; extracto de levadura 3;
peptona de soja 5; glucosa 10; agar 15; pH 4,5).

Todas las levaduras aisladas en este trabajo fueron crio-conservadas a -80 °C en solucion de
glicerol al 20 % vy perlas de vidrio de 5mm de didmetro, e incorporadas a la coleccién de
levaduras del Centro de Referencia en Levaduras y Tecnologia Cervecera (CRELTEC,
IPATEC).

2.2.5 IDENTIFICACION MOLECULAR

Las levaduras aisladas, purificadas y crioconservadas, se agruparon segun sus caracteristicas
morfoldgicas en medio YM (color, forma y textura), de cada grupo formado se seleccionaron
aislados representativos, a las que se les realizo las extracciones de ADN para posterior

identificacion utilizando las regiones del ARNr (ITS) segun Kurtzman & Boekhout (2011).

2.2.6 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN GENOMICO PARA PCR

Se transfiri6 una ansada de biomasa de un cultivo fresco (méx. 72 hs), en medio YM a un tubo
eppendorf de 1.5 ml, conteniendo 500 ul de EDTA 5mM, luego se llevé a vortex por 1 min'y
se centrifug6 a 8000 rpm durante 5 min. Se descartd el sobrenadante y se congelé el pellet a -
80°C por 30 min y se descongel6 rapidamente en bafio seco a 65°C. Luego se agregd una punta
de espéatula de beads de vidrio (425- 600 um de @), 500 ul de buffer de lisis y 250 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) y se rompieron las células durante 20 min en vortex.
Se separaron las fases por centrifugacion de 10 min a 13000 rpm, se recupero la fase superior
y se transfirié a un tubo nuevo. Para purificar el ADN extraido, se agregaron 2 vol de etanol
absoluto frio, se mezclo6 por inversién y se colocd 20 min a -20°C. Luego se centrifugé 5 min
a 13000 rpm, y se descarto el sobrenadante por inversion. El pellet se lavo sin remover con 300
ul de etanol 70 % frio, se centrifugd nuevamente 5 min a 13000 rpm, se descarto el
sobrenadante por inversion con cuidado y se dejé secar en estufa a 37°C. El producto final fue
resuspendido en 50 ul de agua mili-Q y se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.
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2.2.7 AMPLIFICACION DE ADN GENOMICO (PCR)

Una de las regiones que permite la identificacion taxonomica a las levaduras (ITS), siendo de
las utilizadas para levaduras basidiomiceticas, fue amplificada mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). La misma se realiz0 a partir de 1 ul de ADN gendmico, utilizando los
cebadores ITS1 (5-TCC GTA GGT GCT GCG G-3) e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3). Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de 35 uL,
utilizando los siguientes reactivos: Buffer Taq polimerasa 3,5 pl por muestra (1x concentracion
final); MgCl> 1,75 pl por muestra (2,5 mM concentracion final); dNTPs 1,75 pl por muestra
(250 uM concentracion final); Primer ITS1 0,7 ul por muestra (0,2 uM concentracion final);
Primer ITS4 0,7 ul por muestra (0,2 uM concentracién final); Taq Pegasus 0,14 ul por muestra
(1 U/50 pl concentracion final).

Los ciclos de la PCR se detallan a continuacion:

3min 94 °C

30seg 94 °C

30 seg 55 °C 35 ciclos

45seg 72 °C

10 min 72 °C

2.2.8 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los productos de PCR (5 ul de cada reaccion) se evaluaron en geles de agarosa al 1%
preparados en TAE 1X, con adicion del colorante GelGreen desde un stock 40000x. Los
pocillos se sembraron con una mezcla 2:1 del ADN vy el buffer de siembra 3x (0,12% (p/v) azul
de bromofenol; 0,12% (p/v) xylene cyanol; 15% (v/v) glicerol en agua y colorante fluorescente
GelRed 3x). La corrida electroforética se realiz6 a 100 V en buffer TAE 1X. Se sembraron los
marcadores de peso molecular, 100 pb ladder y 1 kb ladder, para comparar con los productos
de amplificaciéon. Los fragmentos amplificados de ADN fueron visualizados en
transiluminador con luz azul (470 nm) Maestrogen LB-16.

2.2.9 ANALISIS DE SECUENCIAS DE LA REGION ITS

Para la secuenciacion de la region ITS fueron utilizados los cebadores ITS1 (5-TCC GTA GGT
GCT GCG G-3) e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3). Los productos de
amplificacion fueron secuenciados en MACROGEN INC. Seul, Korea. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas fueron revisadas y curadas manualmente utilizando el programa

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 7.0 (Kumar, et al., 2016), y luego
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se compararon usando la herramienta computacional BLAST, con las secuencias equivalentes
disponibles en  bases de datos puablicas  (GenBank)  accesibles  en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cqi

Las relaciones filogenéticas de los aislamientos de interés, fueron determinadas utilizando el
programa MEGA version 7.0, utilizando la informacion de las secuencias ITS. El arbol
filogenético fue construido utilizando el algoritmo neighbor joining (NJ) el soporte estadistico
se obtuvo realizando anélisis de distancias luego de 1000 repeticiones (bootstrap). EI modelo
Kimura de dos parametros fue utilizado para estimar las distancias evolutivas entre las especies
estudiadas (Kimura et al., 2004).

2.2.10 ANALISIS ESTADISTICOS

Los valores de recuentos en placa obtenidos para todos los puntos de muestreo fueron
informados como el valor medio de 3 réplicas obtenidas, y la desviacion estandar fue
determinada en cada una de ellas. El analisis comparativo de los datos obtenidos para cada sitio
de muestreo, se realizd por medio de un test t de probabilidad (Test t de Student) y en caso de
no cumplir la normalidad de los datos se utilizo el test de Mann—Whitney—Wilcoxon. Para los
analisis de diversidad de las muestras se utiliz6 el indice de Shannon-Wiener que fue
comparado para cada sitio/sustrato por medio del test de t de Hutcheson, y el indice de Jaccard
para comparar la distancia entre las comunidades. Los indices fueron calculados con el

programa R de libre acceso.

2.3 RESULTADOS

En los 3 sitios de muestreo analizados se colectaron un total de 136 muestras/submuestras,
obteniéndose 90 submuestras de suelo, 13 muestras de nieve, 15 muestras de hielo y 18 de
agua.

Los recuentos de levaduras para las muestras de suelo variaron de 4,4 x 10 a 1 x 10° UFC por
gramo de suelo, para las muestras de nieve los valores variaron de 8,73 x 102 a 3,1 x 10® UFC
L1, para el hielo fueron de 1,7 x 10 a 3,4 x 10° UFC L y para las muestras de agua variaron
de 6,6 x 10 a 5,9 x 103 UFC L, los resultados detallados para cada muestra se detallan en el

Anexo con las tablas 2.2 y 2.3.

2.3.1 RECUENTO Y AISLAMIENTO DE LEVADURAS
Todas las muestras fueron sembradas en 2 medios de cultivo con concentraciones nutricionales

diferentes. Al comparar los resultados de recuento (UFC) obtenidos dentro de cada tipo de
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sustrato y sitio no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en las condiciones de
cultivo (Anexo 1, Tabla suplementaria 2.1 y 2.2). No se observaron diferencias significativas
al comparar los recuentos abundancia (UFC g*) obtenidos en el suelo asociado al glaciar
Castafio Overa (CO) y el suelo del rio Castafio Overa (RCO) (p>0,05), pero si se observaron
diferencias entre las muestras prevenientes de los sitios CO y RCO y las muestras de suelo
provenientes del glaciar Ventisquero Negro, poseyendo estas Gltimas los menores y mayores
recuentos, presentando mucha variabilidad en el nimero de UFC de cada réplica (Figura 2.3).
Para las muestras de hielo y nieve de los glaciares Castafio Overa y Ventisquero Negro, se
encontraron diferencias significativas entre los distintos sitios de muestreo (p<0,01), con el
glaciar Castafio Overa presentando mayor abundancia de UFC L™ (Figura 2.4). Ademas, se
observaron diferencias significativas para las muestras de agua del glaciar Ventisquero Negro
(VN) y el Rio Castafio Overa (RCO), con mayor abundancia de recuentos en el rio Castafo
Overa (p<0,01) (Figura 2.5). Al comparar las placas, se observo diferencias cualitativas en el
crecimiento de hongos filamentosos, donde estos presentaron un crecimiento mayor (en
numero y volimen de la colonia) en el medio YPD llegando a ocupar toda la placa en algunos
casos, mientras que en MYP 10% el crecimiento de estos hongos se vio restringido en numero

y tamafio (Figura 2.6).
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Figura 2.3: Cantidad UFC de levaduras en el suelo de los sitios de muestreo glaciar
Castafo Overa, rio Castafio Overay glaciar Ventisquero Negro

UFC.g%, Unidades formadoras de colonias por gramo, recuentos obtenidos a 4°C luego de 30
dias de incubacion. Media: valor medio del recuento de 30 submuestras por sitio. CO: Castafio
Overa, RCO: Rio Castafio Overa, VN: glaciar Ventisquero Negro. MYP 10%: Cultivo en
MYP10%, YPD: Cultivo en YPD. Las letras marcan las diferencias significativas p<0,05
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Figura 2.4: Cantidad UFC de levaduras en el hielo y la nieve de los sitios de muestreo,
glaciar Castafio Overay glaciar Ventisquero Negro

UFC.L?, Unidades formadoras de colonias por litro, recuentos obtenidos a 4°C luego de 30
dias de incubacion. CO: Castafio Overa, VN: glaciar Ventisquero Negro. MYP 10%: Cultivo
en MYP 10%, YPD: Cultivo en YPD. Las letras marcan las diferencias significativas p<0,05.
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Figura 2.5: Cantidad UFC de levaduras en el agua de los sitios de muestreo, rio Castafio
Overay glaciar Ventisquero Negro

UFC.L?, Unidades formadoras de colonias por litro, recuentos obtenidos luego de 30 dias de
incubacién a 4°C. Media: valor medio del recuento de 9 submuestras por sitio. RCO: Rio
Castafio Overa, VN: glaciar Ventisquero Negro. MYP 10%: Cultivo en MYP 10%, YPD:
Cultivo en YPD. Las letras marcan las diferencias significativas p<0,05.
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Figura 2.6: Placas de aislamientos con los dos medios de cultivo utilizados y el mismo
tiempo de cultivo (30 dias) a 4°C
A: cultivo YPD; B: Cultivo MYP 10%; 1: Suelo; 2 Hielo/nieve; 3: Agua.
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Se obtuvieron un total de 441 aislamientos de levaduras, provenientes de suelo, hielo, nieve
y/o agua asociados a los glaciares Castafio Overa, Ventisquero Negro y del rio Castafio Overa
(Tabla 2.2). Los aislamientos obtenidos fueron agrupados segun la morfologia de la colonia
(color, borde, presencia de micelio y/o pseudomicelio, etc.). Las levaduras de color
crema/beige fueron las més abundantes para todos los sustratos estudiados, seguidas por las
colonias pigmentadas naranjas, rosas y rojas. El porcentaje de levaduras pigmentadas, tanto
carotenogénicas, como las de color negras y verde oscuro, fue mayor para las muestras de
nieve/ hielo (de 25 a 34%) en comparacion con el resto de los sustratos (de 9 a 27,5%).

Utilizando las caracteristicas morfoldgicas se procedio a realizar agrupamientos, para cada sitio
y sustrato, que permitieron concentrar los esfuerzos de identificacion molecular a levaduras
representativas de dichos grupos. Los grupos morfologicos que se conformaron para cada
sitio/sustrato fueron de 10 a 27, siendo mayoritarios para las muestras de nieve del glaciar
Castafio Overa, seguida por el suelo del rio Castafio Overa. Se seleccionaron un total de 106
levaduras, que fueron secuenciadas segun lo detallado en Materiales y Métodos (Tabla 2.2)

(Anexo 1, Tabla suplementaria 2.3).

Tabla 2.2: Namero de levaduras aisladas segun la morfologia, sustrato y sitio de muestreo
Morf.: Morfologia de la colonia basada en su color.

Lugar G. Castafio Overa | R. Castafio Overa | G. Ventisquero Negro

Sustrato Suelo | Nieve/Hielo | Suelo Agua Suelo | Hielo | Agua
Blancas 15 16 20 2 8 1 6
Mor. Cremas/Naturales 60 77 67 10 21 18 17
Rosas/Naranjas 8 30 11 3 11 9 7
Marrones/Oscuras 0 17 5 1 0 1 0
Total levaduras aisladas 83 140 103 16 40 29 30
Grupos morfolégicos 20 27/11 23 14 10 13 14
Aislamientos identificados | 14 29/14 13 12 5 7 12
n° de especies/taxones 8 21/10 7 12 4 6 5

De las 106 levaduras identificadas a nivel molecular, 32 levaduras correspondieron a aislados
de suelo, que representaron 15 especies/géneros diferentes, ademéas de tres aislados de
levaduras que s6lo pudieron ser identificadas hasta nivel de clase. 50 levaduras correspondieron
a aislados de hielo y nieve, de los que se obtuvieron 34 especies diferentes. Las 24 levaduras
restantes correspondieron a aislados de agua, de los que se obtuvieron 17 especies diferentes.
Los taxones obtenidos se distribuyeron entre los phyla Ascomycota y Basidiomycota. Tanto en
los aislamientos del suelo, hielo y nieve, como agua de deshielo, las levaduras corresponden

en su mayoria al phyllum Basidiomycota, obteniéndose alrededor de un 70% del total para las
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muestras de suelo y un 81% para los otros sustratos. De las dos clases mas abundantes, tanto

las identificadas molecularmente como las asociadas por morfologia, correspondieron a

Tremellomycetes seguido por Saccharomycetes (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Levaduras aisladas en el marco de este estudio. Se agrupan tanto los
aislamientos identificados molecularmente como los asociados a especies 0 géneros por

morfologia

N°: Numero de aislamientos asignados a un determinado grupo taxonémico. * aislamientos

identificados mediante sus caracteristicas morfologicas.

Clase Orden Grupo taxonémico Sustrato Sitio N°
Capnodiales Cladosporium welwitschiicola ~ Nieve CON
Coniochaetales Coniochaeta polymorpha Nieve CON
- Suelo-Hielo-
Aureobasidium pullulans . CO-RCO-VN 24
g Dothideales : Nieve-Agua
? Kabatiella bupleuri Hielo-Nieve  COH-CON 4
o -Hi -
S Candida sake Suelo-Hielo- o4 peoyn 12
< Nieve
Saccharomycetales Suelo-Hielo- COH-RCOS-
Saccharomyces eubayanus Agua RCOA 5
Wickerhamomyces anomalus Suelo COS-RCOS 17
Cystobasidiales Cystobasidium laryngis Zlgeulg—Nleve— CO-RCO-VN 5
Microbotryales Curvibasidium rogersii Nieve CON 3
. Rhodotorula mucilaginosa Suelo-Hielo- 1 peg N 22
Sporidiobolales Nieve-Agua
Sporobolomyces ruberrimus Nieve CON 1
Itersonilia pannonica Agua RCOA 1
P Suelo-Hielo-
Mrakia frigida Nieve CO-RCO 6
_ o Mrakia gélida Hielo CON 3
Cystofilobasidiales | \rakia hoshinonis Hielo CON 2
Tausonia pullulans Suelo-Nieve  CO-RCO 9
Udeniomyces kanasensis Hielo-Agua  CO-VN 3
Xanthophyllomyces dendrorhous Suelo RCO-VN 12
Filobasidium magnum Y 20
Agua
Filobasidium stepposum Nieve CON 2
Goffeauzyma gastrica iuelo-Nleve- CO-RCO 6
gua
Filobasidiales Goffeauzyma gilvescens it;(ﬂ;)-Hlelo- CO-RCO 5
< Naganishia adeliensis Suelo-Hielo COH-VNS-VNH | 15
3 _ . . CON-RCOA-
g Naganishia albida Nieve-Agua VNA 5
S Naganishia albidosimilis Hielo COH 1
§ Naganishia antarctica Suelo COS 12
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Naganishia diffluens Suelo RCOS 8
Naganishia friedmannii Suelo-Hielo COH-RCOS-VNH | 19
Naganishia liquefaciens Hielo-Agua  COH-RCOA 3
Soliccocozvma aeria Suelo-Hielo- COS-VNS-VNH- 36
y Agua VNA
Soliccocozyma terricola SUETAfEs.  CloEeioseiey |,
Nieve RCOS
Holtermanniella festucosa Suelo RCOS 1
Holtermanniales Holtermanniella takashimae Suelo RCOS 2
Holtemanniella wattica Suelo-Hielo RCOS-VNS-VNH | 7
Dioszegia statzelliae Suelo COS 5
. . . Hielo-Nieve- CON-COH-VNH-
Dioszegia patagonicus Agua VNA 14
Fonsecazyma tronadorensis Suelo-Nieve  CON-RCOS 4
Tremellales
Vishniacozyma tephrensis Nieve CON 2
. COH-CON-
Vishniacozyma victoriae Sgelo-HleIo- RCOS-RCOA- 20
Nieve-Agua
VNS
Taphrinales Protomyces sp. Suelo-Hielo  VNS-VNH 2*
. . . Suelo-Hielo- RCOS-RCOA-
Trichosporonales | Vanrija albida Agua VNS-VNH-VNA | 30

Dentro de los aislamientos identificados mediante métodos moleculares, se encontraron 2

levaduras que en la base de datos no coincidieron con ninguna especie descrita y podrian

representar especies nuevas. Estos aislamientos correspondieron a un aislamiento cercano al

género Cryolevonia spp. y un aislamiento del género Solicoccozyma spp.

El dendrograma realizado para la posible especie Cryolevonia sp., mostré que el aislamiento,

obtenido de suelo del Glaciar Castafio Overa, se ubica junto a otro aislamiento proveniente del

sedimento de un lago en Antartida y ambos como grupo hermano de este género, mostrando

41 diferencias nucleotidicas en la region ITS con la especie Cr. schafbergensis (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Arbol filogenético que ilustra las relaciones de la especie Cryolevonia sp.

Dendrograma obtenido por medio de neighbour-joining (método de distancia K2P) de la region
ITS, en comparacion con secuencias obtenidas de bases de datos publicas. La escala indica el
numero de sustituciones acumuladas cada 100 bases nucleotidicas.

99— Cryolevonia giraudoae CRUB 2086' (MN622687)
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79 Colacogloea eucalyptica CBS 8499" (IN882334)
Cystobasidium minutum CBS 319" (K'Y 103140)
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Uno de los aislamientos del género Solicoccozyma, obtenido de suelo del Glaciar Castafio
Overa qued6 como grupo hermano de S. phenolicus, S. terrea, S. fuscescens y S. aeria, con 22
nucleotidos de diferencia con S. aeria, agrupandose con una cepa de S. gelidoterrea (con 1
nucleétido de diferencia), una especie recientemente descrita, por lo que fue identificado como
tal (Liu et al., 2020). Mientras que Solicoccozyma sp. I, aislada de nieve del Glaciar Castafio
Overa se posiciond como grupo hermano de S. keelungensis, con 31 nucleétidos de diferencia,

constituyendo una posible nueva especie (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Arbol filogenético que ilustra las relaciones de la especie Solicoccozyma sp. |
Dendograma obtenido por medio de neighbour-joining (método de distancia K2P) de la regién
ITS, en comparacidn con secuencias obtenidas de bases de datos publicas. La escala indica el
namero de sustituciones acumuladas cada 100 bases nucleotidicas. Piskurozyma cylindrica fue
utilizada como raiz del dendrograma.

75 | Solicoccozyma phenolicus RUB090 (MK397484)
Solicoccozyma terrea CBS 1895 (K'Y102950)
Solicoccozyma fuscescens RUB091 (MK397485)

Solicoccozyma aeria CBS 155T (NR155841)

Solicoccozyma gelidoterrea DBVPG 107727 (MK070335)

g7 L Solicoccozyma gelidoterrea CRUB 2154

74 Solicoccozyma terricola CBS4517 (NR073221)

160 I_ Solicoccozyma sp. 1 CRUB 2155
55

Solicoccozyma keelungensis CBS 10876 (NR166543)
a1 Solicoccozyma sp. I ATC4C (MG909555)

ag 99 ! Solicoccozyma sp. 111 CBS 11770 (MK397762)

Solicoccozyma zizaniae DSM 104031 (NR168770)

a4

Filobasidium stepposum CBS10265 (NR111207)

[ Naganishia albida var. kuetzingii CBS1926 (NR149343)
100 | Naganishia adeliensis CBS8351 (NR111050)

Goffeauzyma gastrica CBS2288 (NR111048)

Vishniacozyma victoriae CBS 8685 (NR073260)

0.050

2.3.2 BIODIVERSIDAD DE LEVADURAS POR SUSTRATO

Como se menciono anteriormente de las 106 levaduras identificadas a nivel molecular el 19%
correspondio a levaduras ascomicéticas y 81% a levaduras basidiomicéticas. En las muestras
de suelo las levaduras identificadas presentaron una mayor proporcion de levaduras
ascomiceticas (31,5%) en comparacion con el resto de los sustratos estudiados, donde
representaron el 16% para hielo/nieve y el 8,4% para las muestras de agua. Las levaduras
basidiomicéticas representaron el 91,6% de los aislados obtenidos para las muestras de agua,
el 84% para hielo/nieve y el 68,5% para las muestras de suelo.

En las muestras de suelo las levaduras ascomicéticas (31,5%) estuvieron representadas por 3
clases, siendo Saccharomycetes la clase mas abundante con el 25%, donde la especie
Wickerhamomyces anomalus fue la mas representativa para los sitios asociados al glaciar
Castafio Overa y al rio Castafio Overa. Las clases Dothideomycetes (3,1%) y Leotiomycetes
(3,1%) representaron el 6,2% restante. Por otro lado, la clase Tremellomycetes dentro del
phyllum Basidiomycota fue la mas abundante, representada por los 6rdenes Filobasidiales
(43,7%) y Holtermanniales (12,5%) (Figura 2.9).
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Figura 2.9: Abundancia relativa en porcentaje de ordenes de levaduras presentes en
muestras de suelo de CO, RCOy VN

Filobasidiales
Holtermanmales
Microbotryomycetes
Cvstofilobasidiales
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Saccharomvcetales
Dothideomycetes
Leotiomvcetes
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Total=32

En las levaduras secuenciadas de las muestras de hielo y de nieve de los sitios CO y VN (50),
las levaduras ascomicéticas representaron un 16% del total de levaduras identificadas, con los
ordenes Dothideales (10%), Capnodiales (2%), Coniochaetales (2%) y Saccharomycetales
(2%), donde la especie Aureobasidium pullulans fue la mayoritaria. EI 84% restante fueron
levaduras basidiomicéticas, las mas abundantes fueron Filobasidiales (32%), Tremellales
(16%) (ambas de la clase Tremellomycetes) y Sporidiobolales (clase Microbotryomycetes)
(14%) (Figura 2.10).
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Figura 2.10: Abundancia relativa en porcentaje de ordenes de levaduras presentes en

muestras de hielo y nieve de COy VN
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Las 24 levaduras provenientes de las muestras de agua de VN y RCO mostraron un resultado

similar al obtenido para el hielo y nieve, donde el 8,4% del total estuvo representado por

levaduras ascomicéticas de los 6rdenes Dothideales (4,2%) y Saccharomycetales (4,2%). Las

levaduras basidiomicéticas fueron las mas abundantes con un 84%, repartidas en los 6rdenes

Trichosporonales (37,5%) y Filobasidiales (25%) de la clase Tremellomycetes (Figura 2.11).

Figura 2.11: Abundancia relativa en porcentaje de ordenes de levaduras presentes en

muestras de agua de RCO y VN
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2.3.3 BIODIVERSIDAD DE LEVADURAS POR SITIO

GLACIAR CASTANO OVERA

En las muestras de suelo asociadas al glaciar Castafio Overa se aislaron 83 levaduras, las cuales
fueron agrupadas segun sus caracteristicas morfologicas en 20 grupos, de estos grupos se
seleccionaron 15 representantes para su identificacion molecular. Estas 15 levaduras
representaron 8 taxones diferentes, 7 especies y un aislado que fue identificado solo a nivel de
clase. Tomando en cuenta los agrupamientos del total de aislamientos, el 61% correspondi6 a
levaduras pertenecientes o con morfologia similar al género Solicoccozyma (Solicoccozyma sp.
34%, S. aeria 16%, S. terricola 11%), seguida por el género Naganishia (12%) y la especie
Wickerhamomyces anomalus (10%).

De las muestras de hielo se obtuvieron 33 aislamientos con los que se conformaron 11 grupos
morfoldgicos de los que se identificaron molecularmente 14 aislamientos, que correspondieron
a 10 especies. Del total de levaduras aisladas en este sustrato, las més abundantes fueron
especies dentro del género Dioszegia (11%), y las especies Aureobasidium pullulans,
Naganishia friedmannii y Goffeauzyma gilvescens, estas Gltimas 3 con una abundancia relativa
de 9% cada una. Por dltimo, de las muestras de nieve se aislaron 107 levaduras, que
conformaron 27 grupos morfologicos de las que se seleccionaron 28 aislamientos para su
identificacion molecular, que representaron 21 especies diferentes. Donde los grupos
taxondmicos mas representativos de este sustrato fueron Aureobasidium pullulans (14%),

Dioszegia spp. (7%), Solicoccozyma spp. (7%) y Rhodotorula mucilaginosa (5%).

RIO CASTANO OVERA

En el rio Castafio Overa se aislaron del suelo un total 103 levaduras con las que se conformaron
23 grupos morfoldgicos, y se enviaron para su identificacion 13 aislamientos que
correspondieron a 7 taxones diferentes: 5 especies y dos aislamientos a nivel de clase. Los
agrupamientos realizados fueron identificados o asociados con los siguientes géneros
mayoritarios: Naganishia spp. (23%), Solicoccozyma spp. (16%), Vishniacozyma spp. (10%),
y las especies Wickerhamomyces anomalus (9%), Naganishia friedmannii (5%). De las
muestras de agua se obtuvieron 16 aislamientos, que conformaron 14 grupos morfolégicos y

representaron 12 especies diferentes, siendo Goffeauzyma gastrica la méas abundante (21,4%).
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GLACIAR VENTISQUERO NEGRO

Para las muestras de suelo provenientes del sitio asociado al glaciar Ventisquero Negro, se
aislaron 40 levaduras con las que se conformaron un total de 10 grupos morfolégicos de los
que se identificaron 5 aislamientos a nivel de especie, 4 correspondieron a especies diferentes.
Las levaduras més abundantes en el suelo fueron: Xanthophyllomyces dendrorhous (23%),
Filobasidium magnum (20%) y Naganishia spp. (14%). En el hielo se aislaron 29 levaduras
con las que se conformaron 13 grupos, de los que se identificaron 7 levaduras a nivel de especie,
representando 6 especies diferentes. Los agrupamientos estuvieron relacionados con:
Filobasidium magnum (27%), Naganishia adeliensis (14%) y Rhodotorula mucilaginosa
(10%). En el agua se obtuvieron 30 aislamientos y se conformaron 14 grupos, de los que se
identificaron 12 levaduras a nivel de especie, con 5 especies diferentes. Las especies y géneros
mas relevantes fueron: Vanrija albida (64%) y Rhodotorula mucilaginosa (17%).

Se calcul6 el indice de diversidad de Shannon-Wiener para cada sustrato/sitio con el total de
levaduras aisladas, ademas tomando el dato de presencia de cada especie obtenida, se estimo
la similaridad de las comunidades de levaduras utilizando el indice de Jaccard. Los datos
obtenidos para el indice de Shannon-Wiener mostro que el suelo del rio Castafio Overa presentd
la mayor diversidad (p<0,01), con respecto al resto de los sitios, mientras que el menor valor
lo presentd el agua del glaciar Ventisquero Negro (p<0,05) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4: Indice de diversidad de Shannon-Wiener para cada sitio y sustrato

Las diferencias significativas fueron calculadas con el test de t de Hutcheson. **: p<0,01; *:
p<0,05; ns: sin diferencia significativa; CO: glaciar Castafio Overa, RCO: rio Castafio Overa;
VN: glaciar Ventisquero Negro; S: Suelo; N: Nieve; H: Hielo; A: Agua.

COS CON COH RCOS RCOA VNS VNH VNA

I. de Shannon-Wiener 2,00986 2,38501 2,583 2,65841 2,44102 2,17714 2,23984 1,66049

COSs
CON *
COH *x ns
RCOS ** ns ns
RCOA *x ns ns *
VNS ns ns ** ** *
VNH ns ns * *x ns ns
VNA * ** ** *%* *%* ** *%*

Utilizando el indice de Jaccard se armd una matriz de distancia con la que se realizé un
dendograma que permitié separar dos grupos principales, uno conformado por todas las

muestras obtenidas en el glaciar Ventisquero Negro (grupo 1) y otro compuesto por las
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muestras provenientes del glaciar Castafio Overa y del rio Castafio Overa (grupo 2) (Figura
2.12).

Figura 2.12: Dendrograma que representa la similaridad en la composicion de las especies
de levaduras aisladas en las muestras de suelo, hielo y nieve glaciar de los diferentes sitios
de muestreo del Monte Tronador

La longitud de los brazos del cluster muestra el nivel de similaridad. La agrupacion fue basada
en la matriz de distancia calculada con el indice de Jaccard. CO: glaciar Castafio Overa, RCO:
rio Castafio Overa, VN: glaciar Ventisquero Negro. s: Suelo; n: Nieve; h: Hielo; a: Agua.

1.1
l

1.0

VNa —
COh
RCOa
COn
RCOs

Distancia
DS 06 07 08 09
|
COs —

]
z
S

|

d1
hclust (*, "ward.D")
Dentro del grupo 1, las muestras de agua del glaciar Ventisquero Negro fueron las mas distantes
a los otros dos sustratos, mientras que las muestras de suelo y las de hielo presentaron mayor
similaridad y se agruparon. En el grupo 2, las muestras de suelo del glaciar Castafio Overa
fueron las mas distantes al resto de sustratos y/o sitios. Por otro lado, las muestras de suelo del
rio Castafio Overa y las muestras de nieve del glaciar Castafio Overa presentaron mayor
similaridad entre comunidades, de la misma manera que las muestras de hielo del glaciar

Castafio Overa y de agua del rio Castafio Overa.
2.4 DISCUSION

En nuestro laboratorio, desde hace méas de 20 afios se realizan estudios de la biodiversidad y
biotecnologia de levaduras de ambientes frios del Parque Nacional Nahuel Huapi, siendo los

glaciares y ambientes relacionados al Monte Tronador el principal sitio de estudio. El objetivo
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principal de este capitulo fue estudiar la diversidad de levaduras cultivables de diferentes
sustratos asociados al sistema glaciar del Monte Tronador, comparar los resultados obtenidos
con los trabajos previos, analizando las comunidades de levaduras aisladas de cada sustrato en
el tiempo (de Garcia et. al, 2007; Libkind et al., 2008a; Brandao et al., 2010; de Garcia, et al.
2012ay b; Mestre et al., 2009, 2014; Mufioz et al., 2013; Brandao et al., 2017; de Garcia et al.,
2020).

Los recuentos de levaduras, obtenidos en este capitulo, mostraron variabilidad entre las réplicas
para los diferentes sitios de muestreo y sustratos, algo esperable en sistemas altamente
dindmicos como los glaciares de montafia. Ya que las comunidades microbianas se encuentran
primariamente asociadas a sedimentos en los ecosistemas glaciares y la variacion observada en
los recuentos puede deberse al contenido no homogéneo de particulas en las muestras (Ren et
al., 2019).

Los medios de cultivo més utilizados para el aislamiento de levaduras en ambientes naturales
son YPD y MYP, donde YPD es mas rico en nutrientes y es el mas utilizado para el estudio de
levaduras asociadas a ambientes terrestres (Kurtzman et al., 2011, Connell et al., 2008);
mientras que el medio MYP estd mas asociado a trabajos donde el sustrato es oligotréfico
(Libkind et al, 2003, 2008; de Garcia et al., 2012; Brand&o et al, 2011). En nuestro trabajo se
planteo el uso de estos 2 medios de cultivo, MYP con modificaciones (MYP 10%) e YPD para
estudiar si existian diferencias en el aislamiento de levaduras con ambos medios y en los
diferentes sustratos. Los recuentos (UFC) registrados fueron similares en ambos sustratos, este
resultado indicaria que, para el aislamiento de levaduras adaptadas a este ambiente extremo,
puede utilizarse tanto uno como el otro, siendo comparable a lo reportado por de Garcia et al.
(2012a) con medios de cultivos similares. Sin embargo, se observé para todos los sustratos, un
crecimiento menor, tanto en nimero como en el tamafio de las colonias de hongos filamentosos,
en las placas con medio MYP 10% en contraposicién con las de YPD. Las levaduras aisladas
de ambientes frios generalmente presentan tasas de crecimiento menores a los hongos
filamentosos del mismo ambiente, por lo que el uso de MYP 10% permitiria evitar o reducir la
contaminacion de las placas con hongos filamentosos, asi como la pérdida de dichas placas y/o
a la pérdida de levaduras.

Los valores de recuentos de levaduras obtenidos para el suelo fueron similares a los sedimentos
supra y sub glacial de los Alpes y Apeninos (10% a 10° UFC.g%) (Turchetti et al., 2014),
sedimento del glaciar Siachen, Pakistan (10> UFC.g) (Hassan et al., 2017), y suelo de la
Antéartida (10> UFC.g') (Gomes et al., 2018) e inferior a suelos asociados a los bosques

patagdnicos de Nothofagus pumilio y Nothofagus antarctica (9 x10%2a 19 x10* UFC.g?) (de
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Garcia et al 2014; Mestre et al., 2014). Comparando los diferentes sitios de muestreo, el suelo
asociado al glaciar Castafio Overa y el rio Castafio Overa presentd similitudes de los valores
de UFC.g, sin embargo, el glaciar Ventisquero Negro presentd mucha variabilidad entre las
réplicas, con recuentos muy bajos o incluso cero y una sola placa con recuento de 5,5x103
UFC.g. Esto puede deberse a que el suelo correspondiente al Ventisquero Negro, presentaba
condiciones de humedad significativamente menores al resto de los suelos y este resultado se
condice con las caracteristicas fisico-quimicas de la muestra, asi como con los datos de
metagendmica, que se discutiran en el capitulo 4. En este trabajo los resultados de recuentos y
aislamiento de suelos resultan novedosos, ya que no existen registros de levaduras en suelo
desnudos de morenas glaciares para la Patagonia Argentina.

Los recuentos de UFC en las muestras de nieve, hielo y agua variaron dentro del rango
reportado en dichos sustratos para el mismo ambiente en glaciares, rios y lagos de Patagonia
Norte (Nieve: 10 a 10 UFC.L, Hielo:10 a 10 UFC.L?, Agua: 10? a 10® UFC.L™) (de Garcia
et al., 2014, Libkind, et al., 2017) y para el hielo en otros glaciares de montafia como los Alpes
y Apeninos (Turchetti et al., 2014) y del Artico (5 x10® UFC.L?) (Perini et al., 2019). Sin
embargo, los sitios mostraron diferencias significativas con respecto a los recuentos en cada
sustrato. La nieve, el hielo del glaciar Castafio Overa y el agua del rio Castafio Overa
presentaron mayor cantidad de UFC que el hielo y el agua del glaciar Ventisquero Negro. Los
datos obtenidos para el hielo del Ventisquero Negro constituyen el primer reporte de levaduras
cultivables, para este tipo particular de hielo glaciar.

Con los resultados obtenidos al estudiar la diversidad de cada sustrato utilizando el indice de
Shannon-Wiener, pudimos observar que las comunidades presentes en los sustratos de hielo y
agua del Ventisquero Negro, fueron menos diversas que los mismos sustratos en los otros dos
sitios. Asimismo, al analizar las distancias entre las comunidades, todo el sistema asociado al
Ventisquero Negro se separa del resto de sustratos y sitios. Las diferencias entre las muestras
de un mismo sitios podria ser atribuida a las caracteristicas fisicoquimicas particulares
asociadas al glaciar Ventisquero Negro (Worni et al., 2012), dado que es un glaciar de
reconstitucion (Ruiz et al., 2017; Ruiz & Trombotto, 2012), por lo que recibe nieve, hielo,
sedimentos y nutrientes de los glaciares y suelo de las zonas superiores (Modenutti et al., 2018),
y la dindmica del agua y hielo asociados a este glaciar, plantean escenarios diferentes a los de
cualquier glaciar o rio del mismo sistema.

Como se menciond anteriormente, en este capitulo se plantea el estudio de la biodiversidad de
levaduras cultivables utilizando para ello la identificacion basada en secuenciacion de la region

ITS de aislamientos representativos de grupos creados en base a caracteristicas morfoldgicas
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de colonia. Para los resultados obtenidos, se observé que la mayor cantidad de grupos
correspondieron a las muestras de nieve del glaciar Castafio Overa seguidos por el agua del rio
Castafio Overa. Las muestras de suelo mostraron siempre una menor riqueza con respecto a las
especies identificadas, que coincidieron con mas de un grupo morfologico. Esto puede deberse
a la sobrerrepresentacion de levaduras color crema/claras sin produccion de micelio,
pseudomicelio u otras estructuras morfoldgicas distintivas. El agrupamiento inicial de los
aislamientos por su morfologia de colonia, permitié obtener una primera imagen de la riqueza
de levaduras en cada sustrato.

Dentro de las levaduras aisladas, los Gnicos grupos representados fueron los phyla Ascomycota
y Basidiomycota. Las levaduras del phylum Basidiomycota presentaron la mayoria de los
aislamientos para todos los sitios y sustratos, y estos taxones fueron registrados en hielo, agua
y suelo en ambientes patagdnicos frios (de Garcia et al, 2014; Mestre et al., 2014; Brandao et
al., 2017). Este resultado puede explicarse por el hecho que las levaduras basidiomicéticas
tienen una plasticidad genotipica mayor a la observada en levaduras ascomicéticas, esto les
permitiria sobrevivir y adaptarse de mejor manera a la exposicion prolongada a temperaturas y
condiciones sub-6ptimas (Morgan-Kiss et al., 2006).

Las especies mas abundantes en las muestras extraidas de diferentes sustratos asociados al
Monte Tronador pertenecientes al phylum Ascomycota correspondieron a Aureobasidium
pullulans (Dothideales) y Wickerhamomyces anomalus (Saccharomycetales).

Aureobasidium pullulans es una levadura extremotolerante, aislada de diferentes sustratos
como superficie de plantas (Andrews et al., 2002; Grube et al., 2011), agua del lago subglacial
Vostok (D’Elia et al., 2009), suelos desérticos de la Antartida (Coleine et al., 2020), aguas
costeras hipersalinas (Gunde-Cimerman et al., 2000; Oren & Gunde-Cimerman, 2012), agua
de deshielo y hielo glaciar (Zalar et al., 2008; Branda et al., 2010, Brand&o et al., 2011, de
Garcia et al., 2012) y filoplano (Mufioz et al., 2013). Esta especie ha sido asociada también a
ambientes limitantes del crecimiento microbiano tales como alimentos congelados y/o
conservados en sal (Pitt & Hocking, 2009; Nisiotou et al., 2010). Existen 4 variedades
diferentes (Zalar et al, 2008), descritas actualmente como nuevas especies, todas con
caracteristicas y perfiles metabolicos distintos, por ejemplo, cepas con crecimiento en medios
0 sustratos con alta presion osmatica (A. pullulans); desarrollo en ambientes oligotréficos y
con temperaturas a 37°C (A. melanogenum); crecimiento a 4°C en ambientes glaciales (A.
subglaciale) y aislamientos del desierto del Namib (A. namibiae) (Gostincar et al., 2014).

En nuestro trabajo, Aureobasidium pullulans fue aislado de manera mayoritaria en las muestras

de nieve y hielo del Castafio Overa, estando presente también en suelo y agua del rio Castafio
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Overa. Los estudios gendmicos, llevados a cabo con diferentes cepas de este hongo dimérfico,
lo muestran como un verdadero generalista que puede sobrevivir en diversos hébitats sin una
especializacion sustancial a nivel de genoma (Gostincar et al., 2019). Sin embargo, posee
diversas adaptaciones, como por ejemplo la produccion de melanina y otros metabolitos, que
juegan un importante rol en la supervivencia a condiciones de temperaturas altas o bajas,
extremo pH, estrés osmotico y alta radiacion UV (Gostincar et al., 2012; El Baidouri, et al.,
2021). El hielo glaciar constituye uno de los ambientes, que por sus caracteristicas puede
mantenerse metabdlicamente activo (El Baidouri, et al., 2021).

Wickerhamomyces anomalus es una especie ampliamente distribuida en la naturaleza, es
comun en diversos tipos de suelos, materia en descomposicion y frutas. Aunque se cree que el
habitat principal de esta especie son las plantas (Kurtzman et al, 2011), también hay reportes
de aislamientos en comida salada (Zajc et al., 2017), moluscos de la bahia Lasserre, Antartida
(King-Miaow, et al., 2019), suelos de ambientes extremos como la Antartida (Villarreal et al.,
2018). Ademas, posee tolerancia a la desecacion, baja disponibilidad de agua, un amplio rango
de pH (2 a 12,4) (Buzzini, et al., 2018) y halotolerancia con un maximo registrado de 15%
NaCl en el medio de cultivo (Lages et al. 1999; Kurtzman et al. 2011). Las muestras de suelo
del cerro Tronador fueron las que tuvieron mayor cantidad de aislamientos de esta especie, en
particular el suelo del glaciar y del rio del Castafio Overa. Una especie del mismo género y de
un clado hermano (W. patagonicus) ha sido aislada y posteriormente descrita para agua del
mismo glaciar (de Garcia et al., 2010).

Las especies 0 géneros mas abundantes en las muestras extraidas de diferentes sustratos
asociados al Monte Tronador pertenecientes al phylum Basidiomycota correspondieron a
Solicoccozyma spp., Naganishia spp. (Filobasidiales), Vishniacozyma spp. (Tremellales) y
Rhodotorula mucilaginosa (Sporidiobolales). Las especies de los géneros Solicoccozyma y
Naganishia pertenecen a una reclasificacion, dentro del orden Filobasidiales, del género
Cryptococcus (Liu et al., 2015). Estos géneros presentan especies cosmopolitas que poseen
resistencia a la desecacion, con presencia en habitats caracterizados por la baja actividad de
agua y han demostrado diferentes grados de caracteristicas osmofilas y osmotolerantes
(Buzzini et al., 2018). Las muestras de suelo del glaciar Castafio Overa y del rio Castafio Overa,
mostraron alta abundancia de levaduras del genero Solicoccozyma, cuyas especies han sido
registradas como habitantes de suelos asociados a la rizésfera de diferentes especies de arboles
del género Nothofagus, asi como de suelos de la meseta del Tibet y de la Antartida (Connell et
al., 2014; Mestre et al., 2014, 2016; Sannino et al., 2017). Asimismo, han sido aisladas de
diferentes sustratos de la Patagonia Argentina, como agua acida del Rio Caviahue (Russo et
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al., 2009), y de lagos y lagunas ultraoligotréficas, se ha reportado que especies de estos géneros
tienen la capacidad de producir metabolitos de interés como las micosporinas (Moliné et al.
2011; Libkind et al., 2017).

Por otro lado, las levaduras del género Naganishia fueron aisladas de todos los sustratos en
todos los sitios de muestreo, con la mayor cantidad de aislamientos provenientes del suelo del
rio Castafio Overa. Las especies dentro del género Naganishia se encuentran entre las méas
resistentes a la radiacion UV, sobreviviendo en ambientes extremos y de altura como el desierto
de Atacama (Schmidt et al., 2017), desierto Antartico (Connell et al., 2008) y hielo subglacial
en Svalbard (Butinar et al., 2007). Dentro del género, se encuentran especies extremdfilas,
como N. vishniacii, que presentan especializaciones tanto para la fotoproteccion, el
metabolismo de lipidos y la sintesis de trehalosa y de proteinas, que confieren una ventaja para
el desarrollo a bajas tempretaturas (Nizovoy et al., 2021). Ambos géneros, Solicoccozyma y
Naganishia, son objeto de estudio para la produccién de lipidos microbianos, algo que
permitiria la utilizacion de sub-productos de diferentes industrias para la produccién de lipidos
y biocombustibles de 2da generacion (Papanikolaou & Aggelis, 2011b; Selvakumar &
Sivashanmugam, 2018).

El género Vishniacozyma también fue aislado de todos los sitios y sustratos estudiados, con
mayor cantidad de aislamientos provenientes del suelo del rio Castafio Overa, de hielo y nieve
del glaciar Castafio Overa. La especie mayormente reportada en este trabajo, Vishniacozyma
victoriae, ha sido frecuentemente aislada de diferentes sustratos de la Antartida y del Artico
(Vaz etal., 2011; Santiago et al., 2015) asi como de otros ambientes extremos como el Glaciar
Calderone en Italia hielo glacial y suelo del Artico (Butinar et al., 2011), en los Alpes italianos
del suelo y agua de deshielo (Franca et al., 2016); en Patagonia de hielo glacial, agua de
deshielo y suelo (Brand&o et al., 2011; de Garcia et al., 2014).

La especie representativa del orden Sporidiobolales fue Rhodotorula mucilaginosa. Esta
levadura estuvo presente en todos los sitios y sustratos, pero fue aislada con mayor frecuencia
de hielo y nieve del glaciar Castafio Overa. Esta especie ha sido aislada de ambientes muy
diversos incluyendo rios acidos de la Patagonia (Russo et al., 2008), aguas residuales de un
parque industrial (Lahav et al., 2002) rios y lagos de altura de la Patagonia (Libkind et al., 2004,
2006; Brand&o et al., 2011), hielo glaciar de montafia y nieve de la Antartica (Villarreal et al.,
2018). Tiene la capacidad de crecer a una alta densidad celular y puede utilizar una amplia
gama de fuentes de carbono y nitrégeno (Park et al., 2018). Es una levadura pigmentada, con
potencialidad biotecnoldgica importante para la industria de los alimentos y procesos de
bioconversion (Moliné et al., 2010; Kot et al., 2019).
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Se identificaron 2 posibles nuevas especies, asociadas al género Solicoccozyma (Filobasidiales)
y al género recientemente descripto Cryolevonia (Camptobasidiaceae) (de Garcia et al., 2020;
Pontes et al., 2020). En base a este resultado y a los estudios previos del mismo ambiente (de
Garciaetal., 2014), se espera que, dentro de los aislamientos que ain no han sido secuenciados,
se encuentren mas cepas correspondientes a estas posibles especies nuevas y a otras ain no
descritas. Si bien la herramienta de agrupamiento por morfologia, facilita el procesamiento y
la estimacion de diversidad, al seleccionar representantes de grupos, puede subestimar la
riqueza especifica al cefiirse preferencialmente a especies ya conocidas. Todas las especies
representativas en los aislamientos de este trabajo son aparentemente ubicuas, geograficamente
distribuidas y con adaptaciones fisiologicas y metabdlicas que incrementan la proteccion contra
los efectos de dafio por baja temperatura, baja disponibilidad de agua y baja concentracién de
nutrientes. El estudio de la biodiversidad de levaduras cultivables, se complementa con
estudios de metagendmica y nuevas tecnologias para el estudio de la biodiversidad microbiana
en el ambiente, lo que nos permite un andlisis global de los microorganismos presentes en estos
ambientes extremos, delimitando los grupos funcionales que se encuentran presentes en el
ambiente que por las limitaciones de los medios de cultivo o las condiciones de laboratorio
utilizados no pueden ser aislados.

Fuera de la gran herramienta que propone la metagendémica para el estudio de comunidades
microbianas en el ambiente, el estudio de las levaduras cultivables nos provee de herramientas
para el estudio tanto de la biologia o ciclos de vida y estrategias fisiologicas de estos
microorganismos para habitar los ambientes extremos, a las células como modelos de estudio
para analisis gendmicos y ademas para la aplicacion biotecnolégica de estas levaduras, ya sea
en la produccion de metabolitos de interés o la célula como factoria para la obtencion de un

producto.
2.5 CONCLUSIONES PARCIALES

e El medio de cultivo MYP 10% es adecuado para el aislamiento de levaduras

extremotolerantes provenientes de ambientes frios ultraoligotroficos.

o El uso de las caracteristicas morfoldgicas de colonias de levaduras permite agilizar el
proceso de comparacion entre sustratos y sitios, permitiendo procesar una gran cantidad

de muestras.

« El glaciar Ventisquero Negro presenta diferencias en las comunidades de levaduras

respecto al glaciar Castafio Overa y rio Castafio Overa.
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Las levaduras aisladas de los ambientes glaciares del Monte Tronador correspondieron

en su mayoria al phylum Basidiomycota.

Las especies identificadas méas abundantes correspondieron a Aurobasidium pullulans,
Goffeauzyma gilvescens, Rhodotorula mucilaginosa, Solicoccozyma terricola, Vanrija

albida, Vishniacozyma victoriae y Wickerhamomyces anomalus.

Se detectaron posibles especies nuevas pertenecientes a los géneros Cryolevonia y

Solicoccozyma de los clados Camptobasidiaceae y Filobasidiales, respectivamente.
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BIODIVERSIDAD DE LEVADURAS Y HONGOS DE
GLACIARES DEL MONTE TRONADOR UTILIZANDO
METODOS MOLECULARES LIBRE DE CULTIVO
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3.1 INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha intensificado el uso de la secuenciacion masiva de amplicones para
el estudio de la ecologia microbiana, permitiendo evaluar la estructura de las comunidades y
sus cambios en el tiempo y espacio (Gotebiewski & Tretyn, 2020; Gonzalez et al., 2012). La
popularidad de estas herramientas proviene de la capacidad de estudiar tanto los
microorganismos cultivables, como los que, hasta el momento, no han podido cultivarse
(Browne et al., 2016). Dentro de las plataformas mas utilizadas en los dltimos afios para los
estudios de comunidades microbianas, y que han dado los mejores resultados, se encuentran la
Pirosecuenciacion 454 (Roche) e Illumina. La plataforma de Pirosecuenciacion 454 (Roche),
fue una de las primeras en ser utilizada en trabajos de metagenémica fangica formando parte
preeminente de la mayoria de los estudios que se llevaron a cabo entre el afio 2008 hasta el
2015. A partir de ese afio, fue quedando relegada por nueva tecnologia hasta que fue
discontinuada en el afio 2016 (Tedersoo & Nilsson, 2016). Por otro lado, la plataforma Illumina
es la mas extendida dentro de las tecnologias de secuenciacion de segunda generacion,
comenzando a utilizarse en el 2013 para estudios de comunidades fangicas y en la actualidad
la plataforma sigue actualizdndose permitiendo su utilizacion (Schmidt, et al 2013; Shen et al.,
2020).

Ambas herramientas generan un gran numero de segmentos cortos de ADN. La
pirosecuenciacion permite obtener secuencias mas largas (600 pb) que la plataforma Illumina
(150 - 300pb), aunque ésta ultima al principio ofrecia secuencias de una direccién relativamente
cortas (single-end), luego permitié la posibilidad de secuenciar los dos extremos de un
fragmento de ADN y combinarlos (paired-end) para extender el largo de la secuenciacién
(MiSeq 2 x 300pb) (Tedersoo & Nilsson, 2016), logrando obtener los codigos de barras
(barcodes) de los hongos mas utilizados. Estos barcodes corresponden a las regiones que
comprenden el ITS (Internal Transcribed Spacer, espacios intergénicos ITS1 e ITS2 y que
incluye el gen 5,8S rARN) y del dominio D1D2 del gen 26s rARN. Los resultados obtenidos
con las plataformas mencionadas pueden traducirse en Operational Taxonomic Units (OTUs)
0 en Amplicon Sequence Variant (ASVs). Los OTUs se construyen mediante un agrupamiento
de las secuencias que son suficientemente similares entre si (97% de similaridad). Por otro
lado, los ASVs se infieren mediante un proceso de novo, en el que las secuencias bioldgicas se
discriminan de los errores de base, teniendo en cuenta que las secuencias bioldgicas tienen méas

probabilidades de observarse repetidamente que las secuencias que contienen errores, esto le
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permite poder comparar un set de datos de diferentes estudios o diferentes muestras (Callahan
etal., 2016).

En Patagonia, los estudios metagendmicos méas extendidos, para los ambientes frios, se han
realizado sobre comunidades bacterianas. Estos estudios abarcan tanto la Patagonia argentina
como la chilena, estudiando diferentes sitios y sustratos, como son el Fiordo Comau (Ugalde
et al., 2013; Undabarrena et al., 2016), el Mar Argentino en Peninsula Valdés (Loviso et al.,
2015), Bahia Ushuaia, Caleta Potter y la Penisula Antartica (Espinola et al., 2017). Los estudios
metagendmicos exclusivos para comunidades de hongos abarcan desde los asociados a la
rizosfera de especies nativas de los bosques patagonicos (Carron et al., 2020; Mestre &
Fontenla., 2021), hasta las comunidades de hongos de agua de deshielo glaciar en la Patagonia
chilena (Gutiérrez, et al., 2015). En este capitulo utilizamos ambas herramientas de
secuenciacion masiva de amplicones (Pirosecueciacion 454 e Illumina) para estudiar la
diversidad fungica en muestras de suelo desnudo, hielo glaciar, nieve y agua de deshielo de

glaciares del Monte Tronador de la Patagonia Andina Argentina.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 RECOLECCION DE MUESTRAS Y DISENO EXPERIMENTAL
La recoleccion de muestras y el disefio experimental se realizé como se detalla en materiales y

métodos del Capitulo Il (Péagina 18).

3.2.2 EXTRACCION TOTAL DE ADN

La extraccion total de ADN de cada muestra fue realizada con kits comerciales de acuerdo a
las indicaciones del fabricante, se utilizé el kit MOBIO PowerMax® para las muestras de suelo
y el kit MOBIO PowerWater® para las muestras de hielo, nieve y agua.

Antes de proceder a la extraccion de ADN, se juntaron y homogeneizaron las 5 submuestras
obtenidas para cada muestra de suelo. Se utiliz6 1 gramo de este pool para realizar la extraccion.
Todas las muestras de hielo y nieve se fundieron a 4°C. Del agua obtenida de cada muestra de
hielo y nieve, asi como de las muestras de agua, se filtraron 100 mL con filtros de 0,45um vy el
filtrado obtenido se utilizd para la extraccion de ADN. Las muestras de hielo del VVentisquero
Negro se juntaron de a pares: muestra 1 con 2 (VNH1*), 3 con 4 (VNH2*) y 5 con 6 (VNH3%)
cada una se homogeneizd y se proceso. Para el caso de las muestras de agua del glaciar
Ventisquero Negro y rio Castafio Overa las 3 pseudoréplicas de cada muestra se juntaron y se

homogeneizaron antes de la filtracion.
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3.2.3 AMPLIFICACION DE ADN

Se amplifico la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal de todas las
muestras obtenidas con los primers ITS1F (F) 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 e ITS4(R)
5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3. Para la secuenciacion masiva de amplicones se
utilizaron 2 plataformas la Pirosecuenciacion 454 de Roche y la plataforma Illumina MiSeq
Paired-end.

La secuenciacion masiva de amplicones de las muestras del glaciar Castafio Overa (Suelo
Desnudo, Hielo y Nieve; afio 2015) se realizd utilizando la plataforma 454 de Roche. Esta
plataforma quedd discontinuada al afio siguiente y por lo tanto dejé de estar disponible para su
utilizacion. Por lo que se utilizé la plataforma Illumina MiSeq Paired-end para la secuenciacion
masiva de amplicones de todas las muestras del glaciar Ventisquero Negro y rio Castafio Overa
(Suelo desnudo, Hielo, Agua; afio 2016).

3.2.4 SECUENCIACION POR PIROSECUENCIACION ROCHE 454

Primeramente, se realizé la amplificacion por PCR usando HotStarTaq Plus Master Mix Kit
(QIAGEN, Valencia, CA) bajo las siguientes condiciones: 94°C por 3 min, seguido por 28
ciclos a 94°C por 30 segundos, 53°C por 40 segundos y 72°C por 1 min, luego una elongacion
final a 72°C por 5 min. Luego, todos los productos de amplificacion de las diferentes muestras
fueron mezclados en igual concentracion y purificados usando perlas Agencourt AMPure
(Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Finalmente, las muestras fueron secuenciadas
utilizando el equipo y regentes Roche 454 FLX Titanium, segin las recomendaciones del
fabricante. Todo este procesamiento fue llevado a cabo en colaboracion con el laboratorio
Molecular Research LP, Shallowater en Estados Unidos (MR DNA, Shallowater, USA).

3.2.5 SECUENCIACION POR ILLUMINA MISEQ

Para la secuenciacion por medio de la plataforma Illumina Miseq paired-end (300pb), en primer
lugar, se realiz6 la fusion de los primers ITS1 (5-TCC GTAGGT GAACCT GCG G-3) e ITS4
(5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3), con el barcode de cada muestra. Luego se realizé
una amplificacion realizando una PCR usando las siguientes condiciones: activaciéon a 95°C
por 10 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 min'y 72°C por un min,
con una elongacion final a 72°C por 5 min. Para determinar el éxito de la amplificacion y la
intensidad de las bandas se comprobaron los productos de PCR en gel de agarosa al 2%, las
muestras fueron mezcladas en proporciones iguales y purificadas. Luego se prepard la libreria

segun los protocolos de la plataforma Illumina. Finalmente, las muestras fueron secuenciadas
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utilizando el equipo y regentes de Illumina Miseq paired-end, segun las recomendaciones del
fabricante. Todo este procesamiento fue llevado a cabo por Macrogen Inc. (Seul, Republica de

Corea).

3.2.6 PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos por medio de pirosecuenciacion 454 de Roche, fueron procesados
utilizando el analisis pipeline de los laboratorios MR, DNA (www.mrdnalab.com, MR DNA,
Shallowater, TX), con la plataforma Qiimel (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(Caporaso et al., 2010). Con el paquete de datos se procedio a retirar los barcodes y primers
utilizados (demultiplexing), luego se retiraron las secuencias cortas (<200pb), secuencias con
bases ambiguas y secuencias con homopolimeros que excedieran las 6 pb. Luego de este
proceso se definieron las unidades taxondmicas operacionales (OTU, por sus siglas en inglés)
con un 97% de similaridad, se removieron las secuencias Unicas (singleton) y las secuencias
quiméricas (Dowd et al., 2008a, 2008b; Edgar, 2010; Capone et al., 2011; Eren et al., 2011).
Los datos obtenidos por medio de la plataforma Illumina, fueron procesados usando el
protocolo Qiime2 (https://giime2.org). A las secuencias crudas se le retiraron los barcodes y

luego se combinaron las secuencias paired-end, se filtraron por calidad y cantidad de bases
(>150pb, Quality Score = 20) (denoising), se eliminaron las secuencias quiméricas y se
conformaron los ASV (Amplicon Sequence Variant) utilizando para ello el método de
agrupamiento DADAZ2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2) (Callahan et al., 2016). El
andlisisen OTUs 0 ASV fue seleccionado de acuerdo al método de secuenciacion masiva como
es descrito en Xue et al. (2018), y al largo de las secuencias obtenidas, segun las
recomendaciones de Tedersoo et al. (2022).

Una vez obtenidos los resultados se procedio a la asignacion taxondmica de los OTUs/ASVs,
utilizando el algoritmo BLASTn contra la base de datos dindmica para la region ITS de UNITE
(Abarenkov et al., 2010). Para consultar la taxonomia se utilizaron las publicaciones de Kirk
(2008); Liu et al. (2015); Mclaughlin & Spatafora (2014, 2015); Wang et al. (2015) y la base
de datos MycoBank (http://www.mycobank.org).

3.2.7 ANALISIS FILOGENETICOS

Se seleccionaron los OTUs de la clase Microbotryomycetes, que presentaron una abundancia
de més del 80% del total de OTUs, para compararlos con secuencias relacionadas provenientes
de bases de datos publicas (GenBank). Las relaciones filogenéticas entre las especies

identificadas fueron determinadas utilizando el programa MEGAT7: Molecular Evolutionary
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Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al., 2016). El arbol filogenético fue construido
utilizando el algoritmo neighbor joining (NJ), el soporte estadistico se obtuvo realizando
andlisis de distancias luego de 1000 repeticiones (bootstrap). EI modelo Kimura de dos
pardmetros fue utilizado para estimar las distancias evolutivas entre las especies estudiadas
(Kimura et al., 2004).

3.2.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Se calcularon los indices de diversidad Alfa (Chaol y Shannon) y Beta, también se analizaron
las diferencias en la composicion de OTUs/ASVs dentro y entre sustratos para cada sitio
utilizando el test de ANOSIM. Para evaluar las diferencias entre las secuencias obtenidas para
cada sitio de muestreo, se realizaron andlisis de la varianza (ANOVA). Para estimar la
similaridad entre las muestras para cada sitio, se llevaron a cabo andlisis de cluster jerarquicos
(hierarchical cluster analysis) basado en la abundancia de OTUs/ASVs utilizando el indice de
disimilaridad de Bray-Curtis. Se utiliz6 el mismo analisis para estimar la similaridad entre
todas las muestras, utilizando esta vez la abundancia de secuencias rarefaccionadas con el
indice de Bray-Curtis. Todos estos andlisis fueron realizados utilizando el paquete Vegan en R
(Oksanen et al., 2019).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 DATOS DE SECUENCIACION

En este trabajo fueron obtenidas 32 muestras de 3 sitios diferentes del Monte Tronador,
incluyendo 3 tipos de sustratos diferentes, suelo, hielo/nieve y agua de deshielo, todas fueron
enviadas para su secuenciacién masiva con pirosecuenciacion 454 de Roche e Illumina MiSeq
paired-end para el estudio de la diversidad fangica. Del total de muestras, 28 resultaron en
resultados positivos y 4 (COS6, VNS5, VNA3, RCOA3) no lograron ser secuenciadas ya sea
por baja calidad del ADN obtenido o por pérdida de las muestras por la empresa contratada.
En base a la secuenciacion masiva de las 28 muestras estudiadas se obtuvieron un total de
3389059 secuencias crudas, estas secuencias fueron filtradas y se trabajé con un total de
2179989, las muestras amplificadas por pirosecuenciacion 454 (glaciar Castafio Overa),
oscilaron entre 225 y 553 pb, mientras que para las muestras procesadas por Illumina (rio
Castafio Overa y glaciar Ventisquero Negro), las longitudes oscilaron entre 232 y 413 pb. Las
secuencias que presentaron una longitud mayor a 200 pb permitieron obtener los OTUs/ASVs

para cada muestra. Las muestras de hielo/agua presentaron la mayor cantidad de secuencias
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por OTUs/AVSs obtenido, mientras que las muestras de suelo presentaron la menor cantidad

de secuencias para todos los sitios (p<0,05) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Datos de secuenciacion masiva de muestras del glaciar Castafio Overa (CO),
Ventisquero Negro (VN) y rio Castafio Overa (RCO)

Secuencias filtradas: total de secuencias que pasaron los parametros de calidad; Secuencias
promedio: promedio de secuencias de todas las muestras segin cada sustrato.

Pirosecuenciacion 454 Illumina MiSeq
Suelo Hielo/Nieve Suelo Suelo Hielo Agua
(COS)  (COHICON) | (RcOs) A9Ua(RCOA)  wnNg)  (WNH)  (VNA)
Secuencias crudas 69269 106826 726588 387018 1000180 580349 518829
S]f’i‘;;‘rz':f;:‘s 59791 92463 559847 291874 444258 280958 450798
Secuencias 11842 + 184916 + 3827 93307 + 145937 + 8885,6 + 11124566 225399 +
promedio 2498 - 32404 85789 35056 + 83659 157888
o 2614 + 196,8 + 67,8 + 58,33 +
n° de OTUS/ASVs 64 211 £ 35,7 94,87 138,5+115,2 14.18 51,5+0,70 18,50
Porcentaje
OTUs/ASVs més 6,7 10,3 78,38 32,99 53,14 43,32 76,24
abundantes

3.3.2 DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES FUNGICAS

Una vez obtenidos los OTUs/ASVs para cada sitio se calcularon los indices de diversidad alfa
para cada muestra (Tabla 3.2). El indice de Simpson (D), estima la diversidad y cuan
equitativos son los OTUs/ASVs dentro de cada muestra, los resultados obtenidos para este
indice fueron homogéneos para las muestras del glaciar Castafio Overa con valores cercanos al
0,9 (cuanto mas cercano a 1 mas homogénea es la muestra); mientras que para las muestras del
Ventisquero Negro y del rio Castafio Overa se obtuvieron valores variables. En este sentido las
muestras de suelo mostraron valores extremos, los mas altos y mas bajos, y las muestras de

agua y/o hielo tuvieron valores intermedios, para ambos sitios.
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Tabla 3.2: Indices de diversidad de cada muestra para cada sitio de muestreo
OTUs/ASVs Obs: n° de OTUs/ASVs observados.

Indices de COoSs CON COH
Diversidad 1 y 3 4 5 1 2 3 2 3
Simpsons’s (1-D) 0,902 0,974 0,946 0,945 0,934 0948 0935 0,947 0949 0,95
Shannon (H) 3535 4,352 3889 3682 358 3744 3454 363 3,808 3,664
OTUs Obs. 346 271 263 165 263 194 243 169 197 254
Chaol 381,25 289,13 318,12 171,11 285,14 200,18 29511 176 209,75 271,18
__RCOA | |
2 3 4 5 6 [ 1 2 | |
Simpsons’s (1-D) 0,972 0,016 0,044 0,041 0074 0965 0,273 0,926
Shannon (H) 4454 0,068 0,205 0,191 0,319 4,407 0,954 3,426
ASVs Obs. 172 26 123 128 170 360 57 218
Chaol 172 26,2 128,69 133,04 186,08 362,33 57 218
VNS VNA VNH
1 ) 3 4 6 1 2 3
Simpsons’s (1-D) 0,97 0,94 0,023 0034 0928 0,38 0422 0,793 0,724 0,899
Shannon (H) 3775 3364 0101 0014 3547 1115 1,283 2392 2,293 2,82
ASVs Obs. 67 57 49 71 81 51 51 68 69 37
Chaol 67 57 51,5 846 81 52 51,5 68 69 37

El indice de Chaol se utiliza para estimar el nimero de especies en una comunidad, para todas
las muestras dicho valor fue similar a los OTUs/ASVs obtenidos, mostrando que la riqueza fue
bien representada por ambas tecnologias. El indice de Shannon (H) estima cuén diversa es cada
muestra, los resultados obtenidos para este indice fueron similares a los obtenidos para el indice
de Simpson. Las muestras del glaciar Castafio Overa mostraron valores mas homogéneos entre
cada muestra (de 3,45 a 4,35), mientras que los resultados obtenidos para las muestras de
glaciar Ventisquero Negro y del rio Castafio Overa variaron entre 0,1 a 3,77 y 0,06 a 4,45
respectivamente, los valores méas bajos se correspondieron a las muestras de suelo para ambos
sitios.

Ademas, se analizaron las diferencias en la composicién de OTUs/ASVs dentro y entre
sustratos para cada sitio, utilizando el test de Analisis de Similaridades (ANOSIM). Las
muestras de nieve y hielo del glaciar Castafio Overa, no mostraron diferencias entre si por lo
que fueron analizadas en conjunto (R=0,1; p>0,05). Los resultados obtenidos mostraron la
misma tendencia para los tres sitios, donde las diferencias de las comunidades fungicas entre
los sustratos fueron mayores a las diferencias encontradas dentro de cada sustrato (CO:
R=0,898; VN: R=0,77; RCO: R=1; p< 0,05) (Fig. 3.1).
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Figura 3.1: Boxplot resultado del test ANOSIM realizado sobre los OTUs/ASVs de cada
sustrato
Las distancias se calcularon utilizando la matriz de distancia de Bray-Curtis (p<0,05).
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3.3.3 ESTRUCTURA DE CADA SITIO DE MUESTREO

GLACIAR CASTANO OVERA

Para las muestras obtenidas en el glaciar Castafio Overa (suelo desnudo, hielo, nieve) se
obtuvieron 1081 OTUs en total, que pudieron ser clasificados en 8 phyla, 24 clases, 44 ordenes
y 163 familias de hongos; 4% de esos OTUs no pudieron ser clasificados dentro de ningln
taxon. A un esfuerzo de muestreo comun (9296 secuencias) la riqueza del suelo fue mayor que
la riqueza obtenida para las muestras de hielo y nieve. Aln asi, el mayor nimero de secuencias
se obtuvo de las muestras de hielo y nieve. Al analizar los OTUs compartidos entre el suelo, el
hielo y la nieve, se observo que estos no superan el 2,7% del total, este porcentaje estuvo
representado por 14 clases (Figura 3.2). Los OTUs Unicos sobre el total de OTUs para cada

sustrato fueron: 90% para el suelo, 18,8% para el hielo y 25,9% para la nieve.

Figura 3.2: Diagrama de venn de los OTUs de cada sustrato del glaciar Castafio Overa
Los numeros representan el nimero de OTUs para cada grupo y subgrupo dentro de cada
sustrato, los valores entre paréntesis es el porcentaje sobre el total de OTUs obtenidos.

Nieve Hielo

Suelo

El taxén Dikarya fue el mas abundante para todos los sustratos, tanto en el nimero de
secuencias (87,14%) como en el de OTUs (918 de 1081). La abundancia de los grupos

filogenéticos obtenidos, comparando los sustratos, mostro que el phylum Ascomycota domino
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en las muestras de suelo, mientras que el phylum Basidiomycota fue el mas frecuente en las
muestras de hielo y nieve (Figura 3.3).

Figura 3.3: Abundancia absoluta de las secuencias obtenidas para las muestras del glaciar
Castafio Overa
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Las muestras fueron agrupadas utilizando los OTUs obtenidos, mediante el indice de
disimilaridad de Bray-Curtis, los resultados permitieron obtener tres grupos principales: dos
conformadas por muestras de suelo, un grupo (grupo 1) con las muestras COS1, COS2 y COS3
(Ladera noreste a 187 mts del refugio Otto Meiling), el segundo grupo (grupo 2) compuesto
con las muestras de suelo restantes COS4 y COS5 (ladera sudoeste); y el tercer grupo (grupo

3) compuesto por todas las muestras de hielo y nieve (Figura 3.4).
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Figura. 3.4. Dendrograma que representa la similaridad en la composicion de OTUs
fangicos en las muestras de suelo, hielo y nieve del glaciar Castafio Overa

La similaridad entre clusters esta dada por la longitud de los brazos. La agrupacion fue basada
en la matriz de distancia de Bray-Curtis.

1.0

&

0.8

o7

0.8

0.5

[istancia

0.3

0.2
L

sl
082
[ 0]
054
CO8s
0N
COHI
0N |
CoM2
O3

hiclus |'_?M'nge'|

Al analizar las muestras de suelo se lograron identificar 23 clases, de las cuales, 15 estuvieron
presentes en todas las muestras; dentro de estas, Leotiomycetes (Ascomycota) fue la clase
mayoritaria (abundancias relativas de 11 al 42%), seguida por Sordariomycetes (5,3 al 39%),
Dothideomycetes (1,8 al 19%) y Eurotiomycetes (5 al 18,5%). La muestra de suelo 1 (COS1,
Tabla 2.1) mostré la mayor proporcion de Chytridiomycetes, donde el 45% de los OTUs
obtenidos para esta muestra estuvieron relacionados a esta clase.

En las muestras de hielo y nieve, fueron identificadas 13 clases en total; siendo
Microbotryomycetes el grupo predominante, esta clase fue la mas abundante y estuvo presente
en todas las muestras, variando entre un 63 a un 94%, seguido por la clase
Monoblepharidomycetes que estuvo presente en las 5 muestras y su abundancia vario entre 0,5
al 26% (Figura 3.2). De las 13 clases identificadas 9 estuvieron presentes en todas las muestras

de hielo, y 3 estuvieron presentes en una sola muestra (Malasseziomycetes, Arthoniomycetes,
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Glomeromycetes). La clase Malasseziomycetes fue encontrada solamente en la muestra 1
(COH1) en una proporcién del 0,01%, Arthoniomycetes s6lo estuvo presente en la muestra 2
(COH2) en una proporcion del 0,02% y Glomeromycetes en la muestra 3 (COH3) con una
proporcion del 0,12%.

Los 6rdenes de ascomycetes mas abundantes tanto en suelo como hielo/nieve, fueron Helotiales
y Capnodiales, respectivamente; mientras Sebacinales y Leucosporidiales fueron los érdenes
de basidiomycetes mas abundantes. También se encontraron miembros de Chytridiomycetes y
Monoblepharidomycetes, con una alta proporcion de Spizellomycetales en suelo vy
Monoblepharidales en hielo y nieve. Los OTUs identificados a nivel de especie (con un ID
>97%) fueron un total 202 de 1081 OTUs, las especies identificadas mas relevantes para cada

muestra se detallan en la Tabla 3.4.

RIO CASTANO OVERA

En las muestras asociadas al rio Castafio Overa se obtuvieron 1017 ASVs flngicos en total,
que fueron clasificados dentro de 7 phyla, 29 clases, 79 6rdenes y 132 familias de hongos,
1,15% de esos ASVs no pudieron ser clasificados dentro de ningun taxén inferior a Reino. Las

muestras de suelo y agua compartieron 59 ASVs (5,8%) (Fig 3.5).

Figura 3.5: Diagrama de venn de los ASVs de cada sustrato del rio Castafio Overa

Los nimeros corresponden a valores de ASVs para cada sustrato y el valor compartido entre
sustratos; los valores entre paréntesis representan el porcentaje sobre el total de ASVs
obtenidos.

Agua de deshielo Suelo

204 59 754

(20.1%) (5.8%) (74.1%)
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A un esfuerzo de muestreo comun (85275 secuencias) la riqueza del suelo fue mayor que la
rigueza obtenida en las muestras de agua. Aun asi, una muestra de agua (RCOA2) mostro el
mayor numero de secuencias (24,2% del total de secuencias). El taxon Dikarya fue el mas
abundante para todos los sustratos, tanto en el nimero de secuencias (98,2%) como en el de
ASVs (906 de 1017). Las secuencias pertenecientes al phylum Ascomycota dominaron en el
suelo mientras que Basidiomycota fue mas frecuente en el agua (Figura 3.6). Los ASVs Unicos

sobre el total de ASVs para cada sustrato fueron: 93,9% para el suelo y 77% para el agua.

Figura 3.6: Abundancia absolutas de las secuencias obtenidas para las muestras del Rio
de deshielo de Castafio Overa (RCO)
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Al analizar las muestras utilizando el indice de disimilaridad de Bray-Curtis a partir de los
ASVs obtenidos, se observaron tres principales grupos: dos conformado por muestras de suelo
(grupo 1y 2) y el tercero conformado Unicamente por las muestras de agua (grupo 3). Los
grupos formados por las muestras de suelo estuvieron conformados uno con 2 muestras, la
primera muestra obtenida en la zona alta del rio Castafio Overa (RCOS1) y la muestra nUmero
6 obtenida en la parte baja del rio (RCOS6), el segundo grupo conformado por las muestras de
suelo restantes RCOS2, RCOS3, RCOS4, RCOS5 (Figura 3.7).
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Figura. 3.7: Dendrograma que representa la similaridad en la composicion de ASVs
fangicos en las muestras de suelo y agua de deshielo del rio Castafio Overa

La similaridad entre clusters esta dada por la longitud de los brazos. La agrupacion fue basada
en la matriz de distancia de Bray-Curtis.
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De las muestras de suelo se identificaron 35 grupos: uno a nivel de reino fungi (0,002 a 10,8%
abundancia relativa), 5 grupos que llegaron a nivel de phylum; Ascomycota (5 muestras, de
0,02 a 10,88%), Basidiomycota (5 muestras, de 0,028 a 0,67%), Chytridiomycota (4 muestras,
de 0,003 a 4,67%), Mucoromycota (1 muestra, con 0,035% de las secuencias) y Rozellomycota
(5 muestras, de 0,003 a 0,15% de las secuencias) y 29 grupos que se identificaron por lo menos
a nivel de clase. Sordariomycetes fue la clase mayoritaria (abundancias relativas del 13,7 al
99,5%) seguida por Leotiomycetes (0,27 al 29,7%) y Dothideomycetes (0,29 al 23%). En
cuatro (RCOS2, RCOS3, RCOS4 y RCOS5H) de las 6 muestras de suelo obtenidas se observd
una marcada dominancia por parte del orden Hypocreales, donde la abundancia relativa de este

grupo vario de 99,5% al 96,6% de las secuencias.
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En las muestras de agua se lograron identificar 19 grupos taxondmicos, 4 grupos a los que se
llegd a nivel de phylum Ascomycota (muestra RCOA2, 0,44%), Basidiomycota (muestra
RCOA2, 0,26%) y Rozellomycota (muestra RCOAZ2, 0,02%) y un cuarto grupo a nivel de reino
fungi (0,12 y 0,46%), los restantes grupos taxondmicos (15) fueron identificados al menos
hasta el nivel de clase. Las clases predominantes fueron Microbotryomycetes (89,8 a 63,7%) y
Leotiomycetes (3,5 a 15%).

Los 6rdenes ascomycetes mas abundantes para cada sustrato, fueron Hypocreales para suelo y
Helotiales para el agua, los 6rdenes de basidiomycetes mas abundantes para suelo fueron
Tremellales, y para agua fueron Kriegeriales y Leucosporidiales. Sin embargo, en las muestras
de agua, el grupo predominante fue identificado sélo hasta el nivel de clase, la que correspondid
a la clase Microbotryomycetes. Los ASVs identificados a nivel de especie, con un 1D >97%,
fueron 416 de un total de 1017, las especies identificadas més relevantes para cada muestra se
detallan en la Tabla 3.4.

GLACIAR VENTISQUERO NEGRO

Para las muestras pertenecientes al sistema asociado al glaciar Ventisquero Negro, se
obtuvieron 484 ASVs fangicos en total, que fueron clasificados dentro de 4 phyla, 18 clases,
49 ordenes y 90 familias de hongos, 4,49% de esos ASVs no pudieron ser clasificados dentro
de ninguin taxon por debajo de la categoria reino. Los ASVs compartidos entre sustratos (suelo,
hielo y agua) fueron 9 (1,9%). El suelo y el hielo compartieron 13 ASVs, mientras que el hielo
y el agua compartieron solo 6 (Figura 3.8). Los ASVs Unicos, sobre el total de ASVs, para cada

sustrato fueron: 91% para el suelo, 80,8% para el hielo y 82% para el agua.
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Figura 3.8: Diagrama de venn de los ASVs de cada sustrato del glaciar Ventisquero
Negro

Los nameros corresponden a valores de ASVs para cada sustrato y los valores compartidos
entre sustratos; los valores entre paréntesis representan el porcentaje sobre el total de ASVs
obtenidos.
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A un esfuerzo de muestreo comun (43831 secuencias) la riqueza del suelo fue mayor que las
muestras de hielo y agua. Aln asi, una muestra de hielo y otra de agua mostraron el mayor
numero de secuencias. El taxdn Dikarya fue el mas abundante para todos los sustratos, tanto
en el nimero de secuencias (99,5%) como en el de ASVs (455 de 484). Comparando los
taxones obtenidos, las secuencias pertenecientes al phylum Ascomycota dominaron en el suelo,
mientras que las secuencias del phylum Basidiomycota fueron mas frecuente en el hielo y el
agua (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Abundancia absoluta de las secuencias obtenidas para las muestras del glaciar
Ventisquero Negro (VN)
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Al analizar las muestras utilizando el indice de disimilaridad de Bray-Curtis a partir de los
ASVs obtenidos, se obtuvieron cuatro grupos: dos grupos conformados por muestras de suelo
(grupo 1y 2), y los dos restantes se conformaron por todas las muestras de hielo (VNH1*,
VNH2* y VNH3*) y otro por todas las muestras de agua (grupo 3 y 4 respectivamente). Los
grupos con las muestras de suelo fueron, el grupo 1 con dominancia de Sordariomycetes
formado por la muestra de suelo mas cercana al glaciar (VNS3) y la muestra mas alejada al
glaciar (VNS4), y el grupo 2 conformado por las muestras restantes de suelo (VNS1, VNS2,
VNS6) (Figura 3.10).
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Figura. 3.10: Dendrograma que representa la similaridad en la composicion de ASVs
fangicos en las muestras de suelo, hielo y agua de deshielo del glaciar Ventisquero Negro
La similaridad entre clusters esta dada por la longitud de los brazos. La agrupacion fue basada
en la matriz de distancia de Bray-Curtis.
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En las muestras de suelo se identificaron 13 grandes grupos taxonémicos, uno que llegé a la
categoria Fungi (2,09%), dos grupos que llegaron a nivel de phylum, Ascomycota (2,41%) y
Chytridiomycota (0,10%), y los 10 grupos restantes pudieron ser identificados a nivel de clase
o menor nivel taxondmico. La clase Sordariomycetes fue la mayoritaria (abundancias relativas
del 16 al 99,4%) seguida por Dothideomycetes (abundancias relativas de 0,1 al 38,5%),
Leotiomycetes (abundancias relativas de 0,08 al 28,3%) y Agaricomycetes (abundancias
relativas de 0,09 al 18%). De todas las muestras de suelo, las muestras VNS3 y VNS4
presentaron una marcada dominancia por parte de la especie Purpureocillium lilacinum
(Hypocreales, Sordariomycetes), con 1,44 y 2,06% de los ASVs de cada muestra y un total de
secuencias del 99,3 y 99,1% respectivamente.

En las muestras de hielo se lograron identificar 11 grupos taxonomicos, uno a nivel de reino

Fungi (abundancias relativas del 0,02 al 1,6%) y otro a nivel de phylum Ascomycota (0,39 y
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0,49%), los otros 9 grupos fueron identificados al menos a nivel de clase. En todas las muestras
de hielo las clases predominantes fueron Tremellomycetes (abundancias relativas del 40 a
65%) y Microbotryomycetes (abundancias relativas de 11,5 a 24%). En las muestras de hielo
VNH1* y VNH3* se encontraron secuencias de hongos pertenecientes a Sordariomycetes
(1,5% y 13,8% respectivamente) representada por el 7,24 al 13,5% de ASVs.

Para las muestras de agua se lograron identificar 16 grupos, uno a nivel de reino Fungi (0,6%
de las secuencias), 3 grupos a nivel de phylum Ascomycota (0,27 y 5,23% de las secuencias),
Basidiomycota (0,001% de las secuencias) y Chytridiomycota (0,21 y 0,38% de las secuencias)
representaron el 11,2% de ASVs obtenidos y 11 grupos que pudieron ser identificados a nivel
de clases 0 menor taxon.

En las muestras de agua (VNA1 y VNAZ2) la clase Microbotryomycetes fue la mas abundante
(80 y 84,4% de las secuencias obtenidas) con 9.8 y 35.29% de los ASVs respectivamente,
seguida por Leotiomycetes (9,4 y 3,6% de las secuencias obtenidas) con 26 ASVs en total. La
muestra VNA2 fue la que agrupd el mayor porcentaje de secuencias del phylum Ascomycota
sin identificar (5,2%). Los ordenes ascomycetes més abundantes para cada sustrato, fueron
Hypocreales para suelo y Helotiales para el hielo y el agua, mientras que Agaricales,
Filobasidiales y Leucosporidiales fueron los 6rdenes de basidiomycetes mas abundantes para
los 3 sustratos respectivamente. En las muestras de agua, el grupo predominante logré ser
identificado sélo hasta el nivel de clase perteneciendo a Microbotryomycetes. Los ASVs
identificados a nivel de especie, fueron 104 del total de 484, las especies identificadas mas

relevantes para cada muestra se detallan en la Tabla 3.4

3.3.4 SISTEMA DE ESTUDIO DEL MONTE TRONADOR

Los andlisis basados en la matriz de distancia de Bray-Curtis mostraron una agrupacion
diferencial de 6rdenes para todos los sitios de muestreo y sustratos. Todas las muestras de suelo
que presentaron un H > 3, se agrupan en un mismo cldster junto con las muestras de hielo del
Ventisquero Negro, este cluster lo denominamos cluster 1 y se vio dominado por secuencias
de las clases Leotiomycetes y Dothideomycetes y Sordariomycetes, en el caso del hielo del
Ventisquero Negro la clase dominante fue Tremellomycetes (Basidiomycota). Las muestras de
suelo que presentaron baja diversidad se agruparon juntas (cluster 2), se puede observar
claramente que estas muestras estan dominadas por secuencias de la clase Sordariomycetes.
Como se observa para el cluster 1 y 2 todas las muestras de suelo presentaron dominancia del

phylum Ascomycetes. Finalmente, todas las muestras de agua del Ventisquero Negro y del Rio
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del Castafio Overa, y las muestras de nieve y hielo del Castafio Overa se agruparon en el cluster

3 dominado por la clase Microbotryomycetes (phylum Basidiomycota) (Figura 3.11).

Figura 3.11: Heatmap de las clases mas representativas presentes en todos los sitios de
muestreo

La agrupacion fue basada en la matriz de distancia de Bray-Curtis. Las letras entre paréntesis
indican el phyllum al que pertenece la clase; A: Ascomycota, B: Basidiomycota, C:
Chytridiomycota, G: Glomeromycota, M: Mucoromycota.
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Los ordenes y géneros mas abundantes y representativos para todas las muestras, se pueden
observar en la Tabla 3.3. Las abundancias relativas de cada taxon, varian entre los sitios de
muestreos, pero tienden a mostrar a los mismos ordenes entre los méas abundantes. De la misma

manera los géneros suelen repetirse en los diferentes sitios.
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Tabla 3.3: Ordenes méas abundantes para todos los sitios y los géneros méas representativos
* Representan secuencias no identificadas a nivel de género

- Representa la ausencia de secuencias del taxén

Los generos que estan presentes en mas de un sitio de muestreo estan sefialados con negrita

Phyllum

Orden

Secuencias (%)

Géneros mas abundantes por sitio

CO RCO VN CcO RCO VN
. . Hyal hidium,
Monoblepharidomycota ~ Monoblepharidales 55 0 0 yaloraphicium -
Gonapodya
Chytridiomycota Rhizophydiales 1,91 0,1 0 Rhizophydium Rhizophydium
. Claussenomyces , Cadophora , Cadophora ,
Helotiales 10.2 6.6 6.7 Rhizoscyphus Tetracladium Gyoerffyella
Fusarium Fusarium , Gibberella ,
Hypocreales 4,54 53,1 20,4 . ' Purpureocillium , Ilyonectria ,
Giberella . o
Neonectria Purpureocillium
. P . R hialoph
Sordariales 092 004 095 odospora, Humicola amophialophora
Trichocladium , Zopfiella
. Capronia , . .
Chaetothyriales 2,12 0,1 0,9 Phialophora Cladophialophora Exophiala
Ascomycota Eurotiales 206 05 05 Penicillium Penicillium Penicillium,
Talaromyces
. Prot turi Fusicladi
Venturiales 22 08 01 rofoventuria, usicladium, Venturia
Venturia Venturia
. . Al idi
Dothideales 0,1 0,1 0,6 Hormonema Kabatiella ureobasidium,
Hormonema
Pleosporales 24 13 6.4 Massarlr_1a , Alternaria , Altgrnarla ,
Preussia Plenodomus Epicoccum
. Candida , Dipodascus ,
Saccharomycetales 05 32 05 Candida .
Geotrichum Debaryomyces
Microbotromycetes 376 142 27,7 * * *
Leucosporidiales 10,6 38 2,8 Leucosporidium  Leucosporidium Leucosporidium
L Rh I Rh idiobol
Sporidiobolales 0,1 1,6 2,5 OdOt.mu a odosporidiobo Rhodotorula
o Sampaiozyma us , Rhodotorula
Basidiomycota Kriegeriales 14 41 0,2 Kriegeria Phenoliferia Phenoliferia
. - N ishi N ishi
Filobasidiales 01 11 137 aganishia,, aganishia,, Naganishia
Solicoccozyma Piskurozyma
Agaricales 075 0.4 12 Flammula , Cortinarius , Copr!nellgs ,
Inocybe Inocybe Cortinarius

La abundancia de OTUS/ASVs identificados a nivel de especies variaron de muestra en

muestra (Figura 3.4), aun asi, hubo especies compartidas dentro de cada sustrato. Para el suelo

del Castafio Overa, las especies méas frecuentes fueron Claussenomyces sp. y Rhizoscyphus

ericae, en el hielo y la nieve las especies mas frecuentes fueron Leucosporidium fragarium y

Leucosporidium intermedium. Para el suelo del rio Castafio Overa la especie que mostro ser la

mas abundante y domind en la mayoria de las muestras (4 de 6) fue Purpureocillium lilacinum,

por otro lado, en el suelo circundante al glaciar Ventisquero Negro, ademas de P. lilacinum,

las especies Gyoerffyella sp. y Mycosphaerella tassiana, fueron las mas frecuentes. En el hielo

proveniente de este glaciar, las especies Rhodotorula mucilaginosa, Naganishia friedmannii,

Naganishia albida y Cutaneotrichosporon moniliforme estuvieron presentes en mas de una
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muestra, mientras que en el agua la especie Exophiala xenobiotica estuvo presente en las dos

muestras analizadas.

Tabla 3.4: Especies mas abundantes para cada sitio y sustrato

Zona Sustrato Muestra  Reads Especies
3289  Powellomyces sp.
cosl 1818  Rhizophydium haynaldii
1461  Venturia hystrioides
869 Cordyceps bassiana
1237  Capronia sp.
C0OS2 1019  Claussenomyces sp.
631 Phialocephala helvetica
2320  Claussenomyces sp.
Suelo COS3 1037  Rhizoscyphus ericae
desnudo 609 Sporendocladia foliicola
2211 Fusarium avenaceum
1857  Gibberella sp.
cos4 1488  Protoventuria alpina
1327  Efibulobasidium albescens
2967  Claussenomyces sp.
2026  Penicillium lividum
COS5 1975  Rhizoscyphus ericae
Glaciar Castafio Overa 1025  Geoglossum fallax
10367  Microbotryomycetes
COH1 1629  Leucosporidium fragarium
Hielo 506 Le_ucosporidium intermedium
17423  Microbotryomycetes
COH3 2125  Hyaloraphidium curvatum
2086  Leucosporidium fragarium
8443  Microbotryomycetes
CON1 1913 Leucospor!d!um intermfedium
1786  Leucosporidium fragarium
1673  Rhizophlyctis rosea
10317  Microbotryomycetes
Nieve CON2 1616  Leucosporidium fragarium
1005  Leucosporidium intermedium
8313  Microbotryomycetes
CON3 4435 Hyaloraph_id_ium _curvatunj
935 Leucosporidium intermedium
930 Leucosporidium muscorum
2424  Purpureocillium lilacinum
924 Leptodontidium trabinellum
RCOSL 676 Rhodotorula mucilaginosa
621 Tomentella sp.
Suelo 132313 PurpL_JreociIIium_ Iilac_inum
Rio Castafio Overa d RCOS2 37 Candida parapsilopsis
esnudo
21 Hypholoma australe
RCOS3 97813  Purpureocillium Iilz_;lcinum
41 Pseudocamarosporium sp.
RCOS4 93215  Purpureocillium lilacinum
RCOS5 105585 Purpureocillium lilacinum
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917 Vishniacozyma victoriae
266 Cladosporidum sp.

9027 Purpureocillium lilacinum
5225  Venturia sp.

RCOS6 2793  Penicillium sp.
2467  Truncatella sp.
1280  Naganishia globosa
724 Plenodomus sp.
RCOAL 610 Bisporella citrina
Agua 509 Vishniacozyma tephrensis
34317  Phenoliferia glacialis
22045  Candida mesenterica
RCOAZ 16100  Leucosporidium creatinivorum
14183  Cadophora melinii
4121  Gyoerffyella sp.
VNS1 3932  Purpureocillium lilacinum
3580  Mycosphaerella tassiana
6253  Ramophialophora sp.
6043  Hormonema sp.
VNS2 2685  Heterosphaeria patella
983 Purpureocillium lilacinum
Suelo

102736  Purpureocillium lilacinum
202 Thelebolus globosus
125934  Purpureocillium lilacinum

desnudo VNS3

VNS4 584 Mycosphaerella tassiana
27420  Alternaria alternata
VNS6 6820  Gyoerffyella sp.
4634  Cutaneotrichosporon moniliiforme
4055  Purpureocillium lilacinum
22193  Naganishia friedmannii
7142 Rhodotorula mucilaginosa
Glaciar Ventisquero VNH1* 5612  Rhodotorula graminis
Negro 4107  Vishniacozyma victoriae
3063  Cutaneotrichosporon moniliiforme
105358 Naganishia friedmannii
VNH2* 16540  Naganishia albida

Hielo 9901  Rhodotorula mucilaginosa
7376  Cutaneotrichosporon moniliiforme
1966  Naganishia friedmannii
9015 Naganishia albida
8105  llyonectria destructans
4150  Rhodotorula mucilaginosa
1296  Leucosporidium golubevii
2080  Mycosphaerella tassiana
7854  Cadophora melinii
VNA1 4883  Exophiala xenobiotica
1723 Ustilentyloma graminis
12880 Leucosporidium intermedium
VNA2 4505  Meira nashicola
3129  Exophiala xenobiotica

VNH3*

Agua
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Debido al gran porcentaje (63 a 94% segln la muestra) y prevalencia de secuencias sin
identificar de la clase Microbotryomyecetes, se seleccionaron secuencias de OTUSs provenientes
del set de secuencias del glaciar Castafio Overa, para verificar si esos OTUs se encontraban
relacionados a otros grupos de levaduras conocidos. Para esto se construyd un arbol
filogenético que muestra la ubicacion de los OTUs mas abundantes seleccionados en
Microbotryomycetes (Figura 4.8). Uno de los OTUs analizados (OTU 72) se vio relacionado
con Phenolipheria psychrophenolica, una especie adaptada al frio que pertenece a un ecoclado
psicrofilo (Gadanho & Sampaio, 2009). Otro grupo de OTUs (17, 10, 769, 27, 23y 28, 14) se
agruparon como 2 clados dentro la familia Camptobasidiaceae junto a Cryolevonia giraudoae,
levaduras psicréfilas aisladas de hielo glacial del glaciar Castafio Overa y hielo marino de la
Antértida (de Garcia et al., 2020). En base a estos resultados consideraremos como levaduras
u hongos dimorficos a las secuencias obtenidas de los datos metagendmicos, que no fueron

identificadas a nivel especie dentro de la clase Microbotryomycetes.
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Figura 4.8: Ubicacion filogenética de los OTUs de la clase Microbotryomycetes

Arbol filogenético obtenido por medio de neighbour-joining (método de distancia K2P) de la
region ITS, en comparacion con secuencias obtenidas de bases de datos publicas. La figura
muestra los substratos de los cuales se obtuvieron secuencias o aislamientos. Copo de nieve:
Hielo glaciar; Circulo: suelo o sedimentos; Gota de agua: Agua. Barra, nimero de sustituciones
acumuladas por 100 nucleotidos.
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3.4 DISCUSION

Este trabajo representa el primer analisis metagenomico de comunidades fingicas en suelo
oligotrofico desnudo, nieve, hielo y agua de deshielo del sistema glaciario del Monte Tronador
(Patagonia, Argentina). Las secuencias obtenidas para la construccion de OTUs/AVSs fueron
comparables a las obtenidas por otros trabajos de metagendémica en ambientes similares y estos

valores rondaron los 2 millones de secuencias (Tedersoo et al, 2014, Gutiérrez, et al., 2015,
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Rime et al., 2016). Los OTUs/ASVs obtenidos variaron de 484 (VN) a 1017 (RC0)/1081 (CO),
algo comparable a los valores maximos obtenidos para hongos en ambientes frios similares,
donde se obtuvieron valores en el rango de 900 a 2500 en suelos de la Tundra Artica (Tedersoo
et al, 2014), 298 OTUs en agua de deshielo del glaciar Jorge Montt de la Patagonia Chilena
(Gutiérrez, et al., 2015) y 1611 OTUs de hongos para suelo desnudo relacionados al glaciar
Damma en los Alpes Suizos (Rime et al., 2016).

Nuestros resultados mostraron que los grupos fungicos compartidos entre los sustratos dentro
de cada sitio fue minoritaria y que cada sustrato mostro diferencias entre si con respecto a los
OTUs/ASVs mas representativos, sugiriendo que existe un intercambio limitado de las
diferentes comunidades fungicas, especialmente entre el suelo y los demas sustratos. Rime et
al. (2016), encontrd un patron similar entre suelos bajo glaciares recientemente expuestos y el
hébitat supra y subglacial, mostrando una menor capacidad de dispersion de los hongos con
respecto a las bacterias del mismo ambiente. La frecuencia del OTU/ASV mas abundante por
sitio y sustrato vari6 entre el muestreo realizado en el glaciar Castafio Overa (CO), con respecto
a los resultados obtenidos para el rio Castafio Overa (RCO) y Ventisquero Negro (VN), esta
diferencia podria explicarse, por un lado, por la altura sobre el nivel del mar donde se
encuentran los puntos de muestreo. Las muestras del Castafio Overa (1872 m snm) se
encuentran todas sobre las altas cumbres que se extienden por encima del limite superior del
bosque (treeline o timberline), mientras que el resto de las muestras se encuentran por debajo
de este limite.

Otro factor que podria aportar a estas diferencias en el suelo y hielo, son las caracteristicas
fisicoquimicas de cada muestra, donde la humedad total del suelo en los sitios RCO y VN fue
significamente menor (datos que se discuten en el capitulo 4), afectando tal vez la presencia de
esporas y/o hifas de ciertos hongos en particular; mientras que en el caso de las muestras de
hielo, las obtenidas en el glaciar de montafia Castafio Overa son completamente limpidas en
contraposicion con las encontradas en el glaciar de valle Ventisquero Negro, que se encuentra
cubiertas de detritos (Ruiz et al., 2017). Ademas de estas diferencias, debe tenerse en cuenta el
proceso de secuenciacion, ya que en todas las muestras secuenciadas por lllumina (RCO y VN),
la cobertura fue mayor. Aunque las plataformas y sus métodos de delinear taxones poseen
diferencias (Chiarello et al., 2022), existen estudios comparativos de comunidades de hongos
que sugieren que ambas tecnologias reportan comunidades similares (Glassman & Martiny,
2018; Porter & Hajibabaei, 2020).

Otra diferencia que se puede vislumbrar es la riqueza de OTUs vs riqueza de ASVs, esto puede

deberse a la forma en que se construye cada una de las unidades de clasificacion, siendo las
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ASVs consideradas mas precisas para la determinacion taxondémica y al presentar menos
variantes, la riqueza serd comparativamente menor (Callahan et al., 2017). De todas maneras,
este hecho fue tenido en cuenta y compensado con la eleccién de los indices seleccionados
(Bray-curtis, Simpson, Chaol, que utilizan datos rarefaccionados y consideran la presencia de
valores con un Unico elemento o singletons), para realizar el andlisis de nuestros resultados,
algo que podria disminuir la discrepancia entre las métricas de diversidad basadas en OTU y
ASV (Chiarello et al., 2022).

Al estudiar la diversidad de los sitios de muestreo con 2 indices diferentes, el indice de Simpson
(1-D) y el indice de Shannon, pudimos observar que para ambos las comunidades presentes en
hielo, nieve y agua de los 3 sitios (CO, VN y RCO) presentan una equitatividad media a alta.
Lo contrario se observa cuando se estudia la diversidad en las muestras de suelo de los sitios
glaciar Ventisquero Negro y rio Castafio Overa. Esto podria explicarse por el hecho que algunas
de las muestras de suelo poseen una alta abundancia pertenecientes en su mayoria a un solo
ASV, correspondiente a la especie Purpureocillium lilacinum y por lo tanto no se observa
informacion significativa del aporte de otros grupos taxonémicos en estas muestras. Las
diferencias en la composicion de las comunidades de cada sustrato resultaron altamente
significativas de acuerdo al analisis ANOSIM. Este analisis mostré ademas que la variabilidad
dentro de las muestras de suelo resulto siempre mayor al resto de muestras. Cuando se compara
la riqueza promedio de OTUs/ASVs de cada sustrato, se pudo observar que en el suelo fue
mayor que la de los otros sustratos para los 3 muestreos. Este resultado que muestra una mayor
diversidad en el suelo desnudo, podria explicarse, en parte, por el aporte de hongos que estan
asociados con plantas o liquenes presentes en el mismo y ademas a los descomponedores de
vida libre (Sterflinger et al., 2012; Rime et al., 2016) asociados a la materia organica vegetal.
Cuando comparamos las comunidades fungicas presentes para cada sitio (dendrograma) y para
todos los sitios en total (heatmap) pudimos observar que el suelo conformé dos grupos
diferentes. Las diferencias entre las muestras de un mismo sitio podrian ser atribuidas a las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, que posee una mayor heterogeneidad en la
composicion y en la distribucion de humedad y nutrientes, incluso a cortas distancias en
comparacion con otros tipos de sustratos (Soina & Vorobyova, 2006), y por lo tanto mayor
variabilidad en la composicion de las comunidades microbianas. Por otro lado, la informacién
obtenida por medio de la matriz de distancia de Bray-Curtis, nos permitio ver la agrupacion de
grupos fangicos que podria estar asociada a la altura sobre el nivel del mar de los sitios de
muestreo, ya que la mayoria de las muestras por encima del timberline del suelo del Castafio

Overa (1872 m snm) se semejan a las muestras de suelo del nacimiento del rio Castafio Overa

72



CAPITULO III: BIODIVERSIDAD DE HONGOS Y LEVADURAS NO CULTIVABLES

(1087 m snm), mientras que las muestras del Ventisquero Negro y la base del rio Castafio Overa
se asocian entre si. Ademas, pudimos observar un grupo externo a estas muestras mostrando
mayor distancia, como es el caso del Castafio Overa, este esta representado por una muestra de
suelo (COS1), donde la distancia estuvo dada por la abundancia relativa de quitridios presente
en la misma, que correspondié al 45,6% de las secuencias, valores cercanos a los ya reportados
en suelos de zonas de altura (Freeman et al., 2009). Finalmente, como se menciond
anteriormente, existe un grupo de muestras de suelo con mayor distancia al resto, que poseen
dominancia de Purpureocillium lilacinum, siendo esta especie mayoritaria en las muestras de
RCOy VN.

Cuando analizamos el hielo del Ventisquero Negro, observamos que este presentaba un perfil
de composicion fangica méas cercano a las muestras de suelo que a las muestras de hielo del
Castafio Overa, el agua del rio Castafio Overa y el agua de deshielo del Ventisquero Negro.
Como se mencion0 previamente, este glaciar presenta caracteristicas particulares respecto al
resto de los glaciares que conforman el Monte Tronador, ya que recibe aporte de sedimentos y
fragmentos rocosos, que le conceden caracteristicas fisicoquimicas diferentes a los otros
glaciares estudiados (Worni et al., 2012), afectando con ello a la microbiota asociada a este
sistema.

El glaciar Castafio Overa presento la mayor diversidad taxonémica de OTUs en general, con
respecto al rio Castafio Overa y al glaciar Ventisquero Negro. Para los tres sitios el
solapamiento de OTUs/ASVs entre sustratos fue menor al 3%, mostrando consistencia en
cuanto a los grupos taxonémicos preponderantes. Nuestros resultados muestran que los hongos
ascomiceticos dominan en los suelos del sistema glaciario del Monte Tronador, algo similar a
lo reportado para suelos de otros ambientes frios (Arenz & Blanchette, 2011; Connell et al.,
2006; 2008; Cox, et al., 2016; Dresch et al., 2019), mientras que el agua y el hielo estan
dominados por hongos basidiomicéticos. Datos similares fueron encontrados en estudios de
levaduras cultivables en el Monte Tronador y agua del Parque Nacional Nahuel Huapi
(Brandé&o et al., 2011; de Garcia et al., 2014), asi como en otros ambientes frios del mundo
(Branda et al., 2010; Cantrell et al., 2011).

De los hongos zoospéricos, los pertenecientes a Chytridiomycota fueron mas abundantes en el
sitio de muestreo asociado al glaciar Castafio Overa, y estuvieron presentes tanto en suelo como
en hielo y nieve. Hay pocos aislamientos de estos hongos zoosporicos en ambientes extremos,
pero en los ultimos afios los analisis de ADN ambiental han permitido vislumbrar parte de la
ecologia de este tipo de hongos. Este grupo ha sido encontrado en suelos antarticos (Bridge &

Newsham, 2009) y un clado de quitridios (Snow Chytrids 1), relacionado a Lobulomycetales,
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ha sido descrito para nieve en sitios de altura (>3000 m snm) de Colorado, Suiza, Francia y
Nepal (Naff et al., 2013). La presencia de quitridios ha sido reportada, ademas, para agua de
deshielo y sedimentos de un fiordo en la Patagonia chilena (Gutiérrez et al., 2015). Los 6rdenes
Spizellomycetales y Rhizophydiales fueron los més comunes en el suelo, siendo el género més
representativo Powellomyces sp., este género incluye quitridios de vida libre asociado al suelo
(Langcore et al., 1995). En condiciones de laboratorio algunos aislamientos pertenecientes a
especies de estos ordenes, han demostrado poseer tolerancia a los ciclos de congelamiento y
descongelamiento (Gleason et al., 2008, 2010). Se puede considerar que la influencia del
glaciar y del agua de deshielo provee condiciones favorables para la dispersion y desarrollo de
los quitridios en el suelo, similar a lo ocurrido en otros ambientes de altura tales como Colorado
y Nepal (Freeman et al., 2009), donde las secuencias pertenecientes a este taxon fueron
dominantes.

Otro grupo de hongos quitridios, pertenecientes al orden Monoblepharidales, fue el grupo mas
representativo en las muestras de hielo y nieve del glaciar Castafio Overa. Este orden es descrito
generalmente como un grupo hermano de la clase Chytridiomycetes dentro del phylum
Chytridiomycota (Hibbett et al., 2007; Dee et al., 2015). Sin embargo, algunos autores ubican
al orden como un phylum separado, Monoblepharidiomycota, que contiene dos clases,
Monoblepharidomycetes y Hyaloraphidiomycetes (Powell & Letcher, 2014). En este trabajo,
se considero al orden Monoblepharidales como un grupo dentro de los Chytridiomycota. Este
taxon es considerado mayormente saprobio, con pocos representantes parasitos (Powell &
Letcher, 2014; Karpov et al., 2017). También ha sido aislado de agua, suelo, estuarios y
ambientes marinos (Longcore and Simmons, 2001; Gleason et al., 2008). Se reporta asi, por
primera vez en este trabajo, la existencia de hongos quitridios en ambientes glaciarios de la
Patagonia Argentina, siendo su presencia significativa en las muestras del glaciar Castafio
Overa. Estos resultados sientan las bases para estudios futuros, para su aislamiento, descripcion
y su rol en ambientes extremos.

Al analizar los OTUs/ASVs mas abundantes pudimos observar que para todos los suelos
estudiados, los hongos filamentosos del phylum Ascomycota fueron mayoritarios. Las
especies/géneros mas abundantes para el suelo circundante al glaciar Castafio Overa
pertenecieron a la clase Leotiomycetes, siendo mayoritarios Claussenomyces sp., Rhizoscyphus
ericae y Phialocephala helvetica, estos grupos estan asociadas con la descomposicion de
madera y/o a la rizosfera de las plantas (micorrizas ericoides, endofitos) (Arenz et al., 2014).
Rhizocyphus ericae es una especie de micorriza ericoidal registrada por primera vez en las cotas

maés altas del cerro Tronador por Bruzone et al. (2017), algo que concuerda con los OTUS
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obtenidos de las muestras de suelo tomadas a mas de 1600 m snm asociadas a este glaciar. Para
el suelo asociado al rio Castafio Overa y al glaciar Ventisquero Negro la especie méas abundante
fue Purpureocillium lilacinum (clase Sordariomycetes), esta es una especie cosmopolita
descrita como patégeno de nematodos (Madariaga-Mazon et al., 2013; LaMondia & Timper,
2016), que ha sido aislada y/o secuenciadas de otros ambientes extremos, como suelo y agua
de la Antartida (Gongcalves et al., 2012, 2017) agua acida de Rio Tinto en Espafia (Oggerin et
al., 2013), y en bosques templados de la Patagonia (Tedersoo et al., 2014). Ademas, para el
glaciar Ventisquero Negro se registraron otras dos especies como mayoritarias Gyoerffyella sp.
(Leotiomycetes) y Mycosphaerella tassiana (Dothideomycetes), estos son Hyphomycetes
acuaticos/endofitos y patdgenos de plantas, respectivamente.

Dentro de las levaduras identificadas en el suelo se destacan Rhodotorula mucilaginosa,
Candida parapsilopsis y Vishniacozyma victoriae, especies ubicuas asociadas a diferentes
sustratos, incluyendo el suelo (Yurkov, 2018). En ambientes naturales de la Patagonia se
demostro también su presencia en una gran diversidad de sustratos diferentes (Libkind et al.,
2008c¢) Rh. mucilaginosa es una levadura pigmentada, con potencialidad biotecnoldgica por su
capacidad para producir grandes cantidades de carotenoides, proteinas y lipidos, siendo
particularmente importante para la industria de los alimentos, procesos de bioconversion, y las
industrias de bioenergia (Libkind et al., 2004; 2006; Aksu et al., 2005; Moliné et al., 2010; Kot
etal., 2019). Tiene la capacidad de crecer a una alta densidad celular y puede utilizar una amplia
gama de fuentes de carbono y nitrégeno (Park et al., 2018). Candida parapsilosis, es una
levadura histéricamente asociada al humano como patégeno oportunista (Kurtzman et al.,
2011), pero en los Gltimos afios se la ha aislado en ambientes extremos tanto en la Antartida
como en el Artico en diversos sustratos como nieve, hielo, agua de deshielo, materia organica
y permafrost (Butinar et al., 2011, Buzzini et al., 2017). En Patagonia existe solo un antecedente
de aislamiento de esta especie en el arroyo Valcheta (D. Libkind, comunicacién personal).
Vishniacozyma victoriae tiene una alta prevalencia en ambientes extremos de la Antartida y el
Avrtico. Fue descrita por primera vez en la Antartida (Santiago et al., 2015) y posteriormente
fue aislada en diversos sustratos como suelo, sedimentos, agua dulce, la rizésfera de plantas
antarticas (Godinho et al., 2013) y liquenes (Santiago et al., 2015). En el Artico fue aislada de
hielo glacial y suelo (Butinar et al., 2011), en los Alpes italianos del suelo y agua de deshielo
(Franca et al., 2016). En Patagonia fue encontrada en hielo glacial, agua de deshielo y suelo
(de Garciaetal., 2014), pero también en rios volcanicos (Russo et al., 2008) y filosfera (Mufioz,
2010). Esta especie muestra una amplia distribucién, que no esta restringida a una region o

habitat en particular. Por lo general, posee capacidades fisioldgicas amplias y utiliza diversas
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fuentes de carbono (politrofica). Debido a la capacidad de vivir en diversos habitats y
condiciones, dichas levaduras se denominan en la literatura cosmopolita, oportunista o
generalista (Yurkov & Pozo, 2017).

El phylum Basidiomycota domind en las muestras asociadas al agua en todos sus estados, algo
que va en consonancia con los estudios previos de hongos y levaduras cultivables de la
Patagonia Argentina y otros ambientes frios (Margesin, et al., 2007; Russo et al., 2008;
Thomas-Hall et al., 2009; Mestre et al., 2011; Uetake et al., 2011; Vaz et al., 2011; Brown et
al., 2015; Martinez et al., 2016). Este sustrato posee secuencias relacionadas a especies
psicrofilas y psicrotolerantes, como P. psychrophenolica, Leucosporidium spp., Rhodotorula
spp. (dentro de Sporidiobolales) y Naganishia spp., todas las especies pertenecen a géneros
basidiomicéticos de levaduras aislados en trabajos previos de glaciares alpinos y andinos
(Branda et al., 2010; de Garcia et al., 2012).

La clase Microbotryomycetes fue la mas abundante para las muestras de hielo, nieve y agua.
Esta clase es la segunda mas grande dentro de la subdivision Pucciniomycotina, con mas de
200 especies descritas, muchas de las cuales corresponden a levaduras y hongo dimorficos
(Wang et al., 2015). Este grupo taxondémico abarca una gran variedad de hongos psicrofilos
tales como las levaduras del género Phenoliferia spp. en Sporidiobolales (Margesin et al.,
2007), Leucosporidium spp. en Leucosporidiales (de Garcia et al., 2015), y Glaciozyma spp.
(Turchetti et al., 2011), Camptobasidium hydrophilum y Cryolevonia en la familia
Camptobasidiaceae (Pontes et al., 2020; de Garcia et al., 2020). La clase Microbotryomycetes
ya posee registros donde su presencia es mayoritaria en crioconita en glaciares de Svalbard, en
porcentajes que van de 36,8 al 40,7% (Perini et al., 2019). Esta clase, junto con los géneros
Naganishia, Solicoccozyma y Piskurozyma, pertenecientes a Tremellomycetes, son los grupos
predominantes en el hielo/nieve/agua de los ambientes frios patagonicos (de Garcia et al., 2007,
2012, 2020).

Cuando analizamos el hielo, nieve y el agua de deshielo los grupos mayoritarios de las especies
identificadas correspondieron a levaduras de las clases Microbotryomycetes vy
Tremellomycetes. Los OTUs sin identificar correspondientes a la clase Microbotryomycetes
en las muestras de nieve y hielo del glaciar Castafio Overa podrian considerarse posibles
levaduras debido a que se encuentra filogenéticamente cercanos a otras especies de levaduras
de ambientes frios: Cryolevonia spp. (de Garcia et al.,, 2020; Pontes et al., 2020) y
Phenolipheria glacialis. Las especies mayoritarias identificadas en el hielo fueron
Leucosporidium fragarium, Leucosporidium intermedium (CO) y Naganishia friedmannii

(VN) y en el agua de deshielo del Ventisquero Negro y del rio Castafio Overa correspondieron
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a Phenoliferia glacialis, Candida mesenterica, Naganishia globosa y Leucosporidium
intermedium. Estas especies han sido aisladas con frecuencia en diversos ambientes con bajas
temperaturas tanto en Patagonia (de Garcia et al., 2014) como en zonas de la Antértida (de
Menezes et al., 2019). Las especies del género Leucosporidium estan descritas como
psicrotolerantes, con integrantes capaces degradar compuestos fendlicos, de producir enzimas
activas a baja temperatura y proteinas anticongelantes (Lee et al., 2012; Park et al., 2012; de
Garcia, et al., 2014; de Garcia et al., 2015). Leucoporidium intermedium y L. fragarium poseen
una amplia gama de enzimas extracelulares, proteasa, esterasa, pectinasa, pectatoliasa y CMC-
celulasa (de Garcia et al., 2012; Baeza et al., 2017) que les provee potencialidad para la
bioremediacion de ambientes frios (Kurtzman et al., 2015). Naganishia friedmanii es una
levadura aislada por primera vez de la Antértida (Vishniac, 1985) caracteristica de las
comunidades criptoendoliticas, con capacidad para utilizar celobiosa como fuente de carbono,
con un perfil psicrotolerante y halotolerante (Buzzini et al., 2018), ademéas de una alta
resistencia a la radiacion UV en zonas de altura mayores a 6000 m snm y baja disponibilidad
de agua. Aislada de diferentes sustratos como agua de la Laguna 1l6n, Patagonia, Argentina,
(Libkind et al., 2009), filoplano de plantas nativas de la Patagonia (Mufioz et al., 2010) y tefra
de volcanes en la region de Atacama (Schmidt et al., 2017). Ph. glacialis es una especie con
perfil psicrofilo tipica de ambientes frios, descrita para suelo, nieve, hielo y agua de mar en
ambientes polares y subpolares (Buzzini et al., 2017), en sedimentos sub y supraglaciares, asi
como agua de deshielo de glaciares de montafa (Turchetti et al., 2008; de Garcia et al., 2014;
Sannino et al., 2017). Junto con Ph. psychrophenolica y Ph. psychrophila conforman un
ecoclado psicrofilo dentro del orden Krigeriales (Microbotryomyecetes), siendo comin para
todas las especies la capacidad para asimilar fenol (Wang et al., 2015). Esta levadura presenta
caracteristicas biotecnoldgicas relevantes como la produccion de lipidos, biodiesel de tercera
generacion, enzimas extracelulares y proteinas anticongelantes (Vifarta et al., 2016; Vifiarta et
al., 2020; Tsuji & Kudoh, 2020). Las especies del género Candida suelen ser parte de las
levaduras ascomicéticas mas abundantes en ambientes frios, especialmente en otros ambientes
glaciales como el glaciar Calderone en Italia (Branda et al. 2010), glaciares de las montafias
Tianshan en China (Luo et al., 2019) y lagos oligotréficos de origen glaciario (Brand&o et al.,
2011). En estudios previos en hielo de glaciares patagonicos (Castafio Overa, Frias y Perito
Moreno) se aislo a Candida mesenterica (de Garcia et al., 2014), una de las especies mas
representativas de género, junto con Candida sake.

Los hongos filamentosos mas abundantes en el hielo, nieve y agua de deshielo correspondieron

a Hyaloraphidium curvatum (CO), Cadophora melinii (VN) y Exophiala xenobiotica (VN). H.
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curvatum es un hongo filamentoso poco estudiado que originalmente habia sido clasificado
como una especie de alga decolorada, pero que luego fue ubicado dentro de la clase
Monoblepharidomycetes (Ustinova et al., 2000; Naranjo-Ortiz & Gabaldon, 2019). Tiene un
tipo de vida libre y planctonico y ha sido aislado tanto en agua dulce, como agua de mar de
ambientes frios polares (Hassett et al., 2017). Por otro lado, Cadophora melinii ha sido aislada
de lesiones en plantas (Linnakoski et al., 2018) y madera en descomposicion en Ardley Island
(Antéartida) (Albores et al., 2018). Exophiala xenobiotica estuvo presente en el agua de deshielo
del Ventisquero Negro, esta especie es un hongo dimorfico o levadura negra que fue aislada
por primera vez en ambientes cercanos a la via ferroviaria de Hilversum, Paises Bajos, con
presencia de xenobidticos aromaticos (De Hoog et al., 2006) y se la considera patogena
oportunista que causa infecciones cutaneas y subcutaneas (Hoog et al., 2009), aunque también
se la ha aislado de muestras de agua dulce de la Antartida (Vaz, et al., 2011), de agua corriente
y subterranea de Eslovenia (Babic, et al., 2016) y de glaciares de los Montes Apeninos (Branda,
etal., 2010).

La morfologia de los hongos puede dar indicios sobre las caracteristicas de un ambiente. La
aparicion evolutiva de las hifas en los hongos se asocia con la colonizacién de hébitats
terrestres, asi como a las simbiosis micorricicas con las plantas y es la morfologia alargada de
las hifas un rasgo adecuado para la busqueda de los minerales y nutrientes en el suelo (Pringle
& Taylor, 2002; Harris, 2011). Por otro lado, las levaduras ocurren de manera relativamente
frecuente en el arbol fungico de la vida y para diversos taxones, lo que sugiere que no es
probable que haya un desencadenante comun, debido a que las levaduras prosperan en una
amplia diversidad de nichos ecologicos. Sin embargo, los nichos ocupados por algunas
levaduras proporcionan pistas sobre los tipos de ambientes que podrian favorecer su desarrollo.
Por ejemplo, las levaduras que se encuentran en hébitats extremos como salinas, desiertos
polares y superficies rocosas (Gostincar et al. 2009). Debido al estrés asociado con estos
habitats, las levaduras exhiben numerosas adaptaciones como la presencia de genes para la
produccion de metabolitos secundarios y se cree que la morfologia unicelular mantiene
relaciones Optimas de superficie/volumen para tolerar condiciones de desecacion y/o
congelamiento (Harris, 2011). Los hongos filamentosos, en particular los de “vida libre”, estan
asociados a la estrategia de descomponedores, mientras que las levaduras utilizan la estrategia
de tolerancia al estres (Treseder & Lennon, 2015), patron que podemos relacionar en este
trabajo a la presencia diferencial de hongos y levaduras en los diferentes sustratos
estudiados. Los resultados obtenidos a través de los métodos libre de cultivo nos proveyeron

una mayor informacion sobre la diversidad de hongos presentes con respecto a la informacion
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previa de hongos cultivables en estos ambientes glaciario. Ademas, gracias a esta herramienta,
se detect6 una mayor diversidad (diversidad alfa y beta) en comparacion con estudios previos
de levaduras y/u hongos filamentosos cultivables en suelo del Parque Nacional Nahuel Huapi
(Mestre et al., 2011; Veladzquez et al., 2016), hielo y agua de deshielo del Monte Tronador (de
Garcia et al., 2007, 2012) y suelo de la Antartida (Godinho et al., 2015). La diversidad de
hongos en el suelo, hielo, nieve y agua de deshielo asociado a dos glaciares del Monte Tronador
es mayor de lo que se tenia registro con anterioridad. Los patrones de distribucion de las
diferentes clases fueron comunes a otros estudios de hongos que habitan diversos ambientes
frios. En este trabajo se obtuvo el primer registro del grupo Chytridiomycota en sistemas
asociados a glaciares en la Patagonia Argentina, grupo que represent6 una alta abundancia
relativa en el glaciar Castafio Overa. Son necesarios estudios adicionales para comprender el
papel ecoldgico de los quitridos dentro de estos y otros ambientes extremos. Para los sustratos
provenientes de los glaciares, el grupo predominante consistio en especies previamente no
descritas relacionadas con levaduras psicrofilicas de la clase Microbotryomycetes. El estudio
de levaduras pertenecientes a este grupo taxonémico es importante desde varios aspectos, tanto
el taxondmico (de Garcia et al., 2020) como su aplicacién biotecnolégica, dado que estas
levaduras tienen la capacidad de producir proteinas anticongelantes y enzimas activas a bajas
temperaturas entre otras (Firdaus-Raih et al., 2018; Parvizpour et al., 2014). Los esfuerzos
futuros deberan centrarse en desarrollar nuevas estrategias de aislamiento y posterior
caracterizacion genética y fisioldgica con el fin de establecer mejor su taxonomia, nivel de

especializacion en condiciones extremas e importancia ecoldgica y biotecnoldgica.

3.5 CONCLUSIONES PARCIALES

o Este trabajo es el primer estudio sobre biodiversidad de hongos utilizando herramientas
de secuenciacion masiva para diferentes sustratos del sistema glaciario del Monte

Tronador.

o Las comunidades fungicas presentes en el suelo desnudo de los glaciares Castafio Overa
y Ventisquero Negro fueron significativamente diferentes a las comunidades presentes

en el hielo, la nieve y el agua de deshielo de estos glaciares.

e Hongos filamentosos del phylum Ascomycota fueron dominantes en el suelo de los

glaciares estudiados del Monte Tronador.
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Las levaduras del phylum Basidiomycota fueron dominantes en nieve, hielo y agua de

los glaciares estudiados del Monte Tronador.

La clase Microbotryomycetes fue mayoritaria en nieve, hielo y agua de los glaciares

estudiados del Monte Tronador.

Se registra por primera vez para la Patagonia Argentina la presencia de hongos

Chytridiomycetes y Monoblepharidomycetes.
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CAPITULO IV: LEVADURAS EN AMBIENTES FRIOS: MONTE TRONADOR Y OTROS AMBIENTES
GLACIARIOS

4.1 INTRODUCCION

El descubrimiento de microorganismos tolerantes al frio en glaciares y otros ambientes que se
encuentran la mayor parte del afio a temperaturas bajo cero, ha ampliado el conocimiento de
los rangos de condiciones ambientales que sustentan la vida microbiana. En muchos ambientes,
incluyendo los que conforman la criosfera, la disponibilidad y el balance de elementos claves
(fosforo, carbono, nitrégeno) son los que determinan la estructura y la composicion de las
comunidades (Cross et al., 2005; Ren et al., 2019). En los glaciares y casquetes de hielo, se
definen tres tipos de ecosistemas diferentes: el ecosistema supraglacial, el ecosistema englacial
y el ecosistema subglacial (Hodson et al., 2008; Boetius et al., 2015). Estos tres ecosistemas
difieren en términos de radiacion solar, contenido de agua, contenido de nutrientes y potencial
redox (Hodson et al., 2008). Aln asi, es importante recalcar que los habitats criosféricos
interactlan unos con otros; por ejemplo, la produccion primaria y la deposicion atmosférica
que ocurren en la superficie de los glaciares (zona supraglacial) influyen en los procesos debajo
de ellos en la zona subglacial (Garcia-Lopez & Cid, 2017; Ren et al., 2019).

Otro ecosistema a considerar, asociado al sistema glaciario, son los lagos y arroyos alimentados
por glaciares, que incluyen los hébitats rio abajo que estdn directamente adyacentes a los
mismos. Los glaciares se derriten y suministran agua, sedimentos y nutrientes claves a los
ecosistemas acuaticos, determinando sus turbidez, la disponibilidad de recursos y la estructura
y composicién de las comunidades biologicas (Martyniuk et al., 2014; Hotaling et al., 2017;
Ren et al., 2017). En general, los arroyos y lagos alimentados por glaciares se caracterizan por
un aporte considerable de sedimentos provenientes del lecho de roca rio arriba, temperaturas
frias (por ejemplo, < 10° incluso en verano) y niveles variables del agua (Ren et al, 2019).

Del total de glaciares de las regiones andinas de Argentina, los Andes del norte de la Patagonia
(36°-45°S) han sido de los menos estudiados. El norte de la Patagonia posee una gran variedad
de ambientes y glaciares de tamafio medio a chico con mucho potencial para la investigacion
cientifica, pero en la actualidad sélo existe informacion detallada para un escaso nimero de
glaciares (IANIGLA, 2018). Durante los ultimos afios los efectos del cambio climatico se han
ido vislumbrando debido al retroceso sostenido de gran parte de las masas de hielo montafiosas
(Villarosa et al., 2008; Ruiz et al., 2017). Adicionalmente, el calentamiento global aumenta la
tasa de desertificacion, exponiendo el suelo bajo los glaciares en retroceso (Oerlemans, 2001;
Higgins & Vellinga, 2004), descubriendo comunidades de microorganismos cerca y bajo de
estos glaciares, permitiendo el estudio de diferentes sustratos asociados al sistema glaciario y

las adaptaciones de las especies que los habitan (Connell et al., 2008).
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En los Gltimos afios se han desarrollado modelos analiticos para predecir el balance de masa de
los glaciares de montafia. Los glaciares de la zona del Tronador no son una excepcion,
coincidiendo con las observaciones de retraccion realizadas en otras regiones del mundo, y ha
sido considerado por los expertos como una de las evidencias naturales méas claras del
calentamiento del planeta durante las ultimas décadas (Villarosa et al., 2008; Ruiz &
Trombotto-Liaudat, 2012; Ruiz et al., 2017).

Dentro de los glaciares de interés para este trabajo se encuentra el glaciar Castafio Overa. Este
glaciar esta ubicado en el Monte Tronador, a unos pocos kildmetros al este del glaciar Rio
Manso. Hasta mediados de la década de los 80, la parte inferior del glaciar Castafio Overa era
un cono de hielo regenerado por debajo de un acantilado de 200 metros de altura, el cual podia
ser visitado por medio un sendero, pero en las Gltimas décadas este cono se ha desintegrado
por completo, lugar desde el que nace el rio Castafio Overa (Rabassa, 2007, Masiokas et al.
2008). Otro de los glaciares comprendidos en este estudio es el Ventisquero Negro, es un
glaciar que se encuentra por debajo del timberland, cubierto por detritos (Villarrosa et al., 2008;
Worni et al., 2012), debido a que constituye un glaciar reconstituido a partir de los
desprendimientos del Glaciar Manso y representa el 1% de la superficie total inventariada para
el Monte Tronador. Posee un lago proglacial en uno de sus extremos, situacion que comparte
de forma cada vez més usual con otros glaciares, debido a los aumentos de temperaturas
(IANIGLA, 2018).

La ecologia microbiana de la criosfera se ha beneficiado de los enfoques 6micos més recientes,
gracias a ella no sélo se ha podido inventariar las especies mas relevantes, sino que también se
ha podido ver los cambios estacionales de las mismas, las sucesiones debidas a disturbios del
ambiente estudiado y se han podido realizar proyecciones en diversos escenarios de cambio
climatico (Feller, 2017; Edwards et al., 2020). En este capitulo realizaremos un analisis integral
de la biodiversidad de levaduras (cultivables y no cultivables) del Monte Tronador y las
condiciones fisico-quimicas de este ambiente. A su vez, contrastaremos la informacion
obtenida con los datos existentes de otros lugares del mundo con condiciones equivalentes y

de otros sustratos naturales de la region Andino-patagénica.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS DE LOS DIFERENTES SUSTRATOS
De cada muestra recolectada se analizo temperatura, pH, carbono total, nitrégeno y fosforo.
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SUELO

Para el analisis fisico-quimico de las muestras de suelo se procedio a juntar las submuestras de
cada muestra. La temperatura se midio in situ en cada sitio de muestreo. EI pH del suelo se
midio6 en una dilucion de 1:2,5 (p/v) de suelo en agua destilada. La humedad fue determinada
gravimétricamente (Barrett et al., 2002). El carbono total fue determinado por medio de
oxidacion humeda (Okalebo et al., 2002). EI N total fue estimado utilizando el método de
micro-Kjeldahl y la concentracion de fosforo fue determinada por medio de la mineralizacion
de la muestra y posterior digestion seca (Gregorich & Carter, 2007). Todos los andlisis de este
sustrato fueron llevados a cabo por parte del Grupo de Suelos del Centro regional Universitario

Bariloche, Universidad Nacional del Comahue.

HIELO Y AGUA:

La temperatura se midi6 in situ en cada sitio de muestreo. El contenido de N total fue estimado
mediante digestion (Grasshoff et al., 1983) y valoracion de NO3+NO; por reduccion en
columna de cadmio y diazotizacion (APHA, 1992). Mientras que el contenido de P total fue
determinado por medio de digestion &cida y posterior valoracion del fésforo solubilizado por
reduccion del complejo fosfomolibdico con acido ascorbico (Golterman et al., 1978). Todos
los andlisis de hielo, nieve y agua fueron realizados en el Laboratorio GECARA, del Centro
regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional del Comahue. Para las muestras de
hielo y nieve correspondientes al glaciar Castafio Overa no se obtuvieron datos ya que las

muestras no pudieron ser analizadas.

4.2.2 DATOS AMBIENTALES

Los datos ambientales correspondientes a la temperatura media anual del aire y las
precipitaciones medias anuales para el periodo 2013-2017, fueron obtenidos de los registros de
la estacion meteorologica ubicada en el Hotel Tronador (41°16°S, 71°39°0, 815 m snm)
suministrados por la Autoridad Interjurisdiccional de las Cuencas de los rios Limay, Neuquén
y Negro (AIC).

4.2.3 ANALISIS ESTADISTICOS
Se llevé a cabo un Analisis de Componentes Principales, ACP (PCA, siglas en inglés)
utilizando el paquete FactoMiner en el programa R (Lé et al., 2008), para visualizar la

influencia de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo en las diferentes muestras.
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Se realizé un Analisis Multivariado de Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS,
siglas en inglés), parametro de disimilitud de Bray-Curtis y 999 permutaciones libres, para
analizar la relacion de los factores ambientales con las comunidades de levaduras presentes en
las muestras analizadas. Se utilizaron el nimero de aislamiento de los distintos drdenes de
levaduras (cultivables) y el nimero de secuencias (metagendmica). En todos los casos se
ajustaron las variables ambientales de quimica del sustrato utilizando la funcidn envfit,
utilizando el paquete vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019).

Se realizaron test de normalidad para la posterior realizacion de correlaciones entre los datos
de abundancia total de UFC y secuencias de cada muestra, asi como de abundancia relativa de
los taxones identificados por aislamiento o secuencia para cada muestra. En caso de que los
datos no tuvieran distribucién normal, se utilizo la correlacion de Spearman. Para los analisis
de diversidad de las muestras se utilizo el indice de Shannon-Wiener que fue comparado para
cada sitio/sustrato y método, por medio del test de t de Hutcheson.

Para catalogar posibles funciones de todos los grupos taxondmicos, obtenidas por las diferentes
herramientas utilizadas en la presente tesis, se usé la herramienta FUNGuild, con revisiones

hechas a mano (Nguyen et al., 2016).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS DE LAS MUESTRAS

Se estudiaron a nivel fisico-quimico (C, N, pH, P, temperatura y humedad) un total de 27
muestras (18 muestras de suelo, 3 muestras de hielo y 6 de agua), a los resultados obtenidos se
les realizd un Analisis de Componentes Principales (ACP), los dos primeros componentes
explicaron el 48,1% y el 38,5% respectivamente, explicando un total del 86,6%. EI PC1 estuvo
conformado por C, N, pH, P y humedad, mientras que el CP2 estuvo conformado por la
temperatura. Se observa que los valores de C y N estuvieron relacionados entre si y fueron
independientes de los valores de P, y como es de esperarse, los valores de temperatura y
humedad fueron opuestos. Este analisis mostré que las muestras de agua y hielo se separan de
las muestras de suelo (Fig 4.1), por lo que se decidid realizar el ACP de cada grupo de muestras
por separado.

Al analizar las muestras de suelo, se observo que los dos primeros componentes explicaron el
82,6% de la varianza total. En este analisis se observa un patron similar al obtenido en todas
las muestras para los pardametros C, N, P y pH, mientras que los valores de temperatura y

humedad en las muestras de suelo muestran ser independientes unas de otras; asi mismo la
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humedad muestra ser opuesta a la concentracién de P y pH obtenida. Se observa un leve patron
que agrupa a las muestras por su lugar de origen. Tres muestras de suelo del glaciar Castafo
Overa (COS1, COS2 y COS3), mostraron la mayor concentracion de nitrogeno y carbono,
mientras que todas las muestras de suelo del Ventisquero Negro tuvieron una mayor
concentracion de fosforo (Fig 4.2).

Al analizar las muestras de hielo y agua el ACP realizado mostré que los dos primeros
componentes principales explicaron el 92,9% de la varianza total, con el componente 1
explicando el 61,2% y el componente 2 el 31,7% (Fig. 4.3). A diferencia de los datos obtenidos
para las muestras de suelo, en las muestras de hielo, nieve y agua no se pudo detectar C con el
método utilizado, observandose que el N sigue siendo independiente de la concentracion de P
y pH, y estos valores son opuestos a la temperatura. Las muestras de hielo y agua de los dos
sitios analizados (VN y RCO), mostraron agrupaciones que diferenciaron el agua del
Ventisquero Negro, con un pH levemente mayor del agua del rio Castafio Overa. Las muestras
de hielo del Ventisquero Negro mostraron variaciones con mayor concentracion de fosforo
(VNH2*, VNH3*) o de nitrégeno (VNHL1%*).

Figura 4.1: Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) para las diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de todas las muestras tomadas en el sistema glaciar del
monte Tronador
H: Humedad; T: Temperatura, P: fésforo, C: Carbono, N: Nitrégeno y pH.
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Figura 4.2: Biplot del Andlisis de Componentes Principales (ACP) para las diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de las muestras de suelo en el sistema glaciar del monte
Tronador

H: Humedad; T: Temperatura, P: fésforo, C: Carbono, N: Nitrogeno y pH.

T |
} E COS2
! [ ]
e :
s i COoS3
VNS3 | :
° . . .
i : COSl1
- VNS2 : .
;\:‘ pH ,
5 |
(\1 1
T - 2,
B i
! °
: COS6 >H
i °
: COS5
Al RCOS6|
o
RCOS4e ' RCOSI
RCOS3® " o« RCOS5
o
- ' “RCOS2 | |
23 L :

0
Diml (58.3%)

Figura 4.3: Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) para las diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de las muestras de hielo, nieve y agua
P: fosforo, N: Nitrégeno, T: Temperatura y pH.
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Con los analisis de los datos fisico-quimicos del ambiente, se plantea, a continuacion, la
comparacion de los datos de biodiversidad obtenidos por medio del analisis de levaduras
cultivables y las secuencias de levaduras obtenidas por medio de metagenémica. Para los datos
de metagenomica, las secuencias correspondientes solamente a grupos taxondémicos de
levaduras (6rdenes que incluyen especies de levaduras), variaron desde el 89,1% en CO, 28,1%
en RCO y 52,9% en VN, siendo mayoritarias en las muestras de hielo, nieve y agua con valores

comprendidos entre el 98,4 y el 94,5%.

4.3.2 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS METODOLOGIAS DE ESTUDIO DE
DIVERSIDAD FUNGICA

Se realiz6 un anélisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), para estudiar la
posible relacion entre las variables ambientales estudiadas (Carbono, Nitrégeno, Fosforo, pH,
Temperatura y Humedad) y los 6rdenes identificados dentro de cada muestra, tanto de datos
cultivables como metagendmicos. El analisis ajustado con la funcion “envfit” mostro que existe
una alta correlacion entre las variables ambientales, haciendo poco potente el valor explicativo
de las variables ambientales sobre la composicion de las comunidades en las muestras (p>0,05).
Se observd que todas las muestras de suelo, tanto para las levaduras cultivadas como no
cultivadas, mostraron distancias entre ellas, no se agruparon en este analisis, y estuvieron
relacionadas a los érdenes Cystofilobasidiales, Holtermanniales y Tremellales. Por su parte las
muestras de hielo, de ambos métodos, proveniente del glaciar Ventisquero Negro, estuvieron
relacionadas con Cystobasidiales, Filobasidiales y Sporidiobolales. El orden Dothideales
estuvo relacionado a muestras cultivadas del hielo y nieve del glaciar Castafio Overa y del agua
y suelo del rio Castafio Overa. Los 6rdenes Kriegeriales y Leucosporidiales y las secuencias
no identificadas de la clase Microbotryomycetes estuvieron relacionados a las muestras de
metagendmica, provenientes de agua, nieve y hielo del glaciar Castafio Overa, rio Castafio

Overay glaciar Ventisquero Negro. (Fig. 4.4).
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Figura 4.4: Analisis multivariado (NMDS) de las comunidades de levaduras de suelo,
hielo, nieve y agua

CO: glaciar Castario Overa; RCO: rio Castafio Overa, VN: glaciar Ventisquero Negro; S: suelo;
H: Hielo; N: nieve; A: agua; M: datos de metagenomica; Stress 0,17.
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Se realizaron correlaciones entre las UFC y el nimero de secuencias de levaduras obtenidas de
las muestras provenientes del sistema glaciario de Cerro Tronador, estos analisis mostraron que
no existe una relacion significativa entre ambos resultados (Fig 4.5). De la misma manera, las
correlaciones realizadas para los Ordenes mas abundantes de levaduras, no fueron
significativas, a excepcion de Holtermanniales (R=0,81, p<0,05), que mostrd una correlacion
positiva entre la abundancia relativa de secuencias y la de aislamientos (Fig. 4.6). De todas
maneras, esta correlacion positiva esta dada por el bajo nimero de muestras. Este orden estuvo
presente tanto en levaduras cultivadas y no cultivadas en el suelo del rio Castafio Overa y del

glaciar Ventisquero Negro.
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Figura 4.5: Correlaciones del nimero de UFC y de secuencias para cada sustrato,
detectadas por los métodos de cultivo y secuenciacion respectivamente
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Figura 4.6: Correlacion de las abundancias relativas de cada orden detectadas por los
métodos dependientes de cultivo y metagenomicos
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Luego de realizar el andlisis de correlacion entre los 6rdenes de levaduras obtenidos, se
compararon con el test t de Hutcheson los érdenes presentes en el mismo tipo de muestra
(mismo sitio y sustrato), obtenidos con las dos metodologias utilizadas. En todos los casos,
tanto en las metodologias dependientes de cultivo como de metagenémica, hubo érdenes
identificados s6lo con uno u otro método. Se observaron diferencias significativas (p>0,05) en
la representacion de géneros entre las dos metodologias en las muestras de agua provenientes
del rio Castafio Overa y del glaciar Ventisquero Negro, y en las muestras de hielo del glaciar

Ventisquero Negro, estos resultados se presentan con diagramas de Venn en la figura 4.7.
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Figura 4.7: Diagramas de Venn, con los 6rdenes de levaduras obtenidos para cada sitio (en
secuencias o en aislamientos)

C: cultivables, M: metagendmica. En negrita se marcan los 6rdenes mas abundantes o exclusivos para
cada metodologia. Las diferencias significativas (p< 0,05) entre las comunidades se sefialan con un
asterisco.

CASTANO OVERA

RIO CASTANO OVERA

SUELO e

VENTISQUERO NEGRO

HIELO*

AGUA*

92



CAPITULO IV: LEVADURAS EN AMBIENTES FRIOS: MONTE TRONADOR Y OTROS AMBIENTES
GLACIARIOS

Al analizar los resultados referentes a los Grdenes obtenidos, se observd que los Grdenes
Leucosporidiales y Kriegeriales estuvieron presentes exclusivamente en las muestras de
metagendmica, mientras que Trichosporonales estuvo siempre presente para ambos analisis.
Cystobasidiales por otro lado, tuvo mayor ocurrencia solo en los aislamientos,
independientemente del sustrato del cual provino. No se observo ninguna preferencia de los
géneros de levaduras obtenidos por algunos de los sustratos analizados (fuera del método
utilizado).

En base a los grupos taxonémicos identificados, tanto en los analisis metagenémicos como los
obtenidos en cultivables, se procedié a utilizar la herramienta FUNGuild, para agrupar las
especies obtenidas por sus caracteristicas ecologicas en gremios, Saprofito, Variable,
Simbionte, Simbionte - Saprofito, Simbionte - Patdgeno, Patdgeno - Saprofito, Patdgeno Planta,
Pat6geno Hongo, Patégeno Animal, segin Nguyen et al. (2016). Esta herramienta utiliza una
base de datos que se encuentra desactualizada respecto a la taxonomia de levaduras, por lo que
se corrigio manualmente utilizando la bibliografia actualizada, la cual se enlista en materiales
y métodos. Asi mismo, los grupos taxonémicos en hongos generalmente no estan agrupados
por sus caracteristicas ecoldgicas, y muchos géneros incluyen individuos/especies con
caracteristicas variables o no tan homogéneas, por lo que para el caso de levaduras que
presentan individuos saprobios, patdgenos y/o simbiontes fueron identificados como gremio
“variable”.

Al realizar el andlisis de los resultados obtenidos para levaduras, tanto para el método de
cultivables como para metagendémica, se observé que los gremios mayoritarios fueron los
denominados saprobios y variable, la mayoria representado por levaduras cosmopolitas.
Ademas, se observaron representantes de los gremios simbiontes (plantas) y patdégeno-
saprobios (animal) para los datos de metagendmica, estos incluyeron a miembros de
Cladophialophora minutissima y Cutaneotrichosporon moniliiforme respectivamente (Fig.
4.8Ay 4.8B).

Se analiz6 la composicion de los gremios mayoritarios obtenidos para cada sustrato y método
utilizado, teniendo en cuenta los aislamientos obtenidos para cultivables y el nimero de
secuencias obtenidas en metagendmica. Para el suelo, el grupo variable estuvo representado por
Candida sake (4,9 y 9,1% en CO y VN respectivamente) y Vishniacozyma victoriae (11,6% en
RCO) en cultivables; y por Candida blankii (21,3% en CO) y Rhodotorula mucilaginosa (7,1
y 6,3% en RCO y VN respectivamente) en metagendmica. El grupo de saproétrofos estuvo
representado por Solicoccozyma aeria (23,1% en CO), Naganishia friedmannii (18,6% en
RCO) y Filobasidium magnum (22,7% en VN) en cultivables; y por Dioszegia statzelliae
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(11,8% en CO), Holtermanniella festucosa (13,3% en RCO) y Debaryomyces prosopidis (4,5%
en VN) en metagendmica.

En las muestras de hielo/nieve, las levaduras obtenidas del grupo variable estuvieron
representadas por Aureobasidium pullulans (13,4% en CO) y Rhodotorula mucilaginosa (9%
en VN) en cultivables; y Rhodotorula mucilaginosa (8,4% en VN) en metagendmica. El grupo
de saprotrofos estuvo representado por Dioszegia patagonicus (8,7% de CO) y Filobasidium
magnum (25,8% en hielo de VN) en cultivables; y por Leucosporidium fragarium (42,7% en
CO) y Naganishia friedmannii (57,5% en hielo de VN) en metagenomica.

Para el agua, el grupo variable estuvo representado por Rhodotorula mucilaginosa (7,1% vy
16,7% de RCO y VN respectivamente) en cultivables; y por Rhodotorula sp. (0,31% en RCO)
y Torula sp. (0,17% en VN) en metagendmica. EI grupo de saprobios estuvo representado por
Naganishia albida (14,3% en RCO) y Vanrija albida (63,9% en VN) para cultivables; y por
Phenoliferia glacialis (14,8% en RCO) y Leucosporidium intermedium (3.3% en VN) en
metagendmica.

Figura 4.8 Ay B: Abundancia relativa de los gremios de levaduras registradas para cada
uno de los sitios y sustratos estudiados para ambos métodos de deteccion
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Ademas, con los datos de metagendmica se analizaron todos los grupos de hongos obtenidos.
Al igual que lo obtenido para levaduras, el gremio saprobio fue el més representado, tanto para
los OTUs/ASVs como para las secuencias obtenidas. El gremio denominado “variable”, junto
con los simbiontes, siguieron en importancia, asi como los patégenos de plantas. Como puede
observarse en las figuras 4.8A y B, los sustratos y los sitios de muestreo presentaron diferencias
en la composicion de gremios cuando comparamos los OTUs/ASVs obtenidos con las

secuencias. En la figura 4.9 podemos ver que la proporcion de cada gremio se mantiene para
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cada sitio, pero cuando la comparamos con las secuencias, el suelo muestra un patron
diferencial con respecto al hielo y el agua. El hielo, la nieve y el agua presentaron una mayor
abundancia relativa de saprobios y el suelo, con una importante proporcion del grupo variable.

El detalle de las especies de hongos méas abundantes para cada gremio se encuentra en el Anexo
2.

Figura 4.9: Abundancia relativa de los gremios de hongos en OTUs/ASVs para cada sitio
y sustrato
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4.4 DISCUSION

Cuando se realizan estudios de ecologia microbiana, el disefio del muestreo y los datos
ambientales, son fundamentales para tener datos del contexto en el que se obtienen las
muestras, 10 que ayuda a la interpretacion de los resultados. Una descripcion detallada del
contexto ambiental y los métodos utilizados son necesarios para las comparaciones en el
tiempo, entre estudios, o con estudios de otro tipo de comunidades del mismo ambiente. En el
caso particular de la ecologia microbiana, los metadatos pueden hacer referencia a las
caracteristicas fisicas, quimicas u otros detalles ambientales de la muestra (Felczykowska et
al., 2015).

En nuestro trabajo los datos ambientales obtenidos nos ayudaron a vislumbrar la realidad de la
composicién de carbono, nitrégeno y fosforo, en muestras de suelo desnudo, hielo glaciar y
agua de deshielo, para comenzar a comprender parte de la complejidad de los ambientes
glaciarios y las condiciones generales de diferentes glaciares pertenecientes al sistema del
Monte Tronador.

Anesio & Laybourn-Parry (2012), presentaron un estudio de ambientes glaciarios de Svalbard,

donde mencionan que la concentracion de carbono organico de los detritos de la superficie de
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glaciares y capas de hielo (2-5%), es significativamente mayor a la de las morenas marginales
u otros habitats sub-glaciales (aproximadamente 0,05%). Este resultado se puede relacionar a
lo observado en nuestro trabajo, donde el suelo desnudo de las morenas adyacentes al glaciar
Castafio Overa present6 la mayor concentracion de carbono y nitrégeno, con respecto a los
suelos del Ventisquero Negro y rio Castafio Overa, estos Ultimos ambientes corresponden a
sectores mas alejados de la masa de hielo.

Los valores de nutrientes obtenidos para muestras de agua y hielo tanto para el rio Castafo
Overa, como para el glaciar Ventisquero Negro, mostraron que las concentraciones de
nutrientes fueron bajas y variables entre las muestras. Estos valores fueron comparables a lo
observado para muestras de hielo y agua del mismo sitio (Modenutti et al., 2018). Las
variaciones observadas entre las muestras podrian explicarse o estar relacionada a los aportes
de nieve, hielo, sedimentos y nutrientes por parte del glaciar Manso y del suelo que son
arrastradas desde las zonas superiores (Ruiz et al., 2017, 2012, Modenutti et al., 2018). Asi
mismo, resta en un futuro realizar mas andlisis, sobre todo en el hielo y nieve del glaciar
Castafio Overa para terminar de completar los estudios fisico-quimicos realizados en este
trabajo.

Los analisis sobre los hongos en general y las comunidades de levaduras en particular, en el
marco del medio ambiente circundante mostraron que no hubo correlacién entre la
composicién de las comunidades fangicas y las variables ambientales estudiadas (Carbono,
Nitrégeno, Fosforo, pH, Temperatura y Humedad). Esto puede deberse a que se trata de
ambientes extremos oligotroficos a ultraoligotroficos, por lo que las concentraciones de
nutrientes son bajas, ubicandose en la mayoria de los casos por fuera del error del equipamiento
utilizado (Baigun et al., 2006; Corno et al., 2009). En estudios futuros seria interesante para
este tipo de ambientes utilizar otro tipo de metodologia que permita obtener datos més precisos
0 que permitan determinar los valores reales que existen de cada nutriente, y también ampliar
el anélisis a otro tipo de nutrientes como el calcio, potasio, magnesio, etc.

Es importante destacar, que las levaduras se encuentran bien adaptadas a condiciones
oligotroéficas e incluso ultraoligotréficas. Poseen adaptaciones de uso del carbono y el nitrégeno
que les proveen una ventaja ecoldgica en competencia con otros microorganismos en los suelos
y otros sustratos (Botha, 2006; Fonseca & Inacio, 2006; Yurkov, 2017). En general, y tal como
se puede observar en nuestros resultados, las levaduras basidiomicéticas a menudo dominan en
ambientes oligotroficos, ya que pueden utilizar un espectro mas amplio de fuentes de energia
que las levaduras ascomicéticas (Buzzini et al., 2018). Este tipo de levaduras basidiomicéticas,

estdn representadas por grupos taxonomicos que han sido ampliamente descritos para
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ambientes similares (Tremellales, Cystofilobasidiales, Filobasidiales, Leucosporidiales,
Sporidiobolales, etc).

En nuestro trabajo abordamos el estudio de diferentes tipos de sustratos en un ambiente
glaciario de montafia del noroeste patagonico, entre ellos el suelo desnudo. Dentro de las
muchas funciones ecoldgicas de los suelos en general, se encuentran la produccion de biomasa,
la conformacion del sostén fisico para las raices y el aporte de nutrientes; proporcionan aire y
agua necesarios para el crecimiento de las plantas. Ademas, actian como filtros importantes de
contaminantes quimicos o biolégicos, y como amortiguadores fisicos en el ciclo global del
agua. Finalmente, la biodiversidad contenida en los suelos afecta la diversidad genética, en
particular la preservacion de genes y poblaciones microbianas que podrian ser de uso potencial
para los humanos, por ejemplo, para la produccion de nuevos tipos de antibiéticos (Baveye et
al., 2016).

Por lo general, la mayoria de estudios microbioldgicos del suelo se concentran en el aporte a
los ciclos de ciertos nutrientes (carbono, nitrogeno, fésforo, etc) (Aislasbie et al., 2013) y en la
relacion planta/microorganismos. Para el Parque Nacional Nahuel Huapi existe abundante
bibliografia con estudios de micorrizas y otros hongos simbiontes (Mestre et al., 2011; Nouhra
etal., 2013; Fernandez et al., 2012, 2015; Bruzone et al., 2017; Carron et al., 2019). Los hongos
micorrizicos son habitantes comunes del suelo que establecen una asociacion simbidtica con
una gran variedad de plantas terrestres (Wang & Qiu, 2006). En nuestro trabajo, los hongos de
géneros micorricicos mas abundantes, identificados gracias a los métodos metagenémicos
fueron: Efibulobasidium, Rhizoscyphus, Sebacina y Tomentella.

Las micorrizas brindan varios servicios ecosistémicos, que incluyen promover el crecimiento
de las plantas y la absorcién de nutrientes, aumentar la resistencia de las plantas a la sequia
junto con la proteccidn contra el estrés bidtico y mejorar la estabilidad del suelo y la retencion
de agua (Gianinazzi et al., 2010), por ello constituyen un componente de mucha importancia
para el establecimiento de la flora de los ambientes de montafia (Bruzone, et al., 2017;
Velasquez et al., 2016) asi como para la resiliencia de la misma (Fernandez et al., 2018).

Los estudios de biodiversidad de levaduras asociados a suelos realizados en Patagonia
estuvieron mayormente centrados en el suelo rizosférico de los bosques de Nothofagus pumilio.
Las levaduras méas abundantes pertenecen a la clase Tremellomycetes, entre ellas las especies
Saitozyma podzolica, Solicoccozyma phenolica y Solicoccozyma aeria, y junto con los 6rdenes
Tremellales y Filobasidiales llegaron a componer hasta el 58% de los aislamientos (Mestre et
al., 2011; de Garcia et al; 2014). Algo similar para lo encontrado en los suelos de las diferentes

zonas muestreadas de este trabajo, en donde dominaron las levaduras del género Solicoccozyma
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y Naganishia. Las especies dentro de estos géneros poseen algunas caracteristicas que podrian
facilitar su desarrollo en suelos, como la produccion de capsulas de polisacaridos que permiten
a las levaduras secuestrar y concentrar nutrientes (Fonseca & Inécio, 2006), y cuyos
polisacaridos externos podrian desempefiar un papel importante en los procesos de agregacion
del suelo (Mestre et al., 2011).

Los estudios de hongos de suelo desnudo/permafrost son relativamente pocos, especialmente
los relacionados al Monte Tronador, cuando se los compara a estudios de hongos de suelos de
bosques. En otros sustratos estudiados en la Patagonia, asociados mayormente a bosques
nativos, se pudo estudiar otros patrones con respecto a la prevalencia de hongos Dikarya. En el
filoplano, por ejemplo, predominan los hongos ascomicéticos y el género mas frecuentemente
aislado fue Aureobasidium (Mufioz et al., 2010). Fonseca e Inacio (2006) mencionaron que
Aureobasidium pullulans aparentemente es ubicua en la superficie de plantas aéreas en
regiones templadas o subtropicales en todo el mundo, asi como en ambientes extremos frios o
salinos (Zalar et al., 2008; Gostincar et al., 2019).

El hielo conforma un ambiente habitable para los microorganismos cuando una fraccion de él
permanece descongelada; es decir, cuando los procesos fisico-quimicos mantienen el agua en
su forma liquida a temperaturas que estan por debajo del punto de congelacion, llegando
incluso a -20°C. Para ello, los microorganismos que estan activos dentro de la matriz de hielo
tienen adaptaciones unicas al frio, incluidas alteraciones en las composiciones de lipidos de la
membrana que protegen contra la rigidez, proporcionando una interfaz flexible con el medio
ambiente para la absorcion continua de nutrientes y la liberacién de productos (Boetius et al.,
2015). La criosfera sustenta diversas comunidades bioldgicas en la superficie de los glaciares
y capas de hielo continentales (de Garcia et al., 2012; Anesio et al., 2009; Hotaling et al., 2017),
debajo de ellos (Hamilton et al., 2013), en su agua de deshielo (de Garcia et al., 2007; Hotaling
et al. , 2019), en permafrost (Jansson & Tas, 2014) y en hielo marino (de Garcia et al., 2012;
Boetius et al., 2015), siendo los grupos de microorganismos eucariotas mas abundantes en el
hielo glaciar, se encuentran los hongos, junto con las algas verdes (Anesio, 2015).

Se registrd por primera vez para la zona del Parque Nacional y la Patagonia Argentina la
presencia de hongos quitridios y levadura del género Malassezia. Los quitridios ya han
demostrado poseer tolerancia a los ciclos de congelamiento y descongelamiento en condiciones
de laboratorio (Gleason, et al., 2008, 2010). Asi mismo han sido aislados de zonas de alta
montafia de Colorado, Suiza, Francia y Nepal (Freeman et al., 2009; Naff et al., 2013), de hielo
marino del artico (Killias et al., 2020) y presentado alta abundancia en lagos congelados de la
Antartida (Rojas-Jimenez et al., 2017). Se puede considerar que la influencia del glaciar y del
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agua de deshielo del monte Tronador, proveen condiciones favorables para la dispersion y
desarrollo de los quitridios en el suelo, y que las condiciones presentes en las diferentes capas
del glaciar son adecuadas para su supervivencia.

Por otro lado, Malassezia spp., cuya secuencia fue detectada en una de las muestras de hielo
del glaciar Castafio Overa, son especies que se pensaba que estaban especificamente asociadas
a diversos mamiferos. Sin embargo, otros estudios independientes de cultivo revelaron su
presencia en ecosistemas marinos y terrestres muy diversos, tales como, suelos antarticos,
sedimentos de aguas profundas, respiraderos hidrotermales de aguas profundas, entre otros
(Amend, 2014). Debido a que la secuencia de ADN ribosémico de Malassezia en los estudios
ambientales son casi idénticas a las secuencias de aislados asociados con humanos, lo que
sugiere que o bien divergieron en sus habitats muy recientemente o que son capaces de una
gran adaptabilidad y una alta tolerancia al estrés que les permite colonizar ambientes tan
diferentes como la piel humana y el hielo subglacial (Perini et al., 2019). El hecho de que esta
especie no haya sido detectada por cultivo puede deberse a su lento crecimiento y naturaleza
lipofilica, que generalmente no se tiene en cuenta en los medios de cultivo estandar (Kurtzman
etal., 2011).

Hasta el momento no se registra el aislamiento en laboratorio de hongos quitridios o levaduras
del género Malassezia spp., para ambientes del Monte Tronador en particular o la Patagonia
Argentina en general. Seria interesante en un futuro disefiar medios de cultivos especificos para
intentar su aislamiento y poder determinar qué especies se encuentran en estos ambientes
extremos, para intentar determinar sus caracteristicas y qué rol cumplen estos ambientes.

Las levaduras cultivables que mostraron mayor dominancia en nuestro trabajo, son las del
phylum Basidiomycetes, entre las especies de levaduras aisladas de los ambientes frios, los
géneros Glaciozyma, Leucosporidium, Mrakia, Naganishia y Goffeauzyma son en promedio
las més frecuentemente reportadas, aunque no siempre las Unicas en la criosfera (Connell et al.,
2008; de Garcia et al, 2014; Buzzini et al., 2018). A pesar de numerosos estudios que destacan
su capacidad superior para colonizar ambientes frios, estas especies también han sido
reportadas en hébitats no extremos. La colonizacidn y la dispersion de levaduras entre habitats
extremos de forma permanente (por ejemplo, criosfera) y temporal (por ejemplo, suelo forestal
en la estacion fria) ain no se ha estudiado. Aungque demuestran una mayor adaptabilidad
fisioldgica que otras especies (por ejemplo, produccidn de enzimas activas al frio, proteinas de
choque por frio, membranas celulares con un alto grado de insaturacion de acidos grasos, etc.),

poco se sabe sobre las bases moleculares de su adaptacion al frio (Buzzini et al, 2018).
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En trabajos previos de ambientes glaciarios del Monte Tronador se aislaron varias especies del
género Leucosporidium (de Garcia et al., 2012, 2015; Libkind, et al., 2017), en este trabajo este
género estuvo presente en los andlisis de metagendmica, pero no se encontrd en ninguno de los
aislamientos identificados. Como ya se discutio en el Capitulo 2, el submuestreo de ciertos
grupos de levaduras caracteristicos de la zona, puede deberse a dos razones principales. La
primera de ellas la metodologia empleada para el agrupamiento morfolégico de los
aislamientos: despues de todo las especies de levaduras del género Leucosporidium podrian
Ilegar a confundirse con otras especies 0 grupos, ya que no presentan ninguna caracteristica
distintiva como color, morfologia de la colonia y/u otras estructuras exclusivas (Kurtzman et
al., 2011). La segunda podria ser las condiciones de cultivo durante y después del aislamiento,
que, aunque se priorizé el uso de condiciones que permitan el aislamiento de levaduras
psicrofilas/psicrotolerantes (de Garcia et al; 2007; 2012; Kurtzman et al., 2011), podrian aun
asi estar afectando la capacidad de crecimiento de este y otro tipo de levaduras
extremotolerantes.

A pesar de las limitaciones de los métodos de cultivo, que no permitieron aislar levaduras que
fueron registradas por la metagendmica, como se mencion6 para Leucoporidium, y también
para el caso en particular de las secuencias de Microbotryomycetes de los ambientes englacial
y supraglacial. Los métodos de cultivo si permitieron el aislamiento de posibles especies
nuevas en sustratos como el suelo desnudo, que contribuiran a la base de datos de secuencias
y con ello a ir completando la informacion y mejorando la identificacion de grupos
taxondmicos relevantes, pero poco estudiados. En términos generales, la biodiversidad, tanto
de levaduras cultivables como de metagendémica, fue alta y para ambas metodologias se
obtuvieron resultados complementarios.

Cuando analizamos los gremios a los que pertenecen las especies identificadas, la gran mayoria
corresponden a saprobios para todos los sustratos y los sitios, seguido por las categorias,
variable y simbiontes. Sin embargo, cuando observamos la abundancia de secuencias, el suelo
presenta un aumento en la categoria “variable”, al igual que el hielo del Ventisquero Negro. En
estudios que se relacionan con suelos ultraoligrotroficos rocosos de la Antartida (Coleine, et
al., 2018), la tundra artica (Semenova-Nelsen, 2016) o acuiferos alemanes (Nawaz, et al.,
2018), los gremios mayoritarios correspondieron a saprobios y simbiontes (liquenes). En
nuestro trabajo, para poder estudiar los gremios, tuvimos que crear una categoria que representa
a los géneros y/o especies funcionalmente diversos (variables), ya que muchos hongos, y en

especial las levaduras, poseen estrategias que varian incluso entre cepas (Zhang & Xu, 2018).
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Aunque la plataforma FUNguild presenta limitaciones asociadas a una mayor informacion con
respecto a las especies de suelos boscosos que a las especies de perfiles extremofilos, es una
herramienta muy util para la descripcion de los diferentes ambientes y posteriores
comparaciones. Seria importante agregar estudios estacionales, ya que, en bosques templados
de la Patagonia argentina, se ha visto incremento de diferentes gremios segun la estacion
(Carrén et al., 2020), por lo que podriamos esperar diferencias en la composicion de las
comunidades con respecto a los cambios de temperatura, deshielo y humedad del sistema
glaciario del Monte Tronador.

Cuando se vislumbran las conexiones entre los diferentes ecosistemas asociados a los glaciares,
es importante destacar los vinculos espaciales entre habitats criosféricos; por ejemplo, la
produccién primaria y la deposicion atmosférica que ocurren en la superficie de los glaciares
(zona supraglacial), la cual influye en los procesos biogeoquimicos debajo de ellos en la zona
subglacial. Influyen también, en Gltima instancia, en los cuerpos de agua que reciben los aportes
de sedimentos y agua de deshielo del glaciar (Zawierucha et al., 2015; Hotaling et al., 2019).
Los ambientes glaciares de montafia son particularmente vulnerables a los cambios previstos
por los efectos del cambio climético, ya que su crecimiento o recesion dependen directamente
de las temperaturas y precipitaciones a lo largo del tiempo (Zemp et al. 2015, Roe et al. 2017).
Por lo que este trabajo muestra la importancia del estudio de las comunidades que habitan los
ambientes glaciarios, no solo por la potencialidad bioldgica que poseen, si no también porque
muestra el registro de las especies mas relevantes en estos ambientes, muchos de los cuales,
probablemente desaparezcan en los proximos afios. Como resultado, se puede esperar la
disminucion de la biodiversidad de microorganismos extreméfilos presentes en ellos, junto con

la modificacién de las redes tréfica que sustentan.

4.5 CONCLUSIONES PARCIALES

e Las condiciones fisico-quimicas de los glaciares Castafio Overa, Ventisquero Negro y

su ambiente circundante son oligotréficas.

e La composicion de las comunidades de hongos estudiadas de los ambientes del cerro

Tronador no presenta correlacion con las condiciones fisico-quimicas relevadas.

e Las herramientas dependientes de cultivo y secuenciacion masiva de amplicones
capturaron al grupo Dykaria como mayoritario, tal como lo registrado anteriormente

para los métodos de cultivo en estos ambientes.
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e Los resultados de los métodos dependientes de cultivo y metagendmica utilizados en

este trabajo son complementarios.

e El gremio de hongos saprobios domina en los glaciares estudiados del Monte Tronador.
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5.1 INTRODUCCION

La industria oleoquimica tradicional esta basada en las grasas animales y aceites vegetales, de
las que se puede obtener, aceites comestibles, detergentes, lubricantes, biodiesel, plasticos,
revestimientos y otros productos (Marella et al., 2018; Msanne et al., 2020). Los aceites
vegetales, que consisten principalmente en triacilgliceroles (TAG), son fuentes importantes de
calorias y acidos grasos esenciales en la dieta humana. Estan compuestos principalmente por
acido oleico, linoleico, omega-6, omega-3 y acido a-linolénico (Rehkamp, 2016). Las
cantidades relativas de estos &cidos grasos varian entre los diferentes aceites vegetales, lo que
influye tanto en su aporte nutricional, como en su prospeccién como biocombustible (Garg &
Jain, 2020). Estos perfiles lipidicos obtenidos en la industria tradicional son similares a los
producidos por microorganismos oleaginosos (Beopoulos et al., 2009).

Los microorganismos se consideran oleaginosos cuando tienen la capacidad de acumular
dentro de la célula desde un 20% Yy hasta 80% de lipidos por biomasa seca. Estos lipidos se
obtienen en fase de crecimiento estacionario, bajo limitaciones de nutrientes, por ejemplo,
nitrégeno o fésforo, y con un exceso simultaneo de fuente de carbono (Papanikolau et al.,
2011a). Los microorganismos oleaginosos generalmente producen aceites unicelulares (AU),
estos son lipidos de almacenamiento intracelular que comprenden a los triacilgliceroles (TAG).
Existen bacterias, microalgas y hongos (levaduras y hongos filamentosos) oleaginosos, y cada
grupo presenta su perfil particular de &cidos grasos, lo que los hace muy adecuados para
diversas aplicaciones industriales (Ochsenreither et al., 2016).

Una ventaja, sobre la produccién de aceites vegetales, de la produccion de lipidos microbianos
por parte de organismos fungicos, es que no depende de las estaciones, el clima y/o la ubicacion
geogréfica. El cultivo se puede realizar utilizando una amplia gama de fuentes de carbono, por
ejemplo, desechos de la industria alimentaria o fuentes de carbono renovables, en el caso de
microalgas incluso CO», no usa tierra cultivable, da como resultado altos rendimientos y se
puede lograr con organismos genéticamente modificados que cambian la composicion de
acidos grasos y mejoran la produccion (Ward & Singh, 2005; Li Q. et al., 2008). Los principales
productores de lipidos son los hongos, las levaduras y las algas, mientras que la produccion en
bacterias no es tan interesante en comparacién (Wynn & Ratledge, 2005; Li Y. et al., 2010;
Bellou et al., 2016).

En diversos estudios relacionados a los lipidos microbianos, se han identificado varios hongos,
tanto filamentosos como levaduras, que pueden acumular mas del 20% de su biomasa en forma

de lipidos (Liang & Jiang, 2013). La presencia de levaduras oleaginosas en diferentes clados y
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grupos taxondmicos permite inferir que esta caracteristica puede estar relacionada a maltiples
mecanismos de acumulacién de aceites. La identificacién de nuevas especies de levaduras y
cepas, capaces de acumular altos niveles de lipidos intracelulares es, por tanto, deseable para
ampliar el campo de levaduras candidatas que se utilizardn en estudios fundamentales y
aplicados.

Las condiciones de cultivo que llevan a la acumulacion de los lipidos microbianos son muy
importantes. Se sabe que, cuando un nutriente como el nitrdgeno se agota del medio de cultivo,
se produce un cambio importante en el metabolismo, se suprime la sintesis de proteinas y se
activa la sintesis y acumulacion de &cidos grasos. Los factores genéticos y metabolicos
responsables de este cambio se han estudiado en especies seleccionadas de levaduras
oleaginosas, particularmente en los géneros ascomicetos Lipomyces (Liu et al., 2011) y
Yarrowia (Beopoulos et al, 2009).

Debido a las condiciones de cultivo necesarias (alta relacion C/N) para desencadenar la
acumulacién de lipidos, es econdmicamente eficaz utilizar materias primas de bajo costo, como
el glicerol (Chatzifragkou et al., 2011; Tchakouteu et al., 2015), azlcares comerciales
(Chatzifragkou et al., 2010), material vegetal (Economou et al., 2011; Matsakas et al., 2015) y
materiales lignoceluldsicos (Zeng et al., 2013). Dentro del sector de alimentos y bebidas, la
industria cervecera es una seccion muy importante de la economia de muchos paises.
Actualmente, la cerveza es la quinta bebida mas consumida en el mundo (Fillaudeau et al.,
2006; Hultberg & Bodin, 2017). El proceso de elaboracion de la cerveza consume grandes
cantidades de agua y genera entre 3 'y 10 L de aguas residuales por 1 L de cerveza producida
(Hultberg & Bodin, 2017; Dias et al., 2020). Por lo general, los efluentes cerveceros tienen un
alto nivel de contaminantes organicos (azUcares, proteinas, amoniaco, fosfatos, entre otros) que
requieren remediacion, para evitar la eutrofizacion de los cuerpos de agua, que a su vez los
convierten en recursos interesantes para su reutilizacion como medios de cultivo (Dias et al.,
2019).

La mayoria de las pequefias cervecerias no tienen ningun sistema de tratamiento de aguas
residuales y descargan sus efluentes directamente al sistema de alcantarillado sin ningun
tratamiento (Simate et al., 2011). Por lo tanto, es necesario prestar atencion a posibles
alternativas de uso y tratamiento de los efluentes de la cerveceria, en particular cuando abundan
productores en regiones cercanas a ambientes naturales protegidos como es el caso del Parque
Nacional Nahuel Huapi (Patagonia, Argentina) donde coexisten naturaleza con produccion de
cerveza. En este capitulo realizaremos una busqueda de las levaduras potencialmente

oleaginosas obtenidas en este trabajo, empleando como medio de cultivo efluente cervecero.
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Las levaduras con mayor acumulacion de acidos grasos seran seleccionadas y sus perfiles de

acidos grasos analizados.

5.2 MATERIALES Y METODOS

Se evalud la produccion de vacuolas lipidicas intracelulares de 19 aislamientos de levaduras de
ambientes glaciarios del Monte Tronador obtenidas en este trabajo. El criterio de seleccion de
estas levaduras se baso en los resultados preliminares, la relacion filogenética con levaduras
oleaginosas conocidas y ademas el sustrato/sitio de muestreo también fue tomado en cuenta
(Tabla 5.1).

La produccion de vacuolas lipidicas se evalu6 luego del crecimiento en medio de cultivo GMY
(glucosa 40 g/L, KH2PO4 8 g/L, MgS0O4.7H20 0,5 g/L, extracto de levadura 3 g/L, pH 5.5)
con alta relacion C/N (~49), (Filippucci et al., 2016), cada cultivo se realizo6 por triplicado (en
la siguiente seccion se detallan las condiciones de cultivo).

En base a la informacién obtenida en el primer ensayo con 19 levaduras en medio GMY
(Ensayo preliminar), se procedié a ampliar la seleccion a un total de 50 levaduras (Ensayo
extendido), donde se evalué en efluente cervecero su capacidad de crecimiento, produccion y
acumulacién de vacuolas lipidicas, cada cultivo se realizé por triplicado. El efluente cervecero
utilizado para estos ensayos correspondio al agua de lavado, utilizado luego del hervido del
mosto de una cerveza de tipo Kolsch (8-11 °Bx), este efluente fue provisto por la Cerveceria
Manush, cerveceria artesanal de San Carlos de Bariloche. Dicho efluente fue diluido hasta 5°Bx
(equivale a 5% m/v de azucares), para lograr una concentracion de azucares similar a la de los
medios de cultivo utilizados en el estudio de levaduras de ambientes frios ultra-oligotréficos
(MYP, YM). La concentracion final de azucares se determind mediante HPLC Waters 600E,
con la columna para azlcares RezexTM (ROA-Organic Acid, 300 x 7,8 mm) acoplada a
detector de indice de refraccion controlado por el software Empower 2.

Para los ensayos con efluente, se utilizaron 4 litros, provenientes de 2 batch diferentes, de los
que se analizo la composicion de carbono, nitrogeno y fésforo, estas no presentaron diferencias
significativas, por los que se consideraron como un mismo medio, los datos de la composicion

de cada batch se muestran en el Anexo 5.1.

5.2.1 PRODUCCION DE BIOMASA Y LIPIDOS
Se utilizaron medios convencionales para el cultivo de las levaduras estudiadas (YM, cultivo

48-72 hs), para los repiques iniciales en medio sélido, asi como para el preindculo en medio
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liquido. EI preindculo de cada cepa fue sembrado por triplicado en Erlenmeyers de 50 mL con
volumen final de 10 mL, con una concentracion de células aproximadamente de 1x10° cel/mL
(DOs320i=0,1). Para ello se estandarizo6 el numero de células por recuento directo en camara de
Neubauer correspondiente a la densidad a dptica a 630nm para cada cepa y luego se utilizo la
DO para realizar todas las mediciones.

Cada cepa seleccionada fue cultivada en 10 mL de medio GMY o efluente cervecero, segun
corresponda al ensayo preliminar o extendido respectivamente, en tubos falcon de 50 mL con
agitacion orbital (Shaker INFORS) a 180 rpm, durante 6 dias, las levaduras con perfil
psicrotolerante se cultivaron a 20°C y las psicrofilas a 10°C. Los perfiles de crecimiento de las
levaduras se evaluaron en base a trabajos previos (Duo Saito, 2015; Favier, 2019) y se
seleccionaron aislamientos representativos para corroborar dichos resultados, los mismos se
muestran en la tabla suplementaria 5.2, Anexo 1. Cada dia se registro el consumo de azucares
de cada cultivo, por medio de un refractémetro Alla France (0-32 °Bx con precision de 0.2
°Brix).

Al finalizar el cultivo (tanto en el ensayo preliminar como en el extendido) se observaron las
levaduras al microscopio y se realizé tincion con Rojo Nilo para observar las vacuolas lipidicas.
Para ello se centrifugaron 50-100 ul de cultivo por 3 min a 1000 rpm, se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron en un volumen igual de una solucion preparada con 950 pl
de PBS 1x, 2 ul de Rojo Nilo 5 mM (preparado en acetona) y 50 ul de DMSO 50% preparado
en PBS 1x. Se incubaron 5 minutos en oscuridad, y luego se observo entre porta y cubreobjeto
en un microscopio Olympus BX40 con un filtro UV-MNB2 a 575-580 nm. Se tomé como
acumulacién positiva si el total de las células observadas presentaban vacuolas lipidicas (Figura
5.1). La composicion de cada buffer y solucion utilizada en este capitulo se detallan en el Anexo
5.1.

107



CAPITULO V: PRODUCCION DE LIPIDOS EN LEVADURAS EXTREMOTOLERANTES

Figura 5.1: Microfotografias de levaduras (a) no productoras de lipidos y (b) productoras
de lipidos, tefiidas con rojo Nilo
Aumento 40x.

)

Al efluente cervecero utilizado para el ensayo extendido (50 aislamientos), se le analizé la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), el contenido de Nitrégeno mediante el método de
Kjeldahl Nitrogen, (N), y el contenido de fosforo total (P). Los analisis se realizaron, por
triplicado, tanto al efluente antes del cultivo, como a los sobrenadantes libres de células al final
del cultivo de cada una de las cepas. Con los datos de carbono se pudo cuantificar el sustrato
consumido (S). Estos analisis fueron llevados a cabo por parte del Grupo de Suelos del Centro
regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional del Comahue.

Finalizado el ensayo extendido (50 aislamiento, con efluente cervecero), se seleccionaron 5
aislamientos de levaduras que presentaron los mayores valores de consumo de azUcares y
produccién de vacuolas lipidicas, para la realizacion de un ensayo selectivo a mayor escala.
Estas cepas fueron cultivadas, por triplicado, en un volumen de 400 mL de efluente cervecero
en Erlenmeyers de 2 L durante 6 dias. Se tomaron los datos de consumo de azUcares cada dia
con refractdmetro. Una vez finalizado cada cultivo, se separd la biomasa en diferentes tubos
falcon para cuantificar su produccién, determinar gravimétricamente la produccién de lipidos
y realizar el analisis de los perfiles lipidicos por GC-MS.

Para cuantificar la biomasa obtenida, se tomaron 4 mL de cada cultivo en tubos falcon, por
triplicado, cada tubo se centrifugd dos veces por 10 min a 3000 rpm, las células se lavaron con
agua destilada en el paso intermedio. La biomasa obtenida se resuspendié en 2 mL de agua
destilada para trasvasar las muestras en tubos Khan, previamente secados y pesados. Se
llevaron los tubos a 85°C en estufa, por 48 hs o hasta obtener peso constante. Se registro el
peso final para obtener la produccion gravimétrica de biomasa (X).
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Para la extraccion de lipidos totales se utilizo el méetodo publicado por Vifarta et al. (2016) con
modificaciones. Se centrifugaron 10 mL de cada cultivo en tubos falcon hasta formar un pellet
y se retir6 el sobrenadante. Se agreg6 4 mL de HCI 4N por 60 min a 60°C en bafio seco a cada
pellet para realizar una lisis &cida al pellet. Luego se agregaron 6 mL de solvente de extraccion
(Metanol - Cloroformo 1:2; Sintorgan, grado A.C.S.) por 30 min en agitacion. Se retir¢ la fase
organica, constituida por la fraccion de cloroformo, se la transfirio a un tubo khan previamente
pesado Yy se la secd bajo corriente de N2 hasta la formacién de un pellet de lipidos. Luego se
peso el tubo nuevamente, para obtener el valor de produccion gravimétrica de lipidos totales
(Y1). Este ensayo se realiz6 por triplicado.

Con los datos de consumo de sustrato (S), produccién de biomasa (X) y produccién de lipidos
(Y1), se calculd la productividad en base a los coeficientes de lipidos/carbono consumido (Y1/S)
y el rendimiento (%YI1/X) en base a la produccion de lipidos/biomasa (Tabla Suplementaria
5.3).

5.2.2 CARACTERIZACION DE LOS PERFILES DE ACIDOS GRASOS

Los perfiles lipidicos se registraron exclusivamente para el ensayo selectivo, por medio de GC-
MS. Para ello se realiz6 la extraccidn de lipidos sin mediar lisis &cida en 10 mL de cultivo. Este
volimen se centrifug6 a 3000m rpm por 5 minutos, el pellet obtenido fue resuspendido en 0,5
mL de agua destilada y luego fue trasvasado a un tubo de vidrio largo. Se agregaron 6 mL de
metanol-cloroformo 2:1 con BHT (Butilhidroxitolueno) 50-100 ppm, se agitd en vortex durante
1 hy se conservé por 24 h a - 20°C. Luego, se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos, el pellet
obtenido se resuspendid con vortex, afladiendo 2 mL de cloroformo y 2 mL de agua destilada
para formar una emulsion por agitacion. Una vez obtenida la emulsion, se centrifugd por 3
minutos y se descartd la fase acuosa superior, se lavé con 4 mL de KCI 2M, y se paso la fase
organica inferior a un nuevo tubo, en el cual se evaporé bajo corriente de N2. Cada extraccion
fue realizada por triplicado.

Con los lipidos obtenidos se procedi6 a realizar la derivatizacion y posterior caracterizacion
por GC-MS. La fase organica obtenida en el punto anterior se resuspendié en 2 mL de metanol
anhidro (Sintorgan, grado plaguicida), a la que se agreg6 10 gotas de H2SO4 (98% m/m), y se
incubd a 80 °C durante 1 h. Una vez frio se afiadio 1,5 mL de NaCl y 3,5 mL de hexano, se
centrifug6 a 3000 rpm por 10 min y se trasvaso la fase de hexano (superior) a un tubo limpio.
Se repitio la extraccion con hexano y se juntaron las fracciones. Por ultimo, se evaporoé el

hexano en vial bajo corriente de nitrgeno, y los metil-ésteres de acidos grasos obtenidos se
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conservaron a -20°C para ser enviados al servicio de analisis de GC-MS del Instituto de

Biologia Molecular y Celular de Rosario - IBR (Rosario).
5.3 RESULTADOS

5.3.1 PRODUCCION LIPIDICA — ENSAYO PRELIMINAR

El analisis realizado en el ensayo preliminar (19 aislamientos, 15 especies diferentes) para
constatar la produccion de vacuolas lipidicas en cultivo GMY, mostr6 que el 52,6% (10
aislamientos) tuvieron la capacidad de acumulacion de lipidos en estas condiciones. Estos
aislamientos correspondieron a 7 especies diferentes (Cystobasidium laryngis, Dioszegia
patagonica, Mrakia frigida, Solicoccozyma sp. I, Tausonia pullulans, Udeniomyces kanasensis
y Vishniacozyma victoriae). Vishniacozyma victoriae fue la especie con mas aislamientos
analizados (4) donde 3 presentaron acumulacion de lipidos y una no. De los géneros Dioszegia
y Solicoccozyma se analizaron 2 especies diferentes de cada género, en ambos casos una
especie presentd produccién (D. patagonica y Solicoccozyma sp. 1) y la otra no (D. statzelliae
y S. aeria) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1: Aislamientos utilizados en el ensayo preliminar y su produccion de vacuola
lipidica

Cepa Taxon Lipidos  Sustrato
CRUB2120 Cystobasidium laryngis Nieve
CRUB2122 Dioszegia patagonica Nieve
CRUB2134 Mrakia frigida Nieve
G1A3.5 Mrakia frigida Q Nieve
CRUB2155  Solicoccozyma sp. | S Nieve
CRUB2156 Tausonia pullulans -§ Nieve
CRUB2157 Udeniomyces kanasensis o Hielo
G2B2.4 Vishniacozyma victoriae Hielo
CRUB2165 Vishniacozyma victoriae Nieve
G4A1.10 Vishniacozyma victoriae Nieve
G2A2.3 Vishniacozyma victoriae Nieve
G4A5.15 Aureobasidium pullulans Hielo
G3A2.11 Coniochaeta polymorpha 4 Nieve
G1Al3 Dioszegia statzelliae g Nieve
G4A1.13  Kabatiella bupleuri -§ Nieve
G2B1.8 Naganishia adeliensis a Hielo
CRUB2145 Naganishia adeliensis = Hielo
G1lAl.2 Solicoccozyma aeria Nieve
G1A1.4 Sporobolomyces ruberrimus Nieve
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5.3.2 PRODUCCION LIPIDICA — ENSAYO EXTENDIDO

Luego del analisis preliminar en medio GMY, se seleccion6 un aislamiento de cada género que
acumulo lipidos (7 aislamientos), para evaluar el crecimiento (consumo de los azUcares total)
y produccion de vacuolas lipidicas en el efluente cervecero. Ademas de estas 7 cepas se
seleccionaron 43 aislamientos, de 16 generos, para incluir en el ensayo extendido (50
aislamientos en total) (Tabla 5.2). Los géneros se seleccionaron en base a la bibliografia y lo
reportado respecto a la produccion de lipidos para los grupos taxonémicos disponibles en este
trabajo, en base a esto se incluyeron aislamientos del género Naganishia en el analisis en
efluente cervecero. Ademas de tomar en cuenta la taxonomia para la seleccion de las cepas,
también se considerd el sustrato y lugar donde cada una de las cepas fue aislada. En relacion a
los resultados obtenidos con respecto a la produccién de vacuolas lipidicas y el sustrato/sitio
de aislamiento de las cepas estudiadas no observamos ningun patrén o relacion en este sentido
(Tabla 5.2).

Tabla 5.2: Cepas seleccionadas para evaluar la produccion de vacuolas lipidicas

Efluente: Si: Aislamientos que mostraron vacuolas lipidicas en medio efluente cervecero, No:
aislamientos que no mostraron vacuolas lipidicas en medio efluente cervecero; Los
aislamientos marcados en negrita son los que presentaron vacuolas lipidicas en el ensayo
preliminar (medio GMY), los marcados en rojo son los seleccionaoas para el ensayo selectivo.

. Efluente
Cepa Especie Consumo _Lipidos Lugar y Sustrato
CRUB2120 Cystobasidium laryngis No No CO — Nieve
CRUB2122 Dioszegia patagonica No No CO — Nieve
CRUB2123  Filobasidium magnum Si No VN — Hielo
CRUB2124  Filobasidium magnum Si No VN - Agua
CRUB2125 Goffeauzyma gastrica Si Si CO —Hielo
CRUB2126  Goffeauzyma gilvescens Si No CO - Suelo
CRUB2127  Holtermanniella festucosa Si No RCO — Suelo
CRUB2128  Holtermanniella takashimae Si No RCO — Suelo
CRUB2129  Holtermanniella takashimae Si No RCO — Suelo
CRUB2130 Holtermanniella wattica Si Si VN — Suelo
CRUB2131 Holtermanniella wattica Si Si VN — Suelo
CRUB2132  Hormonema sp. Si No RCO — Suelo
CRUB2133 Kabatiella bupleuri Si Si CO — Nieve
CRUB2134 Mrakia frigida No No CO — Nieve
CRUB2135  Mrakia hoshinonis No No CO — Nieve
CRUB2136  Naganishia adeliensis No No VN — Suelo
CRUB2137 Naganishia adeliensis Si No VN — Suelo
CRUB2138 Naganishia adeliensis No No VN — Suelo
CRUB2139 Naganishia adeliensis No No VN - Hielo
CRUB2140 Naganishia antarctica Si No CO —Suelo
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CRUB2141 Naganishia diffluens Si No RCO - Suelo
CRUB2142  Naganishia diffluens Si Si RCO — Suelo
CRUB2143  Naganishia friedmannii Si Si CO - Hielo
CRUB2144  Naganishia friedmannii Si No CO —Hielo
CRUB2145 Naganishia liquefaciens No No CO - Hielo
CRUB2146  Naganishia liquefaciens Si Si CO —Hielo
CRUB2147 Rhodothorula mucilaginosa No No CO - Hielo
CRUB2148 Rhodotorula mucilaginosa No No VN — Suelo
CRUB2149 Rhodotorula mucilaginosa No No CO — Nieve
CRUB2150  Rhodotorula mucilaginosa Si No RCO — Agua
CRUB2153 Solicoccozyma aeria Si Si CO - Suelo
CRUB2154  Solicoccozyma gelidoterrea Si Si CO —Suelo
CRUB2155 Solicoccozyma sp. | Si Si CO — Nieve
CRUB2156 Tausonia pullulans Si Si CO — Nieve
CRUB2157 Udeniomyces kanasensis No No CO —Hielo
CRUB2158  Udeniomyces kanasensis No No VN — Suelo
CRUB2159 Vanrija albida Si Si VN — Agua
CRUB2160 Vanrija albida Si Si VN — Agua
CRUB2161 Vanrija albida Si Si VN — Agua
CRUB2162 Vanrija albida Si Si VN — Agua
CRUB2163 Vanrija albida No No VN — Hielo
CRUB2164 Vanrija albida Si Si VN — Agua
CRUB2165 Vishniacozyma victoriae Si Si CO — Nieve
CRUB2166  Vishniacozyma victoriae Si Si VN — Agua
CRUB2167  Wickerhamomyces anomalus Si Si RCO - Suelo
CRUB2168  Wickerhamomyces anomalus Si Si RCO — Suelo
CRUB2169  Wickerhamomyces anomalus Si Si RCO — Suelo
CRUB2170  Wickerhamomyces anomalus Si Si CO —Suelo
CRUB2171  Wickerhamomyces sp. Si Si RCO — Suelo
CRUB2172  Xanthophyllomyces dendrorhous No No VN — Suelo

De las 50 cepas evaluadas en el ensayo extendido, 19 (38%) tuvieron un consumo de los
azucares del efluente igual o mayor al 60%, de estas, 14 cepas acumularon vacuolas (grupo 1,
Figura 5.2), 16 cepas (32%) consumieron entre el 60% y el 40% de azlcares donde 7
acumularon vacuolas (grupo 2, Figura 5.2), y 15 (30%) presentaron un consumo inferior al
40% de azucares, ninguna de estas cepas presentd acumulacion de vacuolas (grupo 3, Figura
5.2). Las curvas de consumo de azucares en efluente cervecero de todas las cepas analizadas
se muestran en la Figura 5.2. Las curvas de color rojo muestran a las cepas con mayor consumo
y produccion de vacuolas lipidicas (que fueron seleccionadas para analisis posteriores), en
color gris todas las cepas que presentaron vacuolas lipidicas y en color negro las cepas que no

produjeron vacuolas.
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Figura 5.2: Cinética de consumo de azUcares de las levaduras seleccionadas a lo largo
del cultivo en efluente (ensayo extendido)

Eje x: horas de cultivo; Eje Y: Brix medidos (con grado inicial=5°Bx); curvas en color rojo:
aislamientos seleccionados para el ensayo selectivo de produccion de lipidos; curvas en color
gris: aislamientos productores de vacuolas; curvas de color negro: aislamientos no productores.
Se evalud la desviacion estandar para cada punto (en su mayoria los valores fueron igual a
cero).
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Las 21 levaduras que presentaron crecimiento en el efluente y presencia de vacuolas lipidicas
(curvas de color rojo y gris) pertenecieron a 12 especies: Goffeauzyma gastrica,
Holtermanniella wattica, Kabatiella bupleuri, Naganishia diffluens, N. friedmannii, N
liquefaciens, Solicoccozyma aeria, S. gelidoterrea, Solicoccozyma sp. |, Tausonia pullulans,
Vanrija albida, Vishniacozyma victoriae y Wickerhamomyces anomalus. Dentro de estas hay
3 que también presentaron resultados positivos en el primer screening con medio GMY
(Solicoccozyma sp. I, Tausonia pullulans y Vishniacozyma victoriae). Las 4 cepas restantes
elegidas para el primer screening (Cystobasidium laryngis, Dioszegia patagonica, Mrakia
frigida y Udenomyces kanasensis) no presentaron crecimiento en el efluente, y por ende
tampoco la formacion de vacuolas lipidicas. Tambiéen, observamos que algunas especies
consumieron los azucares presentes en el efluente pero que no mostraron la acumulacion de
vacuolas lipidicas, como es el caso de Filobasidium magnum, G. gilvescens, Holtermanniella
festucosa, H. takashimae, algunos aislamientos de Naganishia adeliensis y N. antarctica.
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En base a los resultados obtenidos en los ensayos de consumo del efluente cervecero, se
seleccionaron 7 cepas de levaduras (Vishniacozyma victoriae - CRUB2165, Solicoccozyma
aeria - CRUB2153, Tausonia pullulans - CRUB2156, Solicoccozyma sp. | - CRUB2155,
Holtermanniella wattica - CRUB2131, Vanrija albida - CRUB2161 y Holtermanniella wattica
- CRUB2130), el criterio de seleccion incluyé los valores >60% de consumo de azucares y

produccidn de vacuolas lipidicas (Fig 5.3).

Figura 5.3: Microfotografias ilustrando la produccion de vacolas lipidicas en dos cultivos
de las levaduras seleccionadas para el analisis del perfil lipidico

a) Solicoccozyma aeria - CRUB2153, y b) Vishniacozyma victoriae - CRUB2165, las flechas
negras indican las vacuolas lipidicas de color amarillo/naranja caracteristicas. Aumento 40x.

\'f‘/ \;" .
‘) / /’\ y ‘“.
O O 18}
‘O '\ () - .

5.3.3 PRODUCCION LIPIDICA — ENSAYO SELECTIVO

De las levaduras seleccionadas, Solicoccozyma sp. |1 - CRUB2155 produjo la mayor cantidad
de biomasa (19,5+ 1,2 g.L™%) en comparacién con el resto, sequida por H. wattica CRUB2130
(16,5+0,4 g.L1). Por otro lado, las levaduras que presentaron mayor cantidad de lipidos totales
fueron S. aeria - CRUB2153 (8,2 + 1,69 g.L?), y los dos aislamientos de H. wattica:
CRUB2130 (7,3 + 0,66 g.L™) y CRUB2131 (7,1 + 0,29 g.L ™). El rendimiento de lipidos en
funcion de la biomasa producida (%Y1/X) fué acorde a lo obtenido para la produccion de
lipidos donde S. aeria - CRUB2153, %YI/X=59,2; y H. wattica CRUB2131 y CRUB2130,
%YI/X= 45,6 y %YI/X= 44,2, respectivamente, mostraron los mayores rendimientos. Todos

los resultados de produccion de lipidos, biomasa y %Y1/X se muestran en la Fig 5.4.
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Figura 5.4: Produccion de biomasa, lipidos y rendimiento (%Y1/X) de las levaduras del
ensayo selectivo

Bl Biomasa (gL)
20- L 30 - Lipidos(g.L'l)
O % YIUX

El mayor consumo de carbono lo presentd Vanrija albida - CRUB2161 (88,4% del C
consumido), seguido por H. wattica - CRUB2130 (83% del C consumido). Sin embargo, la
productividad lipidica en funcion del carbono consumido, fue mayor para S. aeria -
CRUB2153, %YI/S= 0,44; seguida por H. wattica - CRUB2130, %Y1/S= 0,37.

El mayor consumo de nitrégeno lo presentd H. wattica - CRUB2131 (83% del N consumido)
seguido por V. albida - CRUB2161 (82,3% del N consumido). Finalmente, el mayor consumo
de fosforo lo present6 Solicoccozyma sp. | CRUB2155 (97,7% de P consumido) seguido por
V. albida - CRUB2161 (96,2% de P consumido). Se pudo observar que entre los mayores
consumidores de fosforo se encontraron algunas de las cepas con mayor produccién de lipidos
totales, como es el caso de Solicoccozyma sp. | CRUB2155, V. albida - CRUB2161, S. aeria -
CRUB2153 y H. wattica - CRUB2131. El consumo de nutrientes del efluente por parte de las

levaduras se muestra en la Figura 5.5.
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Figura 5.5: Consumo de nutrientes en el efluente de cerveza (C, N y P) por parte de las
levaduras del ensayo selectivo
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En los lipidos extraidos de cada aislamiento analizado se estudiaron 31 acidos grasos, 5 cepas
presentaron la presencia de mas de 20 tipos de acidos grasos diferentes, y 2 presentaron 19
(Solicoccozyma sp. 1) y 14 (V. victoriae) &cidos grasos respectivamente. Para todos los casos
se obtuvieron 4 tipos de &cidos grasos mayoritarios: acido oléico (C18:1), con una produccién
que vario entre 47,6 y 33.8%; acido linoleico (C18:2), cuya produccion varid entre 25,7 y
13,4%; é&cido palmitico (C16:0), cuya produccion vari6 entre 24,7 y 17% y éacido estearico
(C18:0), cuya produccion vario entre 10,2 y 3,2%. Estos acidos mayoritarios representaron
entre el 83,6% Y el 95,1% del total de lipidos para las cepas estudiadas, el porcentaje restante
estuvo representado por otros acidos grasos minoritarios. Tausonia pullulans - CRUB2155
presentd la mayor proporcién de los mismos con 16,4% (18 &cidos grasos minoritarios),
mientras que Vishniacozyma victoriae presentd la menor proporcién con 4,9% (10 acidos
grasos minoritarios) (Tabla suplementaria 5.4, Anexo 1). El detalle del perfil lipidico de todas

las cepas se muestra en la Fig. 5.6.
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Figura 5.6: Perfil de los diferentes tipos de acidos grasos producidos por cada levadura
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5.4 DISCUSION

En este trabajo, se ha llevado a cabo el estudio de las comunidades naturales de hongos, con
especial énfasis en el estudio de las levaduras tanto cultivables como no-cultivables. El estudio
de levaduras cultivables, nos permitié obtener levaduras aisladas y purificadas, las que
permanecen disponibles para diferentes estudios en la coleccion de cultivos microbianos del
IPATEC. La disponibilidad de estos microorganismos nos permite realizar estudios de los
ciclos de vida, de las estrategias fisioldgicas que presentan para habitar ambientes extremos y,
ademas, estudiar diferentes aplicaciones biotecnolégicas de estas levaduras para la produccion
de metabolitos de interés o de las células como maquinaria para la obtencién de un producto
determinado (Buzzini & Margesin, 2014).

El estudio de levaduras psicroéfilas/psicrotolerantes como productoras de aceites apenas se ha
abordado en estos ultimos afios (Vifiarta et al, 2016; Villarreal et al., 2018). En este trabajo se
ha logrado aislar una importante diversidad de levaduras, este resultado refuerza el hecho que
las diferentes especies de levaduras de los ambientes frios de la Patagonia Argentina, poseen
una amplia aplicabilidad y/o proyeccién biotecnoldgica (Libkind et al., 2020), entre las que se
encuentra la produccién de lipidos microbianos.

Generalmente las levaduras pertenecientes al phylum Basidiomycota prevalecen entre las

levaduras oleaginosas, aunque también se han identificado algunas especies oleaginosas de
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importancia del phylum Ascomycota (Rossi et al., 2009). Las levaduras reportadas como
oleaginosas en la bibliografia, incluyen a las especies Lipomyces starkeyi, Lipomyces lipofer y
Yarrowia lipolytica como ejemplos de levaduras ascomicéticas, y levaduras basidiomicéticas
dentro de los géneros Rhodotorula, Phaffia, Sporobolomyces y Solicoccozyma (Jin et al., 2015;
Ochsenreither et al., 2016). Las levaduras estudiadas en este capitulo fueron en su mayoria
basidiomiceticas, pertenecientes a los géneros Cystobasidium, Dioszegia, Filobasidium,
Goffeauzyma, Holtermanniella, Mrakia, Naganishia, Rhodotorula, Solicoccozyma, Tausonia,
Udeniomyces, Vanrija, Vishniacozyma, y Xanthophyllomyces, ademé&s de tres géneros del
phylum Ascomycota representado por Kabatiella, Hormonema y Wickerhamomyces. Todos
estos géneros tienen antecedentes en la produccién de lipidos (Libkind et al., 2008b; Rossi et
al., 2009; Johnson, 2013; Sitepu et al., 2013; 2014; Filippucci et al., 2016, Garay et al., 2018;
Vifarta et al., 2016; Villarreal et al., 2018; Bardhan et al, 2020).

Dentro de las levaduras oleaginosas basidiomiceticas estudiadas, los géneros Goffeauzyma,
Naganishia, Solicoccozyma y Vishniacozyma (denominados anteriormente Cryptococcus),
contienen especies con la capacidad de acumular alto contenido de lipidos, y presentan
generalmente variabilidad intraespecifica (Buzzini et al, 2018; de Garcia et al., 2012). Esta
caracteristica podria influir en la variabilidad de la acumulacion de aceites para las cepas de
una dada especie (Sitepu et al., 2012; 2013), como asi también en la proporcion de los
diferentes acidos grasos acumulados (Khot et al., 2012; Tanimura et al., 2014). Lo observado
en este trabajo confirma que la produccion de lipidos de estos grupos es muy variable, y si se
desea trabajar con aislados de estos grupos taxondmicos se deben realizar relevamientos para
la busqueda de productoras de lipidos de interés.

Uno de los factores que se tuvieron en cuenta para la seleccién de levaduras fue el sustrato de
origen. Este criterio estuvo basado en que el suelo es de los sustratos méas estudiados y por lo
tanto de donde se han aislado la mayoria de las levaduras utilizadas para el estudio y la
produccién de lipidos (Pan et al., 2009; Kraisintu et al., 2010; Leesing & Karraphan, 2011;
Duarte et al., 2013; Vifarta et al., 2016; Vyas et al., 2017). Incluso, los estudios enfocados en
ambientes frios como la Antartida, presentan mayor informacion de aislamientos en suelo
(Vinarta et al., 2016; Villarreal et al., 2018), mientras que las levaduras oleaginosas aisladas de
sustratos como el agua, la nieve y el hielo, permanecen poco estudiadas. El enfoque en el
ambiente glaciario del presente capitulo, nos permite hacer inferencias sobre las levaduras de
otros sustratos, ademas del suelo. En este sentido pudimos observar que las levaduras con

caracteristicas interesantes para la produccién de lipidos, como Solicoccozyma sp. |, Tausonia
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pullulans, Vanrija albida y Vishniacozyma victoriae, fueron mayormente aisladas de agua,
hielo y nieve.

Por lo mencionado anteriormente, se plantea considerar el estudio del ambiente como un todo,
lo que nos brinda informacion méas completa de las caracteristicas de los microorganismos que
los habitan, mas alla del sustrato de aislamiento. Ademas, al conocer los grupos taxonémicos
mayoritarios de un determinado ambiente, y sus potencialidades en la produccion de un
metabolito de interés, permitiria la busqueda dirigida de estos grupos, para obtener nuevas
especies con posible aplicacién biotecnolégica (Libkind & van Brock, 2006; 2008a; 2008b; de
Garcia et al., 2012).

Otras de las estrategias utilizadas para el screening de levaduras capaces de acumular lipidos
fue la seleccion de grupos taxondmicos de conocida acumulacion lipidica. Los resultados
obtenidos mostraron que dicha estratégia resultd atil (tanto en medio convencional como en
efluente cervecero), ya que permitié porcentajes superiores al 45% en la acumulacion de
vacuolas lipidicas en las levaduras analizadas. Sitepu et al., (2014) report6 que generalmente
en screenings al azar, realizados con levaduras de ambientes naturales, la tasa de aislamientos
positivos o capaces de acumular lipidos no supera el 5% en medios disefiados para la
produccién de lipidos.

En lo que refiere a la utilizacion de medios de cultivo no convencionales, con frecuencia se ha
reportado que los efluentes industriales no contienen los nutrientes, o las cantidades de
nutrientes, necesarios para el metabolismo de las levaduras mas utilizadas en biotecnologia,
esto genera bajas productividad de biomasa y lipidos (Xue et al., 2010; Chi et al., 2011;
lasimone et al., 2018). Muchas veces es necesario la adicion de carbono y/o nitrégeno, como
melaza de cafia de azUcar y urea, respectivamente (Dias et al., 2020). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que el efluente cervecero diluido sin suplementar es efectivo para el cultivo
de levaduras de ambientes oligotréficos, permitiendo la produccion de biomasa y acumulacion
de lipidos.

Los efluentes cerveceros constituyen una buena estrategia para la reduccion significativa de los
costos generales del proceso de produccion, afiadiendo, a su vez, los beneficios ambientales
del tratamiento bioldgico. Esto demuestra una vez mas, la importancia de explorar las
estrategias de las levaduras (por ejemplo, el bajo requerimiento de nutrientes), para poder
aprovechar sus caracteristicas tanto en el tratamiento de efluentes, como en la produccion de
lipidos en particular y/u otros metabolitos en general.

Para todas las levaduras utilizadas la remocion de los nutrientes estudiados (C, N y P) fue

comparable con otros microorganismos utilizados para el tratamiento de diferentes efluentes,
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como los cerveceros (Marchao et al., 2018), efluentes de destilerias y domiciliarios (Ling et al.,
2014), entre otros (Dias et al., 2019). Por lo que la utilizacion de medios de cultivo o sustratos
no convencionales, como lo son los productos de desecho de la industria cervecera, pueden ser
prometedores para realizar no solo screenings en la produccion de metabolitos, si no también
para la produccion en escala, permitiendo bajar significativamente los costos de produccion y
aportar a la reutilizacion y reciclado de residuos.

Los rendimientos (Y1/X) obtenidos para levaduras en cultivos a nivel industrial van desde los
0,10 g.g* para Rhodotorula glutinis en medio de glicerol (Karamerou et al. 2016) hasta los
0,29 g.g* para Rhodosporidium toruloides en hidrolizado de maiz (Fei et al., 2016). En este
trabajo los rendimientos obtenidos con las levaduras seleccionadas a escala de laboratorio
variaron entre 0,17 g.g a 0,44 g.g*! para las especies Solicoccozyma sp. |, Vanrija albida,
Vishniacozyma victoriae, Tausonia pullulans, Holtermanniella wattica, Solicoccozyma aeria
(orden ascendente de produccidn), cuyos valores se encuentran por encima de los registrados
para otras levaduras de ambientes frios (0,02 g.gta 0,15 g.g%) (Libkind et al., 2008b). Estos
resultados presentan una oportunidad para realizar estudios a mayor escala, utilizando el
efluente cervecero y evaluando sus respuestas en estas condiciones. Ademas, se respalda la
hipétesis de que las levaduras adaptadas al frio pueden presentar rendimientos mejores que las
mesofilas (Rossi et al., 2009).

La mayoria de los &cidos grasos producidos por las levaduras seleccionadas, tuvieron una
composicion similar a la de los aceites vegetales (Brandenburg, 2021). Aunque las
proporciones de los 4 acidos grasos mayoritarios variaron en las cepas evaluadas, estos fueron
similares a los reportados para otras levaduras oleaginosas, en distintos tipos de medios de
cultivo (Sitepu et al., 2013). Los &cidos grasos mas destacados obtenidos en este trabajo, fueron
el acido oleico (C18:1), el acido palmitico (C16:0), el &cido linolénico (C18:2) y el &cido
estearico (C18:0). El acido oleico (18:1) se presento consistentemente como el mas abundante,
tanto en este estudio como en la bibliografia consultada (Sitepu et al., 2013; Garay et al., 2018;
Patel et al., 2017). Debido a su alto porcentaje de acido oleico, las levaduras oleaginosas tienen
un perfil lipidico favorable para la produccion de biodiesel y son una posible solucion para los
problemas de sostenibilidad relacionados con la produccion de biodiesel de primera generacion
(Sitepu et al., 2014).

El &cido linoleico (18:2), también fue uno de los acidos grasos mayoritarios, ocupando en
algunos casos el segundo lugar en cantidad. Este es un acido poliinsaturado, y es un acido graso
esencial de la serie omega 6 (w6), por lo que presenta importancia en la nutricion humana y

para la industria alimentaria (Villarreal et al., 2018; Maza et al., 2020). Debido a que dentro de
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los &cidos grasos minoritarios se encontraron una gran variedad de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados en baja proporcion, la prospeccion productiva de las
levaduras de este estudio es prometedora. Es esperable que, ajustando las condiciones de
cultivo como el medio y/o la temperatura (Rossi et al., 2009; Kolouchova et al., 2016; Favier,
2019), se puedan observar variaciones en la proporcion de acidos grasos saturados e insaturados
0 de un acido graso en particular, pudiendo asi obtener mejores rendimientos de un determinado
acido graso.

En este trabajo se ha obtenido con éxito nuevas levaduras oleaginosas basadas en la relacion
taxondmica con las especies de levaduras oleaginosas reportadas previamente. Asi mismo se
ha explorado la utilizacién de un efluente cuyas concentraciones de nutrientes parece ser el
adecuado para la acumulaciéon de lipidos en ensayos de laboratorio. Queda por explorar
entonces, las condiciones de cultivo como la temperatura, ademas de aumentar la escala, para
evaluar si los altos rendimientos obtenidos, también se observan al modificar las escalas de

cultivo.

5.5 CONCLUSIONES PARCIALES

e Las levaduras de ambientes glaciarios del Monte Tronador son un recurso prometedor

para la produccién de lipidos.

e El sustrato de origen de levaduras de ambientes naturales no seria un indicador para la

seleccion de levaduras oleaginosas.

e El efluente cervecero es una opcion de bajo costo prometedora para el cultivo de

levaduras oligotroficas.

e El rendimiento de lipidos en levaduras oligotréficas en efluentes cerveceros a escala de

laboratorio es interesante para un estudio fututro.

e Las condiciones de cultivo utilizadas favorecieron la produccion de lipidos, que fueron

mayores a los reportados anteriormente para la zona.

e Las levaduras estudiadas producen como acidos mayoritarios: acido oléico, acido

linoleico, &cido palmitico y acido estearico.
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Los estudios microbioldgicos con metodologias tradicionales de cultivo son una
herramienta importante para el estudio y la conservacion de levaduras de ambientes

frios.

Los estudios metagendmicos son una herramienta importante para el registro de
biodiversidad microbiana de ambientes amenazados por las fluctuaciones ambientales

causadas por el cambio climatico.

Diversos grupos de hongos filamentosos y levaduras habitan los ambientes glaciarios

del Monte Tronador.

Los hongos filamentosos ascomicéticos son mayoritarios en el suelo desnhudo

circundante de los glaciares Castafio Overa y Ventisquero Negro del Monte Tronador.

Las levaduras basidiomicéticas son mayoritarias en la nieve, hielo y agua de deshielo
de los glaciares Castafio Overa y Ventisquero Negro del Monte Tronador.

No existe una tranferencia significativa entre las especies predominantes de hongos
presentes en el hielo, nieve y agua y las pertenecientes al suelo de los glaciares Castafio

Overa y Ventisquero Negro del Monte Tronador.

La clase Microbotryomycetes predomina en los sustratos de nieve, hielo y agua de los

glaciares estudiados del Monte Tronador.

Se registra por primera vez la presencia de hongos Quitridiomycetos en ambientes

glaciarios del Monte Tronador, Patagonia, Argentina.

Los ambientes glaciarios del Monte Tronador son un reservorio de posibles nuevas

especies de levaduras.

Los ambientes asociados al sistema glaciario del Monte Tronador (glaciares Castario

Overa y Ventisquero Negro, rio Castafio Overa) son oligotréficos.

Las levaduras de los ambientes glaciarios del Monte Tronador presentan requerimientos

nutricionales oligotréficos para su desarrollo.

Las comunidades fungicas asociadas a los ambientes glaciario del Monte Tronador son

en su mayoria saprobias.
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Las comunidades fungicas asociadas a los ambientes glaciario del Monte Tronador no
se ven relacionadas a las caracteristicas fisico-quimicas del ambiente en el que estan

presentes.

Las levaduras de ambientes frios de la Patagonia son un recurso promisorio para la

produccién de lipidos.

Los efluentes cerveceros son un buen sustrato para el desarrollo de biomasa de

levaduras aisladas de ambientes oligotroficos y la acumulacion de vacuolas lipidicas.

Este trabajo sienta las bases para futuros estudios de diversidad y taxonomia de
levaduras, permitiendo la busqueda de genes y/o taxones especificos, ademas del
registro de la variabilidad temporal de comunidades, asi como de especies de interés
para la produccion lipidica, utilizacion de efluentes disponibles en la zona como medio
de cultivo y remocion de nutrientes potencialmente eutrofizantes para los cursos de

agua.
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ANEXO 1

TABLAS Y MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 2.1: Recuento de levaduras totales, en dos medios de cultivo
diferentes, de muestras de suelo asociados a dos glaciares patagonicos de montafia y un

rio de deshielo

UFC.g!, Unidades formadoras de colonias por gramo, recuentos obtenidos a 4°C luego de 30
dias de incubacion. Media: valor medio del recuento de 5 submuestras. CO: Castafio Overa,
RCO: Rio Castafio Overa, S: Suelo. Las letras minusculas marcan diferencias significativas

p>0,05

Sustrato  Muestra  MYP10% (UFC g') YPD(UFCgh
COs1 150 + 107.8 83.3£236
COS2 77.8+47.1 444 +£1972
CO83 200 £ 106.6 100 £62.4
COS4 100 £47.1 1166 £ 882
CO83 240 £123 3 100 £66.7
COS6 1766 £92.5 133.3£624

Suelo

RCOS1 1933+ 109.9 166.6 + 66.7
RCOS2 150 £57.7 100 £33.3
RCOS3 133.3£105.5 140 £27.9
RCOS4 733.3£248.0 5583 £ 140.8
RCOS3 1053329122 486.6=171.4
RCOS6 466,6+ 2549 3066 £ 153.9
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Tabla suplementaria 2.2 Recuento de levaduras totales, en dos medios de cultivo
diferentes, de muestras de hielo de dos glaciares patagonicos de montafia y un rio de
deshielo

UFC.L?, Unidades formadoras de colonias por litro, recuentos obtenidos a 4 °C luego de 30
dias de incubacion. Media: valor medio del recuento de 3 muestras; SD: desviacion estandar.
CO: Castafio Overa, VN: Ventisquero Negro, RCO: Rio Castafio Overa, N: Nieve, H: Hielo,
A: Agua.

Sustrato  Muestra MYP10% (UFCLY) YPD (UFCLY

COm1 2967.5 £1099 23725+ 778 49
CONZ 873.3 £325 13133 £284.9
Nieve
CON3 19422 £459.2 13955 £693
CON4 31163 £ 1165.6 21222 +£570.8
COH1 33925 = 18997 856 £629.3
COH2 1693.3 £597.1 3066.6 =1090.1
COH3 5088 £2945 3555 £119
WINHI 586.6 = 1206 1280 =4059
Hido VINH2 7666 = 1527 380 £2253
WINH3 240 £20 120 =40
VINH4 12533 £150,1 11666 £ 2309
YWINHS 226.6 =£23.1 593.3 £115.5
VINHG 1033,3 £230.9 8733 £ 13579
WINAL 11444 £392.8 10244 £521.8
VNAZ 496.6 £200.9 1955 £201.4
Agua WINAJ 1290 = 662.8 14622 £139.7
RCOA1 4342 8 £2772.5 35975 £25376
RCOAZ 3450 £ 13427 32225 £1497.1
RCOA3 10866 £918.2 12111 £1073.8
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Tabla suplementaria 2.3: Listado de aislamientos identificados molecularmente

Cadigo Especie Sustrato Sitio
G4A5.15  Aureobasidium pullulans Nieve CO
G4A5.16  Aureobasidium pullulans Nieve CO
VNH6.10  Aureobasidium pullulans Hielo VN
G4A2.18A  Aureobasidium pullulans Nieve CO
G4A2.20  Aureobasidium pullulans Agua RCO

A3-2.4 Candida sake Suelo CO
G2A2.11  Cladosporium welwitschiicola Nieve CO
G3A2.11  Coniochaeta polymorpha Nieve CcO
G4A2.13  Curvibasidium rogersii Nieve CO

CRUB2120 Cystobasidium laryngis Nieve CO
G2B2.7C  Cystobasidium laryngis Agua RCO
G2B2.7B  Cystobasidium sp. Hielo CO
G2B2.11 Dioszegia patagonica Hielo CcO

CRUB2122 Dioszegia patagonica Nieve CO

A6-4.1 Dioszegia statzelliae Suelo CO
VNH5.8 Filobasidium magnum Hielo VN
VNH1.11  Filobasidium magnum Hielo VN

G2Al.1 Filobasidium stepposum Nieve CO

G2A2.2 Fonsecazyma tronadorensis Nieve CcO

G2A2.6 Fonsecazyma tronadorensis Nieve CO

G4A2.8 Goffeauzyma gastrica Nieve CcO

CRUB2133 Goffeauzyma gastrica Agua RCO
CRUB2125 Goffeauzyma gastrica Agua RCO
CRUB2126 Goffeauzyma gilvescens Suelo CO

CRUB21460 Goffeauzyma gilvescens Hielo CcO

CRUB21462 Goffeauzyma gilvescens Hielo CO

CRUB2143 Goffeauzyma gilvescens Hielo CO

CCRUB2144 Goffeauzyma gilvescens Agua RCO
VNH6.18  Holtemanniella wattica Hielo VN

CRUB2130 Holtemanniella wattica Suelo VN

C3-2.06 Holtermanniella festucosa Suelo RCO

C4-5.01 Holtermanniella takashimae Suelo RCO
CRUB2129 Holtermanniella takashimae Suelo RCO
CRUB2132 Hormonema sp. Suelo RCO

RCO1.4B Itersonilia pannonica Agua RCO
G4A1.13  Kabatiella bupleuri Nieve CO

C5-1.10 Leotiomycetes sp. Suelo RCO
CRUB2121 Microbotryomycetes sp. Suelo CO
CRUB2134 Mrakia frigida Nieve CO

G1lA35 Mrakia gelida Nieve CO

G1A1.8 Mrakia hoshinonis Nieve CO

152



ANEXOS

CRUB2135
G2B1.8
CRUB2136
CRUB2138
VNH4.5
G4A3.14
CG4A5.14
G2B2.11B
A5-2.2
CRUB2140
CRUB2142
CRUB2141
G3B1.3
CRUB2146
G3B1.9
CRUB2145
CG4A4.1

CRUB2149A
CRUB2149B

G4A2.3
G4A2.24b
CRUB2147
VNS1W3.4
VNS1W3.6
VNH6.2
CG2A2.7B
G2B2.27A
CRUB2151
CRUB2152

CS1B4.30
A5-4.5
A5-4.7

CRUB2153
CRUB2154
CRUB2155
Al-1.1
A3-2.3
A5-4.8
G1lAl4
CRUB2156
CRUB2157

VNS1W3.12

VN4.6
CRUB2158

Mrakia hoshinonis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia albidosimilis
Naganishia antarctica
Naganishia antarctica
Naganishia diffluens
Naganishia diffluens
Naganishia friedmannii
Naganishia friedmannii
Naganishia friedmannii
Naganishia liquefaciens
Naganishia liquefaciens
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces eubayanus
Saccharomyces eubayanus
Saccharomyces eubayanus
Saccharomyces eubayanus
Solicoccozyma aeria
Solicoccozyma aeria
Solicoccozyma aeria
Solicoccozyma gelidoterrea
Solicoccozyma sp. |
Solicoccozyma terricola
Solicoccozyma terricola
Solicoccozyma terricola

Sporobolomyces ruberrimus

Tausonia pullulans
Udeniomyces kanasensis
Udeniomyces kanasensis
Vanrija albida

Vanrija albida

Nieve
Hielo
Suelo
Suelo
Hielo
Nieve
Agua
Hielo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Hielo
Hielo
Hielo
Hielo
Agua
Nieve
Nieve
Nieve
Nieve
Hielo
Agua
Agua
Hielo
Agua
Hielo
Suelo
Suelo
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Nieve
Suelo
Suelo
Suelo
Nieve
Nieve
Hielo
Agua
Agua
Suelo

CO
CO
VN
VN
VN
CO
RCO
CO
CO
CO
RCO
RCO
CO
CcO
CO
CcO
RCO
CO
CO
CO
CO
CcO
VN
VN
VN
RCO
CcO
RCO
RCO
RCO
CO
CO
CO
CO
CcO
CO
CO
CO
CcO
CO
CcO
VN
VN
VN
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VN4.2
VNG.2
CRUB2161
VNG.7
VN4.4
VNG6.5
VNH6.13
VN4.3
VNG.10
RCO3.1
G4Al.1l
CRUB2165
G4A5.3
G2A2.3
G4A1.10B
CRUB2170
CRUB2167
CRUB2171
C4-2.15
CRUB2168
CRUB2172

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida

Vanrija albida
Vishniacozyma tephrensis
Vishniacozyma victoriae
Vishniacozyma victoriae
Vishniacozyma victoriae
Vishniacozyma victoriae
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus
Xanthophyllomyces dendrorhous

Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Hielo
Agua
Agua
Agua
Nieve
Nieve
Nieve
Nieve
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo

VN
VN
VN
VN
VN
VN
VN
VN
VN
RCO
CcO
CO
CO
CcO
RCO
CcO
RCO
RCO
RCO
RCO
VN
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Tabla suplementaria 4.1: Temperatura de los diferentes sustratos muestreados

Temperatura

Sustrato Mmestra sD

1.194571

2.030517

1.665833

1427585

1.518881
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Tabla suplementaria 4.2: Especies representativas de cada gremio con mayor abundancia de secuencias en el analisis metagenomico para los
diferentes sitios de muestreo

Glaciar Castafio Overa Rio Castafio Overa Glaciar Ventisquero Negro
Suelo Hielo y nieve Suelo Agua Suelo Hielo Agua
) Cordyceps Kriegeria Neonectria  Cutaneotrichosporon Cutaneotrichosporon Exhophiala
Patogenos bassi . : Trucatella sp. - . .
assiana eriophori sp. moniliforme moniliforme xenobiotica
. Claussenomyces  Leucosporidium . Phenolipheria Naganishia Leucosporidium
Saprobios sp. fragarium Tetracladium sp. glacialis Gyoerffyella sp. friedmannii intermedium
N Phialocephala Sphaerulina Cadophora Cadophora Cadophora
Simbiontes o L e nelinii melini Cadophora sp. Cadophora sp. I
Variables Powellomyces Phialophora sp. Venturia sp. Mollisiasp.  Alternaria alternata Rho_dotqrula Cladosporium
sp. mucilaginosa sp.
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Andlisis del efluente cervecero
Los resultados de los analisis de los efluentes cerveceros de la concentracién de los diferentes
azucares, DQO, C soluble, N total y P total, contenidos en el efluente utilizado para los cultivos

se resumen en la tabla suplementaria 5.1.

Tabla suplementaria 5.1: Concentracion de diferentes nutrientes de los mostos utilizados
como medio de cultivo

Contenido analizado Mosto 1 Mosto 2

Maltotriosa (% m/v) 0,63 0,69
Maltosa (% m/v) 1,81 2,21
Glucosa (% m/v) 0,49 0,44
DQO (mg O2/L) 55190 57780

Carbono soluble (mg
C/L)

Nitrogeno de
Kjeldahl (mg N/L)

22075 23110

442 444

P total (mg P/L) 139 139
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Tabla suplementaria 5.2: Perfil de temperatura de crecimiento de diferentes aislamientos
de levaduras del Monte Tronador

Temperatura

Especie 5 10°C  15°C  20°C 25°C 30°C
Fonsecazyma tronadorensis G2A2.6 0 1 1 1 0,5 0
Mrakia hoshinonnis CRUB2135 1 1 0 0 0 0
Vishniacozyma victoriae G3A2.10 1 1 1 1 1 0
Solicoccozyma sp. G2B2.7A 0 1 1 1 1 1
Kabatiella bupleuri G4Al1.6A 0 0,75 1 1 1 1
Vishniacozyma victoriae G4A4.1 0,5 1 1 1 1 0,5
Naganishia friedmannii G4A5.2 0,5 0,5 1 1 1 1
Saccharomyces eubayanus CRUB2152 0 1 1 1 1 1
Solicoccozyma aeria CRUB2153 0,25 1 1 1 0,75 0,25
Naganishia antarctica A5-2.2 1 1 0,25 0 0 0
Naganishia antarctica CRUB2140 1 1 0,5 0 0 0

Tabla suplementaria 5.3: Productividad (YL/S) y rendimiento (%YI/X) en la
acumulacion de lipidos en las levaduras del ensayo selectivo

Especie Cadigo %YI/X YI/S

Vishniacozyma victoriae CRUB2165 25,34 0,19
Tausonia pullulans CRUB2156 26,36 0,19
Solicoccozyma sp. CRUB2155 16,51 0,17
Solicoccozyma aeria CRUB2153 59,31 0,44
Holtermanniella wattica CRUB2131 45,65 0,35
Vanrija albida CRUB2161 32,85 0,18
Holtermanniella wattica CRUB2130 44,18 0,37
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Tabla suplementaria 5.4: Proporcion relativas de los acidos grasos analizados para los 7
aislamientos seleccionados en el ensayo selectivo

Nonanedi Cl6 C17:

Especie Cadigo C14:0 C15:0 C15:1 . C16:0 . C17:0 Ci16:2
oic acid 1 0

H. wattica ?C:lRUBZl 0,188 0,000 0,000 0,000 22,200 0,184 0,000 0,000 0,331 0,228
H. wattica ggiUBZl 0,211 0,000 0,000 0,000 21,551 0,067 0,000 0,000 0314 0,177
Solicoccozyma sp. gsRUBﬂ 0,245 0,033 0,000 0,068 24,720 2,480 0,032 0,050 0,220 0,554
S. aeria g;UBZl 0,120 0,085 0,000 0,351 23,796 0,777 0,124 0,000 0,443 0,000
Vi. victoriae GCE?UBH 0,567 0,204 0,048 0,182 19,984 1,240 0,079 0,000 0,281 0,237
V. albida eclRU821 0,239 0,027 0,000 0,000 21,551 0,152 0,000 0,000 0,202 0,151
T. pullulans gﬁRUBZl 0,174 0,257 0,038 0,000 17,050 0,197 0,000 0,000 0,207 0,352

Ci18:1
vacceni
co, 11
octadec
enoico

Heptadec Cls:1
. anoic ) oleico, 9
Especie acid, 9- C180  sctadecen

methyl oico

H. wattica CRUB21 0,027 0,040 4,205 40,833 0,091 25,759 0,069 0,045 0,013 0,401
31
H. wattica CRUB21 0,016 0,028 4,118 40,258 0,238 24,068 0,063 0,037 0,000 0,368
30
Solicoccozyma sp. CRUB21 0,000 0,000 3,753 47,631 0,081 13,393 0,000 0,000 0,000 0,144
55
S. aeria CRUB21 0,000 0,000 9,161 43,802 0,000 18,364 0,000 0,000 0,000 1,321
53
Vi. victoriae CRUB21 0,000 0,035 9,471 39,176 0,430 20,865 0,043 0,000 0,000 2,656
65
V. albida CRUB21 0,000 0,000 10,22 33,841 0,018 22551 0,024 0,022 0,065 3,298
61 0
T. pullulans CRUB21 0,025 0,020 3,928 44,305 0,000 27,100 0,032 0,000 0,000 1,038
56
9_
Hexadeca Oc_tade_ca Octac_ie
_ noic acid noic acid, cenoic
Especie C20:0 ! 9,10,12- acid,
2- .
hydroxy trimethox 12-
y hydrox
y
H. wattica CRUB21 1,446 0,033 0,029 0,073 0,790 0,000 0,000 1,350 1,348 0,326
31
H. wattica CRUB21 1,392 0,000 0,079 0,064 0,717 0,021 0,073 4,983 0,896 0,261
30
Solicoccozyma sp. CRUB21 0,564 0,000 0,179 0,000 0,250 0,012 0,000 4,341 0,648 0,601
55
S. aeria CRUB21 0,503 0,000 0,000 0,000 0,215 0,000 0,000 0,939 0,000 0,000
53
Vi. victoriae CRUB21 0,462 0,098 0,198 0,131 0,217 0,103 0,000 2,439 0,517 0,337
65
V. albida CRUB21 0,806 0,032 0,116 0,117 0,743 0,130 0,000 4,503 0,827 0,365
61
T. pullulans CRUB21 0,133 0,300 0,231 0,231 0,111 0,000 0,000 2,698 0,985 0,588
56
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ANEXO 11
SOLUCIONES Y REACTIVOS

Tampon Tris Acetato (TAE) 1X

Tris.acetato....................A0 mM

EDTA....co 2 mM
PH. oo 8,5
GMY (g LY
Glucosa.........c.coeeeennn. 40
KH2PO.........cccooiii 48
MgSO4.7H20............... 0,5
Extracto de levadura........ 3

PH. oo 5,5
(C/N~49)

Buffer PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X

NaCl....ooooviiiiiiin. 0,137 M
KClLooooiiiii, 0,0027 M
NagHPO4.....ooviviiin. 0,01 M
KH2PO4..ovooie 0,0018 M
PH. o 7,4
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Cold environments represent the largest fraction of Earth's biosphere, and are known habitats for cold-
adapted microorganisms. The aim of this study was to assess the occurrence and biodiversity of cold-
adapted fungi asseciated with the Castano Overo glacier, Mount Tronador, Patagonia, Argentina. Sam-
ples of naked soil, glacial ice and snow were collected and analyzed using tag-encoded 454 pyrose-
quencing of the nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS). A total of 1082 OTUs (operational
taxonomic units) and 151,669 sequences were obtained. OTUs obtained from soil samples corresponded
mainly to the phylum Ascomycota, whereas for snow and ice samples the phylum Basidiomycota was the
muost represented group. Metabarcoding analysis showed high biodiversity in glacial environments and
allowed the detection of hitherto unknown taxa for Patagonia. To the best of our knowledge, this is the
first report of fungal diversity in an extreme glacial environment of Patagonian Argentina using amplicon
sequencing.

Microbotryomycetes
Non=polar glacier

© 2018 Elsevier Ltd and British Mycological Society. All rights reserved.

1. Introduction

There are multiple habitats on Earth with factors that limit the
development of microorganisms, including the ocean floor, hot
springs, saltworks, acidic rivers, deserts, glaciers and high altitude
areas. An ecosystem is identified as extreme if its physico-chemical
conditions are outside the parameters considered optimal for life
(from an anthropocentric perspective) of most organisms, such as
those that allow the development of model organisms like
Escherichia coli (Antranikian et al., 2005; Canganella and Wiegel,
2011). Cold environments are one such extreme habitat, with
associated factors such as high UV radiation, low water potential,
low nutrient availability, high hydrostatic pressure and oxidative
stress, among other important factors (Goordial et al., 2013).

Fungi are key microorganisms in cold environments, as symbi-
onts in mycorrhizas or lichens and as saprotrophs that contribute to
the cycling of nutrients, and constitute one of the most

* Corresponding author.
E-mail address: rduosaito@comahue-conicet.gob.ar (RA. Duo Saito).

https: [{doi.org/ 10.1016/j funeco.2018.07.006
1754-5048@ 2018 Elsevier Ltd and British Mycological Society. All rights reserved.

metabolically active groups of eukaryotes in glaciers (Anesio and
Laybourn-Parry, 2012; Hassan et al., 2016). Studies in these envi-
ronments in Antarctica and the Arctic have shown wide fungal
diversity in varied substrates such as bulk soil (Connell et al., 2006;
Sterflinger et al., 2012), Antarctic lakes (Gongcalves et al, 2012),
cryoconite holes in mountain glaciers (Bergauer et al., 2005; Singh
and Singh, 2012), glacier ice and meltwater on Alps and in high
mountains in Patagonia, Argentina (de Garcia et al, 2007, 2012,
2014, Turchetti et al., 2008; Libkind et al., 2009; Branda et al., 2010;
Brandao et al., 2011). Cold and oligotrophic environments present
an ideal location to examine the evolutionary processes of native
microorganisms because these habitats facilitate the speciation of
endemic organisms (Gostin¢ar et al., 2009; Cantrell et al.,, 2011).
Additionally, global climate change may increase the rate of
desertification and exposed land from glacial retreat in certain
parts of the globe (Oerlemans, 2001; Higgens and Vellinga, 2004),
allowing the study of communities of soil eukaryotic microorgan-
isms and their adaptation to these habitats (Connell et al., 2008).
The Earth’s surface temperatures in the last 2 years have been
the warmest since modern record keeping began in 1880 (Cole and
McCarthy, 2018). The magnitude of these temperature changes
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impels the study of extreme cold environments, and microorgan-
isms adapted to these environments, because such habitats could
be lost in a few years. Paleobotanical studies demonstrate that
Arctic soil fungi have responded to climate warming, with the
isolation and conservation of extremophile fungi being viewed as a
means of avoiding their possible extinction (Zalar and Gunde-
Cimerman, 2014).

The environments associated with mountain glaciers of Pata-
gonia are an ideal setting for such studies. The Nahuel Huapi Na-
tional Park (NHNP) in northwestern ed.Patagonia (Argentina) has a
cold to temperate climate and includes vast areas with little or no
human influence. Mount Tronador is an old, extinct stratovolcano
located in the Patagonian Andes along the Argentina—Chile border
in NHNP. Castano Overa is one of four glaciers located in Argentina
(Ruiz et al., 2015). As a result of increases in ultraviolet radiation
(UVR) resulting from its proximity to the Antarctic ozone hole,
Patagonia is exposed to enhanced levels of solar UV-B radiation for
periods during spring (Diaz et al., 2006; Wolfram et al., 2012). Mean
annual air temperature in this area is 8.3 °C, with sub-zero tem-
peratures in winter and precipitation, mainly in the form of snow,
reaching an annual average of 1186 mm (Hotel Tronador, 41°16'S,
71°39'W, 815 m, period 2013—2017). Studies of yeast biodiversity
and novel species with biotechnological value have been conducted
in these habitats (de Garcia et al, 2014), but these studies have
focused on cultivable yeasts.

The aim of the present study was to evaluate fungal biodiversity
associated with Castano Overa glacier, Mount Tronador (NHNP), in
order to begin to elucidate the most abundant groups in this
extreme habitat. 454 pyrosequencing was used to study the fungal
communities in oligotrophic habitats transitioning from sub-glacial
flow through to the development of mesotrophic cold desert hab-
itats to address the following questions: (1) what is the fungal di-
versity and community composition in snow-ice from Castafio
Overa glacier and its associated soil? (2) do diversity and compo-
sition of fungal communities vary among the different substrates
(soil and snow-ice) and different sites?

2. Materials and methods
2.1. Study area and sampling

Soil, ice, and snow samples were aseptically collected from
Castano Overa glacier, Mount Tronador (41°09'S, 71°53'W) in
January 2015. GPS positions were recorded in situ (Supplementary
Table 1). Five soil samples were collected from two sites, Soil Site 1
(S51) and Soil Site 2 (552), in moraines surrounding the Castafio
Overa glacier. Five plots of 1 x 1 m were delimited, with five sub-
samples of soil 100g collected from each plot and placed into
sterile plastic bags (Connell et al., 2006). Three ice samples were
collected from three Castafo Overa fissures (each one with three

replicates) and five snow samples were collected from the surface
of the glacier (Fig. 1). All samples were stored in sterile plastic bags.
Ice and snow samples were melted aseptically at room temperature
and then filtered through Millipore® membrane filters (pore size
0.45 mm, diameter 47 mm) (de Garcia et al,, 2012).

2.2, Soil chemistry

Subsamples of soil from each site were pooled to obtain a
composite aliquot to be used for physical and chemical analysis. Soil
pH was measured in a 1:2.5 (w/v) soil-to-water ratio, soil moisture
was determined gravimetrically (Barrett et al., 2002), organic car-
bon was assessed by wet-oxidation (Okalebo et al., 2002), total N
was estimated by the micro-Kjeldahl method and phosphorus
concentration was assayed by mineralization of the sample and dry
digestion (Gregorich and Carter, 2007). All of the analyses were
carried out by the Soil Group from the Centro Regional Uni-
versitario Bariloche, Universidad Nacional del Comahue, Rio Negro,
Argentina. Only soil samples were chemically analyzed, because
snow-ice samples were not suitable for the corresponding analyses.

2.3. Direct DNA extraction from snow, ice and soil

DNA was extracted from soil and snow-ice using MOBIO Pow-
erMax® Soil and MOBIO PowerWater™ kits, respectively, as per the
manufacturer's instructions. 454 Pyrosequencing (Roche) amplifi-
cation of ribosomal ITS regions was performed using the primer
ITS1F (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) and ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (Zhang et al., 2015). A single-step PCR
profile using HotStarTaq Plus Master Mix Kit (QIAGEN, Valencia,
CA) was used under the following conditions: 94 °C for 3 min, fol-
lowed by 28 cycles of 94°C for 30s, 53 °C for 405 and 72 °C for
1 min, and then a final elongation step at 72 °C for 5 min. Following
PCR, all amplicon products from different samples were mixed in
equal concentrations and purified using Agencourt AMPure beads
(Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Samples were
sequenced utilizing Roche 454 FLX titanium instruments and re-
agents, following the manufacturer's guidelines.

2.4. Amplicon data processing

The sequence data was processed using an analysis pipeline
(www.mrdnalab.com, MR DNA, Shallowater, TX). Sequences were
depleted of barcodes and primers, and then short sequences (<200
bp), sequences with ambiguous base calls, and sequences with
homopolymer runs exceeding 6 bp were removed. Sequences were
then denoised and operational taxonomic units (OTUs) were
defined by clustering at 3% divergence (97% similarity), followed by
the removal of singleton sequences and chimeras (Dowd et al.,
2008a, 2008b; Edgar, 2010; Capone et al, 2011; Eren et al., 2011;

Fig. 1. Locations of Castafio Overa Glacier and sampling sites. Circles represent soil samples 51-53 collected from site 1 (551), white stars represent soil samples 54—55 from site 2
(552) and gray squares correspond to ice-snow samples G6—G10 from glacier sites SG1—5G3.
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Swanson et al, 2011). Final OTUs were taxonomically classified
using BLASTn against a curated database derived from UNITE and
NCBI. Taxonomy followed Kirk et al. (2008), Liu et al. (2015),
McLaughlin and Spatafora (2014, 2015), Wang et al. (2015) and the
MycoBank database (http:/fwww.mycobank.org).

2.5. Data analysis

The sequences of selected OTUs were analyzed with related
sequences from GenBank. The phylogenetic relationships were
estimated using MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
version 7.0 for bigger datasets (Kumar et al., 2016). Phylogenetic
trees were constructed using the neighbour-joining algorithm, and
bootstrap values were calculated from 1000 replicate runs. The
Kimura two-parameter model was used to estimate evolutionary
distance.

Alpha-diversity indices (i.e., Chaol, Good's coverage estimator
and the Shannon Index) and beta-diversity metrics were calculated.
Rarefaction curves were produced. To estimate community simi-
larity among samples, a hierarchical cluster analysis was applied on
the basis of the abundance of OTUs in the communities using
Bray—Curtis dis similarity and a dendrogram inferred with the
average linkage method. These analyses were performed in R, using
OTUs for community procedures in the Vegan package (Oksanen et
al, 2011). A principal components analysis (PCA) was carried out
using IBM SPSS Statistics software v. 23 (IBM Corp.), to determine
which soil physicochemical characteristics best explained the
variance among samples.

3. Results
3.1. Sequence data

The raw data from 10 samples (five of soil and five of snow-ice)
consisted of 219,068 sequences. After removing short sequences,
chimeric sequences and OTUs of non-fungal organisms, 151,669
sequences passed the quality control, resulting in a total of 1082
OTUs at 97% similarity. Soil samples had more variable numbers of
OTUs, ranging from 168 to 365, while the numbers in snow-ice
samples ranged from 171 to 255. The length of sequences ranged
from 225 to 553 bp.

3.2, Diversity and structure of fungal community

The 1082 OTUs spanned eight phyla, 24 classes, 44 orders and
163 families, with 4% (43 OTUs) being classified as unknown taxa.
There were few (6.6%) OTUs shared between soil and snow-ice,
with the majority being specific to each of the two substrates
(Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 1). Both rare-
faction curves and Good's coverage estimator suggested that 454
pyrosequencing captured the dominant phylotypes in all samples
(Table 1). Furthermore, curves revealed that for a common sam-
pling effort (9296 reads), soil samples show higher richness
(number of OTUs) than snow-ice samples (Fig. 2).

Shannon-Weaver Index wvalues, in both soil and snow-ice,
ranged between 3.56 and 4.44, but there were no significant dif-
ferences in index values between sites or between substrates
(P=>0.05). Nevertheless, soil sample 52 showed the most diverse
profile, with a value of 4.44. The highest number of sequences was
recovered from snow-ice. Dikarya related sequences dominated
soil and snow-ice substrates, both for the number of sequences
(87.14%) and in the number of OTUs (918 of 1082) (Fig. 3).

3.3. Differences in community structure between soil and ice-snow
samples

The relative abundance of phylogenetic groups from soil and
snow-ice, based on ITS sequences, was obtained. A comparison of
the fungal components in the two substrates showed that the
phylum Ascomycota dominated the soil samples, and that Basi-
diomycota were most frequent in snow-ice samples.

For soil samples, 23 classes were identified, with the Leotio-
mycetes (Ascomycota) being the most common taxon (relative
abundances of 11-42%), followed by the Sordariomycetes, Dothi-
deomycetes and Eurotiomycetes. Members of the Geo-
glossomycetes were only present in sample 55 (at a relative
abundance of 11%), and sample 51 showed the highest proportion
of Chytridiomycetes, with 45% of OTUs being related to this class
(Fig. 4).

Fifteen classesjunknown classes were shared between soil
samples 551 and SS2, representing 60% of total classes
(Supplementary Figure 2a). Classes unique to S51 were the Sac-
charomycetes (2.07%), Archaeorhizomycetes (1.73%), Pucciniomy-
cetes (0.55%), Orbiliomycetes (0.15%), Cystobasidiomycetes (0.1%),
Monoblepharidomycetes (0.06%), Entorrhizomycetes (0.03%) and
Neocallimastigomycetes (0.03%), with 552 consisting exclusively of
Geoglossomycetes (5.47%) and unknown Basidiomycota (0.01%) (all
values are percentages per site).

For snow-ice samples, 13 classes were identified, and two
unknown-classes were obtained, with the Microbotryomycetes
(Basidiomycota), which was present in all samples, being the most
abundant group (63—94% per snow-ice sample), followed by the
Monoblepharidomycetes (0.5—26% per sample), and sample G10
showing the highest proportion of this class.

In snow-ice samples, nine classes were identified at each site
(Supplementary Figure 2b). The Malasseziomycetes was unique to
site one (5G1, 0.01%) and the Arthoniomycetes was only present at
site two (5G2, 0.02%). At site three, only the Glomeromycetes were
present (0.12%). Shared classes between 5G1 and SG2 were the
Tremellomycetes (0.6% and 0.02%, respectively) and unknown
Basidiomycota (0.02 and 0.003%, respectively). Finally, an unknown
group of Ascomycota was shared between SG2 and 5G3 (0.03 and
0.01%, respectively). Fourteen classes and unknown classes were
shared between soil and ice-snow substrates in total.

The most abundant ascomycete orders in soil and snow-ice were
the Helotiales and Capnodiales, respectively, while the Sebacinales
and Leucosporidiales were the most abundant basidiomycete or-
ders in soil and snow-ice, respectively. Members of the Chy-
tridiomycetes and Monoblepharidomycetes were also found, with a
high proportion of Spizellomycetales in soil samples and Mono-
blepharidales in snow-ice samples (Supplementary Table 3).

Similarity of the community among sites was assessed,
comparing the relative abundance and distribution of OTUs by
sample. Cluster analysis, using Bray-Curtis dissimilarity, separated
the communities into three main groups (Fig. 5). One group con-
tained all communities from snow-ice, whereas soil communities
were further separated into two clusters, one in site 1 (S1—=53) and
the other in site 2 (54=55). OTUs identified to species level were
less abundant compared with OTUs from higher levels of taxo-
nomic identification, with 202 OTUs at the species level over 1112
OTUs with <97% of identification, for both soil and snow-ice sam-
ples. Over this total, 183 were related to sequences of isolated
species, while the remainders were related to environmental
amplicons.

OTUs such as Penicillium lividum, Venturia hystrioides, Gibberella
sp. and Phialocephala helvetica dominated in soil, while in snow-ice,
Phenoliferia psychrophenolica, Epicoccum nigrum, Preussia sp. and
Phaffia rhodozyma showed the highest abundances. Gibberella sp.
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1

Table 1
Fungal diversity parameters, number of OTUs and sequences in each sample.
Soil Snow-Ice
Sample S1 S2 S3 sS4 S5 G6 G7 G8 GS G10
No. reads” 12769 9002 9367 14409 13664 15655 16950 16410 25112 18331
No. OTUs 345 271 263 165 263 194 197 243 254 169
Frequency of most abundant OTU (%) 25.73 7.26 1857 15.19 15.71 1561 14.04 15.45 12.18 15.01
Diversity indices
Good's coverage 0.96 097 097 098 0.98 098 098 0.98 0.98 098
Shannon (H) 3.56 444 393 3.69 3.6 374 381 345 3.66 364
Chaol 4103 316.1 327.2 1735 290.6 202.1 2131 295.1 2722 178
*Final number of reads obtained after removing primers, short (<200 bp) and low-quality sequences and chimeras.
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Fig. 2. Rarefaction curves of estimated OTU richness in soil (S1-S5) and glacier snow-ice (G6—G10).
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Fig. 3. Absolute abundance of sequences by sample.

had the highest number of sequences shared between the two
substrates (1% of 151,669 sequences). The most abundant fungi in
all samples (3.9—5.5%) were OTUs 10, 17 and 45, which were related
to members of the Microbotryomycetes.

Due to the large number of unidentified OTUs within the
Microbotryomycetes, a selection of the most abundant
Microbotryomycetes-like OTU  sequences is shown in
Supplementary Table 4. A phylogenetic tree was constructed
showing the placement of OTUs in the Microbotryomycetes (Fig. 6).
OTU 72 was related to P. psychrophenolica, a cold adapted species
belonging to a psychrophile ecoclade (Gadanho and Sampaio,
2009). OTUs 17, 10, 769, 27 and 23 were grouped together as a
sister group to psychrophilic yeasts isolated from glacial ice from
Castano Overa glacier and marine ice from Antarctica (strains
C01.5, CO2.3, CRUB 1741, 10.2 and, 10.6). OTUs 28 and 14 were
grouped together. OTUs 17, 10, 769, 27 and 23 differed by 32 (SD: 3)
nucleotide substitutions (9.8%) from Antarctic yeast (strain 10.2),
while OTU 72 differed by 34 nucleotide substitutions (9.04%) from
P. psychrophenolica AG21.

3.4. Soil chemistry

The moisture content of soil samples ranged from 9.9% (S5) to
27% (S1). Both carbon, nitrogen and phosphorus concentrations
were highest at site 1 (51, 52 and 53). Soil samples were slightly
acidic with pH values ranging from 4.8 to 54 (Supplementary
Table 5). The PCA showed that the first two principal components
explained 85.3% of total variance (Fig. 7a). PC1 represented a
gradient in phosphorus, moisture, carbon and nitrogen concen-
tration, and PC2 represented a gradient in pH value. The samples
from two sites were clearly separated by the variables comprising
component 1, with the differences between samples corresponding
largely to pH value (Fig. 7b).

4. Discussion

4.1. Diversity of fungal communities

To the best of our knowledge, this work represents the first
analysis of fungal communities within oligotrophic soil and snow-
ice from a glacial environment of Patagonia (Argentina), using a
high throughput NGS method. Studies carried out in soil and gla-
ciers in different part of the world have shown a total number of
OTUs ranging between 900 and 2500 (Tedersoo et al, 2014), and
298 to 1611 (Gutiérrez et al., 2015; Rime et al., 2016), respectively. In
our study we obtained 1112 total OTUs in soil and snow-ice sub-
strates, close to the upper limit of richness in similar extreme
environments.

Soil and snow-ice samples showed differences based on the
most representative OTUs. Only a few OTUs were present in both
substrates, suggesting a limited fungal community interchange at
the terminal moraine. Rime et al. (2016) found a similar pattern in
recently deglaciated soils and endogenous supra- and subglacial
habitats, suggesting a lower dispersal capability of fungi than
bacteria in the same habitat.
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Fig. 4. Heatmap showing the total abundance of each class in each sample of soil (51—55) and glacier snow-ice (G6—G10) from Castafio Overa glacier. The branch lengths of the
cluster dendrogram show the similarity level.Clustering among samples was based on a distance matrix computed with Bray—Curtis dissimilarity.
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Fig. 5. Dendrogram representing the similarity between the composition of fungal OTUs in soil samples (51-55) and glacier snow-ice (G6—G10) from Castafio Overa glader. The
branch lengths of the cluster dendrogram show the similarity level. Clustering is based on a distance matrix computed with Bray—Curtis dissimilarity.

The rarefaction curves obtained for all samples showed different
richness patterns depending on the substrate. Soil samples showed
greater values when compared with snow-ice, and the estimated
coverage indicated that at least 96.7% of the OTUs richness was
detected in this sampling. The greater diversity in soil samples can
be explained in part by fungal groups that generally are associated
with plants or lichens in these soils (Sterflinger et al., 2012; Rime et
al., 2016).
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The results obtained through NGS technology allowed us to
acquire information on diversity and on taxonomic fungal groups
that have not been isolated from the studied environment. In
addition, by using NGS methods, higher levels of diversity were
detected when comparing the taxonomic groups identified in this
work with previous research of cultivable yeasts andfor filamen-
tous fungi of Patagonia and Antarctica (Cecilia Mestre et al., 2011;
de Garaa et al., 2012; Godinho et al., 2012).
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Fig. 7. PCA of the different physicochemical characteristics determined for the soils
respectively).

4.2, Differences in community structure between soil and ice-snow
samples

We found that ascomycetes dominated in the soils from the
Mount Tronador glacier. This is similar to observations from Ant-
arctic soils, which are also dominated by ascomycetes (Connell et
al, 2006, 2008; Arenz et al, 2014; Cox et al, 2016). The most
abundant OTUs were members of the genera Claussenomyces sp.,
Rhizoscyphus sp. and Phialocephala sp., which are associated with
decaying wood or live plants (ericoid mycorrhiza, dark septate
endophytes). Similar results have been obtained for soils close to
huts in the Antarctic (Arenz et al., 2014). For the class Leotiomy-
cetes, studies show that these fungi tend to increase in diversity
towards the poles, with it being one of the most abundant asco-
mycete classes in Arctic tundra, and on Antarctic islands (Tedersoo
et al., 2014; Zhang et al., 2015; Cox et al., 2016), with the results
obtained here supporting these observations.

In our research, chytrids were present in both soil and snow-ice
samples. These zoosporic fungi are rarely isolated from extreme
environments, but in recent years the analysis of environmental
DNA has allowed further insights into the ecology of these basal
fungi. For example, Chytridiomycota have been found in Antarctic
soils (Bridge and Newsham, 2009) and a new clade of snow chytrids
have been described in snowpacks of Colorado and Switzerland
(Maff et al., 2013). Moreover, the presence of chytrids has recently
been discovered in glacier meltwater and sediments in a fjord in
Chilean Patagonia (Gutiérrez et al., 2015). The orders Spizellomy-
cetales and Rhizophydiales are the most common chytrids in soil.
Some species in these orders have been shown to tolerate desic-
cation and freezing in laboratory experiments (Gleason et al., 2004,
2010). We have observed the presence of this group in sample S1
with the highest abundance of Chytridiomycota. This soil sample
had the highest pH value, moisture and P concentrations, sug-
gesting that the influence of glacial meltwater could create favor-
able conditions for the dispersal and development of chytrids in
soil, similar to other high elevation environments such as Colorado
and Nepal, where the chytrid-like sequences dominate (Freeman et
al., 2009).

The Monoblepharidales was the most represented order of
chytrids in ice-snow samples. This order is generally accepted as
being sister to the Chytridiomycetes in the phylum Chytridiomycota
(Hibbett et al., 2007; Dee et al., 2015). However, some authors place
the taxon as a separate phylum, the Monoblepharidomycota, con-
taining the Monoblepharidomycetes and the Hyalor-
aphidiomycetes (Powell and Letcher, 2014). In this study, we

samples. (M: moisture; P, C and N: concentrations of phosphorus, carbon and nitrogen,

consider them to be a group within the Chytridiomycota. Mono-
blepharidales have been isolated from freshwater, soil, brackish and
marine environments, with other chytrid orders (Longcore and
Simmons, 2001; Gleason et al, 2008), and have been found in
water samples of Lake Ontario, Canada (Zhang et al., 2015). This
order is considered mostly saprotrophic, with a few known para-
sites (Powell and Letcher, 2014; Karpov et al., 2017). To date, there is
a paucity of information about this taxon in extreme environments.
Our study reports its existence in Patagonia, contributing to our
knowledge of its geographic distribution and ecology, and setting
the basis for future studies on its role in extreme environments.
Basidiomycota dominated in snow-ice samples of Castano Overa
glacier, Patagonia, Argentina, in agreement with previous studies of
culturable yeasts from ice and water of Argentine Patagonian gla-
ciers and other cold environments (Margesin et al., 2007; Branda et
al., 2010; Thomas-Hall et al., 2010; Uetake et al., 2011; Vaz et al.,
2011; de Garcia et al,, 2012; Brown et al., 2015; Martinez et al.,
2016). Snow-ice substrate harbored sequences related to psychro-
philic and psychrotolerant species, such as Ppsychrophenolica, a
basidiomycetous yeast isolated from alpine glaciers (Margesin et
al, 2007; Branda et al, 2010) and P. rhodozyma, a basidiomyce-
tous yeast associated with temperate forests in the northern and
southern hemispheres (Libkind et al, 2007; David-Palma et al,
2014). The detection of Ph. rhodozyma in snow-ice samples is in
agreement with previous culture-dependent studies describing its
distribution in Andean Patagonia (Libkind et al., 2007, 2009, 2011).
For both substrates studied here, the OTUs that we were able to
identify to genus/species level were mostly related to ascomycetes.
Most of these species are described as soil organic matter de-
composers, plant pathogen and root or lichen symbionts, such as
Gibberella sp., Sphaerulina polyspora, P. helvetica and Psoroma
buchananii (McLaughlin and Spatafora, 2015). Nevertheless, un-
known microbotryomycetous sequences were dominant in snow-
ice samples. The Microbotryomycetes is the second largest class
in the Pucciniomycotina, with more than 200 described species that
include mostly dimorphic species and yeasts (Boekhout et al,
2011). This taxonomic group encompasses a wide variety of psy-
chrophilic fungi, such as Phenoliphfia spp. in the Sporidiobolales
(Margesin et al., 2007), Leucosporidium spp. in the Leucosporidiales
(Sampaio et al., 2003; de Garcia et al., 2015), Glaciozyma spp. in the
Kriegeriales (Turchetti et al., 2011) and Camptobasidium hydro-
philum in the Camptobasidiaceae (Marvanova and Suberkropp,
1990). Studies of culturable yeasts of cold environments showed
that species in this class are predominant along with species in the
Tremellomycetes (de Garcia et al., 2007, 2012; Turchetti et al., 2011,
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2013; Edwards et al, 2013; Singh et al,, 2013; Zalar and Gunde-
Cimerman, 2014).

The OTUs obtained here consisted of few sequences that do
match with known species, most of which are in the class Micro-
botryomycetes. One of the unidentified species was related to P
psychrophenolica (OTU 72), which is a cold adapted species that
belongs to a psychrophile ecoclade (Gadanho and Sampaio, 2009).
The remaining OTUs were close to the Glaciozyma clade and were
related to a new taxonomic group in which all isolates have been
recovered from glacial ice from montane and polar habitats. These
isolates possess psychrophilic growth profiles and represent a new
yeast genus that will be formally described in a following report (de
Garcia, personal communication). This mountain glacial/soil envi-
ronment possesses a broad range of fungi adapted to low temper-
atures, freeze-thawing cycles and oligotrophic conditions, which is
most probably of considerable ecological and functional
significance.

5. Conclusions

The diversity of fungi in cold environments harbors microbial
life much more diverse than previously thought. The patterns of
distribution of the different classes were common to other studies
of fungi inhabiting diverse cold environments. Chytridiomycota
occurred at high relative abundance in the glacier. Additional
studies are needed to understand the ecological role of chytrids
within these and other extreme environments. For glacial envi-
ronments in particular, the predominant group consisted of pre-
viously undescribed species related to psychrophilic yeasts. Future
efforts will focus on developing new isolation strategies for their
recovery and subsequent genetic and physiological characteriza-
tion in order to better establish their taxonomy, level of speciali-
zation to extreme conditions, and ecological and biotechnological
importance.
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