UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Trabajo de Tesis Doctoral:

“Estudio de la capacidad antifungica de levaduras del kefir y su
potencial como agente de biocontrol en maiz”

Tesista:
Lic. Maria Candela Moure

Directoras:
Dra. Teresa Alconada

Dra. Angela Ledn Peldez

Aiho: 2023



RESUMEN

El kefir es una bebida fermentada que contiene microrganismos probiéticos, la cual se
obtiene colocando granulos de kefir en un sustrato adecuado. Los granulos de kefir son
un consorcio de bacterias y levaduras inmersas en una matriz de exopolisacaridos. El
objetivo de esta investigacion fue el aislamiento e identificacién de levaduras a partir de
kefir de diferente origen para la evaluacién de la capacidad antifungica frente a
Aspergillus spp. y Fusarium graminearum, y la caracterizacion de rasgos relacionados
con la virulencia, con el fin de una posible aplicacién en maiz. Usando RFLP de la regién
ITS1/ITS2 y genes especificos, secuenciacion de la region D1/D2 y técnicas RAPD, se
identificaron 25 aislamientos del kefir como Geotrichum candidum, Pichia kudriavzevii,
P. membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae, Candida ethanolica y C. boidinii. Se
evaluo su capacidad antifungica por la reduccion de la germinacién de conidios, lo que
permitid seleccionar ocho aislados con alta a moderada reduccién de la germinacion de
conidios frente a A. flavus y A. parasiticus. Ademas, estos aislados seleccionados
mostraron inhibicion del crecimiento por contacto en el ensayo de cultivo dual para
ambas especies de Aspergillus y de F. graminearum y 3 de ellos —pertenecientes a las
especies S. cerevisiae y P. kudriavzevii— generaron compuestos organicos volatiles que
afectaron significativamente el crecimiento de los hongos. Adicionalmente se observo
un efecto sobre la produccion de deoxinivalenol por parte de F. graminearum al ser
coincubados en medio PDA en placas de Petri y se determind la capacidad de capturar
aflatoxina B1 en buffer PBS. Para la evaluacion de los rasgos relacionados con la
virulencia, se analiz6 el crecimiento a altas temperaturas, las actividades enzimaticas,
la resistencia al pasaje gastrointestinal simulado y la adhesion a células Caco-2. Los
aislamientos no presentaron mas de un rasgo positivo relacionado con la virulencia
simultaneamente. En particular, es importante resaltar que la capacidad de adhesion al
modelo de barrera intestinal fue extremadamente baja para todos ellos. De acuerdo con
los resultados obtenidos, se procedié con el estudio de la actividad antifungica contra A.
flavus de los aislamientos aplicados a maiz molido en condiciones de minisilo. En donde
se evidencio que los aislamientos pertenecientes a G. candidum 'y S. cerevisiae tuvieron
un efecto sobre el crecimiento del hongo filamentoso, de acuerdo al recuento en placa
y PCR cuantitativa, y sobre la produccion de aflatoxinas. Por otro lado, cuando se
empled el kefir de agua entero se obtuvo un mayor efecto antifungico. Cabe destacar la
importancia del estudio del comportamiento de los aislamientos individuales que
conforman el consorcio, dado que la variabilidad inherente al mismo complejiza su

aplicacion como agente de biocontrol.



ABSTRACT

Kefir is a fermented drink which contains probiotic microorganisms, it is obtained by
placing kefir granules in a suitable substrate. The kefir granules are a consortium of
bacteria and yeasts embedded in a exopolysaccharide matrix. The aim of this research
was the isolation and identification of yeasts from kefir of different origin, the evaluation
of their antifungal capacity against Aspergillus spp. and Fusarium graminearum, and the
characterization of virulence related traits, with the final purpose of a possible application
in corn. Using RFLP of ITS1/ITS4 region, D1/D2 region sequencing and RAPD
techniques, 25 Kkefir isolates were identified as Geotrichum candidum, Pichia
kudriavzevii, P. membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae, Candida ethanolica and
C. boidinii. Their antifungal capacity was evaluated by their conidia germination
reduction, which allowed the selection of eight isolates with high to moderate conidia
germination reduction against A. flavus and A. parasiticus. Furthermore, these selected
isolates showed growth inhibition on contact in the dual culture assay for both Aspergillus
and Fusarium species and 3 of them —belonging to S. cerevisiae and P. kudriavzevii
species— generated volatile organic compounds which significantly affected fungal
growth. Additionally, an effect on deoxynivalenol production by F. graminearum was
observed when coincubated in PDA medium in Petri dishes, and the aflatoxin B1 binding
ability in PBS buffer was determined. For the evaluation of virulence related traits, growth
at high temperatures, enzymatic activities, survival to simulated gastrointestinal tract
conditions and the adhesion to Caco-2 cells were analyzed. The isolates did not present
more than one positive virulence-related trait simultaneously. In particular, it is important
to highlight that the adhesion capacity to the model of intestinal barrier was extremely
low for all of them. According to the results obtained, the study of the antifungal activity
against A. flavus of the isolates applied to corn under minisilo conditions was conducted.
Where it was evidenced that the isolates belonging to G. candidum and S. cerevisiae
had an effect on the growth of the filamentous fungus, detected by means of plate
counting and quantitative PCR, and on the production of aflatoxins. On the other hand,
when whole water kefir was used, a greater antifungal effect was obtained. It is worth
noting the importance of studying the behavior of the individual isolates which conformed
the consortium, as its inherent variability makes its application as a biocontrol agent more

complex.
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Introduccién general
1.1. Kefir

El kefir es una bebida fermentada que contiene microorganismos probidticos, la
cual se obtiene colocando granulos de kefir en un sustrato liquido adecuado para su
fermentacion. Existen dos tipos de kefir, el de leche y el de agua, si bien a veces no se
realiza la distincion entre ellos se trata de consorcios microbianos con matrices de
polisacarido diferentes (Gokirmakli & Guzel-Seydim, 2022; Guzel-Seydim et al., 2021).
Luego de la fermentacion, se filtra el liquido, separando los granulos que son insolubles
en agua, los cuales pueden ser utilizados para una nueva fermentacion. Esto representa
una gran ventaja al comparar con otras fermentaciones en donde el inéculo inicial no
puede ser separado, ya que los granulos podrian ser reutilizados indefinidamente (Lynch
et al., 2021; Nielsen et al., 2014).

El kefir de leche, también conocido como “Kefer”, “Kippi”, “Kanphon” y “Kiaphur”,
tuvo su origen hace cientos de afos en las montafas caucasicas (Garrote, 1999;
Gokirmakh & Guzel-Seydim, 2022). Mientras que el origen del kefir de agua, también

LTS ”

conocido como “Tibi”, “Tibicos”, “Kefir azucarado”, entre otros nombres; resulta mas
incierto, encontrandose diversas teorias (Moretti et al., 2022; Waldherr et al., 2010).
Independientemente del origen y en combinacién con el aumento del consumo de
alimentos fermentados, ambos tipos de kefir se han popularizado y extendido
globalmente (Gonzalez-Orozco et al., 2022; Moretti et al., 2022). En muchos paises la
produccién del kefir (de agua y de leche) se ha industrializado utilizando starters
comerciales a modo de inéculo, lo que facilita la estandarizacién del proceso que seria
muy dificil de lograr utilizando los granulos (Gonzalez-Orozco et al., 2022; Glizel-Seydim
et al., 2021; Moretti et al., 2022).

El kefir de leche (KL) y de agua (KA) difieren en cuanto a su composicion
microbiana y componentes estructurales. Es asi que el exopolisacarido que conforma
los granulos en el KL se trata de un heteropolisacarido glucogalactano llamado kefiran
(sintetizado por L. keranofaciens), mientras que en el KA es un homopolisacarido a-1,6-
glucano (sintetizado por Lactobacillus hilgardii) (Moretti et al., 2022). Esta diferencia
hace que los granulos de KA sean transparentes, mucilaginosos y de consistencia fragil,
mientras que los de KL son blancos y mas resistentes (Lynch et al., 2021). En ciertos
estudios en donde se ensayaron los microorganismos aislados productores del
exopolisacarido, los granulos no pudieron ser producidos y se necesitaron granulos
preexistentes para generar nuevo granulo (Bengoa et al., 2019; Chen, 2015; Stadie,

2013). En la figura 1 se presentan ambos tipos de granulos.
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Figura 1: Tipo de granulos de kefir. KL: Granulos de kefir de leche, KA: Granulos de

kefir de agua.

En cuanto a su composicién microbiana, los granulos de kefir son consorcios
microbianos compuestos por tres grandes grupos de microorganismos, las bacterias
acido lacticas (BAL), las bacterias acido acéticas y las levaduras. Las BAL son
generalmente el grupo de mayor presencia en ambos tipos de kefir. La diversidad de
especies, en particular las levaduras, es una caracteristica distintiva entre ambos tipos
de kefir (Guzel-Seydim et al., 2021; Lynch et al., 2021). Entre los géneros de levaduras
encontrados en ambos se hayan, Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia, Kazachstania,
Kluyveromyces, Lanchancea, Pichia, Saccharomyces, Torulospora, Yarrowia,
Zygosacharomyces (Fiorda et al., 2017; Gonzalez-Orozco et al., 2022; Guzel-Seydim et
al., 2021; Lynch et al., 2021; Moretti et al., 2022). El kefir de agua contiene una mayor
diversidad de géneros de levaduras que el de leche (Glzel-Seydim et al., 2021). Aunque
aun esta en discusion, se cree que los microorganismos tienen una distribucion espacial
diferencial dentro del granulo, encontrandose las levaduras en el centro y las BAL en la
periferia, con una zona intermedia donde variaria progresivamente de un grupo de
microorganismos a otro (Bottazzi & Bianchi, 1980; Leite et al., 2013; Lin et al., 1999).
Ademas, la predominancia de especies puede variar entre regiones geogréficas e
inclusive dentro de una misma region (Lynch et al.,, 2021). Por otro lado, el
almacenamiento y las condiciones de cultivo afectan la diversidad de los consorcios
(Garrote et al., 1998; Hsieh et al., 2012; Nielsen et al., 2014). El sustrato de fermentacion
empleado se relaciona con la diversidad de especies observada y con los productos

generados por los mismos, los cuales afectan el crecimiento y formacion de los granulos
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(Hsieh et al., 2012). Incluso, el cambio en la diversidad, aun dentro de un mismo granulo,
puede darse en fermentaciones sucesivas (Gamba et al., 2021).

En cuanto a sus propiedades funcionales, ambos tipos de kefir son una fuente
de probidticos y prebidticos. Adicionalmente el KA tiene la ventaja de poder ser
consumido por veganos o personas con alergia o intolerancia a los lacteos, al no requerir
leche para su elaboracion. Ambos tipos de kefir se destacan por sus potenciales efectos
sobre la salud, detallados en la figura 2 (Glzel-Seydim et al., 2021). Estas propiedades
se atribuyen a la amplia variedad de compuestos bioactivos generados durante la
fermentacion del sustrato (acidos organicos, péptidos bioactivos, bacteriocinas,
exopolisacaridos, entre otros), asi como también a los microorganismos presentes, los
cuales pueden actuar individual o sinérgicamente (Fiorda et al., 2017; Gonzalez-Orozco
et al., 2022).
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Figura 2: Efectos sobre la salud aportados por kefir de leche y de agua. Esquema
adaptado de Glizel-Seydim et al (2021). *ACE, enzima convertidora de la angiotensina

(del inglés “angiotensin-converting enzyme”).
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I.2. Técnicas moleculares de identificacion y cuantificacion de

hongos

Los métodos moleculares son un campo de estudio que esta en constante
evolucion, presentan una amplia versatilidad y pueden ser utilizados en la deteccion,
identificacion y cuantificaciéon de los hongos filamentosos y levaduras (Palomino
Camargo & Gonzalez Mufoz, 2014; Pitt & Hocking, 2022). Existe una amplia variedad
de técnicas moleculares, entre las que se encuentran la amplificaciéon y secuenciacion
de regiones especificas, RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD
(random amplified polymorphic DNA), gPCR (quantitative polymerase chain reaction),
entre otras. Las técnicas permiten la identificacién a nivel de especie, la discriminacion

a nivel de cepa o la deteccidn y cuantificacion de una especie determinada.

1.2.1. Técnicas de identificacion

La identificacion molecular es una parte fundamental de la identificacion
polifasica de hongos y levaduras. La misma se basa generalmente en la amplificacion y
secuenciacion de regiones del ADN que codifican para los ribosomas. Esta region fue
seleccionada por estar presente en todos los organismos vivientes, tener un posible
origen en comun y presentar regiones altamente conservadas (que permiten la unién de
primers) seguidas de regiones variables que permiten la determinacion de relaciones
evolutivas (Kurtzman, 2004). Los genes ribosomales (5,8S; 18S y 26S/28S para
levaduras y hongos respectivamente) se agrupan en tandem formando unidades de
transcripcion, las cuales se repiten en el genoma entre 100 y 200 veces, y se encuentran
separadas por una region no codificante denominada IGS (Intergenic Spacer) (Figura 3)

(Fernandez-Espinar et al., 2006).
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Figura 3: Diagrama del rADN con los sitios de union de los primers universales.
Esquema adaptado de Romanelli et al. (2014). *26S para levaduras y 28S para hongos

filamentosos (Arbefeville et al., 2017).

Entre las secuencias de los genes del 18S y 5,8S asi como de los 5,8S y
26S/288S, se encuentran secuencias espaciadoras no codificantes conocidas como ITS1
e ITS2 (Internal Transcribed Sequence). Todas ellas representan poderosas
herramientas para ser utilizadas en la identificacién a nivel de especie de hongos
filamentosos y levaduras. Las regiones mas comunes para la identificacién de las
levaduras son las regiones ITS1/ITS2 y D1/D2 (en el extremo 5° del gen 26S) (Kurtzman
& Robnett, 1998; Pitt & Hocking, 2009).

La disponibilidad de las secuencias ITS1/ITS2 y D1/D2 en bases de datos, como
Genbank y su herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), permiten la
identificacion de un aislamiento de levadura desconocido al alinear y comparar las
secuencias con la base de datos. Para poder asignar una especie utilizando esas
regiones, las secuencias deben diferir en menos de 1 %, es decir que debe haber una
homologia de 99 % o mayor (Kurtzman, 2015). De esta manera, la secuenciacién de las
regiones ITS1/ITS2 y D1/D2 se convirtieron en la principal técnica de identificacion de
las levaduras y son consideradas “barcode” para hongos (Seifert, 2009). EI ADN
“barcode” (“cddigo de barras de ADN”) consiste en el uso de una regién de ADN corta 'y
estandarizada para la identificacién rapida y precisa de especies (Paz et al., 2011). La
confiabilidad y precision de estas regiones en la identificacion de las levaduras continda
siendo altamente reconocida en la actualidad (Boekhout et al., 2021).

Otra técnica basada en la variabilidad de la regién ITS1/ITS2, para la
identificacion de las levaduras es RFLP (restriction fragment length polymorphism). En
esta técnica las regiones ribosomales amplificadas son luego digeridas con enzimas de

restriccion para la obtencion de perfiles de bandas caracteristicos de cada especie, los
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cuales se encuentran en la base de datos http://yeast-id.com (Fernandez-Espinar et al.,
2006).

.2.2. Técnica de cuantificacion de biomasa

La técnica de PCR cuantitativa (qQPCR) es una técnica desarrollada en 1996,
ampliamente utilizada en diversos campos de estudio como la genética, microbiologia,
oncologia, bioquimica, inmunogénica, ecologia “next generation sequencing”’,
farmacogendmica, entre otras (Fernandez-Espinar et al., 2006; Raso & Biassoni, 2020).
La técnica consiste en la medida continua de fluorescencia, generada por la reaccion de
la polimerasa, en un rango de ciclos. A diferencia de una PCR tradicional, gPCR permite
la cuantificacién del ADN en la muestra como estimativo de la biomasa fungica, al
convertir la sefal fluorescente (generada por medio de fluoréforos) en un valor de
concentracion de ADN (Dorak, 2006). Existen dos clases de fluoroforos, los intercalantes
no especificos y las sondas con afinidad a secuencias especificas del ADN. Dentro de
la primera clase se encuentra el SYBR Green, un intercalante que se une al surco menor
de la doble cadena, generando fluorescencia. A mayor cantidad de ADN de doble
cadena en la mezcla de reaccion, mayor SYBR Green intercalado y mayor sera la sefal.
En los primeros ciclos la senal de fluorescencia es baja (por haber poco ADN
amplificado) por lo que es dificil distinguirla del ruido de fondo. Al transcurrir la reaccion
de amplificacion la sefial aumenta de manera exponencial hasta llegar a una fase de
plateau por saturacion debida al consumo de algun componente de la reaccion (Figura
4).


http://yeast-id.com/

Introduccién general

Fase exponencial Fase plateau

_— o — o

Senal > Ruido de fondo
-

40 -

30
Ct Ct

Fluorescencia
N
o
1

Linea umbral

Numero de ciclos

Figura 4: Modelo de curvas de respuesta en qPCR. Adaptada de Kubista et al. (2006).

Es importante destacar que en las gPCR generalmente todas las muestras llegan
a la fase plateau al mismo nivel, por lo que la medida de la sefal al terminar los ciclos
no es indicativa de la cantidad inicial de ADN en la muestra. Lo que refleja la cantidad
de ADN inicial en la muestra es la cantidad de ciclos necesarios para llegar a un valor
umbral de fluorescencia (en inglés “threshold”) mayor al ruido de fondo. Este valor se
denomina Ct, el cual es inversamente proporcional al logaritmo de la concentracion de
ADN inicial de la muestra. El valor umbral se debe colocar en la region exponencial para
todas las curvas.

La cuantificacién del ADN inicial de la muestra se realiza a partir de una curva
estandar del ADN de interés. Los valores de Ct obtenidos en la qPCR para cada
concentracion, se grafican en funcién del logaritmo decimal de la concentracion del ADN

(No). Los datos se ajustan a la siguiente ecuacion:
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Ct =k -log(Ny) + Ct1

Siendo k la pendiente de la curva, No la concentracion del ADN inicial y Ct1 la
ordenada al origen. A partir de la curva obtenida se calcula la eficiencia (E) de la reaccion

de acuerdo a:

E=10 k-1

La eficiencia de la reaccion se considera confiable cuando se encuentra entre
0,90 y 1,00, lo cual corresponde a valores de pendiente entre 3,1 y 3,6. El coeficiente
de correlacion (R?) es un parametro que da una idea del ajuste de la curva estandar a
la recta, el cual debe ser cercano a 1. El rango dinamico, estimado a partir de los
parametros y la curva estandar, es el rango donde existe una relacion lineal entre las
concentraciones logaritmicas del ADN y sus Ct, el cual permite determinar la
concentracion del ADN en la muestra (Dorak, 2006).

Las muestras biolégicas son complejas, por lo que puede haber presentes
sustancias inhibitorias de la reaccién que disminuyen la eficiencia de la gPCR, lo que se
denomina efecto matriz. Las sustancias inhibitorias pueden interferir con la lisis celular
para la extraccion del ADN, degradar o capturar acidos nucleicos e inhibir la ADN
polimerasa necesaria para la amplificacion. La inhibicion de la reaccion de amplificacion
es uno de los factores que mas afectan a la técnica, pudiendo generar falsos positivos
o sensibilidad reducida (Rodriguez et al., 2012). Una manera de evaluar el efecto matriz
es realizar diluciones de la matriz y agregarle concentraciones conocidas del ADN de
interés. Al realizar los calculos se comparan los valores obtenidos sin y con matriz, para
determinar si hay diferencias significativas entre ellos. Si existe efecto matriz, se debe
trabajar con una diluciéon adecuada de la muestra para eliminarlo.

Los fluorobmetros del tipo intercalante no son especificos, por lo que es un
requisito fundamental realizar una curva de melting al final de la gPCR para descartar
amplificaciones inespecificas del ADN (Aguilera et al., 2014). La curva de melting se
realiza aumentando la temperatura del amplicon obtenido, lo que genera que las hebras
se vayan separando con la consecuente disminucion de la fluorescencia. La curva de

melting es el opuesto de la derivada de la intensidad de la fluorescencia en funcion de
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la temperatura y la temperatura de melting (Tm) del amplicon corresponde al pico
maximo de la curva. En la curva de melting las amplificaciones inespecificas, se

detectan por la presencia de mas de un pico (Dorak, 2006) (Figura 5).
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Figura 5: Melting de amplicones. A: Fluorescencia versus temperatura; B: Curva de
melting, -dF/dT versus la temperatura. (—) un solo amplicon (Tm = 89 °C); (---) dos
amplicones (Tm =79 °Cy Tm = 89 °C) (Aguilera et al., 2014)

La efectividad de las medidas de control empleadas contra hongos filamentosos
se analiza por métodos de cuantificacion de biomasa fungica. Entre las técnicas
moleculares, qPCR ha demostrado ser una herramienta idénea por su confiabilidad,
sensibilidad y especificidad para la cuantificacion de micelio y esporas de hongos.
Siendo utilizada en una amplia variedad de matrices, desde interiores de edificios hasta
alimentos de consumo humano y animal (Cox et al.,, 2020; Haugland et al., 2004;
Leclercg-Perlat et al., 2013; Rahman et al., 2020; Roumani et al., 2022; Suanthie et al.,
2009).

La biomasa fungica es proporcional al contenido de ADN, debido al mecanismo
que estimula la duplicacién del nucleo al superar un determinado valor critico (de la
relacion entre el volumen del citoplasma y del nucleo). El disefio de primers especificos,
permite monitorear los cambios en la biomasa de una especie fungica particular, aun en
presencia de otros microorganismos. Lo que representa una ventaja adicional en

relacién a otras metodologias (Arquiza & Hunter, 2014).

11



Introduccién general
1.3. Hongos filamentosos toxicogénicos

Los hongos filamentosos se encuentran entre los microorganismos de vigilancia
a nivel mundial, ya que ciertas cepas de algunas especies son contaminantes de una
amplia gama de materias primas, subproductos y productos finales. Su contaminacion
genera peéerdidas econdmicas y riesgo principalmente por la produccién de micotoxinas
(detalladas en 1.4) (Dumitru et al., 2020; Liu et al., 2018). Entre los gastos generados se
encuentran los relacionados a la atencion médica humana y animal, disminucién en la
produccion ganadera, eliminacion de alimentos y piensos contaminados, y la
implementacién de medidas de control (Milicevi¢ et al.,, 2015). A pesar de que las
pérdidas son dificiles de calcular, se estima que en Australia (pais con clima seco y
tecnologia avanzada) se pierden $10.000.000 por afio por el crecimiento fungico y se
considera que el valor es mayor en paises con climas humedos tropicales y tecnologia
menos avanzada. Por lo que la estimacion de 10-20 % de pérdidas de todos los
productos alimentarios por el crecimiento de hongos, es bastante atinado segun Pitt et
al. (2022). Los cereales son particularmente susceptibles a la contaminacién por hongos
filamentosos, por lo que se encuentran entre las principales causas de pérdida de la
calidad e inocuidad de los mismos (Christensen & Kaufmann, 1969; Mohapatra et al.,
2017).

Los hongos filamentosos se presentan en la naturaleza bajo la forma de micelio
0 esporas sexuales o asexuales (llamadas conidios). Ademas, bajo condiciones
adversas tales como desecacion o escasez de nutrientes, forman estructuras de
resistencia. De este modo permanecen latentes hasta que las condiciones ambientales
cambian y se hacen favorables; es entonces cuando las esporas germinan dando nuevo
micelio (Cotty, 1988; Yu et al., 2005).

La contaminacién fungica puede ocurrir tanto en el campo precosecha, lo que
estad intimamente ligado con los factores ambientales, asi como también postcosecha
debido a un almacenamiento o procesamiento indebidos (Battilani et al., 2009; Bryden,
2012). Cada etapa tiene una micobiota contaminante asociada, encontrandose hongos
que tipicamente invaden en el campo y otros durante el almacenamiento (Serna-
Saldivar, 2018). Los principales géneros de hongos micotoxigénicos asociados con la
contaminacién de cereales son Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Alassane-Kpembi
et al.,, 2017; Habschied et al., 2021). Muchas especies del género Fusarium se
encuentran distribuidas normalmente en los suelos y son patégenos de plantas, por lo
tanto generalmente estan asociadas con invasiones precosecha (Pitt & Hocking, 2022).

Las especies del género Penicillium son consideradas hongos tipicamente del
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almacenamiento. Si bien las especies de Aspergillus se relacionan con la postcosecha,

A. flavus también contamina en la etapa precosecha (Serna-Saldivar, 2018).

1.3.1. Factores que controlan el crecimiento fungico y la produccion

de micotoxinas

La contaminacién fungica puede ocurrir a través de una pequena cantidad de
esporas fungicas, transferidas desde una planta/grano infectado o preexistente en las
instalaciones, que sirven como indculo inicial. Las mismas al encontrarse ante
condiciones favorables se desarrollan rapidamente y pueden generar distinto grado de
dafio del grano (Mohapatra et al., 2017). Existe una amplia variedad de factores que
influyen en el crecimiento y produccién de micotoxinas, los cuales se clasifican en
factores extrinsecos e intrinsecos. Los factores extrinsecos estan relacionados con las
condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad relativa, las
concentraciones de O, y CO.. Los factores intrinsecos estan asociados con las
propiedades fisicas y quimicas de los granos, entre ellos se encuentran el contenido de
humedad (o la actividad acuosa), pH, composicién nutricional, integridad del grano, etc.
(Magan et al., 2010; Mills & Woods, 1994; Smith et al., 2016). Aunque son factores
independientes, la interaccion entre ellos determina la susceptibilidad a la
contaminacion y al subsiguiente desarrollo fungico (Jallow et al., 2021). Por lo tanto, la
incidencia de micotoxinas es variable y esporadica en diferentes afnos y regiones
geograficas debido principalmente por las condiciones climaticas (Alshannagq & Yu,
2017; Medina, Gonzalez-Jartin, et al., 2017; Pinotti et al., 2016). Los factores que
presentan un mayor efecto sobre el crecimiento fungico son el contenido de humedad
(o actividad acuosa) y la temperatura. Cada hongo toxicogénico presenta diferentes
valores 6ptimos y extremos de temperatura y actividad acuosa, lo que resulta en un
crecimiento y produccion de micotoxinas diferencial para cada uno (Magan & Lacey,
1984). Los cambios en las condiciones climaticas debidas al calentamiento global
generan modificaciones en la micobiota de los cereales (Battilani et al., 2016;
Chakraborty & Newton, 2011; Janhanger, 2018; Zhang et al., 2012).

La interaccion con otros microorganismos, insectos y roedores, asi como
agentes antimicrobianos, también afectan el crecimiento y el metabolismo de los
hongos. Asimismo, el genoma de la planta determina la cantidad de micotoxinas que
puede producir un hongo que ha colonizado exitosamente el sustrato en la etapa de pre

0 postcosecha. La busqueda de variedades resistentes asi como las derivadas de la
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ingenieria genética buscan controlar la produccion de toxinas en cultivos como el maiz,

mani y soja (Vaamonde, 1996).

l.4. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular,
producidos por ciertos hongos filamentosos, que tienen un efecto perjudicial sobre la
salud humana y animal. Constituyen un problema a nivel mundial por su alta incidencia
y niveles de ocurrencia en alimentos. Las especies toxicogénicas de mayor importancia
pertenecen a tres géneros de hongos, Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Estos hongos
son capaces de crecer sobre una gran variedad de sustratos bajo diversas condiciones
ambientales. Dentro de los 400 compuestos identificados como micotoxinas, 30 son los
que mayor atencién han recibido por sus efectos sobre la salud humana y animal
(Alassane-Kpembi et al., 2017). Entre las familias mas importantes de micotoxinas se
encuentran las aflatoxinas (AFs) (B1, B2, G1, G2 y M1), los tricotecenos (principalmente
deoxinivalenol -DON- y nivalenol -NIV), las ocratoxinas (principalmente ocratoxina A
-OTA), las fumonisinas (FBs) (principalmente B1, B2 y B3) y la zearalenona (ZEA)
(Agriopoulou et al., 2020; Pitt & Hocking, 2022). Ciertas micotoxinas pueden producir
cuadros agudos, denominados micotoxicosis, pero los efectos mas comunes sobre la
salud son debidos a la exposicién cronica. Los sintomas de la exposicion a las
micotoxinas son tan variados como sus estructuras quimicas (Pitt & Hocking, 2022).
Para cada toxina existe un érgano primariamente afectado, asi el 6rgano blanco de las
AFs es el higado, para la OTA es el rindn, para el DON es la mucosa intestinal y para la
ZEA es el tracto urogenital (Akbari et al., 2017; Zain, 2011).

En general las micotoxinas son resistentes a la temperatura (termoestables) y al
procesamiento, como la molienda y el lavado, entre otras; lo que permite que
permanezcan casi de manera inalterada en toda la cadena de producciéon (Echeverria
& Chicagui Larrotta, 2015; Tolosa Chelds, 2017). Adicionalmente, ciertas especies de
hongos son capaces de producir mas de un tipo de micotoxinas, y una misma micotoxina
puede ser producida por diferentes especies de hongos. En consecuencia, en un
alimento contaminado se puede encontrar mas de una micotoxina simultdneamente. La
presencia simultdnea de micotoxinas, puede presentar un efecto toxico aditivo o
sinérgico (Stoev, 2008). El estudio del efecto toxico de la combinacién de micotoxinas
es limitado, por lo que se desconocen los riesgos de la exposicibn a multiples

micotoxinas para la salud humana (Siri-anusornsak et al., 2022). Se han estudiado in
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vitro los efectos toxicos sinérgicos de la exposicion conjunta a AFs-FBs, AFs-DON y
AFs-OTA (JEFCA, 2018; Ruiz et al., 2011; Smerak et al., 2001). Se ha detectado la co-
ocurrencia de micotoxinas en maiz en EEUU durante los afios 2017 y 2018, donde el
80 % de las muestras analizadas present6 por lo menos 4 micotoxinas diferentes en
simultaneo (Fusilier et al., 2022). Resultados similares fueron obtenidos para maiz del
Sudeste Asiatico en donde mas del 90 % de las muestras contenian AFs combinadas
con FBs u OTA, y un 37 % de estas muestras presentaron 4 micotoxinas en simultaneo
(AFs-DON-OTA-FB1) (Siri-anusornsak et al.,, 2022). El efecto sinérgico de las
micotoxinas generaria dafos en la salud humana y animal aun encontrandose dentro

de los valores reglamentarios (Eskola et al., 2020; Grenier & Oswald, 2011).

.4.1. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son compuestos organicos, no proteicos, formados por un anillo
de dihidro o tetrahidrofurano unido a un anillo de cumarina. Las cuatro aflatoxinas
producidas naturalmente por los hongos son la aflatoxina B1, B2, G1y G2. La “B” y la
“G” hacen referencia a “blue” (azul) y “green” (verde) que son los colores producidos por
fluorescencia bajo luz UV respectivamente. Existen otras dos aflatoxinas de importancia,
denominadas M1 y M2, las cuales se obtienen por hidroxilacion de las aflatoxinas B1 'y
B2 respectivamente, siendo excretadas en la leche de animales que han ingerido

alimentos contaminados (Figura 6).
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OCH;
Aflatoxina B1 R = I__I Aflatoxina B2 R = I_{
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Figura 6: Estructura quimica de las aflatoxinas.

Las aflatoxinas son producidas en alimentos principalmente por A. flavus y A.
parasiticus. Otras especies de Aspergillus productoras de la toxina, pero con menor
impacto en alimentos, son A. nomius y A. minisclerotigenes (Pitt & Hocking, 2022). A.
flavus sélo tiene la capacidad de producir aflatoxinas del tipo B, mientras que A.
parasiticus, A. nomius y A. minisclerotigenes pueden producir de ambos tipos (B y G).

Las aflatoxinas presentan una toxicidad en humanos y animales que puede ser
aguda o cronica. Los efectos toxicos de las aflatoxinas se conocen desde hace anos,
sin embargo, en la actualidad pareceria que los efectos son mas diversos que los
inicialmente identificados. Se cree que los efectos téxicos de las aflatoxinas incluyen la
toxicidad aguda, la carcinogenicidad hepatica, el retraso del crecimiento en nifios, la
inmunosupresion y la cirrosis hepatica (Pitt et al., 2012; Pitt & Hocking, 2022). La
toxicidad aguda, denominada aflatoxicosis, es debida a concentraciones inusualmente
altas en alimentos y en general es poco frecuente. Los sintomas en humanos incluyen

vomitos, dolores abdominales, edema pulmonar, infiltraciones grasas y necrosis del
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higado que pueden ocasionar la muerte del individuo (IARC, 2015). El efecto de la
exposicion cronica a las aflatoxinas por alimentos contaminados (con menor
concentraciéon de aflatoxina en comparacion a los casos agudos), producen un mayor
impacto sobre la salud humana (Williams et al., 2004). Se ha demostrado que AFB1 es
la sustancia mas mutagénica y carcinogénica conocida, siendo clasificada como un
carcindogeno humano de categoria 1 por la Agencia Internacional Investigaciones sobre
el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) (IARC, 1993; Rastogi et al., 2006).
Adicionalmente, AFB1 es la aflatoxina que presenta mayor prevalencia (Neme &
Mohammed, 2017). Le siguen en toxicidad AFG1 y AFM1 (JECFA 1999, 2017). En
humanos, el principal érgano afectado es el higado, ya que en él y a través de las
enzimas del citocromo P450, se convierte en el 8-9 epdxido. Este epdxido puede unirse
a las proteinas del higado, generando una insuficiencia hepatica; y unirse al ADN, lo
que conlleva al desarrollo del cancer de higado (Bedard & Massey, 2006; Guimaraes et
al., 2018). El cancer de higado es el sexto tipo de cancer mas comun en el mundo y
dentro de los factores involucrados en su desarrollo se encuentran la exposicion a
aflatoxinas, la cual presenta un efecto sinérgico con el virus de la hepatitis B (Okeke et
al., 2020). Adicionalmente, se ha encontrado una correlacién entre deficiencias en el
crecimiento en los primeros afnos de edad y la exposicion a aflatoxinas (JEFCA, 2018;
Shirima et al., 2013; Turner et al., 2007). En cuanto a la inmunosupresion, los estudios
en lineas celulares y animales domésticos evidencian el deterioro de la respuesta de
hipersensibilidad retardada, disminuciones en la actividad fagocitica de los macréfagos,
mayor susceptibilidad a la infeccidon y respuesta reducida a las vacunas. En el caso de
la salud animal, el impacto negativo de las aflatoxinas esta asociado a una menor
productividad (leche, huevos, ganancia de peso, etc.) (Moral et al.,, 2020; Neme &
Mohammed, 2017).

La mayoria de las alertas reportadas en la Unién Europea por el Sistema de
alerta rapida de alimentos y piensos (RASFF, por sus siglas en inglés) son debidas a
lotes contaminados con aflatoxinas (Moral et al., 2020). Generalmente, la exposicion
humana a las aflatoxinas es debida principalmente al maiz y al mani, y en menor medida
a los frutos secos. El maiz, el mani y el algodén son cultivos para los cuales A. flavus
parece tener afinidad, invadiendo el cultivo antes de la cosecha; mientras que en granos
pequenos (trigo, cebada y arroz) no pareceria existir dicha afinidad y los altos niveles
de aflatoxinas sélo aparecerian como el resultado de un almacenamiento deficiente (Pitt
& Hocking, 2022). La exposicién por los productos animales es generalmente baja, en
particular, para los rumiantes los cuales desintoxican las aflatoxinas de manera eficiente.
Los rumiantes pueden ingerir hasta 300 ug/kg de aflatoxinas, y no sufrir dafio sobre la

salud del animal, ni dejar residuo alguno en la carne. La excepcién serian las vacas
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lecheras por el riesgo de produccién y secrecion de AFM1 en la leche. Los niveles en
huevos y carne de animales monogastricos pueden ser mas altos, pero en general la
toxicidad para el animal limita consumo de piensos excesivamente contaminados,
minimizando asi los residuos (Stoloff, 1977).

Es de destacar que ademas de la exposicion por ingesta, se han detectado altos
niveles de aflatoxinas (mayor a 600 ug/kg) en el polvo del aire generado durante la
manipulacién de maiz y mani (Sorenson, 1999). Una importante proporcién de las
aflatoxinas es contenida en los conidios de A. flavus y A. parasiticus, por lo que cuando
se respiran se absorben a los pulmones generando efectos potencialmente perjudiciales
sobre la funcion de los macrofagos alveolares (Miller, 1994; Williams et al., 2004).
Ademas, las aflatoxinas pueden ser absorbidas a través de la piel, por lo que podria ser
una fuente adicional de riesgo para las personas que trabajan con los granos
contaminados (Pitt & Hocking, 2022).

Debido a los efectos tdxicos de las aflatoxinas fueron las primeras micotoxinas
en establecerse, en 1960, niveles maximos en alimentos y piensos. Desde esa fecha en
adelante se han impuesto a nivel mundial limites maximos, los cuales pueden variar de
acuerdo al pais o regién (Magnoli et al., 2019). En EEUU para alimentos de consumo
humano (exceptuando la leche) se acepta un limite maximo de 20 ng aflatoxinas
totales/g alimento y de 0,5 ng/g en leche (FDA, 2000). En la Comunidad Europea, los
limites son mas estrictos y se aceptan los valores maximos de 4 a 15 ng/g (dependiendo
del alimento) y entre 0,025 y 0,05 ng/g para la leche (EC, 2023). En ambos casos, los
limites para la alimentacién animal son un poco mas permisivos, los valores dependen
del tipo de animal, su edad y destino final de los mismos. Sin embargo, los valores
permitidos se encuentran en los rangos de 20-300 ng/g en EEUU y 10-50 ng/g en EC
(CAST, 2003; J. Smith, 1997). En Argentina y la regién del Mercosur el limite regulatorio
es de 20 ppb de AF totales y 5 ppb de AFB1 para alimentos para consumo humano y
0,5 ppb para AFM1 (siendo mas restrictivos en el caso de alimentos para infantes) (CAA,
Cap. lll-Art. 156 bis y quinto).

1.4.2. Deoxinivalenol

Las principales micotoxinas producidas por el género Fusarium son los
tricotecenos, los cuales son sesquiterpenos triciclicos que contienen un doble enlace
entre los C-9 y C-10 y un anillo 12,13-epoxido. Existen mas de 200 tricotecenos, los
cuales se clasifican en los grupos A, B, C y D, de acuerdo a las sustituciones en el C-8

y otras posiciones alrededor de la estructura central. Los tricotecenos de relevancia en
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cereales son los del grupo A (no tienen un grupo carbonilo en la posicion del C-8) al que
pertenecen el diacetoxiscirpenol (DAS) y la toxina T-2, y los del grupo B (que tienen un
grupo carbonilo en el C-8) al que pertenecen el nivalenol (NIV) y deoxinivalenol (DON)
y sus derivados acetilados 4-acetilnivalenol (4-ANIV), 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON)
y 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON) (Figura 7). En particular, las especies del complejo
F. graminearum tienen el potencial de producir tres diferentes quimiotipos: 15-ADON
(con produccion de DON y 15-ADON), 3-ADON (con produccion de DON y 3- ADON), y
NIV (Desjardins, 2006).

Grupo B

Tipo B Ri Rz R Tipo A Ry R: Ry Ry
Deoxinivalenol OH H OH Toxina-HT2 OH OH OAc OCOCH,CH(CH3),
3-acetildeoxinivalenol QAc H OH Toxina-T2 OH OAc OAc OCOCH,CH(CHg),

15-acetildeoxinivalenol OH H  OAc Monoacetoxiscirpenol OH OH OAc H

4-acetilnivalenol OH OAc OH Diacetoxiscirpenol OH OAc OAc H

Figura 7: Estructura quimica de los tricotecenos de los grupos A y B (Rychlik, 2012).

Todos los tricotecenos son inhibidores de la sintesis de proteinas, que al unirse
a los ribosomas eucariéticos interfieren con el correcto funcionamiento, generando una
desregulacién de proteinas relacionadas al sistema inmune y apoptosis. Dentro de los
tricotecenos, el DON (también conocido como vomitoxina) no es el de mayor toxicidad,
sin embargo es el mas comunmente encontrado en alimentos. A diferencia de las
aflatoxinas, el DON no es carcinogénico, mutagénico ni teratogénico y esta clasificado
en el grupo 3 (no clasificable como cancerigeno en humanos) por la IARC (IARC, 1993;
Pitt & Hocking, 2022). Los sintomas mas comunes en humanos y animales incluyen
lesiones en la mucosa del tracto gastrointestinal, resultando en hemorragias y

toxicidades hematolégicas, vémitos y rechazo del alimento, y en casos crénicos
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anorexia, reduccion de la ganancia de peso, cambios neuroendocrinos y dafos
inmunoldgicos (Larsen et al., 2004; Pestka, 2007; Pestka & Smolinski, 2005). Ademas,
los tricotecenos tienen varios efectos fitotéxicos en una amplia variedad de plantas, sus
tejidos y lineas celulares, provocando marchitez, clorosis, necrosis, entre otros
(Desjardins, 2006). Las micotoxinas son estables luego de procesos de elaboracién de
alimentos y bebidas y, por lo tanto, es posible encontrarlas también en los productos
procesados (Lauren & Smith, 2001). EI DON genera efectos negativos sobre la salud de
los animales, pero su transferencia a la carne, huevos o leche es practicamente nula,
por lo cual la exposicidon humana a esta toxina por ingesta de productos de origen animal
es muy baja (Tolosa Chelds, 2017). La principal via de exposicion en humanos es a
través de cereales y sus subproductos contaminados.

La legislacion internacional regula los limites maximos en piensos y cereales (o
sus derivados) para consumo humano. Dentro de las regulaciones, la Unién Europea
establece un valor maximo de 1750 pg/kg para los granos de maiz enteros para
consumo humano, mientras que la FDA recomienda valores de 1 ppm para trigo y sus
derivados (FDA, 2010; EU, 2010). En nuestro pais recién en el afio 2019 se incorporé
al Codigo Alimentario Argentino el limite maximo de DON, siendo el valor establecido

de 1000 ug/kg para el maiz, trigo y sus derivados (CAA, Cap. lll, Art. 156 quater).

1.5. Maiz y almacenamiento postcosecha

Dentro de las areas destinadas a la agricultura mundial, los cultivos de cereales
ocupan mas de la mitad de la extension (Dumitru et al., 2020). Los cereales de mayor
importancia son trigo, arroz y maiz. El maiz (Zea mays L.) es el alimento mas consumido
en el mundo, cerca del 42 % de la poblaciéon mundial depende del mismo. Alrededor del
87 % de la produccion total de maiz se consume y produce en paises en desarrollo
(Dumitru et al., 2020; Khan et al., 2018). En Argentina el maiz representa uno de los
cultivos mas importantes, siendo el cuarto productor a nivel mundial; junto con EEUU,
Ucrania y Brasil comprenden el 70 % de las exportaciones mundiales del grano (BCBA,
2021; Serna-Saldivar, 2018). Su producciéon esta concentrada en las provincias de
Cordoba, Buenos Aires, Santa Fe y Santiago del Estero (FADA, 2019). El maiz se
emplea tanto para la alimentacion humana como la animal y para la obtencion de
biocombustibles (Alaniz Zanon et al., 2022; Chulze et al., 2021; Dumitru et al., 2020).

En Argentina el maiz normalmente se cosecha con una humedad entre 14 y

16 %, pero existe también la cosecha del maiz con humedad entre 18 y 20 %, lo que

20



Introduccién general

requiere secado para evitar el desarrollo fungico (Chulze, 2010). En el pais la humedad
recomendada para el almacenamiento de los granos es de 14 % y el valor maximo oficial
para la comercializacion es de 14,5 % (Alaniz Zanon et al., 2022). De acuerdo a los
informes del INTA Balcarce del 2015, los granos con una humedad mayor a 16 %
representan un riesgo, ya que son condiciones en las que los hongos toxigénicos
podrian crecer (de la Torre et al., 2015) (Tabla 1). Sin embargo, cuando la cosecha del
maiz ocurre durante el otofio y a principios del invierno (con un clima caracterizado por
ser humedo y frio), los agricultores realizan la cosecha con altas humedades (19-22 %),
por lo cual necesita un secado extenso, lo que conlleva a un mayor riesgo de
contaminacion (Alaniz Zanon et al.,, 2022). Cuando el maiz presenta una humedad
superior a 25 %, se puede almacenar en sistemas herméticos como las silobolsas, lo
que favorece el crecimiento de BAL que acidifican el medio a valores que inhiben el
desarrollo fungico. El maiz asi almacenado es empleado para el consumo animal (de la
Torre et al., 2018).

Tabla 1: Humedad del maiz y tiempo de almacenamiento seguro

Tiempo de
Humedad Riesgo almacenamiento Practicas recomendadas Consumo
seguro
: Entre 6 meses y Almacenar en silobolsa o silo Humano o
<14,5% Bajo
1 afo tradicional con aireacion animal
Almacenar en silobolsa
Entre 1y 3 . Humano o
14,5-16,5 % Moderado Bajar humedad y almacenar en )
meses animal
silo tradicional
Secar hasta 14,5 % de
No se puede humedad Humano o
16,5-25% . .
conservar Humedecer encima de 25 % animal
humedad
: Entre 6 meses y _ .
>25% Bajo Almacenar en silobolsa Animal

1 ano

Tabla adaptada de de la Torre et al. (2015)
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1.6. Contaminacion fungica del maiz y micotoxinas asociadas

Los principales hongos filamentosos relacionados con la contaminacion del maiz
pertenecen a los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Especies de los géneros
Fusarium y Aspergillus representan el mayor riesgo sobre los granos. Si bien las
especies micotoxigénicas de Fusarium se encuentran mas extendidas que las de
Aspergillus, estas ultimas producen micotoxinas de mayor impacto en la salud humana
y animal (Serna-Saldivar, 2018).

Fusarium es el principal patégeno del maiz en la planta, entre las especies mas
comunes se encuentran F. graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum y F.
subglutinans (Burgess et al., 1981; Marasas, 1984; Pitt & Hocking, 2022; Serna-Saldivar,
2018). La primera de estas especies habitualmente causa una pudricidon generalizada,
que se detecta en la superficie del grano como una decoloracion y presencia de micelio
de color rosado a rojo (Burgess et al., 1981). En Argentina las especies de este género
se encuentran en todas las regiones de cultivo del maiz, siendo F. verticillioides la
especie predominante, seguido por F. proliferatum y F. graminearum (Chiotta et al.,
2020) (Tabla 2).

Dentro de las especies de Aspergillus contaminantes del maiz, A. flavus y A.
parasiticus son las mas relevantes. Ambas especies pueden crecer y contaminar el maiz
durante el almacenamiento debido a la capacidad de crecer a altas temperaturas y bajas
actividades acuosa, condiciones factibles en el almacenamiento. A partir de 1970 se
citan reportes en EEUU para A. flavus en maiz recién cosechado con altos niveles de
aflatoxinas (Lillehoj, Fennell, et al., 1976; Lillehoj, Kwolek, et al., 1976; Shotwell, 1977).
Bajo ciertas condiciones ambientales, de altas temperaturas y estrés hidrico, A. flavus
puede crecer de manera extensiva en los cultivos a campo, generando altos niveles de
aflatoxinas precosecha. A. flavus se encuentra ampliamente distribuido en el maiz
mundial, sin embargo es mas comun encontrarlo en regiones calidas (Serna-Saldivar,
2018). Dado el aumento de las temperaturas promedio su incidencia y sus micotoxinas
asociadas parecerian estar aumentando en varios paises europeos (Pitt & Hocking,
2022).

A nivel mundial existen varias micotoxinas asociadas al maiz, la predominancia
de una u otra depende de la regién geografica y del afio. Luego del trigo, el maiz en
Europa es el grano con la mayor presencia de micotoxinas, siendo las de mayor
concentracion FBs, DON, AFs y ZEA (Palumbo et al., 2020). Asimismo, en América del
Sur, en un estudio que evalud la presencia de micotoxinas en maiz comercial de

Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia y Peru en los afos 2020 y 2021, las principales
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micotoxinas encontradas fueron FBs, ZEA y AFB1 (Tyska et al., 2022). Por otro lado, en
una investigacioén entre los anos 2015y 2017 en maiz de la provincia de Buenos Aires,
se observo la presencia de Fusarium sp. con produccion de distintas micotoxinas. La
concentracion de DON tuvo valores entre 281 y 359 ng/g en el 90 % de las muestras,
las FBs se detectaron a valores muy bajos de 0,3 ng/g en ciertas muestras, mientras
que NIV y ZEA no fueron detectadas (Castafares et al.,, 2019). Sin embargo, una
revision de Chiotta et al. (2020) cita para el maiz de distintas regiones de Argentina a
las FBs como las micotoxinas de mayor concentracion, con valores entre 1000 y 10.000
ng/g. Mientras que DON y ZEA se detectaron entre el 10 y 30 % de los casos, con
valores entre 0,1-140 ng/g y 0,1-85 ng/g respectivamente. Los autores destacan la baja
incidencia de aflatoxinas en maiz de Argentina (5-10 %), aunque la misma esta

influenciada por las condiciones climaticas (Chiotta et al., 2020).

Tabla 2: Principales especies fungicas y micotoxinas asociadas al maiz en Argentina

Muestras
o Incidencia ] ) . Concentracion
Especie fungica Micotoxina positivas
(%) (ng/g)
(%)
Fusarium verticillioides 80-100 FBs 90-100 1.000-10.000
F. proliferatum 10-20 - - -
F. graminearum 60-75 DON 30 0,1-140
ZEA <10 0,1-85
Aspergillus flavus 10-70 AFs 5-10 30-300
A. parasiticus 10-30 -- -- --

FBs: fumonisinas; DON: deoxinivalenol; ZEA: zearalenona; AFs: aflatoxinas. Tabla
adaptada de Chiotta et al. (2020).

En conclusion, las distintas investigaciones demuestran la importancia de
detectar la presencia de las micotoxinas AFs, DON, FBs y ZEA en maiz, dado el efecto

adverso sobre la salud humana y animal.
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1.7. Prevencidén de contaminacion fungica

La contaminacién fangica tiene multiples origenes posibles, por lo que es
necesario un enfoque integral para la prevencién de la infeccién por hongos y sus
micotoxinas asociadas. El Codex Alimentarius ha desarrollado varias guias en donde se
agrupan las practicas a realizar para la prevencion de la contaminacion de cultivos,
materias primas y productos, las cuales se basan en las buenas practicas agricolas
(BPA), buenas practicas de manufactura (BPM) y el analisis de peligros y de puntos
criticos de control (mas conocido por sus siglas en inglés HACCP) (Awad et al., 2010)
(FAO, 2001). Las guias tratan las practicas en las diferentes etapas, pre y postcosecha,
de la cadena de produccion. Las practicas precosecha abarcan la seleccion de cultivares
resistentes y semillas de buena calidad, la labranza de la tierra, evitar la sobrepoblacion
de plantas, la rotacion de cultivos, asi como el control de insectos, entre otras. Entre las
practicas postcosecha se destacan la limpieza y seleccidén de las cosechas, el control
de la humedad y temperatura, buenas condiciones de almacenamiento y el control de
plagas (Habschied et al., 2021; Vila-Donat et al., 2018; Xu et al., 2022).

1.7.1. Control biolégico de hongos filamentosos

El uso excesivo y prolongado de agroquimicos para el control de hongos resulta
perjudicial tanto para seres humanos, como animales y ecosistemas. Por lo tanto,
técnicas alternativas complementarias como el control biolégico se aplican para la
prevencion de infecciones (Nguyen et al., 2017). La busqueda y desarrollo de agentes
de biocontrol contra hongos filamentosos ha sufrido un impulso en la ultima década
debido al retiro del mercado, por parte de la Unidon Europea, de una serie de grupos de
compuestos quimicos utilizados en la proteccién de cultivos (Medina, Mohale, et al.,
2017). Entre los microorganismos evaluados como agentes de control bioldgico, se
encuentran bacterias, levaduras y hongos filamentosos atoxigénicos (NeSic et al., 2021).
El uso de levaduras presenta ventajas frente a otros microorganismos, ya que sus
requerimientos nutricionales son sencillos, permiten la colonizacion de una amplia gama
de sustratos y a su vez no producen esporas alergénicas, micotoxinas o antibidticos
(Chanchaichaovivat et al., 2007; Freimoser et al., 2019; Hernandez-Montiel et al., 2021).
Diversas investigaciones demuestran la capacidad antifungica de las levaduras en
diferentes matrices de alimentos y piensos infectados por hongos como frutas, verduras

y cereales. Los hongos contaminantes caracteristicos de cada matriz, pertenecientes a
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los géneros Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizopus y Botrytis,
fueron inhibidos por levaduras de diversos géneros como Candida, Debaryomyces,
Pichia, Saccharomyces, Wickerhamomyces, Metschnikowia, entre otros (Freimoser et
al., 2019; Hernandez-Montiel et al., 2021; Piasecka-Jozwiak & Chablowska, 2017).

Los mecanismos de accién de inhibicion fangica de los microorganismos

antagénicos, incluyen:

- Competencia por nutrientes y espacio: el agente de biocontrol compite con el
hongo filamentoso contaminante por el espacio y/o por uno o varios nutrientes, como
pueden ser las fuentes de carbono, nitrégeno, hierro, agua, etc., lo que en consecuencia
conlleva a una disminucion del crecimiento del hongo. Se considera que este es el
principal modo de accién de las levaduras antagonicas (Schaible & Kaufmann, 2005;
Spadaro & Droby, 2016; Wisniewski et al., 2007).

- Liberacién de metabolitos antifiingicos: el antagonista libera compuestos con
capacidad antifungica durante su metabolismo primario y secundario. Existen dos

grandes grupos de compuestos:

a) Compuestos solubles en el medio: son moléculas que difunden al medio en
donde se aplica el antagonista, siendo compuestos de naturaleza muy variada.
Uno de los compuestos mas conocidos y estudiados en el caso de las
levaduras, son las toxinas killer de naturaleza peptidica. El primer registro para
este tipo de toxinas fue en S. cerevisiae, que las liberaba al medio al competir
con otras levaduras. Luego se observé que estas toxinas también podian actuar
sobre hongos filamentosos contaminantes de alimentos (Freimoser et al.,
2019).

b) Compuestos organicos volatiles (VOC): son moléculas pequefias (< 300 Da)
con baja solubilidad en agua y alta presién de vapor. Los compuestos
pertenecen a una amplia gama, entre los que se encuentran los alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, etc. (Morath et al., 2012). La inhibicion a través de
estos metabolitos seria superior a la de los compuestos solubles, ya que
pueden difundir a mayores distancias en sistemas heterogéneos compuestos

por solidos, liquido y gases (Fialho et al., 2010).
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- Liberacion de enzimas liticas: el antagonista libera al medio enzimas
relacionadas con la degradacion de la pared fungica, como lo son las quitinasas,
glucanasas y proteasas (Castoria et al., 1997, 2001; Chernin & Chet, 2002; Jijakli &
Lepoivre, 1998; Lorito et al., 1993; Mortuza & llag, 1999).

- Parasitismo: este mecanismo de accion es mas frecuente en hongos
filamentosos como agentes biocontrol, como lo son Trichoderma y Gliocladium. Hay
poca informacion bibliografica de este mecanismo de accion en levaduras antagénicas.
El primer reporte de parasitismo en levaduras, fue observado para Pichia guilliermondi

sobre Botrytis cinerea y Penicillium sp. (Sharma et al., 2009; Wisniewski et al., 1991).

- Induccion de la resistencia de la planta: la adicibn de un microorganismo no
patdgeno puede aumentar la respuesta del sistema inmune de la planta, aumentando
asi sus defensas contra hongos patogénicos. Hay varios reportes de este mecanismo,
entre los que se pueden destacar el de los aislamientos de S. cerevisiae,
Rhodosporidium paludigenum, Candida saitoana, C. oleophila y Metschnikowia sp.
contra hongos patogénicos en frutas (de Miccolis Angelini et al., 2019; Droby et al., 2002;

Freimoser et al., 2019).

En el biocontrol suelen actuar varios mecanismos de accion simultdneamente,
siendo la competencia por nutrientes y espacio uno de los principales mecanismos de
accion de los antagonistas (Droby et al., 2000; Janisiewicz et al., 2000). El grado de
importancia de cada mecanismo varia de acuerdo a la especie de levadura antagonica,
al hongo contaminante, y a la matriz de aplicacién (Liu et al., 2013). Conocer el modo
de accién de los agentes de biocontrol es fundamental para el control del crecimiento
fungico, y a su vez permite identificar los posibles riesgos a los humanos y al ambiente,
y la posibilidad de generacién de resistencia por parte del hongo patégeno (Mohanram
& Kumar, 2019).

I.7.2. Agentes de biocontrol comerciales

Los estudios relacionados con microorganismos para biocontrol han aumentado
considerablemente en los ultimos afios, sin embargo la disponibilidad de productos de
biocontrol en el mercado es limitada. Los productos disponibles han ido lentamente en

aumento, especialmente en paises como EEUU, que cuentan con la mayor proporcion

26



Introduccién general

en el mercado (Lahlali et al., 2022). Para que un microorganismo pueda ser usado como
agente de biocontrol no sélo debe ser efectivo contra el hongo blanco, sino que ademas
debe considerarse su bioseguridad, condiciones de produccién, opciones de
formulacién y equipamiento para su aplicacién (Freimoser et al., 2019). Luego del
estudio de sus caracteristicas y el otorgamiento de los permisos requeridos para su
aplicacion y comercializacién de acuerdo a la legislacién pertinente, han llegado al
mercado agentes de biocontrol que incluyen bacterias, hongos filamentosos
atoxigénicos y levaduras. Los agentes de biocontrol aprobados por la Agencia de
Proteccion Ambiental de EEUU (EPA, del inglés “Environmental Protection Agency”)
pertenecen principalmente a hongos filamentosos y bacterias (Lahlali et al., 2022).
Dentro de las levaduras se han comercializado los productos Nexy® (Lesaffre - Bionext,
Francia) y Aspire® (Ecogen Inc., EEUU) cuyo agente de biocontrol en ambos es Candida
oleophila, los mismos son empleados en frutas. Aspire® fue el primer producto de
biocontrol postcosecha comercializado (Wisniewski et al., 2007). Otros productos
comerciales son Boni-Protect® (Bio-protect, Alemania) con Aureobasidium pullulans
como su agente de biocontrol, Shemer® (Bayer CropScience, Israel) con Metschnikowia
fructicola y Yieldplus® (Lallemand, Montreal, Canada) con Cryptococcus albidus.
Yieldplus® y Aspire® luego de haber sido comercializados por mucho tiempo, fueron
retirados del mercado (Droby et al., 2009; Freimoser et al., 2019; Mbili, 2012). En la
siguiente tabla se detallan los productos de biocontrol, con sus microorganismos

involucrados y la matriz sobre la cual pueden ser aplicados.
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Tabla 3: Agentes de biocontrol comerciales

Levadura de

Producto Fabricante Matriz de aplicacion Patégeno blanco
biocontrol
. ] Botrytis cinerea;
Lesaffre - Bionext, Candida Platanos, manzanas, -
Nexy® . . . Penicillium spp.;
Francia oleophila citricos
Colletotrichum musae
Neofabraea spp.;
Boni- Bio-protect, Aureobasidium Penicillium expansum,
. Frutas pomaceas* o _
Protect® Alemania pullulans Monilinia fructigena;
Botrytis cinerea
o Batatas, uvas, Botrytis cinerea,
Bayer/Koppert, Metschnikowia ] o )
Shemer® ) . _ frutas pomaceas®, Penicillium, Rhizopus,
Paises Bajos fructicola . ]
drupas™, frutillas Aspergillus
IRTA/Sipcam - o _
_ ) Penicillium, Botrytis
Candifruit® Inaagri, SA Candida sake Frutas pomaceas* ] ]
_ _ cinerea, Rhizopus
Valencia, Espafa
Anchor yeast, Cryptococcus Frutas pomaceas®, Botrytis cinerea,
Yield Plus® _ _ _ o
Sudafrica albidus citricos Penicillium, Mucor
] Frutas pomaceas®, o
. Candida o Botrytis cinerea,
Aspire® Ecogen, EEUU _ drupas™*, citricos, o o
oleophila Penicillium, Monilinia

frutillas

*Frutas pomaceas: pera, manzana, etc. **Drupas: ciruela, cereza, durazno, etc. Tabla adaptada de
Freimoser et al. (2019) y Lahlali et al. (2022).

La eficiencia de los productos de biocontrol a campo suele ser baja, ademas de

que su disponibilidad en el mercado puede ser escasa, por lo que la aceptacion por

parte de los agricultores no siempre es buena, prefiriendo el uso de fungicidas sintéticos

(Lahlali et al., 2022). En Argentina no existe una legislacion especifica para el registro y

comercializacion de agentes de biocontrol, su uso se regula segun la Resolucion 350/99,

que aprueba el Manual de Procedimientos, Criterios y Alcances para el Registro de

Productos fitosanitarios en la Republica Argentina, con el fin de aprobar la venta y

utilizacion de los mismos previa evaluacion de datos cientificos suficientes que

demuestren que el producto es eficaz para el fin que se destina y no presenta riesgos a
la salud y el ambiente (SENASA, 1999). De acuerdo a datos publicados por SENASA,
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en el afno 2014 sélo 11 productos bioldgicos estaban registrados, perteneciendo la

mayoria a bacterias del género Bacillus (Rivera et al., 2014).

1.7.3. Biocontrol y micotoxinas

Las investigaciones en biocontrol se centran mayormente en el efecto del
antagonista sobre la inhibicién del hongo patogénico, siendo mas escasos los estudios
acerca del efecto sobre la produccion de micotoxinas. La produccién de micotoxinas
depende de multiples factores, por lo que la inhibicion del crecimiento de un hongo
micotoxigénico no necesariamente involucra la reduccion en la produccion de
micotoxinas. Por lo tanto en los estudios de biocontrol es importante analizar el
crecimiento fungico, asi como también el contenido de micotoxinas (Pfliegler et al.,
2015). Sin embargo, el principal abordaje en el control de micotoxinas involucra la
eliminacion o reduccion del inéculo del hongo micotoxigénico en las etapas pre y
postcosecha (Neme & Mohammed, 2017), lo cual puede ser logrado a través de
biocontrol como fue detallado en el item |.7.1. Otra estrategia consiste en la
decontaminacion de las micotoxinas en postcosecha (Taheur et al, 2019). La
decontaminacion de micotoxinas se refiere al tratamiento para remover, destruir o
modificar la estructura de las micotoxinas en la matriz, para reducir su efecto téxico. Las
estrategias para prevenir la presencia de micotoxinas y eliminar, inactivar o reducir su
biodisponibilidad en alimentos contaminados incluyen métodos fisicos, quimicos vy
biolégicos (CAST, 2003; Bueno et al., 2001; Kabak et al., 2006). Dentro de los métodos
fisicos se encuentran la inactivaciéon térmica, irradiacién y tratamiento con plasma de
baja temperatura. Por otro lado, los métodos quimicos se basan en la adicion de
diferentes sustancias quimicas que reaccionan con las micotoxinas disminuyendo su
concentracién, como los acidos (férmico y propidnico), bases (amoniaco, hidréxido de
sodio), agentes oxidantes (ozono, peréxido de hidrégeno), agentes reductores (bisulfito
de sodio) y adsorcion (zeolitas, arcillas, carbén activado). Por ultimo, los métodos
biolégicos consisten en el agregado de microorganismos que pueden adsorber y/o
degradar las micotoxinas. Los métodos fisicos y quimicos de detoxificacion tienen de
limitaciones los equipamientos costosos, consumo excesivo de tiempo para su
aplicacion, ineficiencia, pérdida de nutrientes y en algunos casos presentan residuos
que pueden representar un riesgo a la salud (Agriopoulou et al., 2020; Stoev, 2013). En
comparacion, los métodos bioldgicos son mas eficientes, especificos y amigables con

el ambiente (Wang et al., 2019). Recientemente, se han estudiado estrategias
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novedosas para la decontaminacion de micotoxinas que involucran el uso de extractos
de plantas y nanoparticulas (Agriopoulou et al., 2020; Habschied et al., 2021).

Dentro de los métodos biolégicos aplicados postcosecha se encuentran la
adsorcion y la biodegradacion de las micotoxinas por microorganismos. Las levaduras,
viables o no, tienen la capacidad de adsorber micotoxinas y disminuir su
biodisponibilidad en alimentos y piensos (Luo et al.,, 2020). Se considera que este
fendmeno es debido a la adsorcion a la pared celular, y dado que la composicion de las
paredes de las levaduras es muy variada, existen diversas capacidades de adsorcion
(McCormick, 2013; Pfliegler et al., 2015). Ademas, la adsorcion depende de diversos
factores como el tipo de micotoxina, el microorganismo usado y su concentracion, la
temperatura y el pH, entre otros. La integridad de la pared celular de las levaduras es
un aspecto relevante en la adsorcidon de micotoxinas (Armando et al., 2012; Guo et al.,
2012; Luo et al., 2020). Se evidencio que la adsorcidn de patulina por parte de levaduras
de los géneros Saccharomyces, Candida y Pichia, disminuia o desaparecia cuando la
pared celular era dafada artificialmente o removida. Adicionalmente, se determiné que
las paredes celulares con una red tridimensional mas densa y gruesa, presentaban
mejores capacidades de adsorcion de la micotoxina (Luo et al., 2015). Resultados
similares fueron obtenidos para OTA y ZEA frente a la pared celular de S. cerevisiae
(Armando et al., 2012). En el afio 2009, la Union Europea incorporo a su legislacion una
nueva categoria de aditivos para ser usados en la alimentacion animal, que aprobaba el
uso de adsorbentes de micotoxinas en los piensos (EC, 2009).

La biodegradacion consiste en el uso de microorganismos y/o sus enzimas para
degradar las micotoxinas y convertirlas en productos con menor o nula toxicidad (Li et
al., 2018; Petruzzi et al., 2014). Los mecanismos de biotransformacion de bacterias,
hongos y levaduras, incluyen (de)acetilacion, oxigenacion, escision de anillo o cadena
lateral, deepoxidacién, isomerizacion y glucosilacion (Wielogérska et al., 2016). La
aplicacion de la biotransformacion en alimentos presenta la desventaja de la posible
generacion de cambios en las propiedades organolépticas, especialmente en alimentos
con base lactea o jugos de frutas (Luo et al., 2016). En comparacién con la adsorcion,
la biodegradacion no ha tenido una amplia aplicaciéon en alimentos/piensos, lo que
puede deberse a la falta de informacién en relacién a los mecanismos involucrados, la
toxicidad de los productos generados y el efecto sobre el valor nutricional (Wielogorska
et al.,, 2016). De acuerdo a los antecedentes consultados soélo habria un producto
comercial con este mecanismo de accién, el Mycofix® BBSH (Biomin, Getzersdorf,
Austria), elaborado con la bacteria Eubacterium BBSH 797 aislada de rumen bovino, la
cual tiene la capacidad de biotransformar DON vy otros tricotecenos en piensos (Vila-
Donat et al., 2018).
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1.8. Rasgos fenotipicos asociados a virulencia

La investigacion en levaduras como agentes de biocontrol en alimentos, requiere
el estudio del potencial de virulencia de las mismas (de Melo Pereira et al., 2022; Nally,
2011). La virulencia es un proceso multifactorial por lo cual su estudio integral resulta
complejo de abordar. El desarrollo de la infeccion no solo depende de los factores de
virulencia de la levadura sino también de la respuesta inmune del huésped (Van Burik
& Magee, 2001). Asi es como respuestas del huésped muy exacerbadas o muy débiles
pueden conllevar a dafio y la consecuente infeccion (Brunke et al., 2016). Se han
relacionado rasgos fenotipicos con la virulencia de las levaduras principalmente a través
de estudios in vitro comparando aislamientos clinicos frente a cepas industriales no
virulentas. En levaduras patégenas como Candida albicansy Cryptococcus neoformans,
se han descripto diferentes rasgos fenotipicos relacionados con la virulencia de las
mismas (Ciurea et al., 2020; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Yang, 2003). Estos factores
estan asociados con los dos procesos requeridos para la patogénesis: a) supervivencia
y crecimiento del microorganismo patdégeno en el huésped y b) dafio y disrupcion de la
homeostasis del huésped que se manifiestan como sintomas de la enfermedad (Brunke
et al., 2016). Entre los rasgos generales asociados a la patogenicidad se encuentran el
crecimiento a 37 y 42 °C, la capacidad de liberar enzimas hidroliticas, la capacidad de
adhesion, crecimiento invasivo, resistencia al estrés oxidativo, entre otras. Se cree que
la resistencia de los mamiferos a las infecciones fungicas se debe a una combinacién
entre el aumento de la temperatura corporal (fiebre) y la inmunidad adaptativa, por lo
cual la capacidad de la levadura a crecer a altas temperaturas es crucial para el
establecimiento de la infeccion (Robert & Casadevall, 2009; Van Burik & Magee, 2001).
Por otro lado, la liberacidn de enzimas hidroliticas facilita la adhesién e invasion de los
tejidos, generando dano celular y permitiendo la nutricion del patégeno; entre las
enzimas liberadas se encuentran las proteasas, lipasas y fosfolipasas (Karkowska-
Kuleta et al., 2009; Llopis Pla, 2012). La capacidad de adhesion de las levaduras
patdgenas a las células epiteliales es un factor crucial para la posterior colonizacion,
penetracion e invasion de los tejidos (Hernandez Haro, 2014). Para facilitar este
proceso, algunas levaduras patdgenas alteran su estructura o morfologia, este es el
caso de C. albicans y C. neoformans (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Las levaduras
patdgenas también presentan otros mecanismos que le permiten evadir la respuesta
inmune del huésped, uno de ellos es la resistencia al estrés oxidativo ejercida por
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno generadas por varias células fagociticas del

huésped, las cuales son toxicas para la mayoria de los microorganismos (Bogdan et al.,
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2000). Una definicion clara de qué es un factor de virulencia es dificil de obtener ya que
muchos de los atributos tienen un “doble sentido”, es decir que factores que son
importantes para la virulencia pueden ser usados por cepas no patdgenas para la
supervivencia al ambiente (Brunke et al., 2016). Ademas, se han encontrado
superposicion entre atributos deseables en un agente de biocontrol y los relacionados
con la virulencia (Zajc et al.,, 2019). Por lo tanto, es probable que los factores
exclusivamente especificos del patdégeno o del huésped sean raros o inexistentes y, en
un sentido mas amplio, un factor de virulencia es un rasgo de supervivencia que se da
en un huésped (susceptible), que por su accién directa y la respuesta del huésped
resulta en la infeccién (Brunke et al., 2016). Existe una gran controversia respecto al
origen evolutivo y la composicion genética especifica asociada a un caracter clinico de
las levaduras, por lo que se desconoce con exactitud si cualquier cepa,
independientemente de su nicho ecolégico u origen geografico, podria ser capaz de
llevar a cabo una colonizacion si encuentra las condiciones favorables en el hospedador
(Llopis Pla, 2012).

1.9. Capacidad antifungica del kefir

Entre las variadas propiedades del kefir, enumeradas anteriormente (Figura 2),
se destaca la capacidad antimicrobiana. Se ha registrado capacidad antimicrobiana del
kefir contra bacterias patdégenas como Escherichia coli, Shigella sonnei, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, entre otras; parasitos como Giardia y hongos como
Candida albicans y Aspergillus spp., entre otros (Franco et al., 2013; Kim et al., 2016;
Londero et al., 2014; Silva et al., 2009). Gamba, Caro, et al. (2016) observaron que la
leche fermentada con granulos de kefir, inhibia el crecimiento de Aspergillus flavus in
vitro, y cuando se aplicaba a arepas de maiz se alargaba su vida util. Otro estudio de
los mismos autores demostrd que el permeado de suero fermentado con granos de kefir
inhibia el crecimiento de A. flavus, A. parasiticus y Penicillium sumatrense, in vitro 'y
cuando se afadia a pan y a alimento de aves, lo que aumentaba su resistencia a la
contaminacién por hongos (Gamba, Moure, et al., 2016). En diversas investigaciones se
observaron altas inhibiciones de Fusarium sp. y Aspergillus spp. enfrentados a leche
fermentada con kefir de leche (Al-Mohammadi et al., 2021; Ismaiel et al., 2011; Taheur
et al., 2020; Tenorio-Salgado et al., 2021). A su vez, Al-Mohammadi et al. (2021)
analizaron la inhibicién de la leche fermentada neutralizada encontrandose inhibiciones

(las cuales fueron menores que las obtenidas con la leche fermentada sin neutralizar) y
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concluyeron que la inhibicion no era debida exclusivamente al pH acido sino a la
presencia de otras sustancias liberadas al medio. Se ha propuesto que el efecto
inhibitorio es debido a un efecto sinérgico entre ambos (Arena et al., 2019). Tenorio-
Salgado et al. (2021) postularon que la inhibicién ejercida por el kefir de leche se debe
a la liberacion de metabolitos al medio, asi como también a la competencia por
nutrientes y espacio, lo que explicaria por qué el SLC presenta menor poder inhibitorio
que el sobrenadante completo.

La capacidad inhibitoria ha sido estudiada tanto en kefir entero, como en sus
microorganismos aislados. En particular, el estudio de las bacterias acido lacticas (BAL)
ha ganado mas predominio, es asi que en una revision reciente se sefala que en los
estudios antimicrobianos empleando kefir el 91,66 % correspondia a BAL (Arias-agudelo
et al., 2022). En particular para el efecto antifungico, existen diversas investigaciones
que documentan su capacidad antifungica frente a los géneros Penicillium, Aspergillus,
Fusarium y Botrytis (Chen et al.,, 2021; Purutoglu et al., 2020). Si bien diversas
investigaciones se han centrado en las levaduras del kefir, aun los antecedentes son
escasos. En un estudio reciente, la capacidad de inhibiciéon de levaduras aisladas del
kefir de leche —Saccharomyces sp., Meyerozyma sp. y Kazachstania sp.— frente a
Penicillum spp. en frutos, demostré un grado variable de inhibicién fungica segun la
especie estudiada (Zhimo et al., 2020).

En cuanto a la produccion de micotoxinas, se encontré que la leche fermentada
con kefir de leche (24 h a 25 °C) generaba una inhibicién casi total (99 %) en la
produccion de AFB1 y OTA. La inhibicion bajaba levemente al utilizar el sobrenadante
libre de células, pero caia drasticamente a valores de 28 y 9 % respectivamente cuando
el sobrenadante era neutralizado a pH 7. Los autores destacaron la adsorciéon como el
mecanismo principal mas probable, y agregaron un posible efecto de los acidos
organicos que pueden reaccionar con AFB1 convirtiéndola en un producto
considerablemente menos toxico (Taheur et al.,, 2020). Al analizar la capacidad del
consorcio del kefir de leche de decontaminar AFB1, ZEA y OTA se determiné que la
capacidad de adsorcion se hallaba entre 82 y 100 % en leche y no se detectaron
productos de biotransformacion. Entre los microorganismos aislados del consorcio, el
de mayor capacidad de adsorcion fue la levadura Kazachstania servazii, que presento
valores entre 62 y 94 % (Taheur et al., 2017). Du et al. (2021) registraron valores de
adsorcion de OTA del 90 % con kefir de leche fermentado en leche, pero al aislar los
microorganismos del consorcio y analizar su adsorcion, ninguno superaba el 47 %. En
otro estudio se investigé la remocion de AFG1 por granulos de kefir de leche en

pistachos, determinando que aun en una baja proporcién de granulo (10 %) la
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eliminacion era alta (hasta 96 %), lo que sugiere alta eficiencia para la eliminacién de la
micotoxina frente al consorcio (Ansari et al., 2015).

En cuanto a los estudios del kefir de agua, los antecedentes son mas escasos.
En un estudio, se observo la capacidad del kefir de agua junto a su sobrenadante de
inhibir el crecimiento de A. flavus en sorgo humedo, comportamiento que no fue
observado al utilizar sélo el sobrenadante libre de células; por lo cual el efecto inhibitorio
se relacion6 con los microorganismos (Gonda et al., 2019). Por otro lado, se observo
una reduccién en la germinacién de conidios, en la tasa de crecimiento y un aumento
del tiempo de latencia de A. ochraceus, al ser enfrentado in vitro con sobrenadantes
libres de células de soluciones de panela (azucar poco refinada) fermentadas con kefir
de agua (Caro Velez & Ledn Pelaez, 2015; Caro Vélez & Ledn Pelaez, 2014). Bahati et
al. (2021) observaron que las BAL aisladas de kefir de agua presentaron altas

capacidades de adsorcion de patulina en jugo de manzana (93 %).
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Hipotesis y objetivos
I.1. Hipétesis

La diversidad de microorganismos presentes en los granulos de kefir se relaciona
con la capacidad antimicrobiana del consorcio. Las levaduras que lo conforman
presentan propiedades antifungicas contra hongos filamentosos contaminantes de
matrices alimentarias. En consecuencia, las levaduras pueden aplicarse como agentes
de control biolégico evitando o retrasando el crecimiento fungico y la produccion de las

micotoxinas concomitantes en la matriz.

I.2. Objetivo General

Los hongos filamentosos son contaminantes de una amplia gama de alimentos,
produciendo pérdidas econdmicas a nivel mundial por disminucién de calidad y de
seguridad alimentaria. El control biolégico ha emergido como una alternativa para el
control de las infecciones con un menor impacto ambiental por la reduccién del uso de
pesticidas. La busqueda de microorganismos para biocontrol comprende una variedad
de nichos, entre los cuales el kefir resulta novedoso por sus escasos antecedentes. Por
lo tanto el objetivo de este trabajo es determinar la presencia de distintas especies de
levaduras en la microbiota de kefir de diferentes origenes y caracterizar su potencial
antifungico frente a especies de Asperqgillus y Fusarium graminearum para su posible

aplicacion como agentes de biocontrol.
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1.3. Objetivos especificos

1. Aislar, caracterizar e identificar levaduras provenientes del kefir de distintos
origenes, cultivados bajo distintas condiciones.

2. Determinar la capacidad antifungica de los aislamientos de levaduras
identificadas a partir del estudio de diferentes mecanismos de inhibicién para su
seleccion.

Determinar el efecto de las levaduras sobre la produccién de micotoxinas in vitro.
Determinar el efecto de los aislamientos de secuestrar micotoxinas in vitro.
Detectar la produccién de actividades enzimaticas de los aislamientos
relacionadas con rasgos de virulencia y deterioro del maiz.

Evaluar rasgos fenotipicos relacionados con la virulencia de los aislamientos.
Estudiar el potencial antifungico de los aislamientos en maiz almacenado.
Estudiar el efecto de los aislamientos sobre la produccion de micotoxinas en

maiz almacenado.
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Materiales y métodos

lll.1. Material biolégico

Los granulos de kefir de agua (CMUNLP 1, CMUNLP 2, CMUNLP 4, CMUNLP 5
y CMUNLP 6) y los granulos de kefir de leche (CIDCA AGK1, CMUNLP 8 y CMUNLP 9)
fueron obtenidos de hogares de la ciudad de La Plata, con la excepcion de CMUNLP1
cuya procedencia fue de la India y AGK1 que pertenece a la coleccién del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, UNLP, Argentina).
Los granulos fueron cultivados en botellas de 250 ml con leche o permeado de suero
para los granulos de kefir de leche y soluciones de azucar de mascabo, miel de cana o
chancaca para los granulos de kefir de agua, en una relacién granulo/sustrato del 10 %
p/v e incubados por 48 h a 28 °C. Los granulos se separaron con un colador, se les
agrego nuevo sustrato y se volvieron a incubar a por 48 h a 28 °C. Este proceso se
repitié 2 veces antes de realizar el aislamiento de las levaduras (Caro Vélez & Ledn
Pelaez, 2014; Gamba, Caro, et al., 2016). Para la conservacion de los granulos de kefir
de leche se almacenaron a -20°C sumergidos en leche, mientras que para los de kefir
de agua se utilizé una solucion de azucar de mascabo al 4,5% p/v a temperatura de
refrigeracion.

Los hongos filamentosos Aspergillus flavus y A. parasiticus pertenecen a la
coleccion de la Catedra de Microbiologia de la Universidad Nacional de La Plata y
Fusarium graminearum pertenece a la coleccion de la Dra. Teresa Alconada (CINDEFI-
UNLP). Todos los hongos se conservaron en crioviales con agar agua (ver Anexo |) a
4 °C.

llIl.2. Aislamiento de las levaduras del kefir

Las levaduras se aislaron de los granulos de kefir y de los sobrenadantes
fermentados obtenidos en el punto Ill.1. Para ello 10 g o 10 ml (segun corresponda)
fueron tomados en esterilidad y agregados a 90 ml de solucion fisioldgica, para luego
ser homogeneizados por 2 min en un BagMixer® 400 W (Interscience, France). De esta
primera dilucion se realizaron diluciones seriadas, 100 pl de las cuales se sembraron
por superficie en placas de Petri con agar YGC (ver Anexo ). Las placas se incubaron
a 28 °C por 5 d y las colonias obtenidas fueron diferenciadas de acuerdo a sus
caracteristicas macro y microscopicas, detalladas en la tabla 4. Las colonias
seleccionadas se estriaron en agar YPD tres veces consecutivas antes de proceder a

realizar su identificacion. Los aislamientos se mantuvieron en tubos inclinados con agar
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YPD a 4 °C hasta su uso y en glicerol al 15 % v/v a -80 °C para su almacenamiento

prolongado.

Tabla 4: Caracteristicas morfolégicas observadas en los aislamientos

Caracteristica Descripcion

Color de la colonia Blanco/Rosado

Consistencia Rigida/Cremosa

Borde Regular/Irregular

Superficie Lisa/Rugosa/Aterciopelada; Brillante/Opaca

Geometria de la colonia Globosas/Ovoide/Elipsoidal; Concava/ Convexa

] Unicelular, pseudohifa, hifa con ramificaciones,
Morfologia celular o
artroconidios rectangulares

l11.3. Identificacion de las levaduras

1l.3.1. Extraccion de ADN gendmico

La extraccién del ADN gendmico se realizd a partir de colonias individuales de
cada levadura obtenidas de cultivos en agar YPD. Cada colonia se resuspendié en
100 pl de una solucion de LiC2H302 200 mMy 1 % p/v de SDS y se incubd por 15 min a
70 °C. A continuacion, se agregaron 300 ul de etanol 96°, se homogeneizé utilizando un
agitador y se centrifugé a 15000 g por 3 min. Se descarté el sobrenadante y al pellet se
lo lavé con etanol 70 % v/v. Se dejé secar el excedente de etanol a temperatura
ambiente, se disolvio el pellet en 150 ul de agua miliQ y se realizé un spin down por
15 s a 15000 g. El sobrenadante se guardo a -20 °C hasta su utilizaciéon (Léoke et al.,
2011).

Para la extraccion del ADN mitocondrial (ADNmt) para RFLP, se centrifugaron
cultivos de 24 h crecidos en caldo YPD y cada precipitado se lavé dos veces antes de
resuspenderlo en 0,5 ml de solucién 1 M sorbitol, 0,1 M EDTA y pH 7,5. Luego se
agregaron 20 pl de una solucion de zimoliasa 2,5 mg/ml (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc®), y se incub6 a 37 °C durante 30-60 min para obtener los esferoblastos.
A continuacion, se centrifugé por 1 min a 12000 g y resuspendieron los pellets en 0,5 ml

de una solucién con 50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 7,4. Luego se adicionaron 50 pl
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de solucion 10 % v/v de SDS. Se incubaron a 65 °C por 5 min, y se agregaron 200 pl de
KCH3CO2 5 M a 0 °C e incubd por 30 min en hielo. Posteriormente, se centrifugé a
15000 g durante 5 min y los sobrenadantes obtenidos se transfirieron a tubos limpios
conteniendo 1 volumen de isopropanol a 0 °C. Se incubaron en hielo por 20 min y se
centrifugaron a 15000 g por 10 min para la precipitacién del ADN. El precipitado fue
lavado con etanol absoluto, luego con etanol 70 % v/v y se secé al vacio (SpeedVac
Vacuum Cocentrator, Thermo Fisher Scientific Inc®) para eliminar cualquier residuo del
etanol. Por ultimo, se resuspendié el ADN en agua miliQ estéril y se cuantifico en

espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc®) (Querol et al., 1992).

1.3.2. Amplificacion de las regiones ITS1/ITS2 y D1/D2

Se amplificaron las regiones ITS1/ITS2 usando los primers ITS1 e ITS4 (White
et al., 1990) y D1/D2 utilizando los primers NL1 y NL4 (Kurtzman & Robnett, 1997) (ver
secuencias en el Anexo Il). La mezcla de reaccion fue de 50 pl, con 2 ul ADN gendmico;
5 ul Buffer 10X; 4 ul dNTPs 2,5 uM; 0,5 ul ITS1; 0,5 ul ITS4; 0,25 ul Tag ADN polimerasa;
2,5 yl MgCl2 50 mM y 35,25 pl agua miliQ. El programa utilizado consistié en una etapa
inicial de 5 min a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 30 s a95 °C,30sa52°Cy60sa
72 °C, para finalizar con 10 mina 72 °C.

La region amplificada se sembro junto al marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen Company, Thermo Fisher Scientific Inc®) en un gel de agarosa al 1,5 % p/v

tefiido con SYBR Safe y revelado bajo luz UV.

11.3.3. Analisis de restriccién de la region ITS1/ITS2

El analisis de restriccion (RFLP, restriction fragment length polymorphism) se
realiz6 de acuerdo a Esteve-Zarzoso et al. (1999). Se amplificd la region ITS1/ITS2
como se describio en 111.3.2 y luego se realizé la digestion con las enzimas de restriccion
Hinf |, Hae | y Hha | (Fast digest, Roche Molecular Biochemicals) con una incubacion de
2 h a 37 °C. Luego las muestras se sembraron en un gel de agarosa al 3 % p/v tefiido
con SYBR Safe y revelado bajo luz UV, utilizando un marcador de peso molecular de

100 pb (Invitrogen Company, Thermo Fisher Scientific Inc®).
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lll.3.4. Secuenciacién de la regién D1/D2

Los amplicones se purificaron con MinElute® (Qiagen Group, Alemania) de
acuerdo a las indicaciones del proveedor y se enviaron para su secuenciacion desde
ambos extremos al servicio de Gendmica de la Universidad de Valencia (Espafia) o a
Macrogen (Seul, Corea del Sur). De los cromatogramas se obtuvieron las secuencias
consenso utilizando el programa Mega 11 (Tamura et al. 2021) y la identificacion de los
aislamientos se logré comparandolas con la base de datos Genbank usando BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

111.3.5. Arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se realizaron con el programa MEGA 11 (Tamura et al.,
2021) de las secuencias de la regién 26S rADN D1/D2 de cada grupo de aislamientos.
El método utilizado fue de Bootstrap por Neighbour-Joining con un valor de réplicas de
1000. El porcentaje de los arboles replicados en el que los arboles se agruparon
(obtenidos por la técnica), se presentan como los valores bootstrap en cada caso. Las

secuencias de las cepas tipo fueron obtenidas de la base de datos de Genbank.

11.3.6. Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico

La identificacion de la especie de Geotrichum se realizd incorporando una
amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPD, randomly amplified polymorphic
DNA) empleando el primer M13 (ver Anexo Il) (Gente et al., 2006). La mezcla de
reaccion fue de 50 pl, con 1 pyl ADN gendémico; 5 ul Buffer 10X; 4 yl dNTPs 2,5 uM;
2,5 ul M13; 0,25 pl Tag ADN polimerasa; 2,5 ul MgCl, 50 mM y 35,25 pl agua miliQ. El
programa corrido consistié en una etapa inicial de 4 min a 94 °C, seguida por 35 ciclos
de 30sa94 °C,1Tmina50°Cy30sa72°C, para finalizar con 6 min a 72 °C. Los
perfiles se evidenciaron con un gel de agarosa al 1,2 % p/v tefiido con SYBR Safe y
revelado bajo luz UV, utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen

Company, Thermo Fisher Scientific Inc®).
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1.3.7. Analisis de restriccidn de genes especificos

Los aislamientos de Saccharomyces fueron identificados mediante una
amplificacién adicional de genes especificos y una posterior digestion con enzimas de
restriccion (Pérez-Través et al., 2014). Se amplificaron las regiones génicas MAGZ2 y
GSY1 con los primers detallados en el Anexo Il y el programa de PCR detallado en el
punto 111.3.2. La digestion de cada fragmento amplificado se realizé con 15 pl de cada
uno y la endonucleasa de restriccion Mspl (Roche Molecular Biochemicals, Alemania)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los fragmentos de restriccion se
separaron en geles de agarosa al 3 % p/v en buffer TAE 1X, tefiidos con SYBR Safe y
revelados bajo luz UV. Se empled una mezcla de marcadores de peso molecular de 50

pb + 100 pb (Roche Molecular Biochemicals, Alemania).

111.3.8. Analisis de restriccion del ADN mitocondrial

ElI RFLP del ADNmt fue obtenido por la digestion de las muestras del punto 111.3.1
con la endonucleasa Hinfl FD (Fastdigest, Roche Molecular Biochemicals), incubando
por 2 h a 37 °C. Los fragmentos de restriccion se separaron en un gel de agarosa al
0,8 % p/v en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe y revelado bajo luz UV. Como
marcador de peso molecular se empleé el ADN del fago A digerido con endonucleasa
Pstl (fago A/Pstl, rango 247-11501 pb) (Roche Molecular Biochemicals). Para este
analisis se requiere un ADNmt de una concentracién minima de 3000 ng/uL de ADN
total purificado, la cual fue medida en un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher

Scientific Inc®).

111.3.9. Asimilacion de fuentes de carbono

Los estudios de asimilacion de fuentes de carbono especificas se emplearon en
la discriminacion de especie, en los grupos obtenidos de acuerdo a la identificacion
molecular. Los ensayos se realizaron a través de auxonogramas de acuerdo a
(Kurtzman et al., 2011). Se utilizaron cultivos frescos de cada aislamiento, los cuales se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 min. Los pellets obtenidos se resuspendieron en
solucion fisiolégica y se incubaron por 24 h a 28 °C, para agotar las reservas de

nutrientes para evitar falsos positivos. Un mililitro de cada suspensién se inocul6é por
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profundidad en medio de cultivo YNB y una vez solidificado el medio, se colocé en la
periferia de las placas una pequefa cantidad de la fuente de carbono correspondiente
para la especie (Kurtzman et al., 2011). Las placas se incubaron por 7 dias,
observandolas periédicamente para detectar el crecimiento de la levadura alrededor de

la fuente de carbono, en el caso de asimilaciones positivas.

lll.4. Caracterizacién de la capacidad antifungica

111.4.1. Inéculos microbianos

Los inéculos de los hongos A. flavus y A. parasiticus consistieron en suspension
de conidios obtenidos a partir de cultivos en placas de Petri con medio agar papa (PDA)
incubados a 28 °C por 7 d. Una vez esporulados, se agregaron 10 ml de una solucién
dispersante de esporas (ver Anexo |) y los conidios se removieron con un ansa estéril,
ajustando el recuento final a 10* conidios/ml utilizando una camara de Neubauer (Leodn
Pelaez et al., 2012). El in6culo de F. graminearum consistiéo en un disco de 6 mm de
diametro extraido de la periferia de un cultivo de 7 d del hongo en medio de cultivo PDA,
dada la dificultad para esporular.

Los indculos de levaduras se obtuvieron a partir de repiques desde el cepario de
-80 °C acaldo YPD e incubando por 48 h a 28 °C. Se realizaron dos repiques adicionales
sucesivos y el tercer caldo fue utilizado como el inéculo de las levaduras, al que
llamaremos cultivo fresco. La concentracion utilizada varié de acuerdo al ensayo y fue
medida por camara de Neubauer, a su vez la viabilidad de las células fue corroborada

por recuento en placa.

lll.4.2. Preparacion de los sobrenadantes libres de células

Las levaduras identificadas fueron cultivadas en frascos de 250 ml conteniendo
50 ml de caldo MEA e incubando a 28 °C por 48 h a 150 rpm. A continuacion, se
centrifugaron los medios fermentados a 3000 rpm por 15 min y los sobrenadantes se
esterilizaron por filtracion utilizando membranas de acetato de 0,22 ym de poro (Sigma-
Aldrich®). La esterilidad de los sobrenadantes libres de células (SLC) asi obtenidos, se
confirmd inoculandolos en placas de Petri con medio de cultivo MEA e incubando por 5

d a 28 °C. Los SLC se almacenaron en tubos Eppendorf de 2 ml a -20 °C hasta su uso.
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l1l.4.3. Reduccién de la germinacién de conidios

En una placa de 96 fosas, se colocaron 190 ul de los SLC (obtenidos en el punto
[1.4.2) y se inocularon con 10 ul de una suspension de 10* conidios/ml de A. flavus o A.
parasiticus. El control positivo consistido en el medio de cultivo estéril inoculado con
10 ul de la suspension fungica y el control negativo consistido Unicamente de SLC. La
placa se incubd a 28 °C por 48 h y luego se midié la DO a 580 nm (Beckman DU 650,
580 nm). La reduccion de la germinacion de conidios se calculd a partir de la siguiente

ecuacion:

(DO — DO7)
%RG=—0"__—"""~.
% RG DO,

Donde, DOc¢ es la DO del control positivo; DOt es la DO del tratamiento
(Lavermicocca et al., 2003).

La capacidad de inhibicién se consideré alta si el valor de % RG era mayor a
70 %; media entre 40-70 %, baja entre 20-40 % y nula por debajo de 20 % (Gerez et al.,
2009). Se realizaron dos ensayos independientes por quintuplicado para cada

combinacion de levadura y hongo filamentoso.

111.4.4. Cultivos duales

El efecto inhibitorio de las levaduras sobre los hongos filamentosos se realiz6 en
cultivos duales, los cuales consistieron en el crecimiento simultaneo en placas de Petri
de 90 mm de diametro con medio de cultivo PDA. Se sembraron 10 ul de una suspensién
de conidios como inéculo de A. flavus y A. parasiticus o un disco para F. graminearum
a 2 cm del borde de la placa. A 5 cm de los indculos se sembrd por ansada el inéculo
de la levadura (como marca la figura 8). Las placas se incubaron a 28 °C por 14 d,
realizando observaciones periddicas para evaluar visualmente el comportamiento de
ambos microorganismos (Pantelides et al., 2015). Se realizaron dos ensayos

independientes con triplicados para cada tratamiento.
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Hongo Levadura
filamentoso

2cm

Figura 8: Esquema del ensayo dual en placa de Petri y disposicién de los inéculos

111.4.5. Compuestos organicos volatiles

La produccién de VOC se analiz6 a través del método de la doble placa, en el
cual dos placas de Petri de 5 cm de diametro con medio PDA se inocularon, enfrentaron
y sellaron con tres vueltas de Parafilm® (Marienfeld Superior, Alemania), de manera tal
de generar una camara entre ambas placas donde puedan ser liberados los compuestos
volatiles. La placa superior se inoculd por superficie con una suspension de un cultivo
fresco de la levadura y la inferior con 10 ul de una suspension de 10* conidios/ml para
A. flavus y A. parasiticus o un disco para F. graminearum (punto Il1.4.1). Las placas se
incubaron a 28 °C durante 14 d y se midi6 diariamente el diametro del hongo filamentoso
con dos medidas perpendiculares entre si para cada colonia (Vero et al., 2013). Se
realizaron dos ensayos independientes con triplicados para cada combinacién de hongo
y levadura. Se calculd la tasa de crecimiento y la fase de latencia del hongo por regresién

lineal de las mediciones versus el tiempo para la fase exponencial.
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11l.4.6. Efecto sobre la produccién de deoxinivalenol

El efecto de las levaduras sobre la produccion de DON por parte de F.
graminearum fue analizado en placas de Petri con medio PDA por triplicado para cada
aislamiento. Las levaduras se sembraron por superficie y F. graminearum en el centro
de la placa. Las placas se incubaron a 28 °C por 14 d, midiéndose el diametro
periddicamente (para la determinacién del crecimiento como fue detallado en 111.4.5) y

al finalizar el tiempo de incubacion se guardaron a -20 °C hasta su analisis.

111.4.6.1. Extraccion de deoxinivalenol

Para la extraccién de DON, se extrajo de las placas de Petri el medio de cultivo
entero y se lo colocd en un Erlenmeyer al que se le agregaron 125 ml de una mezcla
acetonitrilo-acetato de etilo-agua (50:41:9, v/v) y se agité por 30 min a 300 rpm. Luego
se filtré por papel Whatman N°1 y se tomaron 20 ml del filirado al que se le agregaron
1,4 g de sulfato de amonio para provocar la precipitacion por sales o salting-out. La
limpieza o clean-up de la muestra se realiz6é en una columna cromatografica de 10 mm
de diametro interno y 50 mm de alto con 0,7 g de carbén activado (charcoal), 0,5 g de
alumina neutra 'y 0,3 g de celite. La columna se rellené con un disco de papel Whatman
N°1, sobre el cual se colocaron 0,1 g de celite y 1,5 g de la mezcla golpeandola
suavemente para compactarla (Rizzo et al., 1997; Trucksess et al., 1984). La columna
se fijo a un kitasato de 125 ml conectado a una trampa de agua a través de la cual se
reguld la velocidad de flujo del solvente a 2 a 3 ml por minuto. Se agregaron a la columna
20 ml del extracto, seguido por 2 lavados con 10 ml del solvente de extraccion. El eluato
se evaporo a sequedad en bafio Maria. Se afiadieron 3 ml de acetato de etilo al residuo,
se calento a ebullicién en bano Maria y se filtré con papel Whatman N°1, repitiendo este
procedimiento dos veces. El residuo resultante se recolecté en un matraz y se llevo a
sequedad en rotavapor. Luego se transfirid a un tubo Eppendorf y se resuspendié en
500 pl de acetato de etilo-metanol (95:5). La muestra se dividié en viales con 100 pl del
extracto para mediciones independientes. Los viales fueron secados en una corriente
suave de Nitrégeno y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis por cromatografia

gaseosa.
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111.4.6.2. Cuantificacion de deoxinivalenol

A las muestras obtenidas en el paso anterior se les agregd 100 ul de anhidrido
trifluoroacético (TFAA) para su derivatizacién, y 30 mg de bicarbonato de sodio
(NaHCO:3) para destruir restos del derivatizante que no haya reaccionado. Se agité con
vortex por 10 s, se colocé en bafo termostatico a 80 °C por 30 min, y se dej6é a
temperatura ambiente. El residuo obtenido fue disuelto en 100 uyl de una solucién
conformada por 2-amino-5-clorobenzofenona (ACBP) en tolueno con una concentracion
de 10 pg/ml, el cual se utilizé como estandar interno. Luego se agité por 10 s y se
agregaron 1000 ul de agua para remover el exceso de reactivos. Se dejé reposar hasta
que se separaron las dos fases, acuosa y organica. Se transfirié la capa toluénica a un
vial con sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua. Se agité por 10 s y se dejo
reposar hasta que se separaron las dos fases. Se transfirio la fase toluénica a otro vial
para su analisis (Schollenberger et al., 1998; Schwadorf & Miller, 1991).

La deteccion de DON se realiz6 con un cromatografo gas-liquido Shimadzu
GC17 con un detector de captura de electrones (ECD), con una columna capilar RX-
5MS (30 m; 0,25 mm x 0,25 um). La temperatura del inyector fue de 250 °C y la del
detector de 300 °C. Se utilizd6 un programa de temperatura que consistié en 2 min a
90 °C, y luego se incrementd de 90 a 275 °C (2 min) a 23 °C por minuto y desde 275 a
290 °C (5 min) a 30 °C por minuto. Se empled nitrégeno como gas auxiliar y carrier. El
volumen de inyeccion fue de 2 ul y el tiempo de corrida por muestra de 27 min (Croteau
et al., 1994).

Para el analisis de los datos se utilizd una curva de calibracién entre el tiempo
de retencion de la toxina estandar (Sigma-Aldrich, EEUU) y el del estandar interno. El
rango de concentraciones medido fue entre 50 y 400 pg. La curva de calibracion se
construyo graficando el area relativa (AR) (relacién del area de la toxina y del estandar
interno, ACBP) contra la concentracion en cada punto y se determiné el rango de
linealidad mediante una curva de regresién. Los resultados obtenidos se multiplicaron

por los factores correspondientes de extraccion y dilucidon de la muestra y se expresaron

en pg/g.

1l.4.7. Captura de aflatoxinas

Para analizar la capacidad de captura de AFB1 de las levaduras, se utilizé una

solucién estandar de AFB1 (Sigma Aldrich, EEUU) disuelta en metanol y almacenada
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en oscuridad a -20 °C hasta su utilizacion. La solucién de trabajo consistié en diluir la
solucion stock en buffer PBS hasta la concentracién deseada.

Los cultivos frescos de las levaduras se centrifugaron y lavaron dos veces con
PBS estéril. Se realizd el recuento en camara de Neubauer y los pellets se
resuspendieron en la solucién de trabajo de AFB1, para obtener las concentraciones
finales de 108 UFC/ml (para G. candidum la concentracion fue de 10* UFC/ml) y 200 ppb
respectivamente. Los tubos se incubaron en oscuridad, con agitacién (300 rpm) por 30
min. Luego, se centrifugaron y los sobrenadantes que contenian la AFB1 no adsorbida
fueron recolectados y almacenados a -20 °C para su posterior cuantificacion (Bueno et
al., 2007).

1Il.4.7.1. Cuantificacion de aflatoxinas por HPLC

La cantidad de AFB1 no adsorbida en los sobrenadantes se cuantific6 mediante
cromatografia liquida de fase reversa (Waters Alliance 2695, EEUU), con una bromacién
electroquimica post columna y un detector de fluorescencia (Waters 2996, EEUU). Se
utilizé una columna Sunfire C18 (3,5 pm; 4,6 x 150 mm), un flujo de 1 ml/min con una
fase movil detallada en la tabla 5, la temperatura de la columna fue de 35 °C, el volumen
de inyeccion de 10 upl y la temperatura de inyeccion de 15 °C. La bromacion
electroquimica se realizé mediante una celda Kobra-Cell (R-Biopharm, Alemania) a 100
MA. La deteccion se llevo a cabo con una longitud de onda de excitacion de 360 nm vy

de emisiéon de 440 nm. El tiempo de corrida de las muestras fue de 30 min.

Tabla 5: Gradiente de la fase mévil en HPLC

Tiempo (min) A B C
0 72 18 10
20 72 18 10
25 10 80 10
26 10 80 10
27 72 18 10
28 72 18 10
Solventes: A: Agua miliQ + 0,1983 g/l KBr + 160 pl/l HNO3; B: Acetonitrilo;
C: Metanol.
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Para la determinacién de la concentracion de AFB1 en las muestras se realizd

una curva de calibracion en el rango de 10 a 100 ppb.

111.4.8. Estimacion de los mananos de pared

111.4.8.1. Hidrdlisis acida

La extraccion de los mananos de la pared de las levaduras se realizé de acuerdo
a Quirds et al. (2011). Alicuotas de 2 ml de un cultivo fresco de cada levadura, se
colocaron en tubos de 2 ml con tapa a rosca previamente pesados (para posteriormente
determinar el peso seco de las levaduras), se centrifugaron descartando el
sobrenadante y se agregaron 2 ml adicionales de cada cultivo en los mismos tubos, y
se centrifugd nuevamente. Los pellets resultantes se lavaron dos veces con agua
destilada estéril y se secaron al vacio (Savant® SpeedVac concentrator, Thermo
Scientific) a 65 °C hasta peso constante. Posteriormente se realizé la hidrélisis acida
de los pellets, resuspendiéndolos en 100 ul de H.SO4 1 M e incubando a 100 °C por
5,5 h. Luego se homogeneizaron y centrifugaron para separar la levadura y obtener el

sobrenadante, el cual fue diluido con 900 ul de agua miliQ.

111.4.8.2. Cuantificacion de la glucosa y manosa por HPLC

La cuantificacion de glucosa y manosa fue realizada de muestras obtenidas en
[11.4.8.1, a las que se le eliminaron los restos de H.SO.4 por extraccion en fase solida
(SPE), eluyendo las muestras por columnas Strata® NH; (500 mg/3ml tubo,
Phenomenex, EEUU) previamente acondicionadas por lavados con 15 ml de agua miliQ.
Los eluatos se filtraron con membranas de nylon con 0,22 ym de tamafo de poro y se

guardaron a -20 °C hasta su analisis por HPLC.
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Figura 9: Columnas Strata® NH, (Phenomenex, EEUU) asociadas a un equipo de vacio

para la remocion de H2SO4 de los hidrolizados de levaduras.

En el HPLC se empled una columna de plomo PL Hi-Plex Pb 8 um (Varian, Inc.,
Reino Unido) y un detector de indice de refraccion. La fase mévil consistié en agua miliQ
con un flujo de 0,6 ml/min a 70 °C y el tiempo de corrida por muestra fue de 20min. Cada
muestra se midié por duplicado. La curva estandar se preparé con manano comercial
de S. cerevisiae (Sigma-Aldrich) tratado como las muestras (punto 111.4.8.1) y diluido en
agua miliQ dentro del rango de 250 a 25 mg/I. Los resultados determinados a partir de
la curva estandar se normalizaron considerando el peso seco de levadura, que se
calculé como la diferencia entre el peso del tubo con levadura seca y el peso del tubo

vacio.

llIl.5. Caracterizacion de rasgos fenotipicos de virulencia

111.5.1. Actividades enzimaticas

Para la deteccion de las actividades amilasa, proteasa, lipasa y fosfolipasa se
llevaron a cabo ensayos en placas de Petri conteniendo medios inductores. Todas las
placas se inocularon en el centro con 10 pl de un cultivo fresco de cada levadura y se

incubaron por 7 d a 28 °C.
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111.5.1.1. Actividad amilasa

Para la deteccidon de la actividad se utilizé el medio de cultivo agar YNB
suplementado con 2 g/l de almidén soluble, que luego de la incubacion fue inundado
con Lugol. En los casos de actividad positiva se observé un halo claro alrededor de la

colonia contra un fondo oscuro del medio (Gopinath et al., 2002).

111.5.1.2. Actividad proteasa

Para determinar la presencia de la actividad proteolitica se utilizé un medio de
cultivo constituido por leche descremada como unico nutriente (5 % p/v leche
descremada en polvo y 2 % p/v agar agar) (Pailin et al., 2001). La actividad proteolitica

se evidencié como un halo traslucido alrededor de las colonias.

11.5.1.3. Actividad lipasa y fosfolipasa

La actividad lipasa fue detectada utilizando un medio de cultivo cromogénico que
consistié en 1 % p/v aceite de oliva, 10 mM CaCly, 0,1 % p/v rojo de fenoly 2 % p/v agar
agar a pH 7,3-7,4. Las levaduras con actividad positiva se evidenciaron con un cambio
de color de rojo/rosado a amarillo alrededor de la colonia (Singh et al., 2006).

En los casos en los que se obtuvieron resultados positivos, se procedié a la
cuantificacion de la actividad lipasa a partir de los extractos crudos. Se utilizé un medio
de cultivo con 20 ml de un caldo con 10 g/l glucosa, 50 g/l peptona, 1 g/l MgS04.7H-0,
1 g/ NaNQOs, 10 g/l aceite de oliva 'y 1 g/l Tween 80 (emulsionado por 1 min a maxima
velocidad) en Erlenmeyers de 100 ml. Se inocularon con un cultivo fresco de la levadura
e incubaron a 28 °C por 48 h a 150 rpm. Luego de la incubacion se centrifugaron las
muestras a 5000 rpm por 10 min y los sobrenadantes se separaron para la cuantificacion
enzimatica por titulacion. La mezcla de reaccion de 10 ml, consistio en 1 ml del
sobrenadante mas 9 ml de una emulsién con 25 % de aceite de oliva como sustrato,
obtenida con goma arabiga como surfactante y agitando a velocidad maxima por 1 min.
La incubacion de la mezcla de reaccion fue de 1 h a 37 °C. La reaccion se detuvo por el
agregado de acetona/etanol 1:1 (v/v) y se tituld la cantidad de acidos libres liberados

con NaOH 0,05 M utilizando fenolftaleina como indicador. La unidad enzimatica se
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definié como la cantidad de enzima que genera 1 umol de acido graso en las condiciones
de ensayo empleadas (Macedo et al., 1997).

La actividad fosfolipasa se determind utilizando Agar Sabouraud glucosado (ver
Anexo |) suplementado con 10 % v/v de yema de huevo, 11,7 g/ NaCl y 0,111 g/l CaCl..
La actividad se detectd por la presencia de un halo de precipitacion blanco alrededor de

la colonia (Price et al., 1982).

lIl.5.2. Resistencia al pasaje gastrointestinal

En un primer ensayo se determiné la viabilidad de las levaduras en las
condiciones de pH del pasaje gastrointestinal. Cultivos frescos de las levaduras se
centrifugaron descartando los sobrenadantes, los pellets se lavaron dos veces con
buffer PBS, se realizé el recuento en camara de Neubauer y se resuspendieron en PBS
estéril termostatizado a pH 2,5 (ajustado con HCI 1M), para simular la fase gastrica. Las
suspensiones se incubaron por 2 h a 37 °C. Luego de la incubacion, las suspensiones
fueron centrifugadas y lavadas dos veces con PBS antes de resuspender los pellets en
PBS termostatizado a pH 8 (ajustado con NaOH 1M), para simular la fase intestinal. Se
incubaron por 2 h a 37 °C. Se tomaron muestras para realizar recuentos en placa al
inicio y al finalizar las etapas gastrica e intestinal.

A continuacién, para profundizar en el estudio de las condiciones
gastrointestinales se repitié el ensayo utilizando una solucién de sales y pepsina 0,3 %
p/v a pH 2,5 para la fase gastrica y una solucién de sales con pancreatina 0,1 % p/vy

sales biliares 7 % p/v para la fase intestinal (ver Anexo I) (Minekus et al., 2014).

111.5.3. Adhesion a células Caco-2

Se estudié la capacidad de las levaduras de adherirse a células Caco-2, una
linea de células de adenocarcinoma colorrectal humano, ampliamente utilizadas como
modelo in vitro de barrera de epitelio intestinal. Las células Caco-2 (DSMZ, Alemania.
Pasajes 27-33) se cultivaron en el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal Essential
Medium (DMEM, Himedia, India) suplementado como esta descripto en el Anexo | e
incubaron en atmosfera de 5 % de CO» a 37 °C, cambiandole el medio cada 2 0 3 d. Las
monocapas se prepararon en placas de poliestireno de 24 fosas (Euroclone, ltalia) y se

utilizaron para el ensayo de adhesion post confluencia. Cada fosa se lavé dos veces con

53



Materiales y métodos

PBS atemperado a 37 °C y se agrego a cada una 250 pl de nuevo DMEM suplementado
y 50 I del inéculo de levadura a una concentracion de 6.10* células/ml. Las placas se
incubaron 1 h a 37 °C en atmdsfera de 5 % de CO.. Luego se tomo el sobrenadante y
la monocapa se lavé tres veces con PBS para remover las levaduras no adheridas. A
continuacion se adicioné 300 pl de PBS en cada fosa y las células se removieron con
un scraper para obtener las levaduras adheridas. Las levaduras adheridas y no
adheridas fueron cuantificadas mediante recuento en placa en agar YPD y el porcentaje
de adhesion fue calculado en relacion al niumero total de levaduras (Pérez-Torrado et
al.,, 2012). Como controles positivos de adhesién se utilizaron dos aislamientos
pertenecientes a la coleccion de Amparo Querol (IATA-CSIC, Valencia, Espafia),
Candida albicans SC5314 como control de alta adhesion y Wickerhamomyces anomalus
2937 como control de media adhesion. Se realizaron dos ensayos independientes por

triplicado para cada levadura.

1I1.5.4. Crecimiento a altas temperaturas

Para evaluar la capacidad de crecimiento a altas temperaturas se inocularon
diluciones seriadas de cada aislamiento en placas con medio de cultivo YPD, se
guardaron en bolsas herméticas para evitar deshidratacion y se incubaron a 28 °C
(temperatura control), 37 °C y 42 °C por 5 d (de Llanos et al., 2006).

lll.6. Caracterizacién de la capacidad antifiungica en maiz molido

de las levaduras del kefir

1l.6.1. Ensayos en minisilo

Para recrear condiciones extremas de almacenamiento del maiz y su posible
contaminacion fungica, se molieron granos sanos y enteros (humedad 13 %) a alta
velocidad por 30 s en un molinillo (Durabrand, EEUU), a modo de obtener una mayor
superficie expuesta. Luego, se esterilizdé con vapor de agua (121 °C, 15 min) y se seco
a 37 °C hasta peso constante. Se agregaron de acuerdo a Rankin (2009) 7,9 ml de

liquido cada 50 g de harina de maiz para lograr una humedad de 20-25 % (rango critico).
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Dentro del volumen se incluyeron los in6culos de levaduras, hongo y/o solucion
fisioldgica (segun corresponda, ver Tabla 6).

Para obtener las condiciones de minisilo, el maiz molido se colocé y compactd
en tubos plasticos de 15 ml con la tapa perforada (0,5 mm), colocando una membrana
de acetato de 0,22 ym de tamano de poro para evitar contaminaciones.

Se ensayaron los crecimientos individuales de las levaduras, el hongo A. flavus
y el enfrentamiento entre ambos en el maiz molido en condiciones de minisilo. El inéculo
de A. flavus consistié en una suspension de conidios de a una concentracion final de
102 conidios/g maiz molido. Para el indculo de levaduras se ensayaron: a) levaduras
lavadas (sin el sobrenadante), b) levadura con el sobrenadante y c) kefir entero (con el
sobrenadante). En la tabla 6 se detallan los volimenes de cada inéculo para cada
tratamiento. En el control A. flavus fue reemplazado por 1 ml de solucion fisiolégica. Los
minisilos se incubaron a 25 °C por 14 d, tomandose muestras en los dias 0, 2, 4, 7, 10
y 14 a partir de las cuales se realizaron recuentos en placa (punto 111.6.1.1), medidas de
pH y humedad (punto 11.6.1.3).

Tabla 6: Inéculos para minisilos

Volumenes por tratamiento

Total
A. flavus Levadura con
. levadura (ml1/50g
Tratamiento 5.10% sobrenadante o Agua
lavada* maiz
conidios/ml kefir entero
molido)
a) 1ml 1ml -- 5,9ml 7,.9ml
b) 1ml -- 6,9ml -- 7,9m|
c) 1ml -- 6,9ml -- 7,9ml

*Las concentraciones van desde 10'-10® UFC/ml dependiendo del ensayo y de la

levadura.

111.6.1.1. Determinacion del crecimiento microbiano por recuento en placa
El recuento en placa de los microorganismos se realiz6 por la metodologia
tradicional para los hongos filamentosos y las mezclas de microorganismos (levaduras

y hongos), colocando 100 pl de la diluciéon correspondiente sobre la placa de Petri con
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medio YPD y esparciéndolo con perlas de vidrio hasta su total absorcion (Messer et al.,
2000). Los recuentos se realizaron a las 24/48 h para las levaduras y a los 5 d para A.
flavus. En el caso de las levaduras individuales, se realizdé el recuento a través de la
técnica de microgota SP-SDS (del inglés “single plate-serial dilution spotting”) (Thomas
et al., 2015). En esta técnica, la placa de Petri de 90 mm de diametro se dividié en 6
secciones y en cada seccién se sembraron 20 ul totales de cada dilucién distribuidos en
varias gotas. Se dejo secar el inéculo y se incubaron las placas a 28 °C durante 24 h.
Para determinar las UFC/ml, se consideraron las secciones que tuvieron entre 6 y 60

colonias de levaduras y se realizé el siguiente calculo:

C=nx5x10%*1

C: concentracion de levaduras en UFC/ml
N: recuento de colonias de la seccion

D: dilucién sembrada en la seccién

11.6.1.2. Determinacién de la biomasa fungica por qPCR

La extraccion del ADN de las muestras de maiz molido se realizo utilizando el kit
comercial ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep® (Zymo Research, EEUU) de acuerdo a
las indicaciones del proveedor. La cuantificaciéon del ADN de A. flavus se realizo
mediante gPCR utilizando el equipo Rotor-Gene 6000® (Corbett Life Science, Australia)
y los primers omt los cuales amplifican el gen de la O-metiltransferasa involucrado en la
biosintesis de aflatoxina B1 (Shweta et al., 2013). La mezcla de reaccion para cada
muestra fue de 10 pl, conformada por 5 ul de SensiFAST SYBR® No-ROX kit (Bioline,
Alemania); 0,5 yl de omt-F; 0,5 pyl omt-R (25 uM) (ver Anexo Il), 1 ul del templado de
ADN, 3 pl de agua miliQ. El programa consistié en un calentamiento inicial de 5 min a
95 °C seguido por 35 ciclos de 30 s a 95 °C para la desnaturalizacion y 35 s a 59 °C
para la hibridacion y extension. Luego, se realizdé una curva de melting para asegurarse
que lo amplificado correspondia exclusivamente a un solo producto, para ello se
aumentd la temperatura de 50 °C a 99 °C. Cada muestra fue analizada por triplicado.

Para la determinacion del rango dinamico se realizé una curva estandar con
diluciones decimales seriadas del ADN extraido de un cultivo puro de A. flavus en medio

liquido YES 72h, al que se lo amplificé como se describio previamente. La concentracion
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del ADN fue cuantificada en un fluorémetro Qubit (Invitrogen, EEUU). Por medio del
programa Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 (Corbett Life Science, Australia) se
graficaron los Ct en funcién del logaritmo en base 10 de la concentracién del ADN, en
la zona lineal de la curva se determiné el limite de deteccion y el rango dinamico.
Previo al analisis de las muestras, se determiné el efecto matriz para establecer
si el maiz (la matriz en este caso) generaba algun efecto sobre la sefial detectada. Se
realizd una extracciéon de ADN de maiz sin inocular, se efectuaron diluciones seriadas y
a cada una se le agreg6 la misma cantidad conocida de ADN fungico. A su vez se
realizaron controles, uno positivo conteniendo agua miliQ y la misma cantidad conocida
de ADN y otros dos negativos conteniendo matriz y agua miliQ respectivamente, ambos
sin ADN adicionado. Se llevé a cabo la qPCR y el analisis de los resultados, como se
detallé previamente. Para el analisis de las muestras se tomé la minima dilucion de la

matriz que no generaba diferencias significativas con el control positivo.

11.6.1.3. Determinacién de la humedad y pH

La determinacién de la humedad en el maiz molido se realizé por secado en
estufa a 130 °C durante 1 h (AOAC, 1999). Los recipientes vacios se colocaron durante
1h en el horno a 130 °C (SL30SDB, Sanjor, Argentina) previo a la pesada, se colocaron
en un desecador con silicagel hasta su enfriamiento, para luego realizar la pesada en
una balanza analitica (XB 220 A, Precisa Instruments Ltd., Suiza). Se pesaron el
recipiente vacio y luego del agregado de aproximadamente 2 g de la muestra humeda.
Luego se secaron en estufa durante 1 h a 130 °C y se pesaron nuevamente una vez

enfriadas. El porcentaje de humedad (en base humeda) se calcul6 como:

me—m
%Humedad = M x 100

(mh - mv)

ms: masa del recipiente luego del secado en estufa
mnh: masa del recipiente conteniendo el maiz molido humedo, previo al tratamiento
térmico

m,: masa del recipiente vacio
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La medida de pH se realizé de la dilucion -1 para cada muestra utilizando un

pHmetro (Altronix®).

11.6.1.4. Efecto sobre la produccién de micotoxinas

Se estudio el efecto de las levaduras sobre la produccion de aflatoxinas por parte
de A. flavus en maiz molido. Se adicionaron 20 ml del solvente de extraccion
(acetonitrilo/agua/acido acético, 79:20:1) por cada 10 g de cada muestra finamente
molida (Arcano Fw-100, desintegrador universal de alta velocidad), luego se
homegeneizo en Ultra-Turrax® por 3 min y se sonicé por 60 min. A continuacion se
centrifugd a 3000 rpm y 10 ml del sobrenadante fueron transferidos a un nuevo vial y
evaporados hasta sequedad a 45 °C bajo una corriente de nitrdgeno. Por ultimo el
residuo seco fue resuspendido en metanol/agua (70:30), filtrado con membranas de
nylon de 0,22 ym y guardado a -20 °C hasta su analisis (Castanares et al., 2019). La
cuantificacién de las micotoxinas extraidas se realizé como fue detallado en el punto
[11.4.7.1, utilizando para la curva de calibracion un estandar que contenia las cuatro
aflatoxinas B1, B2, G1y G2 (Trilogy, R-Biopharm).

l1l.7. Analisis estadistico

Se utilizaron los softwares STATISTICA 7 (StatSoft, EEUU) y Sigmaplot 14.0
(Systat Inc., EEUU) para el analisis estadistico y las graficas. Se realizaron pruebas
paramétricas y no parameétricas segun correspondia con un p valor de 0,05. Para
corroborar el cumplimiento de los requisitos necesarios para las pruebas paramétricas,
se evaluaron los residuales para la aleatoriedad (en caso de que no fueran muestras
pareadas), se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad y la prueba de
Levene para la homocedasticidad. En caso de cumplirse los requisitos, se aplicaron test
paramétricos como el ANOVA y en el caso contrario se aplicaron test no paramétricos.
Al obtenerse diferencias significativas (independientemente de la prueba utilizada), se
procedié a realizar un analisis post-hoc. Cada una de las pruebas realizadas se

encuentran detalladas en cada capitulo.
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IV.1. Aislamiento e identificacion de las levaduras del kefir

El concepto de especie ha evolucionado a lo largo de los afios debido a los
avances tecnoldgicos y a los enfoques empleados, es asi que en algunas areas como
la biologia evolutiva y sistematica la definicion de especie aun se encuentra en discusion
(Boekhout et al., 2021; Malik et al., 2014). En hongos la reproduccion puede ser sexual
0 asexual, lo que aumenta la complejidad al momento de la identificacion de la especie.
El estado en el cual el hongo se reproduce a través de esporas sexuales, como
ascosporas, basiodiosporas, etc., es llamado teleomorfo; mientras que el estado en
donde la reproduccién es asexual se denomina anamorfo (Kirk et al., 2008). La
nomenclatura de las especies fungicas esta regida por el Cédigo Internacional de
Nomenclatura para algas, hongos y plantas (ICN, por sus siglas en inglés) (Mcneill et
al., 2012; Pitt & Hocking, 2022). En éste se destaca el concepto de “un hongo, un
nombre”, por lo cual si el hongo presenta el estado sexual y asexual debe tener un solo
nombre (el del teleomorfo) (Boekhout et al., 2022). Sin embargo, en algunos casos es
frecuente encontrar ambas denominaciones, como en los géneros de levaduras
Dekkera vs. Brettanomyces, Geotrichum vs. Galactomyces, y Kloeckera vs.
Hanseniaspora (Boekhout et al., 2022).

La identificacion de levaduras a través de sus propiedades fenotipicas, que
incluyen las morfologias de colonia y de célula, el crecimiento bajo diferentes fuentes de
carbono y nitrégeno, la fermentacidén de azucares, el crecimiento a diferentes
temperaturas, entre otras, ha sido el enfoque tradicionalmente utilizado (Kurtzman et al.,
2011). Las técnicas moleculares generaron una ampliacion de los métodos de
identificacion y han ganado terreno sobre las técnicas fenotipicas. Sin embargo,
gradualmente se estd tendiendo a un enfoque polifasico en donde las técnicas

fenotipicas se combinan con las moleculares (Boekhout et al., 2021; Malik et al., 2014).

IV.1.1. Aislamiento y caracterizacién morfolégica

El aislamiento de las levaduras del kefir se realiz6 a partir de granulos de distintos
origenes fermentados en diferentes sustratos y de sus sobrenadantes. Las colonias
obtenidas por agotamiento en estria y sucesivos repiques en placas de Petri, se
analizaron por sus caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas. Las colonias
caracterizadas se reunieron en seis grupos de acuerdo a su morfologia (Kurtzman et al.,

2011), como se resume en la siguiente tabla:
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Tabla 7: Agrupamiento de los aislamientos por caracteristicas morfolégicas

) ) Caracteristicas de la colonia
Grupo Aislamiento

Macroscoépicas Microscoépicas*
Blancas, cremosa, lisas, Unicelular globosas,
brillantes, regulares, grandes
céncavas
9B
| 33
35
38
Blancas, rigidas, Hifas con ramificaciones,
aterciopeladas, regulares,  artroconidios rectangulares
céncavas
s .
2
|
30
31
Blancas, cremosa, lisas, Unicelular ovoides y
opacas, irregulares, pseudohifas
14 concavas
20
27
]|
22
23
25
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Blancas/Rosadas**, Unicelular elipsoidales y
5 .
cremosa, rugosas, opacas, pseudohifas
9A . .
irregulares, concavas
11 —
16
v 17
21
24
29
32
Blancas, cremosas, lisas,
regulares, concavas
\' 26
Blancas, cremosa, Unicelular elipsoidales,
rugosas, opacas, pseudohifas
irregulares, concavas
Vi 37

*1000X

** Con el tiempo de incubacion las colonias viran de blancas a rosadas en medio YPD.
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IV.1.2. Identificacion molecular y bioquimica

En la identificacion molecular realizada, a partir de la extraccion del ADN total y
la amplificacién de las regiones ITS1/ITS2 y D1/D2, se determind el tamano de los
fragmentos amplificados resultantes en un gel de agarosa. De la region ITS1/ITS2 se
realizo un RFLP utilizando las enzimas de restriccion Hinf |, Hae Ill y Hha |, que junto a
la posterior secuenciacién de la regién D1/D2 permitié, a través de bases de datos,
clasificar a los aislamientos en los mismos seis grupos resultantes de la caracterizacion

morfologica. Las bases de datos utilizadas fueron Yeast-id (https://www.yeast-id.org/) y

Genbank con su herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

respectivamente. Para poder asignar una especie con las secuencias de la region
D1/D2, las mismas no deben diferir en menos de 1 %, es decir que debe haber una
homologia de 99 % o mayor (Kurtzman, 2015). De este modo se lograron identificar
nueve aislamientos pertenecientes a los grupos IV y VI. En los restantes grupos fueron
aplicadas técnicas moleculares adicionales y pruebas bioquimicas para la identificacién

definitiva.

IV.1.2.1. Aislamientos del Grupo /

En los cuatro aislamientos del grupo | (9B, 33, 35 y 38) se obtuvo por
amplificacién de la region ITS1/ITS2 un fragmento de 850 pb, el cual por RFLP mostré
los patrones de bandas de la figura 10. En la figura 10 se muestra el perfil de bandas de

9B, el cual comparte con el resto de los aislamientos.
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Figura 10: RFLP de la region ITS1/ITS2 del aislamiento 9B. Enzimas de restriccion
empleadas, A: Hinf |; B: Hha I; C: Hae Ill. Marcador de peso molecular de 50 + 100 pb.

Al comparar los patrones de bandas con la base de datos Yeast-id, los
aislamientos fueron coincidentes en un 100 % de similitud con las especies S.
cerevisiae; S. paradoxus; S. cariocanusy C. maltosa.

De la secuenciacion de la region D1/D2 amplificada, a través de la herramienta
BLAST se obtuvo una alta similitud con las especies S. cerevisiae, S. cariocanus 'y S.
paradoxus, descartandose de esta manera la especie C. maltosa. Para confirmar la
identificacion entre las especies de Saccharomyces, se realiz6 un RFLP de genes
especificos, amplificando el gen MAG2 y GSY1 y utilizando la enzima de restriccion
Mspl. Los fragmentos amplificados fueron de 1000 y 770 pb respectivamente. En la

figura 11 se muestra el perfil de digestioén del aislamiento 9B como representativo del

grupo.
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Figura 11: RFLP de los genes MAG2 y GSY1 del aislamiento 9B. Enzima de restriccion
empleada Mspl. Calle 1: marcador de peso molecular de 50 + 100 pb; calle 2: MAG2y
calle 3: GSY1.

Para los cuatro aislamientos se obtuvieron perfiles de bandas coincidentes,
correspondientes con la especie S. cerevisiae de acuerdo a Pérez-Través et al. (2014).
Los arboles filogenéticos se realizaron para los aislamientos 33, 35 y 38 con las
secuencias de la region D1/D2 y para 9B a modo excepcional se realizd con la region

ITS1/ITS2, por lo que en la figura 12 se presentan dos arboles filogenéticos.
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A 38

Saccharomyces cerevisiae NRRL Y 12632 T

1

Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 T
35
33

100

T Saccharomyces paradoxus CBS 432 T
9| Saccharomyces cariocanus NRRL Y 27337 T
Candida maltosa NRRL Y 17677 T

Schizosaccharomyces pombe NRRL 'Y 12796 T
0.02

B 100 9B

100 |' Saccharomyces cerevisiae CBS 1171 T
Saccharomyces paradoxus CBS 432 T

( 971 Saccharomyces cariocanus NRRL 27337 T

‘ Candida maltosa CBS 5611T

Schizosaccharomyces pombe NRRL'Y 12796 T

0.050

Figura 12: Arboles filogenéticos de los aislamientos del Grupo /. A: regién D1/D2 de los
aislamientos 33, 35 y 38. B: region ITS1/ITS2 del aislamiento 9B. Las cepas tipo se
indican con una “T” y los valores de bootstrap se indican en los nodos.

Schizoccharomyces pombe NRRL Y 12796 se utilizé como outgroup.

Por ultimo, se realizé una caracterizacion intraespecifica de los aislamientos
identificados, a través de RFLP del ADN mitocondrial con la enzima Hinfl. Como se
observa en la figura 13, tres de los aislamientos presentaron perfiles de bandas a

diferencia del aislamiento 38 para el cual no se detecté perfil. Los aislamientos 33, 35y
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9B presentaron un patron de bandas unico, que evidencié ausencia de variabilidad

intraespecifica entre ellos, a pesar de provenir de granulos de diferente origen.

Figura 13: RFLP del ADNmt de los aislamientos del Grupo I. Calle 1: 33; calle 2: 38

(flecha roja); calle 3: 35; calle 4: 9B; calle 5: marcador de peso molecular fago AMPstl.

Como la ausencia de bandas podria atribuirse a la ausencia de mitocondrias, se
realizé un ensayo sembrando la levadura en medio YNB suplementado con glicerol. El
glicerol no puede ser metabolizado por las levaduras mediante la via fermentativa, pero
en condiciones aerdbicas puede ser metabolizado a través de las mitocondrias. A modo
de control el aislamiento también fue sembrado en YNB suplementado con glucosa.
Ademas, se sembré el aislamiento 35 el cual fue empleado como control de la presencia
de perfil de bandas. Luego de la incubacion, se observo que el aislamiento 35 pudo
crecer en ambos medios, mientras que el 38 soélo pudo crecer en el medio suplementado

con glucosa (Figura 14), lo cual confirmaria la ausencia de mitocondrias.
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Figura 14: Crecimiento del aislamiento 38 en medios de cultivo diferenciales. A: medio
YNB con 20 % p/v glucosa; B: YNB con 3 % v/v glicerol. 1 y 2: aislamiento 38; 3 y 4:

aislamiento 35.

IV.1.2.2. Aislamientos del Grupo Il

Para los cuatro aislamientos de este grupo, el alineamiento de la secuenciacion
de la region D1/D2 con la base de datos Genbank utilizando la herramienta BLAST,
arroj6 una alta similitud con la especie G. silvicola seguida por G.vulgare.

La especie G. silvicola fue introducida por Pimenta et al. (2005), quienes se
basaron en la secuencia de la region D1/D2 de la subunidad ribosomal 26S (LSU) y
técnicas fenotipicas para la identificacion de la especie. A su vez, G. vulgare fue
descripta como nueva especie por Wuczkowski et al. (2006) quienes analizaron la
misma region génica que los autores anteriores, por secuenciacion y PCR fingerprinting,
ademas de la realizaciéon de las pruebas fenotipicas. Sin embargo, posteriormente
ambas especies no fueron introducidas entre las especies reconocidas del género por
falta de datos moleculares (Kurtzman et al., 2011), mas aun Groenewald et al. (2012) a
través de andlisis filogenéticos y estudios de mating (apareamiento) determinaron que
no habia diferencia con las especies ya descriptas y que G. silvicola era sinénimo de
Gal. candidus y G. vulgare era sinébnimo de Gal. pseudocandidus. Las especies
reconocidas dentro del taxdn Geotrichum son 11, de las cuales 5 presentan su
teleomorfo en Galactomyces y el resto en Dipodascus (Kurtzman et al., 2011). Estas
especies intimamente relacionadas presentan polimorfismo intraespecifico en el gen
ribosomal 26S, por lo que la identificacion utilizando esa regién del ADN puede no ser
adecuada para la especie (Alper et al., 2011). Este polimorfismo, hace necesario utilizar
enfoques genotipicos y fenotipicos variados para llegar a una identificacién polifasica de

la misma (Gente et al., 2006; Sacristan Vega, 2015). Por lo tanto, adicionalmente se
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realizé un RFLP con la enzima Hinfl de la regiéon ITS1/ITS2, un RAPD con el primer M13
y un auxonograma para determinar la asimilacion de fuentes de carbono especificas.
Los resultados obtenidos del RFLP (Figura 15) concuerdan con lo observado por
Sacristan Vega (2015) quien reportd que la digestion con la enzima de restriccion Hinfl
generaba un perfil de bandas mas claro y util para la especie. Segun los resultados, el

perfil de bandas contaria con tres fragmentos de 203, 105 y 87 pb.

12 34567

203 pb =

105 Pb e
87 pb =

Figura 15: RFLP de la region ITS1/ITS2 de los aislamientos del Grupo /. Enzima de
restriccion empleada Hinfl. Calle 1: G; calle 2: 2; calle 3: 30; calle 4: 31; calle 7: marcador

de peso molecular de 50 + 100 pb. Calles 5 y 6 no corresponden al grupo.

Asimismo, se realiz6 un RAPD con el primer M13 para discernir entre las
especies intimamente relacionadas del género Geotrichum (teleomorfos Galactomyces
o Dipodascus). El perfil de bandas obtenido fue consistente con lo reportado por Gente
et al. (2006) para G. candidum, donde la de 860 pb fue la de mayor intensidad (Figura
16).
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860 pb ==

Figura 16: RAPD de los aislamientos del Grupo /I. Calle 1 y 6: marcador de peso

molecular de 100 pb; calle 2: G; calle 3: 2; calle 4: 30; calle 5: 31.

Para completar la identificacion polifasica de los aislamientos se realizaron
pruebas bioquimicas de acuerdo a las claves de Kurtzman et al. (2011). Se analiz6 la
capacidad de los aislamientos de crecer a 30 y 35 °C y de asimilar D-celobiosa, D-

galactosa, D-manitol, L-sorbosa, utilizando glucosa a modo de control.
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Tabla 8: Asimilacion de fuentes de carbono para los aislamientos del Grupo /1.

2 2 = o g 2
o 8 2 8 § © § ©
Aislamiento* g 8 5 2 T o T
) [ £ 2 s ° s @
a a - o o
2
- + + + + +
30
31
Valores asignados a las especies**
G. candidum
- + + + + +
(Gal. candidus)
G. carabidarum
) - - w/- d/w + -
(D. carabidarus)
G. citri-aurantii
- + + + + -
(Gal. citrii-aurantii)
G. cucujoidarum
+ + + = + +
(D. cucujoidarus)
G. decipiens
+/w + + - - .
(D. armillariae)
G. europaeum - + - + + -
G. fermentans
+ + + + + +
(D. fermentans)
G. histeridarum
- + + diw + -
(D. histeridarus)
G. klebahnii
- + + + \Y; -
(D. klebahnii)
G. pseudocandidum
- + o + + Vv
(Gal. pseudocandidus)
G. restrictum
- + + + - -
(D. restrictus)
Geotrichum sp.
- + + + + -

(Gal. geotrichum)

- : negativo; + : positivo; w: débil; d: demorado; v: variable. Las celdas en gris sefalan las no
coincidencias con los aislamientos del Grupo /l. *El nombre del anamorfo esta en negrita y
entre paréntesis el del teleomorfo. G: Geotrichum; Gal: Galactomyces; D: Dipodascus. ** tabla
adaptada a partir de Kurtzman et al. (2011).
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Como se observa en la tabla 8, los aislamientos bajo analisis fueron capaces de
asimilar D-galactosa, D-manitol, L-sorbosa y de crecer a 30 y 35 °C, pero no asimilaron
D-celobiosa. Este patrén de asimilacion de azucares coincide con el correspondiente a
G. candidum (Gal. candidus).

De acuerdo a los datos obtenidos para este grupo, los aislamientos
corresponden a la especie G. candidum (teleomorfo Gal. candidus). El arbol filogenético

muestra la agrupacion con la misma especie (Figura 17).

2
30
31

100
G

68

Geotrichum candidum CBS61584 T
60

]

8l Geotrichum candidum ATCC34614
Galactomyces pseudocandidum CBS626 83 T

100 g L’i Geotrichum europaeum CBS866 68 T

il Galactomyces geotrichum JCM6359 T

39 Im Galactomyces citri aurantii CBS 176 89 T
sl Galactomyces reessii CBS 179 60 T

Geotrichum cucujoidarum ATCC MYA4341 T

35

vl Dipodascus fermentans UCDFST89 29
Dipodascus armillariae NRRLY 17580 T

70 Lf Geotrichum restrictum CBS111234 T

47

Geotrichum klebahnii strain1 3

—— Dipodascus carabidarus Y27727 T

100 Geotrichum histeridarum ATCCMYA 4340 T

Schizosaccharomyces pombe NRRL Y 12796 T

0.02

Figura 17: Arbol filogenético de la regién D1/D2 de los aislamientos del Grupo Il. Las
cepas tipo se indican con una “T” y los valores de bootstrap se indican en los nodos.

Schizoccharomyces pombe NRRL Y 12796 se utiliz6 como outgroup.
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IV.1.2.3. Aislamientos del Grupo Il

Para los seis aislamientos de este grupo por RFLP de la region ITS1/ITS2 se
obtuvo el perfil de bandas que se observa en la figura 18. El perfil de bandas de la figura

18 corresponde al aislamiento 22 y es representativo del grupo.

1 2 3 4 5

Figura 18: RFLP de la region ITS1/ITS2 del aislamiento 22. Enzimas de restriccion
empleadas, Calle 1: Hinf I; calle 2: Hae lll; calle 3: Hhal; calle 5: marcador de peso

molecular de 50 + 100 pb. Calle 4 no corresponden al grupo.

Al realizar la secuenciacion de la region D1/D2 y el alineamiento con BLAST, se
obtuvo que las especies con mayor similitud (99 %) eran Pichia kudriavzevii, Pichia
cecembensis y Candida glabrata (actualmente llamada Nakaseomyces glabratus). Las
especies fueron discriminadas como se observa en la siguiente tabla de acuerdo a la

asimilacion diferencial de los azucares D-arabinosa, DL-lactato y succinato.
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Tabla 9: Asimilacion de fuentes de carbono para los aislamientos del Grupo I.

Aislamiento D-arabinosa DL-lactato Succinato
14
20
22
23
25
27

Valores asignados a las especies®

N. glabratus - - -

P. kudriavzevii - + +

P. cecembensis + - +

- : negativo; + : positivo; w: débil; d: demorado; v: variable. Las celdas
en gris sefalan las no coincidencias con los aislamientos del Grupo

/1. * adaptado a partir de Kurtzman et al. (2011).

Los aislamientos se identificaron como pertenecientes a la especie P.
kudriavzevii dado que fueron capaces de asimilar succinato y DL-lactato. A continuacion,
se muestra el arbol filogenético basado en las secuencias de la regién D1/D2, en donde

se muestra su agrupacioén con la especie (Figura 19).
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22
20
23
88| 29
27
24

64
Pichia kudriavzevii CBS 5147 T

83| Pichia kudriavzevii NRRL Y 5396 T
— Pichia cecembensis NRRL 'Y 27985 T

- Nakaseomyces glabratus* CBS 138 T

—— Pichia membranifaciens NRRL Y 2026 T

Kluyveromyces lactis ZIM T

0.050

Figura 19: Arbol filogenético de la regién D1/D2 de los aislamientos del Grupo /Il. Las
cepas tipo se indican con una “T” y los valores de bootstrap se indican en los nodos.
Kluyveromyces lactis ZIM 2453 se utilizé como outgroup. * anteriormente nombrada

Candida glabrata.

IV.1.2.4. Aislamientos del Grupo IV

Los nueve aislamientos de este grupo inicialmente se diferenciaron en dos
subgrupos de acuerdo a la coloracion rosada o blanca de las colonias. Sin embargo,
con el RFLP y la secuenciacién de la region D1/D2 se llegd a la conclusion de que los
aislamientos eran de la misma especie. En la figura 20 se muestra el perfil de bandas

obtenido para el aislamiento 29 por RFLP como representativo del grupo.
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1234

=280 pb
4= 200 pb

Figura 20: RFLP de la region ITS1/ITS2 del aislamiento 29. Enzimas de restriccion
empleadas, calle 1: Haelll; calle 2: Hhal; calle 3: Hinf I; calle 4: marcador de peso

molecular de 50 + 100 pb.

Los aislamientos fueron identificados como P. membranifaciens, de acuerdo a
su alta similitud con la especie al compararlos con las bases de datos. En el arbol
filogenético de la figura 21 se observa el agrupamiento de los aislamientos con cepas

tipo de P. membranifaciens.
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‘{ Pichia membranifaciens CBS 107 T

7’61 pichia membranifaciens NRRLY 2026 T
Pichia garciniae CBS 10758 T

57 —  Pichia manshurica IFO10726 T

59 Pichia deserticola NRRLY 12918 T

Pichia kudriavzevii CBS 5147 T

0.01

Figura 21: Arbol filogenético de la regién D1/D2 de los aislamientos del Grupo IV. Las
cepas tipo se indican con una “T” y los valores de bootstrap se indican en los nodos.
Pichia kudriavzevii CBS 5147 se utilizé como outgroup. El aislamiento 32 no fue incluido

en el arbol.

En el caso del aislamiento 32 se observé una doble banda al amplificar la regién
ITS1/ITS2, (480 y 520 pb) (Figura 22).
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Figura 22: Region ITS1/ITS2 del aislamiento 32 (flecha roja). Calle 1: marcador de peso
molecular de 50 + 100 pb, Calle 4: 32. Las calles 2 y 3 contienen muestras que no

pertenecen al grupo.

Para descartar una contaminacion del aislamiento se realizaron estrias
sucesivas en placas de Petri. Luego del proceso de reaislamiento, se repitido la
amplificacién de la regién ITS1/ITS2, obteniéndose los mismos resultados. En
consecuencia, se realizd una separacion a nivel de célula utilizando un
micromanipulador (Singer MSM Manual, EEUU) para descartar la posibilidad de que se
tratara de microorganismos fuertemente asociados. Por lo tanto se colocaron células
individuales en distintos sectores de una placa de Petri, incubandose hasta que las
colonias tuvieron un tamano detectable a simple vista. A partir de cada colonia se realizé
la amplificacién de la region ITS1/ITS2, obteniéndose en todos los casos la doble banda
(Figura 23).

Figura 23: Region ITS1/ITS2 de los aislamientos 32 (rojo) y 11 (azul) micromanipulados.

Calle 1y 8: marcador de peso molecular de 50 + 100 pb.
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La banda de 480 pb fue la mas intensa para todas las colonias y corresponde
con la especie P. membranifaciens (cuadro azul, figura 23). En un estudio con cepas de
P. membranifaciens se observd un comportamiento similar para la misma regién génica
analizada a partir de un cultivo unicelular. Los autores describieron cuatro tipos
diferentes de regiones ITS1/ITS2 para la especie, lo cual atribuyeron a la recombinacion
intergendmica de los genes ribosomales entre diferentes cepas de la especie (Wu et al.,
2016).

IV.1.2.5. Aislamientos del Grupo V

El dnico aislamiento de este grupo, luego de la secuenciacion de la region D1/D2
y alineamiento con BLAST, tuvo una similitud del 99,4 % con las especies P. deserticola
y C. ethanolica. Las mismas difieren en sélo dos nucleétidos en la regién D1/D2 del gen
LSU rDNA, lo cual indica cuan emparentadas estan ambas especies (Kurtzman et al.,
2011). Por este motivo, las dos especies quedaron agrupadas en la misma rama del
arbol filogenético (Figura 26). Para determinar a cual especie pertenecia el aislamiento
bajo estudio se realizé un analisis in silico utilizando la herramienta Nebcutter V2.0

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), lo cual permitid determinar la regiéon génica y la

enzima de restriccion a emplear para su identificacién. La enzima de restriccion Sacl
sobre la region ITS1/ITS2 permitié la discriminacion entre las especies C. ethanolica y
P. deserticola, al obtenerse dos bandas (373 y 27pb) correspondientes a C. ethanolica
(Figura 24).

=373 pb

Figura 24: RFLP de la regiéon ITS1/ITS2 del aislamiento 26. Enzima de restricciéon

empleada: Sacl. Calle 1: marcador de peso molecular de 50 + 100 pb; calle 2: muestra.
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Adicionalmente se evalué la capacidad de crecer a 37 °C, lo cual es una
caracteristica diferencial entre ambas especies (Kurtzman et al., 2011). El aislamiento
fue capaz de crecer a esa temperatura en medio YPD, confirmandose que pertenece a

la especie C. ethanolica.

IV.1.2.6. Aislamientos del Grupo VI

Al realizar un RFLP de la region ITS1/ITS2 con las enzimas de restriccion Hha I,

Hinf | y Hae Il al unico aislamiento de este grupo, se obtuvo el siguiente perfil de bandas:

12 3 4 56 7 8

321pb =@ N ¥

Figura 25: RFLP de la region ITS1/ITS2 del aislamiento 37. Enzimas de restriccion
empleadas, Calle 1A: Hinfl; Calle 8A: Hae llI; Calle 2B: Hhal. Calles 1A y 4B: marcador
de peso molecular de 50 + 100 pb. Calles 2A, 3A, 5A, 6A y 7A no corresponden al grupo.

Adicionalmente se realizé la secuenciacién y comparacion con la base de datos
de la region D1/D2. Los resultados obtenidos con ambas metodologias determinaron
que el aislamiento correspondia a la especie Candida boidinii.

En la figura 26 se muestra el arbol filogenético de los aislamientos del grupo V'y

VI, en el cual cada especie agrupa con la especie obtenida durante el analisis.
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99| Pichia deserticola NRRLY 12918 T
100 | | Candida ethanolica NRRLY 12615 T
99 26

‘37

{ 100 Candida boidinii NRRLY 2332 T

Kluyveromyces lactis ZIM 2453 T

Pichia kudriavzevii CBS 5147 T

L —

0.050

Figura 26: Arbol filogenético de la regién D1/D2 de los aislamientos del Grupo V'y V.
Las cepas tipo se indican con una “T” y los valores de bootstrap se indican en los nodos.
Pichia kudriavzevii CBS 5147 se utiliz6 como outgroup. El aislamiento Pm 32 no fue

incluido en el arbol.

Los aislamientos fueron renombrados de acuerdo a su identificacion
agregandoles iniciales de acuerdo a la especie, Gc, Sc, Pk, Pm, Ce y Cb para
Geotrichum candidum, Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, P.
membranifaciens, Candida ethanolica y C. boidinii, respectivamente. En la siguiente

tabla se resume la informacion de cada aislamiento.
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Tabla 10: Identificacion de las levaduras aisladas del kefir de diferente origen y condiciones de cultivo.

2 T 85 c
= ©
g 8 3 S 3 °s 28 S8
2 £ e S5 s £ fu § N Técnicas utilizadas
°© 3 i - 5 €5 G E £E
< Z 2K
Sc 9B KA CMUNLP1  MC Sustrato ITS1/ITS2-RFLP
T fermentado 3 iacion D1/D2
Sc 33 Saccharomyces KA CMUNLP 6 AM Granulo ecuenciacion
| — o - MAG2y GSY1-RFLP
Sc 35 cerevisiae KA CMUNLP 6 AM Granulo
—=== Sustrat ADNmt-RFLP
Sc 38 KA CMUNLP 2 AM ustrato Crecimiento en glicerol
fermentado
Gc G KL i'gf(:f‘ L Granulos ITS1/ITS2-RFLP
— Secuenciacion D1/D2
Ge2  Geotrichum KL GIPCA L Sustrato M13-RAPD
1l ) AGK1 fermentado
E— candidum Sustrato Auxonograma
Gc 30 KL CMUNLP 9 L Crecimientoa 30y 35 °C
fermentado
Gc 31 KL CMUNLP 8 L Granulos
CIDCA Sustrato
Pk 14 KL AGK1 PS fermentado
Pk 20 ke SPCA ps  Granulos ITS1/ITS2-RFLP
Pichi AGKA1 3 i2ci6n D1/D2
m  Pk22 ‘u drgv’zaevﬁ KA CMUNLP1  AM Granulos ec;‘\i:‘(g'ﬁg'ﬁgma
Pk 23 KA CMUNLP 1 AM Granulos 9
Pk 25 KA CMUNLP 1 CC Granulos
Pk 27 KA CMUNLP1 AM  Sustrato
fermentado
Pm 5 KA CMUNLP1 AMm  Sustrato
fermentado
Pm 9A KA CMUNLP1 MC |, Sustrato
fermentado
Sustrato
Pm 11 KA~ CMUNLP1  CC o entado ITS1/ITS2-RFLP
Y Pm 16 Plch_/a . KA CMUNLP 1 AM Sustrato Secuenciacion D1/D2
membranifaciens fermentado
Pm 17 KA CMUNLP1 AM  Sustrato
fermentado
Pm 21 KA CMUNLP 2 AM Granulos
Pm 24 KA CMUNLP 1 MC Granulos
Pm 29 KA CMUNLP 4 AM Granulos
Pm 32 KA CMUNLP 5 AM Granulos
ITS1/ITS2-RFLP
Candida Sustrato Secuenciacion D1/D2
v Ce 26 ethanolica KA CMUNLP 1 AM fermentado  ITS1/ITS2(Sacl)-RFLP
Crecimiento a 37 °C
Sustrato ITS1/ITS2-RFLP

Vi Cb 37  Candida boidinii KA CMUNLP 2 AM fermentado Secuenciacion D1/D2

MC: miel de cafia; AM: azucar de mascabo; CC: chancaca; L: leche; PS: permeado de suero; KA: kefir de

agua; KL: kefir de leche
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Los datos obtenidos muestran que la presencia de las especies de levaduras fue
variable entre los granulos de kefir estudiados, dependiendo también del sustrato
utilizado para su cultivo (Tabla 10). Similares observaciones fueron sefaladas por
diversos autores, quienes observaron variaciones en el consorcio del kefir de acuerdo
al origen, almacenamiento y condiciones de cultivo (Garrote et al., 1998; Hsieh et al.,
2012; Nielsen et al., 2014). Asimismo, es importante destacar que la metodologia
utilizada para el aislamiento e identificacién también representa un factor fundamental
en la determinacion de las especies (Pogaci¢ et al., 2013), por lo cual los
microorganismos detectados son aquellos capaces de crecer bajo las condiciones de
cultivo establecidas.

En nuestros resultados, G. candidum fue encontrado solo en kefir de leche,
coincidiendo con lo citado por otros autores (Garrote et al., 1997; Timar, 2010; Witthuhn
et al., 2005). Sin embargo, Galactomyces geotrichum especie emparentada con G.
candidum, fue hallada por primera vez en un kefir de agua proveniente de China (Tang
et al., 2016).

Dentro del género Pichia se identificaron P. kudriavzevii y P. membranifaciens.
La primera especie fue aislada de ambos tipos de kefir, excepto cuando se fermento en
leche; no obstante, su presencia en esas condiciones fue reportada por otros autores
(Basavaiah et al., 2019; Gao et al.,, 2012). Pichia membranifaciens fue la especie
principalmente encontrada en el kefir de agua, estando presente en los diversos
granulos y en las diferentes condiciones de fermentacién. De igual forma, su presencia
fue reportada en kefir de agua por Miguel et al. (2011), Fiorda et al. (2016), Gamba et
al. (2019) y Gonda et al. (2019). En particular, en el kefir de agua CMUNLP 1 su
presencia fue la predominante, en coincidencia con lo citado por Gonda et al. (2019). Si
bien existen estudios en donde la especie ha sido reportada en kefir de leche (Du et al.,
2021; Kalamaki & Angelidis, 2017), en el presente trabajo no fue hallada.

S. cerevisiae fue aislada a partir de los sustratos fermentados y los granulos de
kefir de agua CMUNLP 1, 2 y 6. La especie ha sido frecuentemente reportada tanto en
el kefir de agua como de leche (Gulitz et al., 2011; Latorre-Garcia et al., 2007; Laureys
& De Vuyst, 2014; Magalhaes et al., 2011; Timar, 2010).

Por ultimo, se identificaron las especies C. ethanolica 'y C. boidinii aisladas del
sustrato fermentado por los granulos de kefir de agua CMUNLP 1 y 2 respectivamente.
Estudios previos han informado la presencia de una amplia variedad de especies de
Candida en ambos tipos de kefir (Glzel-Seydim et al., 2021; Lynch et al., 2021). Sin
embargo, dentro de esta diversidad no se han encontrado reportes de C. boidinii aislada
de ningun tipo de kefir, a pesar de que es una especie hallada en fermentaciones

naturales (Camiolo et al., 2017; Kurtzman et al., 2011). En el caso de C. ethanolica,
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Sarikkha et al. (2015) fueron los primeros en aislarla del kefir de agua, mientras que Azi
et al. (2020) informaron que era la especie predominante en la bebida de kefir de agua
cultivada en suero de soja. Al igual que en otros estudios, C. ethanolica no fue aislada
a partir de kefir de leche. Estudios aplicando metagendmica confirman la presencia de
Candida sp. en fermentaciones naturales, no siendo en general dominantes dado que
otras especies como S. cerevisiae y BAL generan metabolitos que inhiben su desarrollo
(de Melo Pereira et al., 2022). Asi en kefir de leche, la abundancia relativa del género
Candida sp. con respecto a otras levaduras, fue menor a 0,01 % (Du et al., 2021).

Los cuatro aislamientos de S. cerevisiae fueron analizados en cuanto a su
variabilidad intraespecifica aplicando la técnica de RFLP del ADNmt. Los resultados
obtenidos determinaron tres aislamientos idénticos segun su perfil de bandas. El cuarto
no presenté perfil de bandas, lo cual se relacion6 a la ausencia de mitocondrias de
acuerdo al crecimiento en un medio de cultivo especifico. Este tipo de caracterizaciones
toman importancia cuando los microorganismos son considerados para una aplicacion
como agentes de biocontrol, siendo la técnica a utilizar dependiente de la especie, por
ejemplo en el caso de P. kudriavzevii se podria aplicar RAPD con los primers OPA 11y
OPA 3 (Corbu & Portocalelor, 2020).

IV.1.3. Conclusiones

Por metodologias de cultivo directo de los granulos y sus sobrenadantes
fermentados se pudieron aislar diferentes especies de levaduras en ambas fracciones.

La identificacion de las levaduras requirié un estudio polifasico, que consistié en
analisis morfoldgicos, bioquimicos y moleculares variados, dada la dificultad de arribar
a la identificacion inequivoca mediante un unico analisis de secuencias.

La presencia de especies varioé en relacion al tipo y origen del kefir, asi como al
sustrato de fermentacion. En virtud de lo cual pudo observarse que las especies G.
candidum 'y P. membranifaciens fueron exclusivamente aisladas del kefir de leche y del
kefir de agua respectivamente.

En el caso de S. cerevisiae se determind la variacion intraespecifica a través de
un RFLP del ADNmt, obteniéndose que tres de los cuatro aislamientos provenientes de
kefir de diferentes origenes, compartian un mismo perfil bandas ADNmt. El restante
aislamiento no presenté perfil de bandas, por carecer de mitocondrias de acuerdo a la

ausencia de crecimiento en un medio especifico.
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IV.2. Caracterizacion de la capacidad antifungica

Los hongos del género Aspergillus y Fusarium son de relevancia a nivel mundial
ya que contaminan una amplia gama de productos agricolas para consumo humano y
animal, produciendo pérdidas econdmicas y de seguridad alimentaria por la produccion
de micotoxinas. Entre las micotoxinas generadas por estos hongos, se encuentran las
aflatoxinas (AFs) que son altamente mutagénicas, teratogénicas y carcinogénicas
(IARC, 1993) y el deoxinivalenol (DON) cuya toxicidad es menor que las aflatoxinas pero
que por sus efectos negativos sobre la salud y alta incidencia se encuentra entre las
micotoxinas de vigilancia. Por lo tanto, el control de estos microorganismos
contaminantes se torna fundamental. Una de las alternativas para su control es el control
bioldgico, la inhibicidon de un microorganismo por otro, y en este contexto las levaduras
representan una fuente ventajosa ya que sus requerimientos nutricionales son sencillos,
permiten la colonizacion de una amplia gama de sustratos y a su vez no producen
esporas alergénicas, micotoxinas o antibidticos (Chanchaichaovivat et al., 2007;
Freimoser et al., 2019; Hernandez-Montiel et al., 2021). Las levaduras pueden ejercer
una inhibicion del crecimiento de los hongos, asi como tener un efecto sobre la
produccién de micotoxinas, encontrandose entre los mecanismos de accion
involucrados la competencia por nutrientes y espacio, la liberacion de metabolitos
antifungicos (solubles o volatiles), parasitismo, adsorcion de micotoxinas, entre otras.
Conocer el modo de accion de los agentes de biocontrol es relevante en el control del
crecimiento fungico, y a su vez permite identificar los posibles riesgos a los humanos y
al ambiente, y la posibilidad de generacion de resistencia por parte del hongo patégeno
(Mohanram & Kumar, 2019). En este capitulo se analiza, por diferentes metodologias,
la capacidad de inhibicién de Aspergillus flavus, A. parasiticus y Fusarium graminearum
por parte de los aislamientos identificados en la seccion IV.1, con el objetivo de

seleccionar aislamientos con potencial para ser usados como agentes de biocontrol.

IV.2.1. Reduccioén de la germinacion de conidios

Inicialmente la caracterizacion antifungica se baso en el analisis de la reduccién
de la germinacion de conidios de A. flavus y A. parasiticus por sobrenadantes libres de
células (SLC) de los 25 aislamientos bajo estudio. Fusarium graminearum no fue incluido
en este ensayo dada la dificultad en la produccion de los conidios y de sostener esta

capacidad tras sucesivos repiques en los medios utilizados, como MEA, PDA, Spezieller
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Nahrstoffarmer agar (SNA) (Gamba, 2015) y agar afrecho (Ortega, 2017). Este
comportamiento fue descripto por otros autores (Kanatani & Takeda, 1991; Zhang et al.,
2022). Es importante resaltar que los pH de los SLC estuvieron cerca del pH del medio
MEA estéril (6,5), encontrandose en los rangos de 5,8-6,5 para S. cerevisiae, 6,5-6,8
para P. membranifaciens, 6,5-6,6 para C. ethanolica 'y 7,2-7,7 para C. boidinii. Siendo la
excepcion los aislamientos de G. candidumy P. kudriavzevii, cuyos rangos de pH fueron
8,6-8,7 y 8,2-8,5 respectivamente.
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Figura 27: Reduccién de la germinacion de conidios de Aspergillus flavus y A.
parasiticus por sobrenadantes libres de células. A. flavus; [7— A. parasiticus.
Letras diferentes para cada hongo filamentoso, indican diferencias significativas
determinadas por ANOVA y LSD p < 0,05.

En la figura 27 se observa que los SLC presentaron un efecto antifungico contra
ambas especies de Aspergillus, el cual varié de acuerdo a la especie y al aislamiento de
levadura al cual se enfrentd. Por ejemplo, en el caso de P. kudriavzevii frente a A. flavus
los valores de reduccion de conidios fueron de 59,31 % y 38,38 % para Pk 20 y Pk 22,
respectivamente. Es de destacar que A. flavus fue inhibido por un mayor numero de
SLC comparado con A. parasiticus, obteniéndose el valor maximo con G. candidum. A

pesar de que hay diferencias entre el comportamiento de ambas especies de hongos
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filamentosos, por ejemplo A. parasiticus presentd una inhibicion media con el
aislamiento Sc 33 mientras que para A. flavus fue nula, las mayores inhibiciones fueron
coincidentes para ambos, siendo G. candidum el de mayor efecto. El comportamiento
inhibitorio del SLC de esta especie ya ha sido registrado contra A. parasiticus por Kumar
et al. (2017) y contra Fusarium spp. por Kawtharani et al. (2020).

De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron ocho aislamientos con
los mayores valores de % RG para ambas especies de Aspergillus para los
subsiguientes ensayos de caracterizacién, los mismos fueron Gec G, Gc 2, Ge 30, Ge 31,
Sc 9B, Pm 9A, Pk 20 y Pk 27.

El efecto inhibidor del kefir se ha relacionado en parte a la produccion de acidos
organicos (acido lactico, acético, propidnico, entre otros) de las BAL, que disminuyen el
pH generando estrés acido intracelular, lo cual reduce el crecimiento fungico (Ammor et
al., 2006). La produccién de acidos organicos por parte de las levaduras del kefir ha sido
menos estudiada, a pesar de que las levaduras son capaces de producir acidos con
actividad antimicrobiana como el acido 3-indol lactico, acido citrico o acido fenilactico,
entre otros (Naz et al., 2013; Yadav et al., 2022). En el presente trabajo se analizo el
efecto del pH sobre la capacidad inhibitoria contra A. flavus de cuatro de los ocho
aislamientos seleccionados (uno por especie), adicionando NaOH 1M o HCI 1M a los
SLC de manera de trabajar en el rango de pH entre 4 y 9.

Los controles positivos de A. flavus y negativos (sin inéculo), no variaron su
absorbancia con el pH, por lo tanto las variaciones en la absorbancia reflejaron sélo los
cambios en el crecimiento del hongo filamentoso. Los resultados se presentan en la

figura 28.
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Figura 28: Efecto del pH sobre la reduccion de germinacion de conidios de A. flavus
frente a los sobrenadantes libres de células de los aislamientos. A: Gc 30; B: Sc 9B; C:
Pm 9A, D: Pk 20. Letras diferentes para cada levadura, indican diferencias significativas
determinadas por ANOVA y LSD p < 0,05 para Gc 30, Pm 9A y Sc 9B; y por ANOVA on
ranks y Dunn p < 0,05 para Pk 20.

Como se observa en la figura el pH tuvo efecto sobre los valores de % RG,
encontrandose marcadas diferencias para los aislamientos, con la excepcién de Gc 30.

En particular, el aislamiento Pk 20 cambid de una inhibicion alta a pH 4 a una nula a los
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pH 5y 6. Por otro lado, el aislamiento Gc 30 si bien presenté diferencias significativas
en los % RG con el pH, la inhibicion se mantuvo entre 65y 76 % (inhibicion media/alta).

Adicionalmente, para estudiar el comportamiento de los metabolitos productores
de la inhibicién con la temperatura, se seleccioné del ensayo anterior el SLC que generd
el mayor % RG para cada aislamiento y se lo incubé 10 min a 100 °C en bafio
termostatico, para luego evaluar su % RG. Los resultados se encuentran en la Tabla 11,
donde se observa que los SLC de Gc 30 y Pm 9A no sufrieron cambios significativos en
su inhibicion, mientras que Sc 9B y Pk 20 fueron fuertemente afectados por el
tratamiento térmico. El comportamiento diferencial de los SLC al cambio de pH y
tratamiento térmico, evidencian que los metabolitos generados por las cuatro especies
son diferentes y que especificamente para Gc 30 no se trataria Unicamente de acidos,

ya que el efecto inhibitorio se mantuvo en un amplio rango de pH.

Tabla 11: Efecto del tratamiento térmico sobre los sobrenadantes libres de células

seleccionados

SLC ** Sin tratamiento térmico Con tratamiento térmico
% RG Inhibicién* % RG Inhibiciéon*
Gc30pH7 76,12 Alta 70,82 Alta
Sc9B pH 9 46,32 Media 19,6° Nula
Pm9ApH9 70,52 Alta 67,28 Alta/Media
Pk 20 pH 4 73,52 Alta 16,7° Nula

Letras diferentes para cada aislamiento, indican diferencias significativas en la fila
determinadas por t-Student p < 0,05. *Segun Lavermicocca et al. (2003) detallado en el
punto I11.4.3. **Se emplearon los SLC de los aislamientos con mayores inhibiciones

observados en la figura 28.

IV.2.2. Cultivos duales

Para evaluar el comportamiento inhibitorio de las levaduras en crecimiento
simultaneo con los hongos filamentosos, se realizd el ensayo de cultivos duales en
donde ambos microorganismos fueron inoculados en PDA en la misma placa de Petri.
Al analizar los ocho aislamientos seleccionados de acuerdo a su % RG, se observo que

ninguna levadura inhibié completamente al hongo. Si bien no se detectd una inhibicién
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a distancia, si se observd inhibicion fungica en la proximidad de la levadura, evidenciado
por el debilitamiento del micelio en el espacio entre las colonias, tanto para las especies

de Aspergillus como para F. graminearum (marcadas con flechas rojas en la figura 29).

Figura 29: Ensayos duales. Debilitamiento miceliar observado en el reverso de las
placas. A: A. flavus; B: F. graminearum. Las flechas rojas sefialan la region de

debilitamiento del micelio.

Ademas, las especies de Aspergillus, mostraron una disminucién considerable
en la formacion de conidios, detectado por la ausencia de coloracién verde en la
cercania de la colonia de la levadura. Similar comportamiento fue descripto para A.
tubigensis enfrentado a Candida zeylanoides, C. sake, Cryptococcus magnus vy
Aureobasidium pullulans, y para Botrytis cinerea con P. membranifaciens (Masih & Paul,
2002; Pantelides et al., 2015). Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 30 y
31.
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A. flavus A. parasiticus F. graminearum

Control

G. candidum
(Ge G, Ge 2,Gc 30
y Gc 31)

S. cerevisiae
(Sc 9B)

P. membranifaciens
(Pm 9A)

P. kudriavzevii
(Pk 20 y Pk 27)

Figura 30: Ensayos duales. Evaluacion del crecimiento simultaneo de los aislamientos

frente a los hongos filamentosos al dia 7 de incubacion.
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A. flavus A. parasiticus F. graminearum

Control

G. candidum
(Ge G, Ge 2,Gc 30
y Gc 31)

S. cerevisiae
(Sc 9B)

P. membranifaciens
(Pm 9A)

P. kudriavzevii
(Pk 20 y Pk 27)

Figura 31: Ensayos duales. Evaluacion del crecimiento simultaneo de los aislamientos

frente a los hongos filamentosos al dia 14 de incubacion.

La inhibicion fue evaluada diariamente durante los 14 dias del ensayo,

observandose hacia el final de éste que todos los aislamientos mantuvieron la inhibicion,
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con la excepciéon del Pm 9A, el cual fue completamente cubierto por los hongos
filamentosos al dia 12 (Figura 31). La capacidad antifungica de los aislamientos de G.
candidum y P. kudriavzevii ha sido reportada previamente. Kumar et al. (2017)
detectaron una zona de inhibicion clara en A. parasiticus NRRL299 cuando se cultivaba
con G. candidum aislado de cereales, mientras que Choinska et al. (2020) encontraron
que un aislamiento P. kudriavzevii aislado de granos de centeno podia inhibir el
crecimiento de Fusarim sp., Mucor sp., Botrytis cinerea, Penicillium sp. y A. fumigatus.
De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo, todos los aislamiento presentaron
una capacidad inhibitoria similar. En contraposicién a lo obtenido en el ensayo de %RG
donde los aislamientos de G. candidum se destacaban por su alta inhibicion. El distinto
comportamiento entre ambos ensayos, puede deberse a que la generacion de
metabolitos antifingicos depende del medio y las condiciones de cultivo en las que
crecen los microorganismos (Lipinska-Zubrycka et al., 2018; Liu et al., 2017; Wang et
al., 2010).

IV.2.3. Compuestos organicos volatiles

Entre los mecanismos de inhibicién fungica se encuentra la generaciéon de
compuestos organicos volatiles antifiungicos. Su produccién se evalué coincubando los
microorganismos (sin contacto directo) en PDA en placas de Petri enfrentadas de
manera de generar una camara de aire para la difusién de los compuestos (Figura 32
A, descripto en el punto 111.4.5). A lo largo de los 14 dias de incubacién se tomaron
medidas del diametro del hongo filamentoso, para el calculo de la tasa de crecimiento y
el tiempo de latencia. Como se observa en la tabla 12, hubo diferencias significativas
entre las tasas de crecimiento de los tratamientos frente al control para los tres hongos
ensayados, A. flavus, A. parasiticus y F. graminearum. En el caso de A. flavus y F.
graminearum se encontraron diferencias significativas entre los efectos generados por
las levaduras para cada hongo filamentoso, no asi para A. parasiticus. En cuanto a los
tiempos de latencia, se observé un marcado efecto en ambas especies de Aspergillus,
generado por los VOC de tres de los aislamientos. El mayor efecto fue obtenido con los
aislamientos Pk 20 y Pk 27, los cuales aumentaron a mas del doble y quintuple los
tiempo de latencia para A. flavus y A. parasiticus respectivamente. En el caso de A.
flavus el aislamiento Sc 9B también presentd un efecto significativo en el tiempo de
latencia, pero no tan pronunciado como para los aislamientos anteriores. Este

comportamiento no fue detectado en F. graminearum.
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Tabla 12: Efecto de VOC generados por los aislamientos sobre el crecimiento de

Aspergillus spp. y Fusarium graminearum.

Aspergillus Aspergillus Fusarium

Aislamiento flavus parasiticus graminearum
de levadura Tc t Tc t Tc t

(mm/h) (h) (mm/h)  (h) (mm/h) (h)
Control 0,5812  18,0° 0,479 14,7° 0,754 13,32
Gec G 0,463>¢ 20,5° 0,207° 11,2° 0,482°¢ 10,02
Gc 2 0,460°°¢ 19,0° 0,162° 10,3° 0,550°° 7,230
Gc 30 0,412°¢  20,7¢ 0,200° 13,5° 0,568° 11,030
Gc 31 0,480° 22,7° 0,146° 12,7° 0,397¢ 3,8°
Sc 9B 0,361°  36,5° 0,253° 26,3 0,380¢ 6,320
Pm 9A 0,401Pc  18,3¢ 0,260° 15,7° 0,504b¢ 8,3ab
Pk 20 0,397°¢  46,12F 0,183 97,5° 0,380° 6,32P
Pk 27 0,428>c 46,7° 0,183 90,8° 0,366° 8,32b

Tc: tasa de crecimiento del hongo filamentoso; t.: tiempo de latencia. Los VOC son
liberados en cdmaras generadas entre dos placas de Petri enfrentadas. Letras
diferentes (por columna) indican diferencias significativas determinadas por ANOVA
y LSD p < 0,05.

De manera similar a lo obtenido en el ensayo de cultivos duales (punto IV.2.2),
en este ensayo también pudo observarse una considerable reduccion en la generacion
de conidios por parte de ambas especies de Aspergillus detectado por la ausencia de
coloracioén verde (Figura 32 By C). Fiori et al. (2014) también detectaron la inhibicién en
la esporulacion de Aspergillus carbonarius por VOC generados por especies de Candida
spp. Y Lachancea sp., la cual resulto reversible. Este efecto puede deberse ademas a la
acumulacion de dioxido de carbono y disminucion de oxigeno (Schalchli et al., 2011).
Indistintamente de cual sea el origen de la inhibicion por volatiles, las levaduras que
presentan un efecto sobre el crecimiento o esporulacion de los hongos filamentosos,
podrian representar una buena herramienta de biocontrol postcosecha, en particular en
condiciones de limitacién de oxigeno como ocurre en el almacenamiento de granos
(Huang et al., 2011).
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Figura 32: Efecto de VOC generados por los aislamientos sobre el crecimiento de
Aspergillus flavus en PDA al dia 14 de incubacién. A: configuracion de las placas para
generar la camara de aire, B: Control (sin in6culo de levadura), C: A. flavus vs P.

kudriavzevii.

En resumen, las ocho levaduras analizadas presentaron actividad antifungica
evidenciada por alguna o varias de las tres metodologias utilizadas. En particular, la
técnica de % RG permitié la evaluacién y diferenciacion de la capacidad antifungica de
un gran numero de aislamientos. Sin embargo, es una técnica para la cual se requiere
una suspension de conidios, por lo que no es util para las especies de hongos
filamentosos que presentan escasa o nula esporulacién, como lo es en el caso de F.
graminearum. Los altos valores de % RG obtenidos (especialmente para G. candidum)
podrian indicar la liberacién de metabolitos antifungicos al medio. En otros estudios en
medio liquido, se asocié la capacidad de reduccion del crecimiento de Fusarium spp.
con la liberacion de acido fenilactico (PLA) por parte de G. candidum (Kawtharani et al.,
2020). En nuestro estudio se destaca la estabilidad de la capacidad de inhibicidon de los
SLC de G. candidum sometidos a cambios de pH y tratamiento térmico. Se ha
demostrado que el PLA es termoestable (hasta 121 °C por 20 min), pero su capacidad
antimicrobiana se ve fuertemente afectada por el pH, siendo maxima entre los pH 4 y
4,5 (Cortés-Zavaleta et al., 2014; Sorrentino et al., 2018). Lo cual indicaria la presencia
de otros posibles metabolitos en los SLC de G. candidum. Los acidos organicos no son
los unicos metabolitos antifungicos reportados para las levaduras, en ensayos duales
donde se observé la reduccion del crecimiento y de esporulacion de A. flavus cocultivado
con un aislamiento de S. cerevisiae, se asocid la capacidad inhibitoria con los
compuestos 4-hidroxifeniletanol, 4,4-dimethiloxazol y éster dioctilico del acido 1,2-
bencenodicarboxilico (Abdel-Kareem et al., 2019). Otros metabolitos posibles son las
toxinas killer, las cuales pueden ejercer una accion inhibitoria contra hongos

flamentosos y se encuentran ampliamente distribuidas entre las levaduras,
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detectandose en mas de 46 géneros (Klassen et al.,, 2017). Las toxinas killer mas
estudiadas pertenecen a las especies S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Pichia
membranifaciens, Wickerhamomyces anomalus, Cyberlindnera mrakii y Tetrapisispora
phaffii (Mannazzu et al., 2019). En relacién a los VOC Choinska et al. (2020) estudiaron
los compuestos liberados por un aislamiento de P. kudriavzevii con capacidad de inhibir
a los géneros Penicillium, Fusarium, Aspergillus y Mucor, y entre los compuestos
detectados encontraron 2-feniletanol y sus acetatos, los cuales tienen capacidad
antifungica de acuerdo a otras investigaciones (Hua et al., 2014; Huang et al., 2020; P.
Liu et al., 2014). En otro estudio, los volatiles generados por un aislamiento de G.
candidum inhibieron en un 54 % al hongo fitopatogénico Rhizoctonia solani, donde los
volatiles predominantes fueron 2-feniletanol, acetato de isoamilo y isovalerato de etilo
(Mookherijee et al., 2017). Adicionalmente, se encontrd que este efecto inhibitorio era de
amplio espectro contra hongos fitopatdgenos y que al ser utilizados en un formulado
para granos de arroz y trigo en condiciones herméticas, la inhibicion contra R. solani 'y
Curvularia oryzae se mantenia (Mitra et al., 2023). Entre los microorganismos, las
levaduras se destacan en la produccién natural de 2-feniletanol (Naz et al., 2013), el
cual ha sido identificado como una molécula de quorum sensing para las levaduras S.
cerevisiae, Debaryomyces hansenii y Candida albicans (Chen & Fink, 2006; Gori et al.,
2011; Huang et al., 2020) y su produccién ha sido reportada en las especies Kloeckera
apiculata, Pichia anomala, Kluyveromyces marxianus y Yarrowia lipolytica (Celihska et
al., 2013; Fabre et al., 1998; Hua et al., 2014; Liu et al., 2014). Ademas, generalmente
se encuentra en bajas concentraciones en alimentos fermentados aportando al aroma
(Maijcher et al., 2014; Naz et al., 2013).

IV.2.4. Efecto sobre la produccién de deoxinivalenol

El efecto de las levaduras sobre la producciéon de la micotoxina DON por F.
graminearum, se analizé coincubando los microorganismos en placas de Petri con PDA
durante 14 dias. A partir de mediciones periddicas del diametro de las colonias se
calculd la tasa de crecimiento y tiempo de latencia, y finalizado el periodo de incubacion
se empled el cultivo entero para la extraccion de DON y su cuantificacion por CG-ECD
(item 111.4.6). A continuacion se muestra un cromatograma representativo, donde se

senalan los picos correspondientes a la micotoxina y del estandar interno (Figura 33).
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Figura 33: Cromatograma control de la produccion de DON por Fusarium graminearum.

Rojo: DON de la muestra; Azul: estandar interno, 10 ug/ml de ACBP.

La concentracion de DON se obtuvo a partir de una curva de calibracién:

Y = 0,00005X — 0,0007 (R* = 0,9907)

Siendo Y el area relativa y X la concentracion de DON. Ademas en el célculo, se
tomo en consideracion el factor de extraccion que fue de 234,4. En la tabla 13 se detallan
las concentraciones obtenidas de seis de los ocho aislamientos, asi como también la
tasa de crecimiento y tiempo de latencia del hongo filamentoso. Los aislamientos Gc G

y Gc 2 no crecieron en el ensayo.
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Tabla 13: Contenido de DON medido por CG-ECD de los enfrentamientos in vitro de F.

graminearum frente a los aislamientos.

DON Tasa de crecimiento Tiempo de latencia
Tratamiento
(ng/9) (mm/h) (h)
Control Fg44 0,87152 0,8922 17,0°
Gc 30 0,1163¢ 0,587¢ 19,9°
Gce 31 1,12392 0,638¢ 43,5°
Sc 9B 0,66842b¢ 0,333¢ 0°
Pm 9A 0,76223° 0,748° 4¢
Pk 27 0,0939¢ 0,343¢ 13,7°
Pk 20 0,1017b¢ 0,463° 10,9°

Letras diferentes (por columna) indican diferencias significativas, determinadas por
ANOVA y LSD p <0,05. Produccién de DON durante el crecimiento simultaneo en placas

de Petri de los aislamientos frente a F. graminearum por 14 dias.

En los ensayos los aislamientos Gc 30, Pk 20 y Pk 27 redujeron
significativamente el contenido de DON en relacion al control, por lo que se puede
sefalar que las levaduras ejercen un efecto inhibidor sobre la produccién de la toxina;
este comportamiento se correlaciona con la menor tasa de crecimiento del hongo
filamentoso. Para el resto de los aislamientos (Sc 9B, Pm 9A y Gc 31) no hubo
diferencias significativas en los ensayos con respecto al control, aun cuando la tasa de
crecimiento del hongo filamentoso se redujo. Armando et al. (2013) determinaron que la
produccién de DON por F. graminearum disminuia al ser cocultivado con S. cerevisiae
en medio de cultivo en placa de Petri. Sin embargo, el efecto era dependiente del
aislamiento ensayado, ya que con otro aislamiento de la misma especie la produccion
de DON se incrementd. Otros trabajos mostraron que G. candidum ademas de tener la
capacidad de reducir el crecimiento de Fusarium spp., podia reducir la produccion de
las toxinas asociadas, lo cual se relacioné con la produccion de PLA (acido fenilactico)

por parte de la levadura (Kawtharani et al., 2020).
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IV.2.5. Captura de aflatoxina B1

Las levaduras tienen la capacidad de reducir la biodisponibilidad de varias
micotoxinas en alimentos humanos y animales (Luo et al., 2020). Por dicho motivo se
procedio a la evaluacion de la capacidad de captura de aflatoxina de los aislamientos,

tomandose un aislamiento por especie. Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14: Capacidad de captura de AFB1 de los aislamientos

Aislamiento Especie % Captura AFB1
Gc 30 G. candidum 17,6°
Sc 9B S. cerevisiae 21,4ab
Pm 9A P. membranifaciens 30,92
Pk 20 P. kudriavzevii 12,5°

Letras diferentes indican diferencias significativas,
determinadas por ANOVA 'y LSD p < 0,05.

El aislamiento con la mayor capacidad de adsorcion de AFB1 fue Pm 9A,
correspondiente a la especie P. membranifaciens. El resto de los aislamientos
presentaron capacidades de adsorcion de la micotoxina entre 12,5 y 21,4 %, pero no
presentaron diferencias significativas entre ellos. Los resultados obtenidos son similares
a los reportados para S. cerevisiae por Armando et al. (2011) con valores de captura de
20,6-48,7 %, y para la misma especie y P. kudriavzevii por Sampaolesi (2020) con
valores 7,7-14,7 %. La adsorcién de micotoxinas es un fendmeno de superficie que
ocurre entre la pared celular de las levaduras y las micotoxinas (Luo et al., 2020;
McCormick, 2013; Pfliegler et al., 2015). La pared celular de las levaduras esta
compuesta por B-glucano (29-64 %), mananos (31 %), proteinas (13 %), lipidos (9 %) y
quitina (1-2 %), encontrandose los B-glucanos en la parte interna de la pared y los
mananos en la capa mas externa celular (Liu et al., 2021). Todos los componentes de
la pared celular presentarian capacidad de adsorber micotoxinas, sin embargo los mas
estudiados son los dos mayoritarios (B-glucanos y mananos) (Liu et al., 2021; Magnoli
et al., 2016; Oztekin et al., 2023; Vila-Donat et al., 2018). Dado que la composicién de

la pared celular de las levaduras es muy variable, existe una diversa capacidad de
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adsorcion entre las especies. Por lo que a continuacion se determiné el contenido de

mananos de pared en relacién a la capacidad de adsorcion de los aislamientos.

IV.2.6. Estimacion de los mananos de pared

Los mananos (o0 manoproteinas), son proteinas unidas a manosa por uniones O-
o N-glucosidicas (10 % proteina, 90 % manosa) (Liu et al., 2021). Su determinacion se
realizé a partir de una hidrdlisis acida, midiendo el contenido de glucosa y manosa por
HPLC. El contenido de mananos se determiné a través de una curva de calibracion con

manano comercial (detallado en 111.4.8).

Figura 34: Cromatograma modelo obtenido en la determinacion de mananos de pared.

Amarillo: pico para la glucosa; Rojo: pico para la manosa.

La tabla 15 presenta los resultados del contenido de mananos para los ocho

aislamientos, expresados por gramo de peso seco.
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Tabla 15: Contenido de manano de pared de los aislamientos por HPLC-RI

Aislamiento Especie mg manano/g peso seco

Gec G 53,54¢4

Gec 2 G. candidum 61,11¢

Gc 30 48,359

Gce 31 50,63¢°¢

Sc 9B S. cerevisiae 72,43
Pm 9A P. membranifaciens 44,934

Pk 20 104,422

Bk 27 P. kudriavzevii 94,167

Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas por
ANOVA 'y LSD p < 0,05.

Los aislamientos dentro de una misma especie presentaron contenidos de
mananos similares, mientras que entre las distintas especies se encontraron marcadas
diferencias. Los dos aislamientos de la especie P. kudriavzevii (Pk 20 y Pk 27)
exhibieron el mayor contenido de mananos, mientras que P. membranifaciens (Pm 9A)
y G. candidum (Gc G, Gc 30 y Gec 31) presentaron valores mas bajos. Las diferencias
en el contenido de manano no se relacionarian con la capacidad de captura de AFB1
de acuerdo al ensayo anterior. Similar comportamiento fue reportado por otros autores
quienes no detectaron una correlacion entre la capacidad de captura de micotoxinas
(AFB1, ZEA, OTA) y la composicion de la pared celular (Faucet-Marquis et al., 2014;
Fruhauf et al., 2012; Joannis-Cassan et al., 2011). Si bien en otras investigaciones, si
se ha observado una relacion entre la capacidad de adsorcion de las micotoxinas y los
componentes de la pared celular (Abdolshahi et al., 2018; Cavret et al., 2010; Luo et al.,
2015; Vila-Donat et al., 2018; Yiannikouris et al., 2004). Cabe destacar que la estructura
de la pared celular es altamente dinamica y varia entre las cepas de levadura, las fases
del ciclo celular y las condiciones del medio, mientras que el proceso de adsorcion
también es multifactorial, dependiendo del tipo de micotoxina, el microorganismo usado,
la concentracion de ambos, la temperatura, el pH, entre otros (Jouany et al., 2005; Luo
et al., 2020). En consecuencia, se han observado aumentos en la capacidad de captura
de AFB1 cuando levaduras eran cultivadas en medios estresantes en contraposicion
con medios mas nutritivos como el YPD (Fochesato et al., 2020; Sampaolesi, 2020).

En la tabla 16 se resumen los resultados obtenidos para cada especie:
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Tabla 16: Resumen de la caracterizacion antifungica de los aislamientos

Especie G. candidum S. cereviasie P. membranifaciens P. kudriavzevii
Gc 2
Gec G Pk 20
Aislamientos Sc 9B Pm 9A
Gc 30 Pk 27
Gc 31
Inhibicién

Inhibicion alta para  Inhibicion media/alta Inhibicion media/alta ) .
] _ ] media/baja para
Aspergillus spp. No para Aspergillus para Aspergillus ]
% RG ] ] ] Aspergillus spp.
varia por pHy spp. VariaporpHy  spp. Varia por pHy ]
Varia por pHy

tratamiento térmico  tratamiento térmico  tratamiento térmico _ o
tratamiento térmico

Inhibicion por contacto para los tres hongos filamentosos. Debilitamiento del micelio y
Cultivos reduccion de la formacion de conidios de Aspergillus spp. Duracion de la inhibicion:
duales
14 dias 14 dias Menor a 14 dias 14 dias

Disminuciéon de Tc Disminucion de Tc Disminucion de Tc Disminucion de Tc

de Aspergillus spp.y de Aspergillus spp.y de Aspergillus spp.y de Aspergillus spp.y

vOoC F. graminearum. No F. graminearum. F. graminearum. No F. graminearum.
afecto Aumento t. para A. afecto Aumenté t. para
significativamente t_ flavus significativamente t. Aspergillus spp.
Produccién Varia con el . _ S
Sin efecto Sin efecto Disminucién
DON aislamiento
Adsorcion
17,6 % 21,4 % 30,9 % 12,5 %
AFB1

Tc: tasa de crecimiento del hongo filamentoso; t.: tiempo de latencia.

IV.2.7. Conclusiones

El estudio del comportamiento antifingico contra A. flavus y A. parasiticus por
medio de la técnica de reduccién de conidios, nos permitid seleccionar ocho
aislamientos con los mayores valores de inhibicion para ambas especies. Lo observado
se relaciona con la capacidad de las levaduras de producir y liberar al medio metabolitos
solubles antifungicos. Los aislamientos de G. candidum fueron los de mayor inhibicion
para ambas especies de Aspergillus, el cual no se vio significativamente afectado por el
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pH, ni el tratamiento térmico. La capacidad inhibitoria de los SLC de los aislamientos de
P. membranifaciens, P. kudriavzeviiy S. cerevisiae, se vio afectada por el cambio de pH
y en los ultimos dos casos también por el tratamiento térmico.

La profundizacién de los estudios de inhibicion sobre los aislamientos
seleccionados, por medio de cultivos duales en placa, arrojaron una inhibicién de ambos
Aspergillus y F. graminearum por contacto. Los hongos presentaron micelio debilitado y
para las especies de Aspergillus una reduccion de conidios en la cercania de la
levadura.

En la evaluacion de los VOC de los aislamientos seleccionados, se determiné
una disminucion en el crecimiento de los hongos filamentosos en relacion al control para
las tres especies de hongos ensayadas. En particular, los aislamientos de P. kudriavzevii
y S. cerevisiae presentaron un aumento sobre el tiempo de latencia para ambas
especies de Aspergillus. La produccién de conidios de ambos hongos filamentosos
disminuyd por los VOC generados.

Los estudios realizados se relacionan con mecanismos de competencia por
nutrientes y espacio y de liberacion de metabolitos (solubles en el medio y volatiles) con
un efecto inhibidor sobre el crecimiento y la produccion de conidios.

El estudio del efecto de las levaduras sobre la produccién de DON por F.
graminearum, arrojé una disminucion en la produccién de la micotoxina correlacionado
con una reduccién en el crecimiento del hongo, a excepcién de un aislamiento de G.
candidum.

Las cuatro especies de los aislamientos tuvieron la capacidad de capturar AFB1,
siendo P. membranifaciens la de mayor capacidad.

Los aislamientos presentaron diferencias en el contenido de mananos de pared,
siendo uniformes para cada especie. Las capacidades de captura de AFB1 no se

correlacionaron con el contenido de mananos determinado.
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IV.3. Rasgos fenotipicos asociados a virulencia

La virulencia es un proceso multifactorial por lo cual su estudio integral resulta
complejo de abordar. El desarrollo de la infeccion no solo depende de los factores de
virulencia de la levadura sino también de la respuesta del huésped (Brunke et al., 2016;
Van Burik & Magee, 2001). Se han relacionado rasgos fenotipicos con la virulencia de
las levaduras, principalmente a través de estudios in vifro comparando aislamientos
clinicos frente a cepas industriales no virulentas (Llopis Pla, 2012; McCusker et al., 1994;
Murphy & Kavanagh, 1999). En levaduras patdogenas como Candida albicans y
Cryptococcus neoformans, se han descripto diferentes rasgos fenotipicos los cuales se
relacionan con su virulencia (Ciurea et al., 2020; Karkowska-Kuleta et al., 2009; Yang,
2003).

Entre los rasgos asociados a la virulencia, en el presente estudio se
caracterizaron el crecimiento a 37 y 42 °C por relacionarse con la capacidad de crecer
a la temperatura corporal, la adhesion a células vy tejidos, y la capacidad de liberar
enzimas hidroliticas que permiten degradar tejidos y nutrirse (Clemons et al., 1994;
Karkowska-Kuleta et al., 2009; Murphy & Kavanagh, 1999; Peréz-Través et al., 2021).
Entre las barreras existentes en el cuerpo humano se encuentra el pasaje
gastrointestinal. En particular en el estdbmago, el acido gastrico y las enzimas generan
una accion inhibitoria sobre los microorganismos (Lara-Hidalgo et al., 2017). Para
ejercer la virulencia, la tolerancia a estas condiciones es decisiva para la supervivencia

de las levaduras.

IV.3.1. Actividades enzimaticas

En primer lugar, se analizé en placas de Petri con medios inductores especificos
(punto 111.5.1) la presencia de las actividades enzimaticas proteasa, lipasa y fosfolipasa
por estar relacionadas con rasgos de virulencia y la amilasa por poder generar deterioro

en el maiz donde se aplicara.
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Tabla 17: Modo de deteccidon de actividades enzimaticas de los aislamientos

Controles**

Actividad* Método de deteccion
Formacioén de halo de
Fosfolipasa precipitacion alrededor de la
colonia
Libasa Viraje del indicador al
P amarillo***
Formacion de halo traslicido
Proteasa de hidrdlisis alrededor de la
colonia
. Ausencia de color violeta al
Amilasa

revelar con Lugol

*Actividades enzimaticas detectadas en Placas de Petri con édios éspecificos de acuerdo

Positivo Negativo

al item 111.5.1. **Los aislamientos control fueron cedidos por las Catedras de Microbiologia

General y Microbiologia Clinica, UNLP. ***Indicador Rojo fenol

Como se observa en la tabla 18, sélo hubo produccion de actividades lipasa y

fosfolipasa para los aislamientos de la especie G. candidum. Las restantes actividades

enzimaticas no fueron detectadas. A continuacion, se cuantificé la actividad enzimatica

lipasa producida por G. candidum en un medio de cultivo liquido inductor con una

emulsién de aceite de oliva (item 111.5.1.3). De los cuatro aislamientos de la especie

analizados, tres tuvieron actividad lipasa alta (entre 83 y 97 pmol/h.ml) de acuerdo a los
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valores registrados por Sacristan et al. (2012). En la tabla 18 se resumen los resultados

obtenidos de las actividades enzimaticas.

Tabla 18: Deteccion de las actividades enzimaticas de los aislamientos

Actividad enzimatica

Aislamiento
Proteasa Lipasa (umol/h.ml)* Fosfolipasa Amilasa
Gec G - 32,5° + -
Gc2 - 83,752 + -
Gc 30 - 73,75° + -
Gce 31 - 96,252 + -
Sc 9B - - - -
Pm 9A - - - -
Pk 20 - - - -
Pk 27 - - - -
“+ 7 positiva; “ — ” negativa. *Letras diferentes marcan diferencias significativas

determinadas por ANOVA y LSD p < 0,05.

El estudio de las actividades enzimaticas proteasa, lipasa y fosfolipasa, toma
importancia por ser factores de virulencia necesarios para iniciar la invasién por la
destruccién de lipidos y proteinas de las membranas. En C. albicans y Cryptococcus
neoformans se relacionaron estas actividades con el proceso de patogénesis
(Kantarciolu & Ycel, 2002; Park et al., 2013; Vidotto et al., 2000). Adicionalmente, se
ha observado que la actividad proteasa de C. albicans esta involucrada en contrarrestar
el sistema inmunolégico del huésped al degradar las cadenas pesadas de IgG, proteinas
C3, colageno y fibronectina (Ciurea et al., 2020). Por otro lado, la actividad lipasa
detectada en cepas de G. candidum es utilizada con fines industriales en la produccion

de quesos (Boutrou & Guéguen, 2005).

IV.3.2. Crecimiento a diferentes temperaturas

La capacidad de crecer a altas temperaturas por parte de las levaduras se evalud

inoculando cultivos jévenes en placas con medio de cultivo YPD e incubando a 28 °C
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(temperatura control), 37 °C y 42 °C durante 7 dias. Los resultados se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 19: Crecimiento de los aislamientos a diferentes temperaturas

Levadura Temperatura
28°C 37°C 42°C

Gec G + - -
Gc 2 + - -
Gc 30 + - -
Gc 31 + - -
Sc 9B + + -
Pm 9A + - -
Pk 20 + + +
Pk 27 + + +

Los aislamientos fueron capaces de crecer a la temperatura control (28 °C)
demostrando su viabilidad, mientras que a 37 °C so6lo crecieron el aislamiento de S.
cerevisiae (Sc 9B) y los dos de P. kudriavzevii (Pk 20 y Pk 27). A su vez, los aislamientos
de P. kudriavzevii crecieron a 42 °C (Tabla 19). Distintos autores han reportado la
capacidad de crecimiento de aislamientos clinicos de S. cerevisiae a 42 °C, lo cual se
relaciona en ciertos casos con la virulencia in vivo (de Llanos et al.,, 2011, 2006;
McCusker et al., 1994). De Llanos et al. (2006) propusieron a modo preventivo analizar
la capacidad de crecimiento a 42 °C, ademas de la formacion de pseudohifas y altos

niveles de actividad fosfolipasa, como criterio de seleccioén de cepas industriales.

IV.3.3. Resistencia al pasaje gastrointestinal

Se determiné la viabilidad de los aislamientos luego ser sometidos a condiciones
simuladas del pasaje gastrointestinal, para luego continuar con los ensayos de
capacidad de adhesiéon a un modelo de células intestinales. Inicialmente, se analizé la
resistencia a los diferentes valores de pH del pasaje gastrointestinal, siendo 2,5 para la

fase gastrica y 8 para la intestinal.
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Tabla 20: Viabilidad de los aislamientos a las condiciones de pH del pasaje

gastrointestinal en buffer PBS.

Recuento (UFC/ml)

Aislamiento
Inicial Postgastrico  Postintestinal

Gec G 1,94.10°2 5.10%P 8,75.10°¢
Gc 2 9,38.10%2 1,35.10°2 9,38.10°F
Gc 30 5,01.10%2 4,88.10%2b 7.10%P

Gc 31 4,13.10%2 2,53.10°P 7,75.10°¢
Sc 9B 3,75.1002 2,64.10°2 2,38.10°2
Pm 9A 6,25.10°2 2,21.10°2 3,11.10°°
Pk 20 8,75.1082 5,63.10°2 3,66.10°2
Pk 27 5,75.1002 2,08.1068° 1,76.10°°

Letras diferentes (por fila) corresponden a diferencias significativas
determinadas por RM ANOVA y Holm-Sidak p < 0,05.

El comportamiento de los aislamientos frente a los diferentes pH del pasaje
gastrointestinal fue variado (Tabla 20). Para Sc 9B y Pk 27 no hubo cambios
significativos en los recuentos luego del pH gastrico e intestinal, a diferencia del
aislamiento Pk 20. El aislamiento Pm 9A fue el mas afectado por los pH, disminuyendo
en mas de un orden de magnitud luego de la fase intestinal. Los aislamientos de G.
candidum presentaron variabilidad en los resultados, si bien no se observaron
disminuciones en los recuentos con respecto al valor inicial.

De acuerdo con los datos observados si bien los aislamientos presentaron
diferencias en el comportamiento a los pH del pasaje gastrointestinal, demostraron
resistir las diferentes etapas y mantener un recuento microbiano final considerable. A
continuacion, se repitid el ensayo con las soluciones gastrica e intestinal detalladas en

[11.5.2. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 21: Viabilidad de los aislamientos a las condiciones del pasaje gastrointestinal
simulado

Recuento (UFC/ml)
Aislamiento

Inicial Postgastrico  Postintestinal
Gec G 1,26.10°2 1,21.10°2 1,90.105°
Gc 2 4,50.10%2 1,15.105" 9,63.10%P
Gc 30 7,50.10%2 1,28.10°2P 4,79.10°%°
Gce 31 5,50.10°2 2,91.10°2 2,16.10°2
Sc 9B 2,43.1072 2,64.1072 2,20.1072
Pm 9A 5,63.10°2 5,88.10°2 2,25.10%°
Pk 20 1,39.1072 2,16.107° 1,06.1072
Pk 27 1,78.1072 2,88.107° 1,95.1072

Letras diferentes (por fila) corresponden a diferencias significativas
determinadas por RM ANOVA y Holm-Sidak p < 0,05.

Los resultados obtenidos fueron similares entre ambos ensayos (Tablas 20 y 21).
Como se observa en los resultados el aislamiento P. membranifaciens fue el mas
afectado, aunque bajo estas condiciones el descenso en su recuento fue menor. Se ha
reportado la resistencia al pasaje gastrointestinal de cepas de P. kudriavzevii,
Galactomyces sp. y Geotrichum sp. aisladas de leche (Chen et al., 2010). Asimismo, se
ha reportado la capacidad de resistir a las condiciones del pasaje gastrointestinal por
parte de levaduras aisladas de kefir de leche 0 agua. Dentro de las especies ensayadas
se encontraban S. cerevisiae, S. unisporus, Issatchenkia occidentalis y Kluveromyces
marxianus (Diosma et al., 2014; Gut et al., 2019; Rajkowska & Kunicka-Styczynska,
2010). Se ha propuesto que la adaptabilidad de las levaduras aisladas de kefir de
sobrevivir en estas condiciones, se relaciona a que el kefir también presenta condiciones
extremas, como el ambiente acido y la presencia de alcohol (Gut et al., 2019; Lara-
Hidalgo et al., 2017).

IV.3.4. Adhesion a células Caco-2

El epitelio intestinal es la primera barrera frente a una infeccion. La adhesion de

los patdégenos a las células del hospedador es necesaria para su colonizacién e
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invasion, siendo éste el caso de C. albicans (entre otras levaduras) (Ciurea et al., 2020;
Hofs et al., 2016; Karkowska-Kuleta et al., 2009). La adhesién de la microbiota del kefir
a células intestinales ha sido estudiada in vitro en lineas celulares, como Caco-2 y HT29
(Gonzalez-Orozco et al., 2022). Por lo que en el presente trabajo se estudié la

capacidad de adhesién de los aislamientos al modelo de células intestinales Caco-2.

Tabla 22: Capacidad de adhesion de los aislamientos a las células modelo intestinal,
Caco-2

Aislamiento Adhesion (%)*
Gec G 2,2¢
Gc 2 0,7¢
Gc 30 0,7¢
Ge 31 0,6%¢
Sc 9B 0,4¢
Pm 9A 0,8¢°¢
Pk 20 0,9¢¢
Pk 27 1,00
Control Ca SC5314 62,12
Control Wa 2937 13,7°

Ca SC5314: Candida albicans SC5314, Wa 2937: Wickerhamomyces anomalus 2937
(Coleccion de Amparo Querol, IATA-CSIC). *Letras diferentes representan diferencias
significativas determinadas por ANOVA y LSD p < 0,05.

La adhesion de los aislamientos a las células Caco-2 se analizé empleando como
control dos aislamientos, uno de C. albicans y otro de Wickerhamomyces anomalus (Ca
SC5314 y Wa 2937), que presentaban adhesiones altas y medias respectivamente
segun Pérez-Través et al. (2021). Como se muestra en la tabla 22, los valores de
adhesion de los tratamientos, que oscilaron entre 0,4 y 2,2 % y presentaron diferencias
significativas entre si, fueron considerablemente bajos en comparacion con los
controles. Estos valores son similares a los obtenidos para levaduras aisladas de kefir
de leche por Diosma et al. (2014), quienes también encontraron bajos valores de
adhesion a las células Caco-2/TC7 para Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 (3,0 +
0,9 %) y S. cerevisiae CIDCA 8112 (0,5 + 0,1 %). Las bajas adhesiones obtenidas

podrian relacionarse con un bajo riesgo de colonizacion del epitelio por parte de los
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aislamientos. Sin embargo, Pérez-Torrado et al. (2012) encontraron que aislamientos
clinicos y no clinicos de S. cerevisiae presentaban bajas adhesiones en comparacién
con los controles (C. albicans 'y C. glabrata). Los autores sugirieron que estas levaduras
serian oportunistas, dado que no presentan mecanismos activos de adhesion y
penetracién de la barrera intestinal, por lo cual la pérdida de la integridad en la barrera
seria por factores externos.

En otro ensayo, se evalud el dafo generado por los aislamientos sobre las
células Caco-2 en las mismas condiciones a las previamente ensayadas, utilizando un
kit comercial (BioLegend®, EEUU) que cuantificaba la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio (indicativa del dafio celular). Como control
positivo se empled Salmonella enterica var. enteritidis CIDCA 101 (coleccién del CIDCA-
CONICET) y como control negativo medio DMEM sin inocular. Finalizado el ensayo, se
realizd la lectura de absorbancia a 490 nm, observandose valores sin diferencias
significativas con el control negativo, por lo que no generarian dafo celular. Sin

embargo, se debe profundizar en este ensayo para cuantificar las unidades enzimaticas.

En la siguiente tabla se resumen los resultados de los rasgos fenotipicos

estudiados para cada especie.
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Tabla 23: Rasgos fenotipicos relacionados con la virulencia de los aislamientos

Especie Aislamientos Resultados
GeG Actividades lipasa y fosfolipasa positivas.
G 2 Actividades amilasa y proteasa negativas.
G. candidum Sin crecimiento a 37 y 42 °C.
22 23 Resistencia al pasaje gastrointestinal (PGI).
Baja adhesion a células intestinales.
Actividades enzimaticas negativas.
S. cerevisiae Sc 9B Crecimiento a 37 °C. Sin crecimiento a 42 °C
Resistencia al PGI.
Baja adhesidén a células intestinales.
Actividades enziméaticas negativas.
Sin crecimiento a 37 y 42 °C.
P. membranifaciens Pm 9A Resistencia al PGI (disminucion de un orden
de magnitud).
Baja adhesion a células intestinales.
Actividades enziméaticas negativas.
P. kudriavzevii Pk 20 Crecimiento a 37 y 42 °C.
Pk 27 Resistencia al PGI.

Baja adhesion a células intestinales.

La ausencia de actividad amilasa observada en los aislamientos, es un rasgo
positivo para su aplicacion y estudio sobre el maiz. Ademas, ninguna de las especies
presentd mas de un rasgo fenotipico de virulencia en simultaneo, lo cual es citado como
recomendable para su aplicacion en alimentos (Peréz-Través et al., 2021). Por otro lado,
de Llanos et al. (2006) propusieron como criterio de seleccién de cepas para su uso en
la industria alimentaria, que no tuvieran capacidad de crecimiento a 42 °C, de formacion
de pseudohifas y altos valores de actividad fosfolipasa.

Es de destacar que los factores de virulencia estudiados en este capitulo pueden
tener una doble interpretacion de acuerdo al enfoque del estudio. Por ejemplo para
biocontrol, la actividad proteasa es deseable ya que podria representar un mecanismo
de accion contra el hongo patégeno (Zajc et al., 2019). Mientras que en el estudio de
probidticos, una adhesion alta a células intestinales es deseable, ya que en muchos

casos es necesaria para poder ejercer su accion (Monteagudo-Mera et al., 2019).
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Asimismo, en el caso de G. candidum la actividad lipasa (que puede estar relacionada
con la virulencia), es una caracteristica buscada por la industria quesera (Boutrou &
Guéguen, 2005).

Si bien no existen reportes cientificos que adscriban un efecto negativo por el
consumo de kefir, el aislamiento de los microorganismos del consorcio hace necesario
su estudio de manera individual en relacion al riesgo sobre la salud. Existen estudios
acerca de la patogenicidad de especies aisladas. Entre 1842 y 2006 las infecciones
confirmadas de G. candidum fueron escasas y el origen no era alimentario, lo que
representa un riesgo de infeccion practicamente nulo (Pottier et al., 2008). Es asi que
actualmente la especie se encuentra entre los microorganismos con un historial
reconocido de administracién segura en alimentos fermentados de acuerdo a la EFFCA
(del inglés “European Food and Feed Cultures Association”) y a la IDF (del inglés
“International Dairy Federation”) (Kamilari et al., 2023). La especie S. cerevisiae, si bien
es considerada una especie GRAS (del inglés “Generally Recognized As Safe”) por la
FDA, en las ultimas dos décadas, han aumentado los casos de infecciones por la misma,
por lo cual se propone considerarla como un patégeno oportunista emergente (Pérez-
Torrado & Querol, 2016; Pitt & Hocking, 2022). La virulencia de cada cepa debe ser
analizada en cada sistema bajo estudio, dado que se desconoce si puede llevar a cabo
la colonizacion en el hospedador al encontrar condiciones favorables (Llopis Pla, 2012).
De acuerdo a de Llanos et al. (2006) estos rasgos asociados a la virulencia son
orientativos, debiéndose reforzar los analisis de la patogenicidad con otros estudios,

como las pruebas en modelos animales (Koh, 2013).

IV.3.5. Conclusiones

Los aislamientos no presentaron actividad amilasa, por lo que no habria riesgo
de degradacion del almidon en el maiz.

La actividad proteasa estuvo ausente en todos los aislamientos. En cuanto a las
actividades enzimaticas lipasa y fosfolipasa sélo los aislamientos de G. candidum la
presentaron.

Tres de los aislamientos, dos de P. kudriavzevii y uno de S. cerevisiae, tuvieron
la capacidad de crecer a las temperaturas 37 y 42 °C, lo que permitiria su crecimiento a

la temperatura corporal y una posible infeccion.
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La supervivencia a las condiciones gastrointestinales simuladas obtenida para la
mayoria de los aislamientos, les permitiria alcanzar el intestino de manera viable y
ejercer su posible efecto infeccioso.

Los aislamientos no presentaron valores de adhesion altos al modelo de células
intestinales, lo que disminuiria el riesgo de colonizaciéon por parte de los mismos.
Ademas, de acuerdo a los resultados preliminares de LDH, los aislamientos no
generarian dafos sobre las células intestinales.

De los ochos aislamientos seleccionados, ninguno presenté mas de un rasgo de
virulencia en simultaneo y especialmente los valores de adhesion fueron bajos, por lo
que no hay indicios de que puedan generar dafos en la salud. En consecuencia, se

prosiguié con los ensayos en el maiz con los aislamientos.
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minisilo

Debido a que el comportamiento de las levaduras cambia de acuerdo a las
condiciones del cultivo y factores ambientales (actividad acuosa, pH, temperatura,
aireacion, etc.), es importante ensayar la capacidad antifungica en la matriz en la que
se van a aplicar. Se han observado levaduras con efecto antifungico muy marcado en
placas de Petri, pero que disminuia significativamente o se anulaba al aplicarse a una
matriz (Fiori et al., 2014; Piasecka-Jozwiak & Chablowska, 2017). En este trabajo, la
capacidad antifungica de los aislamientos aplicados al maiz fue evaluada en minisilos,
los cuales consisten generalmente en recipientes pequefos cerrados y limitados en
oxigeno, en donde se coloca la matriz a estudiar. Para nuestros ensayos los minisilos
consistieron en tubos de plastico de 15 ml rellenos de maiz molido inoculado, tapados y
con un orificio pequefio para simular una entrada limitada de oxigeno de acuerdo a
Gonda et al. (2019). La técnica de minisilos ha sido ampliamente utilizada para estudiar
efectos sobre granos a escala de laboratorio (incluyendo los estudios de biocontrol) ya
que son de bajo costo y permiten evaluar respuestas en tiempos mas acotados (Gonda
et al., 2019; Olstorpe et al., 2012; Petersson & Schnurer, 1995; Sarigicek et al., 2016).
La capacidad antifungica de los aislamientos fue determinada evaluando el crecimiento
de A. flavus por métodos convencionales (recuento en placa) y moleculares (QPCR).
Entre ambas metodologias, qPCR se destaca por su confiabilidad, sensibilidad y

especificidad para la cuantificacion de hongos y sus esporas (Arquiza & Hunter, 2014).

IV.4.1. Crecimiento de los aislamientos

Para el analisis de la capacidad antifungica de los aislamientos contra A. flavus
en maiz molido en minisilos, se emplearon cuatro aislamientos, uno por cada especie
de los ocho aislamientos seleccionados previamente (aislamientos Gc 30, Pm 9A, Pk 20
y Sc 9B). Tanto los aislamientos como A. flavus fueron inoculados en los minisilos
individualmente para constatar su crecimiento y las variaciones de pH a distintos
intervalos de tiempo, previo a los enfrentamientos (procediendo como se detalla en el
item 111.6.1).
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Como se observa en la figura 35 los aislamientos fueron capaces de crecer y
mantener la viabilidad en el maiz bajo las condiciones del ensayo durante los 14 dias
de incubacion, detectandose el maximo crecimiento al dia 4. En los sucesivos dias hasta
la finalizacién del ensayo los recuentos se mantuvieron aproximadamente constantes.
En cuanto al pH, en ninguno de los casos se registré un cambio muy marcado, siendo

la maxima variacién de 0,4 unidades de pH para Pk 20.
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En cuanto A. flavus, su crecimiento exponencial duré hasta el dia 7, llegando a
un recuento maximo del orden de 107 UFC/g que se mantuvo hasta el dia 14. La
medicion de pH mostré un marcado descenso durante el crecimiento del hongo (Figura
36).
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Figura 36: Curva de crecimiento y pH de Aspergillus flavus en condiciones de minisilo.
A. flavus; —&— pH.

IV.4.2. Enfrentamientos de los aislamientos contra Aspergillus flavus

Al enfrentar A. flavus con los aislamientos, se observé un efecto inhibitorio dada
la disminucién en el crecimiento con respecto al control. La mayor inhibicion se detecto
con los aislamientos Gc 30 y Sc 9B, siendo maxima al dia 4 de acuerdo a la diferencia
entre los recuentos. Las curvas de crecimiento de los aislamientos tuvieron ligeras
diferencias en relacion a sus respectivos controles, observandose leves disminuciones
para Gc 30 y Pm 9A (Figura 37). En paralelo al crecimiento microbiano, se registré un
cambio de pH en todos los casos (variaciéon entre 0,9 y 1,2 unidades de pH), el cual
puede relacionarse con el crecimiento de A. flavus considerando los resultados

obtenidos en los controles.
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Figura 37: Curvas de crecimiento microbiano de enfrentamientos en minisilos. A. flavus
frente a los aislamientos A: Gc 30; B: Sc 9B; C: Pm 9A; D: Pk 20.-e— A. flavus en el
enfrentamiento; —A- A. flavus en el control; —e— levadura en el enfrentamiento;

—~A- |evadura en el control.

A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron para los posteriores
ensayos en minisilos, los aislamientos Gc 30 y Sc 9B por sus inhibiciones fungicas

significativas.
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Como el aislamiento Gc 30 fue uno de los que presenté el mayor valor de
porcentaje de reduccion de conidios, lo cual podria indicar presencia de metabolitos
antifungicos liberados al medio (como fue discutido en IV.2.1), se probo agregar al maiz

el aislamiento Gc 30 junto con su sobrenadante de fermentacion.

108 +

107 -
100 +

105 -

104 -
10% - X

102 -

Recuento microbiano (UFC/g)

101 -

0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 38: Curvas de crecimiento en minisilos del aislamiento Gc 30 con su
sobrenadante frente a Aspergillus flavus. — A~ A. flavus en el control; A. flavus en

el enfrentamiento; —&—- Gc 30 en el control; —8— Gc 30 en el enfrentamiento.

De acuerdo a los datos obtenidos (Figura 38), no se produjo un efecto inhibitorio
adicional hacia A. flavus que justifique anadir el sobrenadante.

A fin de determinar el efecto de la concentracion empleada de levadura, se
realizaron ensayos de minisilos variando la concentraciéon de los in6culos de los
aislamientos Gc 30 y Sc 9B (sin sus sobrenadantes). Las muestras fueron tomadas en
el dia de mayor inhibicién (dia 4) y en el de finalizaciéon del ensayo (dia 14). Las
concentraciones se ajustaron de acuerdo a los recuentos maximos obtenidos para cada
especie en caldo MEA con 48 h de incubacion y a partir de ellos se realizaron tres

diluciones sucesivas.
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Figura 39: Crecimiento de Aspergillus flavus en minisilo frente al aislamiento Gc 30 a
distintas concentraciones. == Control A. flavus; == 10" UFC/g; === 10? UFC/g;
== 10%UFC/g; == 10* UFC/g. (*) diferencias significativas con el control determinadas
por Kruskal-Wallis y el test de Dunnett p < 0,05.

Las concentraciones maximas obtenidas para los in6culos de G. candidum
fueron del orden 10° UFC/ml, por lo que para estos ensayos las concentraciones
iniciales en el maiz molido fueron 10-10* UFC/g. Al dia 14 estas concentraciones se
encontraron en el orden de 103-107 UFC/g. Para las concentraciones iniciales mas bajas
(10, 102y 102 UFC/g) no se observaron diferencias significativas en el crecimiento de A.
flavus con respecto al control, mientras que para la concentracion inicial mas alta (10*
UFC/qg), se obtuvo una diferencia significativa con el control para los dias 4 y 14 (Figura
39). Cabe destacar que en este ultimo caso, el recuento final de la levadura fue del orden
de 10" UFC/g.
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Figura 40: Crecimiento de Aspergillus flavus en minisilo frente al aislamiento Sc 9B a
distintas concentraciones. == Control A. flavus; == 10°UFC/g; === 10* UFC/g;
== 10°UFC/g; == 10° UFC/g. (*) diferencias significativas con el control determinadas
por Kruskal-Wallis y el test de Dunnett p < 0,05.

En el caso de Sc 9B las concentraciones iniciales logradas estuvieron en el rango
del orden de 10° a 10% UFC/g. Los resultados son similares a los obtenidos para el
aislamiento anterior, en cuanto a que para las dos concentraciones menores (10%y 10*
UFC/g) no hubo diferencias significativas en el recuento de A. flavus con el control,
mientras que para las dos mas altas (10° y 108 UFC/g) hubo una marcada diferencia,
siendo maxima al dia 4 (Figura 40). A partir de este momento el recuento de la levadura
se mantuvo en el orden de 107-10® UFC/g hasta el final del ensayo.

Piasecka-Jozwiak et al. (2017) analizaron el efecto antifungico a diferentes
concentraciones de levaduras (Candida spp.) en el rango de 10° a 10" UFC/ml in vitro,
y registraron que a partir de la concentracion mas baja ya habia un efecto inhibidor, pero
el maximo efecto contra las especies Aspergillus sp. y Fusarium spp. ocurria en las

concentraciones de 10° y 107 UFC/ml. Sin embargo, el efecto no sélo dependia de la
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concentracién de la levadura sino también de las especies de levaduras y hongos
ensayadas. Similares resultados fueron encontrados por Petersson et al. (1995) cuando
analizaron el efecto antifungico de aislamientos de levaduras para biocontrol contra
Penicillium roquefortii, el cual variaba de acuerdo a la especie, su concentracion y si era

estudiado en placas de Petri o en trigo humedo (21 % humedad) en minisilo.

IV.4.3. Efecto antifingico del kefir de agua en relacién a los

aislamientos

Adicionalmente al estudio del efecto antifiingico de los aislamientos individuales,
se analizo la actividad del kefir de agua CMUNLP 1 entero (sobrenadante con los
microorganismos presentes) agregado al maiz en la misma relacion que los aislamientos
en los ensayos anteriores (ver l11.6.1). Existen antecedentes sobre el efecto inhibidor del
kefir de agua seleccionado, siendo la inhibicion ejercida por el kefir entero (sobrenadante
y microorganismos) y no asi por el sobrenadante libre de células (Gonda et al., 2019;

Ledn Pelaez et al., datos no publicados).

IV.4.3.1. Determinacién del crecimiento fungico por recuento en placa
Los resultados de la determinacion del crecimiento de A. flavus durante el

enfrentamiento por medio de recuento en placa de Petri, se observan en la siguiente

figura:
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Figura 41: Crecimiento de Aspergillus flavus en enfrentamientos en minisilos.
== Control A. flavus; B2 KA; B Sc 9B; =3 Gc 30. (*) diferencias significativas

con el control determinadas por Kruskal-Wallis y el test de Dunnett p < 0,05.

Se observo que el efecto inhibidor del kefir de agua contra A. flavus era mayor
que el generado por los aislamientos Gc 30 y Sc 9B en ambos dias de incubacion (4 y
14). La mayor inhibicién se obtuvo al dia 4, comportamiento que también presento
Sc 9B (Figura 41). Para ambos dias de incubacion, el recuento de las levaduras del
tratamiento con KA fue del mismo orden que su respectivo control y que del tratamiento
con Sc 9B. Al tratarse del kefir entero también se cuantificaron las bacterias acido
lacticas, las cuales tuvieron un recuento inicial de 10” UFC/g y para el dia 4 aumentaron
a 10% UFC/g (en el enfrentamiento y su control), valor que se mantuvo constante hasta
el dia 14 (Figura 42).

123



Resultados y discusion: Capacidad antifungica en maiz molido en condiciones de minisilo

10° #
108 - 7 *

107
106 -
10° -
104 -

109 -

Recuento microbiano (UFC/g)

102 -

101 -

0 4 14

Tiempo (dias)

Figura 42: Crecimiento de levaduras y BAL en enfrentamientos en minisilos. == Sc
OB; mmm Gc 30; mmm levaduras totales KA; mEE levaduras totales control KA;
‘B BAL KA; mmm BAL Control KA. (#) (*) diferencias significativas con el control
correspondiente determinadas por t-Student y Kruskal-Wallis con el test de Dunnett p <

0,05, respectivamente.

A continuacion, se realizé el mismo ensayo modificando la relacién entre el kefir
de agua entero adicionado y el maiz molido, la cual se aument6 a 1:1. En este caso se
agrego un paso de secado en estufa a 60 °C durante 7 h antes de la inoculacion de A.
flavus, para llegar a la humedad deseada en el rango de 20-25 %. El paso de secado
no generd un cambio significativo en los recuentos de BAL y levaduras del kefir, los
cuales se encontraban en el orden de 107 y 10® UFC/g respectivamente. Las muestras
tomadas al dia 4, presentaron recuentos de A. flavus del orden 108 UFC/g para el control
y <10® UFC/g para el enfrentamiento con kefir. El crecimiento de A. flavus en las

muestras también fue evaluado por qPCR (detallado en el siguiente item, 1V.4.3.2).
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En todos los ensayos realizados se midi6 la humedad de las muestras por
secado en estufa (como se detalla en 111.6.1.3) para asegurarse que estuviera en el
rango 20-25 %.

IV.4.3.2. Determinacion de la biomasa fungica por qPCR

A las muestras de los minisilos se les determino la biomasa fungica por medio
de gPCR utilizando los primers omt que amplifican el gen que codifica para la O-
metiltransferasa (omt-A), una enzima involucrada en la biosintesis de aflatoxina B1 en
A. flavus (Shweta et al., 2013). Para la determinacién del rango dinamico se realizé una
curva de calibracion (Figura 43), utilizando un rango de concentraciones entre 6,81 y
0,00681 ng ADN A. flavus/ul. Se descartdé una amplificacién inespecifica no deseada

por medio de las curvas de melting que presentaron un solo pico a 86 °C.
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Figura 43: Determinacion del rango dinamico. Curva estandar entre Ct y concentracion

de ADN de Asperqgillus flavus. Ct: ciclo umbral (“threshold cycle”).

Por otro lado, se determiné el efecto matriz (maiz molido) agregando a diferentes
diluciones de la matriz una cantidad conocida de ADN de A. flavus y cuantificandolo por
gPCR para detectar posibles diferencias con respecto al control (cantidad conocida
agregada en agua). Las diluciones de la matriz ensayadas fueron la directa, 1/2, 1/5,
1/10 y 1/15, a partir de la dilucidon 1/5 no se presento efecto matriz (Tabla 24), por lo que

fue la dilucién elegida para el analisis.

125



Resultados y discusion: Capacidad antifungica en maiz molido en condiciones de minisilo

Tabla 24: Determinacion del efecto matriz

Dilucion de la matriz Ct

Matriz directa 20,21*
Matriz 1/2 20,04
Matriz 1/5 19,35
Matriz 1/10 19,37
Matriz 1/15 19,32

Control A. flavus 19,31

(*) diferencias significativas respecto al control (en agua,

sin matriz) determinadas por ANOVA y Dunnett p < 0,05.

Ct: ciclo umbral (“threshold cycle”).

En la extraccion del ADN de las muestras de maiz se incorpordé un paso de
liofilizacion por 48 h y una posterior molienda, para disminuir las desviaciones que se
obtenian al realizar la extraccién directamente del maiz.

Al cuantificar el ADN de las muestras de minisilo diluidas 1/5, se observé que
para los tratamientos de KA en las curvas de melting aparecian dos picos. El primer
pico tuvo una temperatura de melting (Tm) de 81 °C y el segundo de 86,5 °C; la Tm
del fragmento deseado fue de 86 °C (Figura 44). Estos picos no fueron observados en
las muestras de los controles y los tratamientos con los aislamientos individuales, en

donde sélo se detecto el pico a los 86 °C.
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oF /dT
r
-

Figura 44: Curvas de melting. Punto del rango dinamico 6,81 ng ADN/ul (—); muestra

control de A. flavus (—); muestra con KA adicionado (—).

Se incorporé un paso (5 s a 81 °C, antes de la deteccion de la fluorescencia)
para la eliminacion del primer pico, el cual no resulté efectivo. Asimismo, se realizaron
corridas de las amplificaciones en un gel de agarosa al 1,5 % p/v, obteniéndose
bandas nitidas para los controles de A. flavus y ninguna banda para las muestras de
KA (Figura 45), lo que indicaria que en las muestras no se amplificé el fragmento del

hongo.

o Y ey =300 pb

Figura 45: Amplificados de gPCR en gel de agarosa al 1,5 % p/v. Calle 1: Marcador de
peso molecular de 1 kb; 2: primer punto del rango dinamico, 3 y 4: duplicados control de

A. flavus; 5 y 6: duplicados muestras con KA adicionado.
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Adicionalmente, se evalud la fluorescencia agregando a las muestras de KA
cantidades conocidas de A. flavus, utilizando las mismas concentraciones que en el
rango dinamico (6,81-0,00681 ng/ ul ADN). Se observo que a concentraciones elevadas
del hongo so6lo se obtenia un pico en la curva de melting y a concentraciones pequenas
(0,00681 ng/ul ADN) se evidenciaban los dos picos descriptos anteriormente, siendo el

segundo el correspondiente a A. flavus (Figura 46).
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Figura 46: Curvas de melting para muestras de KA con cantidades conocidas de
Aspergillus flavus. (—) punto del rango dinamico 0,681 ng ADN/ul; (—) punto del rango
dinamico 0,00681 ng ADN/ul; (—) muestra con KA adicionado y 0,681 ng ADN/ul; (—)
muestra con KA adicionado y 0,0681 ng ADN/ul; (—) muestra con KA adicionado y
0,00681 ng ADN/pl.

La cuantificacion del ADN de los tratamientos se presenta en la siguiente figura,

expresados en ng ADN por gramo de muestra liofilizada:
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Figura 47: Concentracion de ADN de Aspergillus flavus en los enfrentamientos en
minisilo. A: los aislamientos y KA adicionados en la relacion 1:6, B: KA adicionado en la
relacion 1:1. (#) (*) diferencias significativas con el control correspondiente
determinadas por A: Kruskal-Wallis con el test de Dunn p < 0,05 y B: el test t de Welch
p < 0,05.

En la figura 47 se observa que la concentracién de ADN en las muestras de KA
fue considerablemente menor que en los controles de A. flavus. La adicién del KA en
una relacién 1:6 generé una disminucion del crecimiento de A. flavus de dos érdenes de
magnitud en comparacion al control para el dia 4. Al dia 14 el efecto seguia siendo
significativo en relacion al control. El efecto inhibitorio del KA fue mayor que el obtenido
para Gc 30 y Sc 9B en las mismas condiciones, de hecho para este ensayo no se
obtuvieron diferencias significativas para estos tratamientos respecto al control. En la
relacion 1:1 el efecto inhibitorio se hizo mas marcado, con una diferencia al dia 4 de tres
ordenes de magnitud entre la concentracion de ADN del KA y del control. Al dia 14 el
efecto inhibidor se mantuvo. Los resultados obtenidos por qPCR correlacionaron con los
obtenidos por recuento en placa para KA y Gc 30, mientras que para Sc 9B por gPCR
no se vieron diferencias significativas con el control y por recuento en placa si. La

correlacion entre metodologias ya habia sido reportada para hongos micotoxigénicos en
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diferentes matrices alimentarias, lo que corrobora la capacidad de la técnica de gPCR
utilizando los primers omt para la cuantificacion de A. flavus en maiz (Rodriguez et al.,
2012).

El comportamiento antifungico del KA CMUNLP 1 ya ha sido reportado en sorgo
molido humedo (35 % humedad) en donde al adicionarse en una relacion 1:1 se obtuvo
una disminucién de 100 veces en la biomasa de A. flavus comparado con el control al
séptimo dia de incubacién (determinado por qPCR). Este efecto inhibitorio se lo
atribuyeron a los microorganismos vivos del kefir y no a los metabolitos liberados al
medio durante la fermentacion del sustrato, ya que el sobrenadante libre de células no
presentod diferencias con el control (Gonda et al., 2019). De igual manera, se observo
una marcada disminucion en el crecimiento de A. flavus en alimento de pollos
adicionado con KA CMUNLP 1 (1:1), en donde la concentraciéon del ADN fungico
disminuyo entre 10 y 100 veces en los dias 5 y 10, en comparacion con el control (Leén
Pelaez, A. datos sin publicar).

El kefir de agua ademas de presentar una variada composicion de levaduras
dentro de su consorcio, contiene BAL que son ampliamente reconocidas por su
capacidad antifungica y utilizadas en el almacenamiento de granos por ensilado. Su
capacidad antifungica en el ensilado se debe principalmente al rapido descenso del pH,
aunque se han reportado otros metabolitos responsables (Kim et al., 2021; Muck et al.,
2018; Sadiq et al., 2019). El uso de un consorcio que contenga tanto levaduras como
BAL con capacidad antifingica, seria muy beneficioso ya que combinaria el efecto de
ambos (Gonda et al., 2019). Sin embargo, la principal desventaja de este tipo de indculo

radica en la variabilidad propia de un consorcio.

IV.4.3.3. Efecto sobre la produccién de aflatoxinas

Se determind la presencia de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en las muestras de

maiz adicionado con KA y los aislamientos Gc 30 y Sc 9B en la misma proporcion (1:6).
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Tabla 25: Contenido de aflatoxinas medido por HPLC-FLD en el enfrentamiento en

maiz de A. flavus frente al KA y los aislamientos Gc 30 y Sc 9B

Control
Gc 30 Sc 9B KA
Dia Aflatoxinas* A. flavus
(ng/g maiz)
4 B1 14,38+0,81° ND ND 232,10+7,802
B2 1,98+0,06° ND ND 19,05+2,56°
14 B1 48,38+17,13° 40,92+25,18° ** 392,83+26,602
B2 6,32+1,37° 3,57+1,40° ** 63,88+2,58°

Letras diferentes (por fila) indican diferencias significativas, determinadas por t-Student
para el dia 4 y ANOVA para el dia 14, y LSD p < 0,05. Los aislamientos (Gc 30, Sc 9B)
y KA fueron adicionados al maiz molido en una proporcion 1:6. *Las aflatoxinas G1y G2
no detectadas (ND) en el ensayo. **No se muestran los valores por presentar una alta

dispersion

En las condiciones ensayadas, A. flavus produjo en el control aflatoxinas B1 y
B2 en los dias 4 y 14, encontrandose en ambos casos fuera de los limites regulatorios
establecidos (20 ng/g para AF totales y 5 ng/g para AFB1). En ninguno de los casos se
observo la produccién de las aflatoxinas G1 y G2. Al dia 4 el aislamiento Sc 9B y KA
fueron capaces de inhibir la producciéon de AFB1 y AFB2 a niveles no detectables,
mientras que Gc 30 inhibid la produccion en relacion al control en mas de un 89 % para
ambas micotoxinas, pero el valor detectado de AFB1 fue superior al aceptable para un
producto comercial. La inhibiciéon por parte de KA se produjo de manera simultanea con
la disminucién marcada del crecimiento fungico al dia 4, detectado por recuento en placa
y qPCR (Fig. 41 y 47A, respectivamente). Al dia 14, en el enfrentamiento con ambos
aislamientos de levaduras, se detectaron ambas aflatoxinas, las cuales fueron
considerablemente menores al control obteniéndose porcentajes de reduccién entre 84
y 96 %. Natarajan et al. (2022) observaron un comportamiento similar para A. flavus
expuesto a VOC de S. cerevisiae, en donde el porcentaje de reduccion de AFB1
disminuian al dia 14 en comparacion con el dia 7 (Natarajan et al., 2022). El
enfrentamiento con KA al dia 14 no se muestra en la tabla debido a su alta dispersion.
La reduccion en la produccion de aflatoxinas por parte del kefir ha sido detectada por
otros autores, obteniéndose valores inferiores a 2 ppb o no detectables en tiempos de

incubacioén entre 7 y 14 dias (Taheur et al., 2020; Ledn Pelaez, A. datos sin publicar).
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En diversos estudios en donde se documenta el efecto inhibidor de levaduras y
BAL sobre la produccion de micotoxinas, sin embargo también existen casos en donde
el hongo micotoxigénico al encontrarse estresado incrementa la produccién de las
mismas (Dikmetas et al., 2023; Dogi et al., 2013; Medina, Mohale, et al., 2017;
Mwakinyali et al., 2019). Dentro de los factores abidticos que pueden afectar su
produccion, se encuentra la generacién de didxido de carbono y el consumo de oxigeno,
fendmeno que puede ser potenciado por el agregado de microorganismos (Petersson &
Schnurer, 1995). Se ha indicado que valores mayores a 30 % de CO- inhiben totalmente
la produccion de OTA por A. ochraceus, independientemente de la concentracion de
oxigeno (Paster et al., 1983). Mientras que Giorni et al (2008) reportaron que A. flavus
en maiz humedo era inhibido con 25 % de CO,, pero que se requeria por lo menos
50 % para inhibir la producciéon de aflatoxinas. La produccion de micotoxinas es
multifactorial y se ha indicado que la combinacion de factores (concentraciones de COo,
O, actividad acuosa, temperatura, pH, entre otras) presenta una mayor relevancia que
los factores individuales (Gilbert et al., 2018; Magan & Medina, 2016). En la ultima
década, se ha dirigido la investigacion hacia el efecto sobre la expresién de los genes
relacionados a su biosintesis, encontrdndose cambios debidos a los factores
mencionados (Abdel-Hadi et al., 2012; Magan & Medina, 2016; Schmidt-Heydt et al.,
2008). De la misma manera, se observo que el 2-feniletanol producido por Pichia
anomala que inhibia la germinacién de conidios y la produccién de AFB1 de una cepa
de A. flavus, reducia en unas 10000 veces la expresion de genes involucrados en la
sintesis de aflatoxinas (aflC, afIR, aflS, aflO y aflK) (Hua et al., 2014). En un estudio
posterior de los mismos autores, encontraron que un aislamiento de Wickerhamomyces
anomalus en cocultivo con A. flavus generaba el mismo efecto sobre otros ocho genes
relacionados a la sintesis de aflatoxinas (aflR, aflJ, norA, omtA, omtB, pksA, vbs y ver-
1), ademas de reducir la expresion de los genes briA, abaA 'y wetA relacionados con la
formacion de conidios (Hua et al., 2019). Asimismo, se ha observado que las BAL
generan un efecto similar sobre estos genes (Ghanbari et al., 2018; Gomaa et al., 2018).

En el presente trabajo, el kefir de agua entero presenté mayor efecto antifungico
que las levaduras individuales estudiadas, sin embargo la variabilidad inherente de los

consorcios de microorganismos debe ser considerado.
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IV.4.4. Conclusiones

Los aislamientos bajo estudio fueron capaces de crecer y mantenerse viables en
el maiz molido en las condiciones de minisilo. Por tanto, resultaron adecuados para la
evaluacion del efecto inhibitorio sobre A. flavus en minisilo.

Los cuatro aislamientos presentaron inhibiciones frente a A. flavus. En particular
dos pertenecientes a G. candidumy S. cerevisiae, presentaron las mayores inhibiciones.

La capacidad antifungica determinada para los aislamientos se relacioné con la
concentracién del indculo, siendo las concentraciones mayores las que generaron las
mayores inhibiciones de A. flavus.

Aplicados en las mismas condiciones al maiz molido se observd que el kefir de
agua presenté una mayor capacidad inhibitoria en comparacion con los aislamientos de
G. candidumy S. cerevisiae.

Si bien gPCR es un método eficiente para el seguimiento de la inhibicion de A.
flavus en las condiciones de minisilo, el recuento en placa resulté un método mas
accesible y menos costoso que arrojo resultados comparables.

Se detectd un efecto sobre la produccion de aflatoxinas en relacion al control, el
cual dependié del dia de incubacién. Al dia 4 la inhibicion de las aflatoxinas fue total
para el kefir de agua y el aislamiento de S. cerevisiae. Al dia 14 se detectaron AFB1 y
AFB2 para los aislamientos, pero con una concentracion significativamente menor que

el control.
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La presente investigacion permitié identificar a partir de granulos de kefir de
diferente origen, los géneros de levaduras Geotrichum, Pichia, Saccharomyces y
Candida, de los cuales los primeros tres mostraron tener actividad antifungica.

Los métodos empleados para la identificacion polifasica de las levaduras,
presentaron distinta complejidad de acuerdo a la especie en cuestion, siendo mas
compleja para la especie G. candidum por el alto polimorfismo intraespecifico.

A partir de los ensayos de reduccion de la germinacion de conidios, ensayos
duales y determinacion de volatiles en placas de Petri realizados, nos permitieron
seleccionar los aislamientos con mayor capacidad inhibitoria contra Aspergillus spp. y
Fusarium graminearum. A su vez se detecto in vitro que los aislamientos generaban una
disminucién en la produccién de DON por parte de F. graminearum y presentaban
capacidad de captura de AFB1.

Los aislamientos no presentaron en simultaneo los rasgos de virulencia
estudiados, lo cual refuerza la seleccién de los mismos para su posible aplicacién para
biocontrol.

Los aislamientos al ser incorporados en maiz molido en minisilos frente a la
contaminacion fungica ejercida por Aspergillus flavus, mantuvieron su viabilidad y
ejercieron efecto antifungico, el cual se correlacioné con la concentracién de levadura
inicial. Si bien el kefir de agua entero presentd un mayor efecto antifungico, debe
considerarse la variabilidad inherente a un consorcio de microorganismos puede
complejizar su uso. Ademas, se detecté un efecto inhibidor sobre la produccién de
aflatoxinas de A. flavus, total frente al kefir de agua y S. cerevisiae, y elevado para G.

candidum al dia 4 de incubacion.
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VIIl. ANEXOS

Anexo I: Soluciones, caldos y medios de cultivo

Caldo/Agar® YPD

Extracto de levadura (Biokar Diagnostics, Francia)
Peptona (Britania, Argentina)

Glucosa (Cicarelli, Argentina)

Agar agar? (Britania, Argentina)
Caldo/Agar® extracto de malta (MEA)
Extracto de malta (Biokar Diagnostics, Francia)
Extracto de levadura

Agar agar?

Caldo YES

Sacarosa

Extracto de levadura

Agar papa (PDA, Biokar Diagnostics, Francia)
Extracto de papa

Glucosa

Agar agar

Agar YGC (Biokar Diagnostics, Francia)
Extracto de levadura

Glucosa

Cloranfenicol

Agar agar

Agar YNB

YNB (Yest Nitrogen Base, BD Difco ™)°
Agar agar

Agar MRS (Biokar Diagnostics, Francia)
Peptona

Extracto de levadura

Glucosa

Tween 80

KoHPO4

Acetato de sodio

Citrato de amonio

10 g/l
20 g/l
20 g/l
20 g/l

10 g/!
20 gl
20 gl

150 g/l
20 g/l

4 g/l
20 g/l
15 g/l

54/
20 g/l
0,1 g/l
15 g/l

6,7 g/l
20 gl

20 g/l
54l
20 g/l
1,08 g/l
249/

5 gl
24gl/
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Sulfato de magnesio

Sulfato de manganeso

Agar agar

Agar Sabouraud glucosado (Merk, Alemania)
Peptona de caseina

Peptona de carne

D(+)-Glucosa

Agar agar

Agar agua

Agar agar

Lugol

2

Kl

Solucién de esporas

Lauril Sulfato de Sodio (Merck, Darmstadt, Alemania)
Glucosa

Solucién fisiolégica

NaCl (Anedra, Argentina)

Buffer PBS

NaCl

KCI (Anedra, Argentina)

Na;HPO4 (Anedra, Argentina)

KH2PO4 (Anedra, Argentina)

Solucién de azucares no refinados

Azucar de mascabo/Chancaca/Miel de cana
Solucién gastrica

NaCl

KCI

NaHCOs; (Britania, Argentina)

Pepsina porcina® (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
Solucién intestinal

NaCl

KCI

NaHCOs3

Pancreatina porcina® (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)

Sales biliares® (Britania, Argentina)

0,2 g/l
0,05 g/l
20 gl

5 g/l
5 g/l
40 g/l
15 g/l

2 g/l

10 g/l
20 g/l

0,1 g/l
10 g/l

8,5 g/l

8,02 gl
0,23 gl
1,17 g/l

0,2 g/l

4,5 g/l

7,25 g/l
0,52 g/l
3,84/
34g/

1,3 g/l
0,25 g/l
0,65 g/l

149/l

70 g/l
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Cultivo celular

DMEM (Dulbecco Modified Eagle's Medium, HIMEDIA, India) 500ml
Suero fetal bovino inactivado® (VWR, EEUU) 10 % (v/v)
Aminoacidos no esenciales (Invitrogen, Gibco) 1 % (viv)
Gentamicina (Invitrogen, Gibco) 50 pg/ml

@ Se agrego agar agar para obtener el medio sdlido.
® El caldo YNB se preparé 10X en agua destilada y se esterilizo por filtracion, para

luego agregarselo al agar agar que se preparo 2X en agua destilada y se esterilizo
a 121 °C por 15 min.

¢ Se esterilizaron por filtracion con membranas de 0,22 ym de tamafio de poro.

4 El suero se inactivo térmicamente a 56 °C por 30 min.
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Anexo ll: Primers

Anexos

Region génica  Primer Nombre Secuencia
Foward 5-ATTGGAAAAAGAATTTTCGAGCAYACRATGAG-3'
esvi Reverse 5-AATTTCTTGCCACCGGCAAGGGTATTCATATT-3'
Foward 5-ATGGTAGAACCGGATATGCAGAARAARGC-3'
macz Reverse 5'-AGCTCCAAGGAATTAGATACACCRCAYTTCAT-3'
Foward  NL1 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3'
p1bz Reverse NL4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'
TS1/TS2 Foward ITS1 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
Reverse ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
Inespecifico M13 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’
Foward 5-GACCAATACGCCCACACAG-3’
omt-A Reverse 5-CTTTGGTAGCTGTTTCTCGC-3

175



