Boletin Micolégico. Vol.8 (1-2) 13-17 (1993)

EFECTO DE KETOCONAZOL, CLOTRIMAZOL, NISTATINA Y CICLOHEXIMIDA
SOBRE EL CRECIMIENTO DE Phaffia rhodozyma.

Victor Cifuentes, Rubén Leon & Claudio Gémez
Laboratorio de Genética, Departamento de Ciencias
Ecoldgicas, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile. Las Palmeras 3425, Santiago, Chile.

Palabras clave: Phaffia rivodozyma, antifungicos, nistatina, clotrimazol, cicloheximida, alcohol alilico.
Key Words: Phaffia rhodozyma. antifungal, nystatin. clotrimazole, cycloheximide, allyl alcohol.

RESUMEN

Debido a la importancia biotecnologica en la
produccion de pigmentos, se determinaron los niveles de
sensibilidad a antifungicos de 3 cepas de Phaffia
rhodozyma , con la finalidad de obtener mutantes
resistenles, caracteristica usada como marcador en el
andlisis genético de diferentes microorganismos. El
desarrollo de las tres cepas, fue inhibido por ketocon-
azol, clotrimazol, nistatina y cicloheximida respectiva-
mente. La cepa UCD 67-210 resulto ser la mas sensible
al ketoconazol, siendo inhibida por concentraciones de
Sug/ml de dicho compuesto. Paralas cepas UCD 67-383
v UCD 67-385 se requieren concentraciones de 20 ug/
ml. El cotrimazol, inhibio el crecimiento de las cepas
UCD 67-210y UCD 67-385, a una concentracion de 10
ug/mly a la cepa UCD 67-383 a 20 ug/ml. La nistatina
inhibe el crecimiento de las cepas UCD 67-383 y UCD
67-385 aunaconcentracion de 3 ug/ml. y ala cepa UCD
67-210a 5 ug/ml. La cicloheximida impide el desarrollo
de las cepas UCD 67-210 v UCD 67-385 a una
concentracion de 2 ug/ml. La cepa UCD 67-383 resulto
ser la mds resistente, requiriéndose concentraciones
sobre 6 ug/ml para inhibir su crecimiento.

INTRODUCCION

Phaffia rhodozyma esuna levadura clasificada
en los Deuteromycetes, a pesar de tener todas las ca-
racteristicas de los Basidiomycetes. El criterio utilizado
para dicha clasificacion se ha basado principalmente en
la estructura de su pared celular y el modo de formacion
delayema. especialmente la forma multi-capa de la pared
en la zona cercana al punto de formacion de la yema: lo
cual es una caracteristica de los Heterobasidiomycetes
(Miller y col. 1976). Ademas tiene la capacidad para
utilizar urea, caracteristica poco comunen las levaduras

SUMMARY

[Effect of ketoconazole, clotrymazole, nystatin and cyclo-
heximide on the growth of Phaffia rhodozymal

Due io the importance of biotechnology in the
production of pigments, the levels of sensibility on
antifungal deugs of 3 strains of Phaffia rhodozyma were
determined, with the aim of obtaining resistant mutaitns,
this characteristic is used as a marker in the genetic
analysis of the different microorganisms. The growth of
three strains was inhibited by ketoconazole, clotrima-
zole, nystatin and cycloheximide respectively. Strain
UCD 67-210 was more sensitive to ketoconazole (it was
inhibited by 5 ug/mi) than UCD 67-385 (20 ug/ml was
necessary lo inhibited entirely their growth). For
clotrimazol the UCD 67-210y UCD 67-385 strains were
inhibited by 10 ug/ml and the strain UCD 67-383 was
inhibited by 20 ug/ml. Nystatin inhibits the growth of the
strains 67-383 and UCD 67-385 at a concentration of 3
ug/ml and the strain UCD 67-210 at 5 ug/ml. The sirain
UCD 67-383 was no more resistant to cycloheximide
(6ug/ml) than UCD 67-210 and UCD 67-385 strains (2
ug/ml).

ascomiceticas. puede fermentar glucosa (Miller y col.
1976) vy también sintetizar pigmentos carotenoides,
siendo el principal la astaxantina (Andrewesy col. 1976).
Sin embargo su ciclo sexual aun no ha sido aln
determinado. con lo que su clasificacion estaria referida
a los hongos imperfectos.

Actualmente haadquirido una gran importancia
desde el punto de vista biotecnologico, especialmente
orientado hacia la industria de Ia acuicultura, utilizandola
como fuente de pigmentos en la coloracion de layema de
huevos (Johson y col. 1980) y en la de la carne de especies
salmonideas (Johson y col. 1977).

* Trabajo [inanciado por el proyecto B-3051-9222 del Departamento Técnico de Investigacion (DTT) de la Universidad de Chile.
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Sin embargo, en la actualidad no se tiene
conocimiento basico de la genética de esta levadura y los
esfuerzos solo han sido dirigidos a la obtencion y
caracterizacion de mutantes sobreproductores de
astaxantina( An & col, 1989; Lewis & col, 1990)

Enel presente trabajo sedeterminan, los niveles
de sensibilidad de algunas cepas de Phajfia rhodozyma,
a diferentes agentes antifiungicos. Esta situacion ha sido
una caracteristica ampliamente utilizada como marcador
en el analisis genético de diferentes organismos. De esta
manera, dichos estudios permitirin obtener conocimien-
tos parala obtencion de mutantes resistentes a los mismos,
los cuales pueden ser utilizados en el anglisis de la
organizacién genémica de Phaffia rhodozyma.

MATERIALES Y METODOS

Eneste estudio seutiliz6 las cepas UCD 67-210,
UCD 67-383 y UCD 67-385 de Phaffia rhodozyma |
cuyos nimeros corresponden al American type culture
collection (ATCC).

Las cepas de Phaffia rhodozyma fueron
cultivadas en medio YM en agitacién y a 22°C, segun la
técnica descrita por An & col, (1989). Cuando fue
necesario,.el medio de cultivo se solodificd agregandole
agar al 2%.

Determinacién de la sensibilidad frente a diversos
antifingicos.

Para determinar la sensibilidad a antifingicos,las
células fueron desarrolladas hasta obtener una densidad
6pticaa 550 nm=0.8-0.9. Como inéculofueron utilizados
cultivos liquidos con una densidad dptica inicial de 0.05.
A éstos. se agreg6 los agentes antifiingicos tal como se
indica a continuacion: ketoconazol a concentraciones
finales que oscilaron entre 0 y 50 ug/ml, clotrimazol a
concentraciones finales entre 0 y 10 ug/ml. nistatina a
concentraciones finales que oscilaron entre 0 y 5 ug/ml.
Los cultivos fueron incubados a 22°C en agitacién
constante a 130 rpm. El crecimiento fue medido
determinando el aumento de 1a densidad 6ptica a 550 nm
durante un periodo de tiempo de 0 a 96 horas.

Para determinar los niveles de sensibilidad a la
cicloheximida, serealizaron cultivosconunaD.O. inicial
550 nm, de 0.05, a los cuales se agregé cicloheximida a
concentraciones que variaron entre 0 v 4 ug/ml. Los
cultivos liquidos fueron incubados a 22°C en agitacién a
130 rpm durante 140 horas. El crecimiento fue
determinado como cambio en la densidad dptica a través
del tiempo. Para los experimientos realizados con el
medio YM s6lido, cultivos frescos (a D.0.550 nm =0.1)
de las cepas de Phajfia rlodozyma fueron diluidos en
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medio YM liquido. Luego alicuotas de 100 ul fueron
sembradas en medio YM solido suplementado con
diferentes concentraciones (entre 0 y 2 ug/ml) de
cicloheximida. Las placas fueron incubadas a la misma
temperatura y por el mismo lapso de tiempo que los
cultivos liquidos, luego las colonias fueron contadas y se
determiné su sobrevida.

RESULTADOS

Secaracterizaron trescepas silvestresde Phaffia
rhodezyma en relacién a los niveles de sensibilidad al
ketoconazol, nistatina, clotrimazol y cicloheximida y se
determino el efecto del alcohol alilico.

Latabla 1. muestra los resultados de la inhibicion
del crecimienio de las cepas UCD 67-210, UCD 67-383
y UCD 67-385. Lacepa UCD 67-210, resulto6 ser la mas
sensible al ketoconazol, 1 ug/ml., causa inhibicion del
80% del crecimiento y 5 ug/ml impiden totalmente su
crecimiento. Las cepas UCD 67-383 y UCD 67-385
mostraron tener niveles de sensibilidad similares, siendo
necesario 20 ug/mli de ketoconazol para inhibir complet-
amente el crecimiento de éstas.

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos
frente al clotrimazol. Llas cepas UCD 67-210y UCD 67-
385 muestran niveles de sensibilidad similares, ambas
son inhibidasentre 90 a 95 % cuando se incuban en medio
YM en presencia de 5 ug/ml y su desarrollo es
completamente inhibido a concentraciones de 10 ug/ml.

.Sinembargo, la cepa UCD 67-383 resultd ser la
mas resistente al clotrimazol, de hecho son requeridas
concentraciones de 20 ug/ml para inhibir completamente
su crecimiento.

Latabla 3 muestrael efecto dela nistatinaen las
tres cepas de Phaffia rhodozyma. Se puede apreciar que
cuando se incuban células de las cepas UCD 67-383 y
UCD 67-385, durante 96 horas en presencia de nistatina,
auna concentracion de 3 ug/ml, se inhibe completamente
su crecimiento. Sin embargo para obtener el mismo
efecto en la cepa UCD 67-210 se requieren 5 ug/ml en
medio liquido. Estos resultados son similares cuando las
células se desarrollan en el medio YM sdlido.

La tabla 4 muestra la inhibicién del crecimiento
delaslevaduras frentea lacicloheximida enel medio YM
sélido. Se puede observar que el desarrollo de las cepas
UCD 67-210 y UCD 67-385 es inhibido a una
concentracién de 0.5 ug/ml, sin embargo, la cepa UCD
67-383, resulto ser resistenie a concentraciones de 5 ug/
ml. En forma adicional se determinaron los niveles de
sensibilidad a la B-ionona y al alcohol alilico (Tabla 5).
Para el primer caso, se observd que la B-ionona inhibe
el crecimientode las 3 cepasenun65%y genera colonias



Efectos de Ketoconazol sobre el crecimiento de Phaffia rhodozyma - V.Cifuentes, R. Leén 'y C. Gémez

palidas, cuando se utiliza a una concentraciéon 10 mM.
Concentraciones mayores detienen completamente su
desarrollo. Para ¢l alcohol alilico, se ha determinado que
su presencia en el medio de cultivo a una concentracion
de 10 uM. inhibe totalmente el crecimiento de las cepas
de Phaffia rhodozyma.

La tabla 5. resume las concentraciones
inhibitorias de todos los compuestos empleados frente a
las 3 cepas de levaduras.

DISCUSION

Los resultados que se muestran en el presente
estudio, permitieron determinar la concentracion de
agentes antifungicos. bajo los cuales se inhibe el
crecimiento de las tres cepas silvestres de Phaffia
rhodozyma.

La informacion obtenida puede ser utilizada
para la obtencion de mutantes resistentes a dichos
agentes. los cuales permitiran disponer de marcadores
genéticos utiles para el conocimiento de la organizacién
genémica de Phaffia rhodozyma

Los antifangicos polienicos como la nistatina,
inhiben el crecimiento de los hongos. alterando la
permeabilidad de las membranas tanto naturales como
artificiales (Cirillo y col. 1964). Dichos antifiingicos
interactiancon losesteroles especificos de las membranas
inhibiendo la sintesis de lipidos Por estas razones, los
polienos han sido muy itiles en la seleccion de mutantes
de la sintesis de esteroles en levaduras (Bard, 1972). Los
mutantes de Succharomyces cerevisiae, resistentesa la
nistatina , pueden estar afectados en A8 _.> A7.
isomerasa o ser deficientes en la 5-deshidrogenasa o ia
22-deshidrogenasa o bien en la enzima 24-metiltrans-
ferasa, acumulando en todos estos casos, una mezcla de
intermediarios de la via del esterol, sin producir ergos-
terol (Henry. 1982).

Por otra parte, se sabe que los antimicoticos
imidazolicos, inhiben el desarrollo de los hongos, a través
de una alteracion de la membrana (Lazo 1986). El
ketoconazol. actia bloqueando la desmetilacion C-14 del
lanosterol. interfiriendo en la siniesis de ergosterol y
puede ademds alterar la permeabilidad de la membrana
e inhibir el transporte de purinas (Lazo 1986). De esta
manera, la obtenciéon de mutantes resistentes al
ketoconazol, puede significar que se seleccionen cepas
afectadas en alguno de tales procesos, lo que constituiria
un buen sistema para obtener otros marcadores genéticos
en Phaffia rhodozyma.

En nuestro analisis. se observa que lacepa UCD
67-210 es mucho mas sensible al ketoconazol que las

cepas UCD 67-383 y67-385, de esta manera, para inhibir
el crecimiento de estas ultimas, se requieren
concentraciones de 20 ug/ml, a diferencia de la primera,
la cual es inhibida a 5 ug/ml.

Nuestros resultados indican que las cepas UCD
67-210 y UCD 67-385 son muy sensibles a la
cicloheximida, éstos son similares a los descritos
anteriormente para la cepa UCD 67-210. Sin embargo,
hemos encontrado que la cepa UCD 67-383, es altamente
resistente a la cicloheximida, observandose que con-
centracionesentre 5y 6 ug/ml, no inhiben su crecimiento.
Lacicloheximida actiia inhibiendo la sintesis de proteinas
en organismos eucariontes y en algunos casos, actua a
nivel de ribosomas. De esta manera este antimicotico
puede ser utilizado para la obtencion de mutantes de
Phaffia rhodozyma, que permitiran disponer de un
marcador genético directo y facil de analizar.
contribuyendo al desarrollo de la genética de dicha
levadura. Paralelamente nuestros estudios permitieron
determinar los niveles de sensibilidad al alcohol alilico de
Phaffia rhodozyma. Este compuesto es el substratode la
enzima alcohol deshidrogenasa, que lo transforma en
acroleina, siendo esta Gltima, toxica para las células
(Fraenkel, 1982). De esta manera, permitira disponer de
un método de seleccion de mutantes deficientes en alco-
hol deshidrogenasa, tal como ha sido logrado en Sac-
charomyces cerevisiae (Lutstorf y col. 1968; Ciriacy.
1979).

Tabla 1
Inhibicién del crecimiento de Phajfia rhodozyma por
ketoconazol

Cepas Concentracién Inhibicion
(ug/ml) (%)
UCD 67-210 0 0
1.0 80
1.5 88
5.0 100
UCD 67-383 0 0
5 85
10 90
20 100
UCD 67-385 0 0
5 85
10 90
20 100
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Tabla 2. Inhibicién del crecimiento de P.rhodozyma
frente a clotrimazol

Cepas

Concentracion [ug/ml]

Inhibicion [%o]

UCD 67-210

0
1

—
w

0
85
95

100

UCD 67-383

0

0
90
95
100

UCD 67-385

[
OoOwn—= OO0 O wn—0O|C

0
80
90

100

Tabla 3. Inhibici6n del crecimiento de P. rhodozyma

frente a nistatina

A: Medio liquido

Cepas Concentracion [ug/ml] | Inhibicién [%]
UCD 67-210 0 0
0.5 nd
1.0 70
2.0 86
5.0 100
UCD 67-383 0 0
0.5 0
1.0 20
2.0 95
3.0 100 -
UCD 67-385 0 0
0.5 10
1.0 87
2.0 94
3.0 100

Continuacién ...Tabla 3

B: Medio solido

Cepas Concentracion [ug/ml] | Inhibicion [%]

UCD 67-210 0 0
1.0 77
2:0 86
3.0 nd
5.0 100

UCD 67-383 0 0
1.0 30
2.0 85
3.0 nd
5.0 100

UCD 67-385 0 0
1.0 80
2.0 90
3.0 97
5.0 ! 100

nd = no determinado

Tabla 4. Inhibicién del crecimiento de P. rhodozyma
frente a cicloheximida.

Cepas Concentracion [ug/ml] | Colonias/placa | Inhibicion [%
UCD 67-210 0" 2.0x 105 0
0.25 3.8x 10¢ 81
0.5 1.5x 104 922
1.0 0 100
UCD 67-383 0.0 1.0 x 106 0
0 1.0 x 106 0
0.5 1.0 x 106 0
1.0 1.0 x 106 0
6.0 1.0 x 106 0
UCD 67-385 0 1.0 x 106 0
0.25 5.0x 104 95
0.5 0 100

Tabla 5. Resumen comparativo de las concentraciones inhibitorias dei
crecimiento de las 3 cepas deP.rhodozyma, a todos los compuestos empleados

Agente Cepas

UCD 67-210 UCD 67-383 UCD 67-385
Ketoconazol 5 ug/ml 20 ug/ml 20 ug/ml
Clotrimazol 10 ug/ml 20 ug/ml 10 ug/ml
Nistatina 5 g/ml 5 g/ml 5 ug/ml
Cicloheximida 1 ug/ml >6 ug/ml 0.5 ug/ml
1 B-ionona 10 mM 10 mM 10 mM
Alcohol alilico 10 uM 10 uM 10 uM
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