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INTRODUCCION
Sistema inmune en insectos

Los insectos son el grupo mas diverso de los artrépodos ocupando al menos el 75% del
total de especies descritas (Behura, 2015), incluyen organismos carnivoros, detrivoros,
hervivoros y parasitos; los cuales pueden ocupar diversos ecosistemas (Thomas et al.,
2020). Los insectos estan expuestos a varios organismos como hongos, bacterias y
virus que pueden infectar su cavidad interna u homocele (Siva, Morett y Rolff, 2005)
(Vega y Kaya, 2012), por lo que han desarrollado estrategias para defenderse de
factores patdgenos (Hanson, Hamilton y Perlman, 2016). El primer mecanismo de
defensa se basa en la conducta, evitando acercarse a poblaciones infectadas, sin
embargo, este mecanismo no es totalmente efectivo y necesitan de una proteccion
externa. La cuticula es una estructura quitinosa que forma parte del exoesqueleto de
los insectos y actia como segundo filtro para evitar la infeccion de patégenos (Siva,
Morett y Rolff, 2005). No obstante, los patégenos pueden ingresar a través de heridas o
el tracto digestivo al homocele, causando una respuesta inmune de las células
inmunitarias que en el caso de los insectos son conocidas como hemocitos, estas
células forman parte del ultimo mecanismo y mas eficaz contra infecciones de todo tipo
(Hillyer, 2016).

Los hemocitos brindan al organismo una proteccion inmunitaria innata, la cual actia de
manera rapida e inespecifica contra infecciones (Netea et al., 2019) desencadenando
procesos celulares como la fagocitosis, lisis, melanizacion y respuestas humorales en
la que actuan moléculas efectoras solubles como los péptidos antimicrobianos (Strand,
2008). Los hemocitos pueden clasificarse como sésiles y moviles, en donde los
hemocitos sésiles son aquellos que se fijan a tejidos mientras que los hemocitos
moviles se encuentran circulando por la hemolinfa (Hillyer y Stran, 2014). Para que se
genere la respuesta inmunitaria en el insecto debe ocurrir un reconocimiento de la
entidad invasora; este proceso se produce por la interaccion de los receptores de
reconocimiento (PRR) y los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Los
PRR involucran una familia diversa de proteinas implicadas en procesos como la
fagocitosis, melanizacion y activacibn de vias de sefalizacién intercelular (Hillyer,
2016).

Existen tres vias de sefializacion principales en insectos, la via de sefalizacion de

sensores de reconocimiento de membrana (Toll) , la via de sefializacion de deficiencia



inmune (Imd) y la via de sefalizacién de tiroquinasas de la familia Janus con su
proteina activadora de transcripcion Stat (Jack Stat) (Hillyer, 2016) (Larsen, Reynaldi y
Novia, 2019) . La via de sefializacion Toll se encuentra altamente conservada y esta
relacionada con el desarrollo e inmunidad (Hegde et al., 2022). Cuando se detecta una
entidad invasora los PRRs interactian con la citoquina Spatzle localizada en el exterior
de la célula provocando la activacion de la via Toll intracelularmente y generando un
gradiente molecular, en donde, el factor de transcripcion NF-kB es activado,
empezando la produccién de péptidos antimicrobianos y la transcripcion de genes
relacionados con el sistema inmune. En el caso de la via Imd, el factor de transcripcion
NF-kB, los diferentes péptidos antimicrobianos y la transcripcion de genes
inmunolégicos son activados cuando existe la interaccion entre PAMP y el receptor
extracelular PGRP-LC. Por ultimo, la via Jack Stat es activada mediante dos procesos,
el primero involucra la interaccion del receptor Domeless y la citoquina extracelular
Unpaired mientras que el segundo involucra la atraccion de la proteina Stat, ambos

procesos promueven la transcripcion de genes inmunitarios (Hillyer, 2016).

El correcto funcionamiento del sistema inmune ademas de prevenir infecciones
mantiene estables los niveles de homeostasis del organismo (Sheehan et al., 2018).
Los insectos han logrado desarrollar un sistema inmunoldgico innato exitoso que les ha
permitido ocupar varios nichos ecologicos. Este hito evolutivo en los insectos esta
asociado a una preparacion inmunoldgica generada en la primera exposicion con un
patdgeno, brindando al organismo una memoria inmune que incluso puede ser
heredada a las siguientes generaciones (Sulek, Kordakzuk y Wojda, 2021). Sin
embargo, hay que tener en consideracion que los niveles de estrés altos pueden

generar un déficit inmunolégico (Adamo, 2017).
Sistema inmune en Drosophila

Los estudios inmunoldgicos en Drosophila han permitido comprender varios rasgos
referentes a la inmunidad innata (Hoffmann y Reichhart, 2002) (Igaki et al., 2002) (Jang
et al., 2006), por ejemplo, Yu et al. (2022) clasifican la inmunidad innata de Drosophila
en inmunidad humoral y celular, en donde la inmunidad humoral se encuentra
relacionada con el cuerpo graso y la hemolinfa, mientras que la inmunidad celular se
relaciona con los hemocitos. A pesar que esta clasificacion puede facilitar la
compresion de los componentes inmunolégicos innatos, esta sugerencia puede ser
relativa debido a que ambos componentes presentan una estrecha relaciéon funcional
(Hillyer y Stran, 2014).



Casi en su totalidad, los hemocitos estan involucrados en la inmunidad celular. En
Drosophila se han identificado tres tipos de hemocitos: plasmatocitos, células
cristalinas y lamelocitos (Yu et al., 2022). Los plasmatocitos representan alrededor del
95% de la cantidad total de hemocitos y su funcion principal es intervenir en el proceso
de fagocitosis, ademas en el estado embrionario; los plasmatocitos ayudan en la
secrecion de proteinas MEC encargadas de la morfogénesis y viabilidad de los
embriones (Benerjee et al., 2019). Por otra parte, las células cristalinas intervienen en
la melanizaciéon (Kurucz et al., 2007) a través de la produccion de profeniloxidasas;
estas células corresponden al porcentaje restante del total de hemocitos (Dudzic et al.,
2015). Finalmente, los lamelocitos son células diferenciadas a partir de plasmatocitos

cuando existe parasitismo por parte de avispas (Yu et al., 2022).

Como se menciond anteriormente, las respuestas humorales involucran péptidos
antimicrobianos o AMPs, estas moléculas se introducen en la zona hidrofobica de las
membranas lipidicas de los microorganismos con el fin de alterar su composicion y
causar la muerte celular (Hanson y Lamaitre, 2020); actualmente existen siete AMPs
con respuesta a diferentes patdégenos, la drosomicina y metchnikowin se encargan de
combatir levaduras, la attacina, cecropina, drosocina y diptericina generan respuestas
contra bacterias gram negativas y la defensina combate bacterias gram positivas (Yu et
al., 2022). Existe una estrecha relaciéon entre la produccion de AMPs y las vias de
sefalizacion. Por ejemplo, la via de sefalizacion Toll interviene en la produccion de
AMPs en presencia de hongos y bacterias gram positivas (Hanson y Lamaitre, 2020)
(Yu et al., 2022), asi como en el proceso melanizacion (Ligoxygakis et al., 2002). En
segundo lugar, la via de sefalizacion Imd participa en la produccién de AMPs (Hanson
y Lamaitre, 2020) en presencia de bacterias gram negativas (Gendrin et al., 2009) y la
via de sefalizacion Jack Stat esta involucrada en el proceso de diferenciacién celular
de hemocitos en lamelocitos en respuesta a la parasitacion de avispas (Benerjee et al.,
2019), a su vez, puede ser activada por estrés como radiacion ultravioleta, exposicion a

metales pesados, choque térmico, entre otros (Ekengren y Hultmark, 2001).

A pesar de la especificidad de los AMPs la mayoria de estudios se basan en la especie
Drosophila melanogaster y actualmente se conoce que las secuencias de estas
proteinas evolucionan frente a cambios ecoldgicos y patégenos (Hanson y Lamaitre,
2020), por lo tanto, ampliar los estudios en el género Drosophila permitira comprender

la evolucion de estos péptidos antimicrobianos.



Grupo mesophragmatica y rasgos ecoldgicos

El grupo mesophragmatica (Brncic y Koref Santibafiez, 1957) pertenece al subgénero
Drosophila, radiacién virilis-repleta (Mota et al., 2008). Actualmente, estd conformado
por alrededor de 19 especies (Duda, 1927) (Brncici, 1957) (Jaeger y Salzano, 1953)
(Brncic y Koref Santibafiez, 1957) (Mota et al., 2008) (Cespédes y Rafaél, 2012) (Guillin
y Rafael, 2017) distribuidas en paises andinos y ocupando rangos altitudinales entre los
2500 a 4000 msnm (Figuero, Rafael y Cespédes, 2012). Estas especies presentan una
evolucion alotropica (Mota et al., 2008) debido a la formacién de la cordillera de los
Andes (Cespédes y Rafaél, 2012), en donde, este rasgo ecoldgico puede causar
variaciones genéticas en estas especies (Kellermann et al., 2009) fundamentalmente
cuando se encuentran en zonas de variabilidad climatica como trépicos y neotrépicos
(Kellermann et al., 2012).

En general, los estudios inmunolégicos no incluyen especies pertenecientes a otros
grupos y el grupo mesophragmatica es de importancia Andina debido a la diversidad
ecoldgica que presenta, por lo tanto, se espera que con este y proximos estudios se

puedan incluir mas especies en este tipo de analisis.



Justificacidén y Objetivos

Los estudios inmunolégicos en especies andinas del género Drosophila son escasos,
por lo que en este proyecto se decidié identificar los péptidos antimicrobianos y
antifingicos de la especie Drosophila mesophragmatica, en primer lugar, debido a que
es la especie mas representativa del grupo con una distribucién amplia en relacién a
sus especies hermanas. Y en segundo lugar, porque actualmente se conoce que los
péptidos antimicrobianos pueden variar frente a cambios ecoldgicos. Por lo tanto, la
identificacibn de estas secuencias peptidicas permitiran contribuir en trabajos
relacionados con la inmunidad en respuesta a cambios ecolégicos en zonas andinas,
promoviendo el uso de especies del grupo mesophragmatica cuya diversidad y

ecologia es amplia en los Andes y en el Ecuador.

El objetivo fundamental de este proyecto es identificar los péptidos antimicrobianos y
antifangicos en la especie D. mesophragmatica con el fin de: verificar la presencia o
ausencia de las secuencias peptidicas, comparar la variabilidad genética con la especie

modelo D. melanogaster y comprobar las diferentes vias de sefializacion involucradas.



Metodologia
Datos crudos

Los datos fueron proporcionados por el laboratorio de genética evolutiva de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador. Se facilitd el transcriptoma no ensamblado de D.
mesophragmatica, secuenciado a través de la plataforma lllumina, en donde se tiene

un total de 8 lecturas paired-end correspondientes a 2 machos y 2 hembras.
Calidad y limpieza de secuencias

Para verificar la calidad de las secuencias crudas se uso el programa fastqc (Babraham
Bioinformatics, 2022), en donde, los 8 archivos de lecturas fueron sometidos al control
de calidad. Para la limpieza de las lecturas se uso6 el programa fastp (Chen et al., 2018)
a través de los siguientes parametros “- - detect adapter for pe - - trim frontl 20 - - trim
front2 20” para eliminar la contaminacion de las lecturas con el adaptador Illumina y a
su vez recortar las bases de baja calidad. Finalmente, se volvid a usar fastqc para

verificar la calidad de las lecturas.
Ensamblaje del transcriptoma

Las lecturas procesadas se usaron para generar el ensamblaje de machos y hembras
usando Trinity v2.1.1 (Grabherr et al., 2011) con los pardmetros predefinidos por el
sistema y modificando solo la cantidad de CPU y memoria “- - max memory 16 - - CPU
2”. La calidad y la integridad del ensamblaje se evaluaron usando ortélogos universales

de copia de Unica mediante la herramienta BUSCO v5.4.3 (Waterhouse et al., 2018)

1] 1]

con una busqueda automatica en eucariotas “- -auto-lineage-euk” y diptera “-

diptera_odb10”.
Identificacién de proteinas

Las secuencias de proteinas atacina, cecropina, defensina y drosomicina fueron
obtenidas de la base de datos del NCBI de la especie Drosophila melanogaster. La
busqueda de las secuencias de proteina en el transcriptoma de D. mesophragmatica se
realiz6 mediante el programa tblastn (Camacho et al., 2009), en donde, mediante una
base de datos local con los transcriptomas de machos y hembras de D.
mesophragmatica se llevd a cabo una busqueda de similitud de cada una de las

proteinas.



Resultados
Calidad y limpieza de las lecturas

En general los 8 archivos de lecturas crudas presentan una calidad por base superior a
30, sin embargo, se muestran fallos con respecto al contenido de secuencia por base,
en donde, se encontré una composicién de secuencia sesgada al inicio de todas las
lecturas entre 1-20 pares de bases, también se presentd sesgo en los niveles de
duplicacién de las secuencias los cuales superan el 50% y por ultimo, el contenido de
GC en las lecturas presentan un pico entre 31-35 %. Al realizar la limpieza de las
lecturas crudas se obtuvo una mejora con respecto al contenido de secuencia por base,
sin embargo, los dos parametros restantes no presentaron mejoras significativas. El
recorte en la longitud de las lecturas crudas para eliminar adaptadores, secuencias
ambiguas o de baja calidad di6 como resultado una pérdida del 0.1 % en cada uno de

los archivos de lectura (Tabla 1).

Tabla 1. Longitud de secuencias de datos crudos y curados.

Nombre de la secuencia Total de lecturas datos | Total de lecturas datos | 9% de
crudos procesados lecturas

eliminadas
DmesoRNA_fem4_1.fastq 55860874 55355642 0.1
DmesoRNA_fem4_2.fastq 55860874 55355642 0.1
DmesoRNA_fem8_1.fastq 47488549 47083796 0.1
DmesoRNA_fem8 2.fastq 47488549 47083796 0.1
DmesoRNA_male8_1.fastq 51163443 50639923 0.1
DmesoRNA_male8_2.fastq 51163443 50639923 0.1
DmesoRNA_male9_1.fastq 48984537 48616901 0.1
DmesoRNA_male9_2.fastq 48984537 418616901 0.1

Ensamblaje del transcriptoma

El ensamblaje final de machos presentd un total de 73489 transcritos, agrupados en
42819 genes. El total de bases ensambladas fue de 107037115 y present6 un
contenido de GC de 42.22%, en donde, el valor N50 para todos los contigs transcritos
es de 2780 (Tabla 2). En el andlisis de calidad para eucariota se obtuvo un total de
98.8% de genes completos, en donde, el 38% son de copia Unica y el 60.8%
duplicados. Adicionalmente, se obtuvo un 1.2% de genes fragmentados y 0% de genes
faltantes. Con respecto al andlisis mas especifico de dipteros, se obtuvo un 94.6% de

genes completos; en donde, el 32.8% corresponde a genes de copia Unica y el 61.8% a



genes duplicados. Adicionalmente, se obtuvo un 2.1% de genes fragmentados y un
3.3% de genes faltantes (Tabla 3).

En el caso del ensamblaje final de hembras, el total de transcritos fue de 67229,
agrupados en 39819 genes; en donde, el total de bases ensambladas fue de
103030921 y presentd un contenido de GC de 45.17% con un valor N50 para todos los
contigs transcritos de 3030 (Tabla 2). En el analisis de calidad para eucariota se obtuvo
un total del 100% de genes completos, en donde, el 47.5% corresponde a secuencias
de copia unica y el 52.5% a secuencias duplicadas. Con respecto al andlisis en
dipteros, se obtuvo un 93.8% de genes completos, en donde, el 34.9% corresponde a
secuencias de una solo copia y el 58.9% a secuencias duplicadas. Adicionalmente, se
obtuvo un 2.3% de genes fragmentados y un 3.9% de genes faltantes (Tabla 4).

Tabla 2. Estadistico de ensamblaje para machos y hembras

Ensamblaje [Total de bases Total de Total de Contenido de GC |N50
ensambladas transcritos genes (%)

Machos 107037115 73489 42819 42.22 2780

Hembras 103030921 67229 39819 45.17 3030

Tabla 3. Calidad de ensamblaje para machos. A representa la blusqueda en

eucariotay B representa la busqueda en diptera

Genes Genes de una copia/Genes duplicados  |Genes fragmetados |Genes faltantes
completos (%) |(%) (%) (%) (%)

A 98.8 |30 60.8 1.2 0

B 94.6 32.8 61.8 2.1 3.3

Tabla 4. Calidad de ensamblaje para hembras

eucariota y B representa la busqueda en diptera

A representa la

busqueda en

Genes Genes de una copia/Genes duplicados  |Genes fragmetados |Genes faltantes
completos (%) |(%) (%) (%) (%)

A 100 47.5 52.5 0 0

B 93.8 34.9 58.9 2.3 3.9

Identificaciéon de proteinas

El alineamiento de Blast permiti6 obtener varias secuencias con similaridades

significativas para cada una de las proteinas en machos y hembras. En el caso de



machos, al realizar al alineamiento con respecto a la proteina atacina la secuencia mas
significativa presenta un e-value de 6e-104, un porcentaje de identidad del 80%, un
porcentaje de sustituciones conservativas del 88% y 2% de gaps. La secuencia mas
significativa para la proteina cecropina presenta un e-value de 5e-28, un porcentaje de
identidad del 90%, un porcentaje de sustituciones conservativas del 98% y 0% de gaps.
Para la proteina defensina la secuencia mas significativa presenta un e-value de 2e-22,
un porcentaje de identidad del 55%, un porcentaje de sustituciones conservativas del
67% y 0% de gaps. Finalmente, para la proteina drosomicina no se encontré ninguna

secuencia significativa.

En el caso de hembras, al realizar al alineamiento con respecto a la proteina atacina la
secuencia mas significativa presenta un e-value de 1e-107, un porcentaje de identidad
del 80%, un porcentaje de sustituciones conservativas del 88% y 2% de gaps. La
secuencia mas significativa para la proteina cecropina presenta un e-value de 2e-28,
un porcentaje de identidad del 90%, un porcentaje de sustituciones conservativas del
98% y 0% de gaps.Para la proteina defensina la secuencia mas significativa presenta
un e-value de 1le-22, un porcentaje de identidad del 55%, un porcentaje de
sustituciones conservativas del 67% y 0% de gaps. Finalmente, para la proteina

drosomicina no se encontrgé ninguna secuencia significativa.
Discusion

Los analisis de calidad mostraron fallos en el contenido de secuencia por base, niveles
de duplicacién y contenido de GC, siendo este ultimo la advertencia mas preocupante
del analisis. Con respecto al contenido de secuencia por base las variaciones
significativas de las 4 bases al inicio 5’ de las secuencias son normales en datos
lllumina y pueden deberse principalmente a un fallo en la produccion de la biblioteca
(Dudic et al., 2021), raz6n por la cual al realizar la limpieza de la secuencia las primeras

bases fueron cortadas.

Por otro lado, el sesgo producido en los niveles de duplicacion no afectaron nuestro
analisis, debido a que este valor no produce cambios significativos en la calidad
general de los datos y se considera normal en secuencias de RNA debido a la
presencia de lecturas largas, productos de corte y empalme, y secuencias repetidas (Ji
y Sadreyev, 2018, Dudic et al., 2021).

Finalmente en el contenido de GC, el pico obtenido puede relacionarse con

contaminacion por adaptadores u otros organismos, lecturas duplicadas y transposones



ricos en GC (Dudic et al., 2021). La contaminacién por adaptadores o por otros
organismos no se consideran razones de explicacién para esta anomalia, debido a que
en la verificacion de la calidad de los datos crudos y procesados no existio la presencia
de adaptadores, y en el caso de existir contaminacién por otros organismos se habria
esperado una calidad menor en todas las secuencias, por lo tanto, se considera que
esta variacion puede deberse a la gran cantidad de elementos transponibles que en el
género Drosophila se aproximan a 150 (Malone y Hannon, 2009), a su vez se debe
tener en consideracion la evolucion del contenido de GC entre las diferentes especies
gue comprenden el género Drosophila (Rodriguez, Tarrio y Ayala, 2000) cuyos
estudios son inexistentes en D. mesophragmatica y pueden ser motivo para

investigaciones futuras.

Debido al alta calidad de las secuencias y teniendo en consideracion los puntos antes
mencionados las lecturas procesadas pasaron al filtro de ensamblaje. EI ensamblaje de
lecturas para machos y hembras se realizd teniendo en consideracion el 42% de
variabilidad del transcriptoma entre ambos sexos (Huang et al., 2015), por lo tanto, la
existencia de variaciones en la deteccion de proteinas. Para la evaluacion de calidad el
valor N50 no se tomoé en consideracion debido a la imprecision de su resultado; razon
por la cual se obtuvo los valores de coincidencia de ort6logos (Jauhal y Newcomb,
2021), en donde, ambos ensamblajes presentaron puntajes de identidad altos
superiores al 90%. Por lo tanto, se considera a los ensamblajes con una buena calidad;
con respecto al valor alto de secuencias duplicadas no se consideran significantes o
gue representen una baja calidad, esto se debe a que los transcritos pueden presentar

duplicaciones o isoformas producidas por el empalme (Raghavan et al., 2022).

Finalmente en la identificacion de proteinas en el transcriptoma de D. mesophragmatica
de machos y hembras se pudo encontrar la presencia de las proteinas atacina,
cecropina y defensina mientras que la proteina drosomicina se encontraba ausente.
Cabe recalcar que la estructura general y funcional de las proteinas presentan un alto
grado de conservacion, sin embargo, la variabilidad genética aumenta entre especies
estrechamente relacionadas (Lazzaro y Clark, 2001) y puede ser explicada por cambios
postraduccionales o ecolégicos (Rabel et al., 2004) (Hanson y Lamaitre, 2020). Por lo
tanto, la ausencia de la proteina drosomicina indica un cambio evolutivo importante en

la especie D. mesophragmatica.

En el caso de la proteina atacina el grado de conservacion es relativamente alto debido

al 80% de similitud existente, sin embargo el 88% de sustituciones conservativas



pueden ser explicadas por los altos niveles de recombinacion meidtica de esta proteina
lo cual ha generado una gran cantidad de haplotipos que a su vez son conservados
entre taxones cercanos y distantes. La funcion principal de esta proteina es provocar la
alteracion de la membrana externa de bacterias gram negativas con el fin de aumentar

su permiabilidad e inhibir la produccién de proteinas (Lazzaro y Clark, 2001).

Para la proteina cecropina el porcentaje de similitud y de sustituciones conservativas es
mayor en comparacion con la proteina atacina con valores de 90% y 98%
respectivamente. En este caso la proteina cecropina pertenece a una familia
multigénica que incluye tanto genes funcionales y pseudogenes (Kylsten, Samakovlis y
Hultmark, 1990) motivo por el cual se puede explicar su alto porcentaje de sustituciones
conservativas. La funcion de esta proteina es contrarrestar la infeccion por bacterias
gram negativas al igual que la proteina atacina, sin embargo, la cecropina actia mas al

interior de la célula (Lazzaro y Clark, 2001).

Las proteinas defensina y drosomicina son las menos conservadas en D.
mesophragmatica, en el caso de la defensina el porcentaje de similitud es del 55%
mientras que la drosomicina se encuentra ausente. La variacion en la presencia parcial
y ausencia de estas proteinas esta relacionada con patrones evolutivos, en donde, la
variabilidad de los AMPs es afectada en su mayoria por eventos de duplicacion los
cuales pueden provocar ganancia, pérdida o cambios significativos en sus secuencias
(Hanson, Lemaitre y Unckless, 2019). A su vez los diferentes grados de exposicion a
microorganismos pueden provocar una mayor 0 menor resistencia (Seto y Tamura,
2013), por ejemplo la ausencia de drosomicina en D. mesophragmatica puede
relacionarse indirectamente con un habitat mas estéril. Sin embargo, existe evidencia
de la presencia de esta proteina solo en especies del grupo melanogaster (Seto y
Tamura, 2013).

Conclusiones y recomendaciones

Las especies del género Drosophila estdn expuestas a una gran cantidad de
organismos patdégenos, por lo tanto, su sistema inmunitario debe asegurar la
supervivencia de estos organismos en diferentes habitats. La identificacion de
proteinas antimicrobianas en D. mesophragmatica ha revelado la variabilidad existente
en las proteinas atacina, cecropina, defensina y drosomicina de especies de un mismo
taxon, las cuales pueden producirse por eventos ecoldgicos o evolutivos. Por lo tanto,

la principal recomendacion es utilizar un mayor numero de especies del grupo



mesophragmatica y grupos externos en futuros analisis con el fin de obtener evidencia
evolutiva robusta. A su vez, se determiné que las tres vias de sefializacibn son
activadas, sin embargo, la via de sefializacién Toll no es activada ante la presencia de

levaduras.
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