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Estudio Microbiolégico-Ambiental de

Tolerancia de Levaduras a Metales Pesados

Carla Lozano Moraga®

* Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Durante las Ultimas décadas, actividades humanas tales como la mineria, fundicién y refinacién de minerales,
la industria manufacturera y el uso intensivo de fungicidas cupricos, entre otros, han contribuido a aumentar la
contaminacién por la liberacién de desechos toxicos, tal como metales pesados, impactando negativamente a
los ecosistemas. Debido a esto, las investigaciones se han concentrado en el estudio de la captura
microbiana de metales téxicos en ambientes contaminados y la potencial utilizacion de los microorganismos
en biorremediacion. Asi, la biorremediacién promete ser una importante herramienta para intentar mitigar la
contaminacion ambiental. En este estudio, se aislaron levaduras de un ecosistema perturbado con cobre de
origen antrépico y de un ecosisterna control que no presenta esta perturbacion, ellas fueron sometidas a
andlisis para determinar su tolerancia a metales pesados tales como cobre y cadmio. Se observd que la
mayoria de las levaduras aisladas de ambos ecosistemas pertenecen al género Cryptococcus, presentando
algunas de ellas caracteristicas de sensibilidad y/o tolerancia frente a estos metales. Al comparar las
levaduras de ambos ecosistemas se observé que las mayores diferencias corresponden a las respuestas con
Cu™ donde claramente se vio que los aislados del ecosistema control son altamente sensibles respecto a las
del ecosistema perturbado, con algunas excepciones. Situacién distinta ocurre con Cd*? en donde las
levaduras de ambos ecosistemas presentan aita tolerancia a este metal. La identificacion y diferenciacién de
las especies de levaduras aislédas se realizé mediante analisis molecular por PCR y secuenciacion de las
regiones no codificantes del IDNA correspondientes a los transcritos espaciadores internos 1y 2 ( ITS1 e
ITS2, respectivamente) y el gen que codifica al RNA ribosémico 5.85.

Palabras Claves: Biorremediacion, Metales Pesados, Levadura, ITS.

During the last decades. human activities as mining., foundry and refinement of minerals, the industry
manufacturer, the fntensive' use of cupric fungicides, others have contributed to the contamination by the
liberation of toxic waste &s the heavy metals, negatively affecting the ecosystems. Due to this. the
investigations have concentrated on the study of the microbial capture of toxic metals in polluted environment
and the potential use of the microorganisms in bioremediation. The bioremediation promises to be an
important tool in trying to mitigate the environmental contamination. In this study yeasts were isolated from
ecosystem perturbed with copper of antropic origin and from control ecosystem without this interference, to be
subjected to tolerance studies to heavy metals as copper and cadmium. It was observed that most of yeasts
isolated from bath ecosystems beiohg to the genus Cryptococcus, some of them presenting characteristic of
sensibility and/or tolerance fo these metals. When yeasts from the ecosystems were compared the biggest




differences in the tolerance to Cu™ was observed, where yeasts from the control ecosystem are more
sensitive that yeasts from the perturbed from the ecosystem. A Different situation was observed with Cd*?
where the yeasts from both ecosystems present high tolerance. The identification and differentiation of isolated
yeasts was carried out by méans molecular analysis by PCR and sequencing of the non coding regions of the

rDNA comresponding to the internal transcribed spacer 1 and 2 (ITS1 and ITS2, respectively) and the coding

structural gene  5.8S.

Key Words: Bioremedfation, Heavy Metals, Yeast, ITS.

Introduccion

La liberacion de desechos toxicos al ambiente,
como consecuencia de las diferentes actividades
humanas, ha sido foco de una progresiva
preocupacion en las ultimas décadas. La

introduccion  de compue,étos quimicos
xenobidticos v su disposicion en diferentes
ambientes puede disminuir la capacidad de
autolimpieza o autoreciclamiento de los
ccosistemas receptores, dando como resultado
la acumulacion dL conlaminantes a niveles
problematicos e incluso perjudiciales para cada
uno de los componentes del ecosistema. Si bien
la liberacion y dispersion de metales pesados al
medio ambiente ocurre en forma natural, por las
explosiones volcanicas y la disolucion por las
aguas lluvias. los mayores indices de liberacion
de metales pesados al ambiente provienen como
producto de desecho de las actividades
relacionadas con la industria de la curtiembre.
galvanoplastia v la industria minera, las que
liberan grandes cantidades de metales como,
por cjemplo, cadmio, cobalto, cobre, cromo,
entre otros (Wilhelmi and Duncan, 1995). Este
tipo de contaminantes son descargados en la

atmosfera v en los ambientes acuaticos y

terrestres en forma de particulas de polvo o
vapores. permaneciendo largo tiempo en éstas
fases del planeta

pudiendo  alcanzar

concentraciones elevadas, especialmente cerca
del sitio de descarga, pasando a ser sustancias
recalcitrantes. Los efectos de los metales sobre
el funcionamiento de los ecosistcmas varia

considerablemente  debido a

que  son

intrinsicamente  toxicos y pueden afectar

deletéreamente a  los  microorganismos.
animales. cosechas agricolas y por Gltimo. a los
humanos. Debido a ello, -se hace necesario

desarrollar mecanismos y estrategias que

permitan acelerar la eliminacion de los
contaminantes para remediar los problemas
existentes y, a la vez, disminuir el impacto
futuro de eventos de esta naturaleza. mediante

el control de su ingreso al medio ambiente.

Los metales pesados forman un grupo
cercano a 40 elementos de la tabla periddica
que tienen una depsidad mayor o igual a 3
g/em’. Elementos tales como, Na. K, Mg, Ca,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn y Mo se destacan por su
implicancia en la fisiologia de los scres vivos,
ya que son ecscnciales para los organismos. Se
ha reportado quc también tienen efectos 10xicos
sobre las células,

principalmente  como
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resultado de su capacidad para alterar o
desnaturalizar a las = proteinas (Cafizares-
Villanueva. 20()0)j

Hasta ahora. la . descontaminacién v
recuperacion de metales pesados desde agua v
suelo s ha realizado a través de métodos fisico-
quimicos qucl son de alto costo y baja
cficiencia.

especialmente cuando la

concentracion  de los metales es baja.
produciendo desechos que hacen igualmente
imutiles a los suelos v aguas (ratadas. Por otro
lado. la acumulacion ¥y recalcitrancia de los
metales pesados en cuerpos de agua implica que
a través de proccsos naturales como la
biomagnificacion.  su lconcemracién puede
Ilegar a niveles toxicos. Ademas, puede facilitar
la entrada de estos polutantes cn las mallas
troficas. v finalniente en la dieta humana (Atlas
and Bartha, 1993). produciendo serios dafios
ceologicos tanto en especies que son claves en
estas estructuras troficas como en los procesos
ccos1stemicos.

El impacto de los metales pesados en el
ambiente v su acumulacién a través de la
cadena tréfica ha promovide la investigacion
tendiente a desarrollar sistemas alternativos.
cficientes v de bajo costo para la purificacion
tanto de aguas como de suelos contaminados.
La utilizacion de sistemas bioldgicos. para la
chinunacion eficiente de metales pesados. es
una alternativa con.un gran potencial para la
optinizacidén de este . proceso, mediante el
desarrollo  de cstrdu;gias- que implican la
utilizacion de plantas (incluyendo algas) vy
microorganismos (hongos ¥ bacterias) que

avuden a  disminuir  su

concentracion

(Cunningham ez al. 1995: Kortba et al. 1999).

La fitorremediacion (utilizacion de plantas
verdes para la remocidn tanto de contaminantes
organicos como inorganicos) ha mostrado tener
una alta capacidad de absorcion a través de las
raices. las primeras estructuras que entran cn
contacto con los metales presentes en el suelo.
Sin embargo, dicho mecanismo es mas lento
que los procesos convencionales hasta ahora
utilizados y puede ser considerado como un

proceso de remediacion a

largo  plazo

(Cunningham et al, 1995). Debido a esto. las
comunidades microbianas han sido una opcion
importante en la biorremediacion de suelos
contaminados. De este modo. se han utilizado
microorganismos en la  limpicza de
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs) v
bifenilos policlorados (PC Bs). v también c¢n la
limpieza de

contaminantes metalicos vy

radioactivos. siendo  estos ultimos  los

componentes mas recalcitrantes de los desechos
peligrosos (Eweis ef al. 1998). De esta manera.
los microorganismos pueden constituirse en
poderosos

bioabsorbentes en procesos de

biorremediacion de suelos v agua contaminados
por metales toxicos y radionuciéotidos (Stoll

and Duncan. 1996: Kotrba ef of. 1999).

Adicionalmente, también se han utilizado otros
sistemas bioldgicos tales como células vivas.
biomasa sin vida v

biopolimeros como

bioabsorbentes, lo que ha resultado en la
bioprecipitacion de metales pesados o su
transformacion en productos menos tdxicos
(Kotrba er al, 1999).

Aunque los conceptos basicos v
caracteristicas de la acumulacidén de metales

son comunes en muchos grupos microbianos.

los hongos poseen atributos unicos que se ven
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reflcjados en su diversidad morfologica y
fisiologica. L.a mayeria de los hongos presentan
una forma de crecimiento filamentosa por
medio de hifas, las cuales aumentan la
eficiencia de colonizacion de sustratos. Las
hifas exhiben crecimiento. apical y pueden
producir ramificaciones laterales o acreas. por
lo que las distintas formas celulares pueden
tener diferentes capacidades de captacion y
sensibilidades hacia los metales pesados
potencialmente toxicos. Dentro de los hongos,
las levaduras son un grupo particular que
exhiben un modo de crecimiento
predominantemente unicelular, reproduciéndose
vegetativamente por gemaé’ic’m o fisién. No
obstante, algunas éspecic's de levadura pueden
producir micelio o pseudomicelio.

Los hongos. inclu_\:'cndo las levaduras, han
recibido especial ate_néién en relacion a la
biosorcion de metales. particularmente porque
la biomasa fungica se origina como un
subproducto de diferentes fermentaciones
(Ehrlich et al 1996).

Adicionalmente, su relativamente rapida tasa de

industriales

crecimiento. facilidad de cultivo y amplia
actividad metabolica les otorga un considerable
potencial en el tratamiento de desechos t0xicos
(Wainwright, 1992). La captacion de metales
por hongos vivos se puede dividir en dos fases:
La 17 fase consiste en la union de metales a las
paredes celulares y otras sqperﬁcies externas
independiente del metabolismo. La 2° fase es el
paso del metal al médio intracelular a través de
la membrana cclular, un proceso que seria
dependiente de cncrgid (Erlich er al. 1996). La
acumulacion independiente del metabolismo se

reflere a la adsorcion v absorcion, la cual

incluye intercambio de iones, pero en general.
se refiere a reacciones fisicoquimicas que
ocurren  entre  especies  metalicas o
radionucleotidicas y componentes celulares. En
la 2° fase, acumulacion dependiente del
metabolismo. los iones son transportados al
interior de las células a través de la membrana
celular mediante

proteinas  transportadoras

especificas para cada metal.

Adicionalmente, los hongos tienen la capacidad
de precipitar metales alrededor de las células
como resultado de procesos metabdlicos v
pueden sintetizar proteinas que unen metales

intracelularmente.

Una vez dentro de la célula. los iones metalicos
pueden ser compartimentados v/o convertidos a
formas mas inocués por precipitacion o
formacion de complejos. Se ha descrito. que la
mayoria de los metales tales como Co'~, Zn'~.
Mg, Mn" y K’ son localizados en la vacuola.
Ahi, la membrana vacuolar posee un sistema de
transporte para realizar la transferencia interna
de iones metalicos, la que ocurriria mediante un
proton antiporter. En Saccharomyces cerevisiae
se ha descrito una respuesta frente a la
exposicion de metales a través de la induccion
intracelular de proteinas que unen metales.
Estas proteinas. llamadas metalotioneinas. se
caracterizan por ser de bajo peso molecular v
ricas en cisteina. . son codificadas por una
familia de genes vy poseen un papel en la

detoxificacion, almacenaje v regulacion de

iones metalicos intracelular (Cobbett er «f.
2002).

Las plantas también han desarrollado

un sistema altamente eficiente v econémico
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para la detoxificacion y homeostasis de metales
pesados toxicos. en el cual, una vez que ha
entrado el ion metalico al citoplasma, activa la
enzima constitutiva fitoquelatina sintetasa, la
cual requicre ademas, glutation (GSH) para
inducir la sintesis de péptidos llamados
fitoquelatinas. Estas dltimas, tienen un largo de
cadena variable, son ricas en cisteina para
quelar ¢ inactivar el metal (Zenk, 1996) y. a

diferencia de las

metalotioneinas, son
sintetizadas enzimaticamente. El complejo
fitoquelatina-metal es luego transportado

activamente desde el citoplasma a la vacuola.
Una vez dentro del organelo el metal es
liberado del complejo y el péptido libre del
metal cs degradado, recuperandose el sulfuro
reducido presente en la cisteina. Por otra parte,
se ha descrito la presencia de fitoquelatinas en
la levadura Schizosaccharomyces pombe vy en el
hongo Neurospora crassa expuestas a Cd'™*
(Zenk, 1996). Ademas, los estudios genéticos
han confimado que mutantes deficientes en
GSH de S. pombe y en la planta A. thaliana son
deficientes en fitoquelatinas ¢ hipersensibles a
Cd'~ (Cobbett ef al, 2002).

Las levaduras S. cerevisiae y S. pombe
han sido utilizadas como modelos en los
analisis de los efcctos toxicos de metales tales
como Cu'" vy Cd”. Debido a que algunas
variedades de estos organismos presentan una
resistencia natural a dichos clementos, se han
rcalizado pruebas, a pequefia escala. para
determinar su capacidzic_i de acumulacion de
metales pesados. De esta manera, se podria
provectar su uso potenc_iai en la recuperacion de
cstos metales (Withelmu and Duncan, 1995;

Howlett and Avery, 1997; Clemens ef al, 1999).

Debido a la magnitud actual del crecimiento
industrial, con sus consecuentes desechos de
distintas especies quimicas y/o bioldgicas, se
hace urgente una busqueda y caracterizacion de
potenciales

microorganismos  capaces dc

degradar, transformar o mineralizar tales
desechos, incrementando la eficiencia del

proceso.

El objetivo de esta memoria es estudiar
la tolerancia a metales pesados (cobre vy
cadmio) de levaduras aisladas de un ecosistema
perturbado con cobre de origen antropico v de
un ecosistema control que no presenta csta
perturbacion.

Adicionalmente, debido a la

escasa informacion  existente,

sobre la
diversidad microbiana de suclos, este estudio
tiene como objetivo complementario estudiar la
biodiversidad de levaduras existente en suelos
contaminados con metalcs pesados. Para cllo sc
realizara una identificacion mediante analisis
molecular utilizando PCR y secuenciacion de
las regiones no codificantes ITSI e ITS2. y cl
gen que codifica el RNA ribosomal 5.8S. el
cual se encuentra flanqueado por estas regioncs.
La region ITSI1 se encuentra entre los genes
ribosomales 18S y 5.8S y la region ITS2 entre
los genes 5.8S5 y 28S (Fig.1). Para el analisis
molccular se utilizaron partidores universales
especificos de hongos (Wahyuningsih er al.
2000; Chang ef al, 2001).

El cluster formado por los genes
nucleares del rRNA ha sido ampliamente
utilizado en la literatur;i'por proveer una base
molecular de establecimiento de relaciones

filogenéticas debido a que evolucionan de

manera concertada y cs bastante conservado
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Refineria de cobre de Ventanas a los sitios de
muestreo. en esta localidad, fue de 12 Kim,
ubicandose esta al sur-oeste de la zona de
trabajo. ' .

Las muestras de suelo de ambos ecosistemas,
aprox. 5g cada

una. fueron

tomadas
superficialmente vy depositadas en tubos de
vidrio  estériles  siendo  transportadas  al
laboratorio a 4°C para su posterior analisis. En
¢l laboratorio las muestras fueron rapidamente
manipuladas bajo las maximas condiciones de
asepsia.

Aislamiento  de

levaduras de  muestras

ambientales:
Las muestras de suelo provenientes de ambos

ccosistemas tubos

fueron depositadas en
Eppendorf con 500 pl de medio de cultivo YM
(1% glucosa; 0.3% extracto de malta; 0.3%
extracto de levadura: 0,5% de peptona) (An et
al. 1989). Luego. se tomo alicuotas de 100 pl
de la mezcla. se inoculé matraces con 10 ml de
medio YM v finalmente se incubo a 22°C
24-48 Para disminuir el

durante horas.

crecimiento de bacterias presentes en las
muestras. se suplemento los medios con los
antibidticos ampicilina v tetraciclina a una
15 pg/ml.

respectivamente. Luego. se extrajo alicuotas de

concentracion final de 100 y
100wl v se sembrd en placas de Petri con
medio YM solido. seleccionando las colomas

de levaduras.

Para obtener un stock se tomaron las
colonmias de levaduras desarrolladas en dichas

placas y se sembraron nuevamente en medio

YM liquido con el fin de obtener un cultivo

libre de bacterias corroborandolo mediante
observaciones
Phillips 300.

€N un  Mmicroscopio  optico

Las levaduras aisladas de ambos ecosistemas
fueron mantenidas en placas Petri con medio
YM solido a 4°C hasta su utilizacion en pruebas

de tolerancia a metales pesados.

Cada uno de los aislados se identifico
preliminarmente mediante el sistema comercial
de 1dentificacion de levaduras API ID32C
(bioMérieux SA, Marcy-1'Etoile. France). el
cual se compone de tests bioquimicos
estandarizadés y miniaturizados. La eficacia de

cste

sistema para identificar

aislados dc
levaduras comunes y raras ha sido descrito por
Ramani ef al, 1998. Este sistema cuenta con
una galeria plastica desechable constituida por
32 pocillos. cada pocillo tiene un sustrato
carbonado deshidratado. Se coloca la levadura a
probar en una suspension de un medio sintético
semisolido. Después de

24-48 horas de

mcubacion. se lee el crecimiento en cada
pocillo de manera visual o mediante programas
computacionales de identificacion

correspondientes.

Determinacion de tolerancia a metales pesados:

Para determinar la tolerancia a metales
pesados. se tomo una colonia de cada una
de las cepas aisladas v se crecieron en
forma individual en matraces con 10 ml de
medio YM liquido hasta fase exponencial
tardia. La cuantificacion se realizo
midiendo la absorbancia a una longitud de

onda de 560 nm. Luego. se realizo un

o



recuento de numero de células totales por
ml utilizando una camara de Neubauer, para
lo cual se tomé una alicuota de 10 ul del
cultivo presente en el matraz.
Posteriormente, se realizo diluciones de la

muestra hasta obtener 3-5x10° células por
ml. v luego se sembréd 100 ul en placas de
Petri con medio YM solido suplementado
con distintas concentraciones de cloruro de
cobre (stock 100 mM) o cloruro de cadmio
(stock 100 mM) con el fin de obtener
concentraciones finales de 25, 50, 75, 100,
150 v 200 uM de dichos metales. las cuales
fueron en aumento o disminucion segun la
tolerancia de la cepa de levadura en estudio.
Las placas fueron incubadas por 24-48
horas a 22°C. Finalmente, se contaron las
colonias crecidas en cada placa de distintas
concentraciones de los ‘ metales pesados,
definiendo de esta manera los rangos de

tolerancia de cada una de las cepas.

Se utilizo la cepa IM30.29.1 de S. cerevisiae
como control de tolerancia a metales pesados.
debido a que ha sido descrito que algunas
variedades dc esta levadura son altamente
tolerante a Cu™" v Cd™ v otros metales (Howlett
and Avery. 1997 Clemens ef al. 1999). Esta
cepa fue cedida gentilmente por el Dr. Claudio

Martinez (Unmiv. de Santiago de Chile).

Extraccion de DNA gendmico de los aislados:

Las cepas de levaduras fueron crecidas en 5 ml

de medio YM liquido a 22°C hasta saturacion.

Las cclulas se  obtuvieron  mediante

centrifugacion  a  7.000

rpm.  luego se

resuspendieron en 500 pl de KC1 0.8 M vy se
agrego 100 pl de glucanex a una concentracion
final de 5 mg/ml. La mezcla se incubd durante
2 horas a 37°C, se centrifugd a 4000 rpm por 1
min para precipitar los protoplastos. los cuales
se resuspendieron en 450 pl de solucion 1T (50
mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA). Se
agrego 50 pl de SDS 10 % y se incubo a 65°C
durante 30 min. Posteriormente, se agregd 20 pl
de proteinasa K a una concentracion de 20
mg/ml, dejando la mezcla a 55°C durante ]
hora. Se realizaron tres extracciones con un
volumen de fenol saturado en tampdn Tris-HC
pH 7.4, dos veces con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico  (25:24:1) vy una vez con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). cada vez
mezclando suavemente v centrifugando a 5.000
rpm por 2 min para separar las fases. El DNA
se precipitd con dos volimenes de ctanol
absoluto frio (-20°C). el ovillo se lavo con
etanol al 70 % y finalmente se resuspendio en
50 pl de agua bidestilada estéril. EI DNA fuc
analizado por electroforesis en geles de agarosa
al 0.7 % en presencia de bromuro de ctidio a
una concentracion final de 0.5 pg/ml

(Sambrook er al, 1989).
PCR:

Las reacciones de amplificacidn se realizaron
en un volumen final de 25 pl que contenia
buffer de PCR 1X (Tris-HCI 200 mM. KC1 500
mM. pH 84), 2 mM de MgCl,. 10 mM de
dNTP. 25 uM de cada pélftid()r. 10 ng de DNA
molde y 2U de Taq polimerasa. El PCR se llevo

a cabo en un termociclador PCR System 2700
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(Applied Biosystems) con los siguientes
parametros: denaturacion inicial a 95°C por 3
min. 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30
seg. temperatura de alineamiento a 55°C por 30
scg vy una extension a 72°C por3 min; para una
extension final se dejo a 72°C por 10 min. Las
muestras fueron enfriadas a 4°C y almacenadas
a -20°C hasta su utilizacion. Para amplificar las

sonas intergénicas (ITS 1 ¢ ITS 2) del IDNA de

los aislados se utilizaron los siguientes
partidores  universales: - partidor  directo
umiversal ITS1 (5°-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3). el cual
se ubica en la region 3'del gen TRNA I8S y.
ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -37), que se
ubica en la region 5'del gen rRNA 28S (Ver

partidor ~ reverso - universal

Fig. 1). El uso de ambos partidores amplifica la
region ITS1-5.8S rRNA-ITS2 de hongos.

Como control positivo y negativo se utilizo 10
ng de DNA de "lethoph_l‘ﬂomyces dendrorhous
cepa UCD  67-385 'y agua bidestilada

respectivamente.
Extraccion de DNA desde geles de agarosa:

Para extraer DNA desde. geles de agarosa se
utiliz6 el kit GeneClean II (Bio 101, Carlsbad,
CA. USA) Los ffagmenlos de DNA se
separaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 0.7 % en tampon TAE. Las bandas
fucron visualizadas en un (ransiluminador de
luz ultravioleta v recortadas con bisturi. Los
bloques de agarosa contemiendo DNA fueron
depositados en tubos Eppendorf y mantenidos
en suspension con 800 pl de Nal 6 M en un

bafio a 55°C hasta que la agarosa se fundiera

completamente. Se afadio a cada tubo 10 pl de
resina Glassmilk (silica) v se mcubo durante 10
min a temperatura ambiente para luego
centrifugar en una microcentrifuga Eppendorf
durante 1 min a 14.000 rpm. Se elimind el
sobrenadante y el pellet se lavo 3 veces con 500
wl de solucion New Wash (Tris-HC1 pH 7.5 10
mM, NaCl 50 mM, EDTA 2.5 mM. Etanol 50%
v/v) centrifugando por 1 min a 14.000 rpm cada
vez. Finalmente, la resina fue resuspendida en
15 pl de agua ultrapura e incubado por 10 min a
55°C para disolver el DNA. Se centrifugo por 1
min a 14.000 rpm, se recupero el sobrenadante
que contiene el DNA y se deposito en un tubo
Eppendorf limpio y estéril. EIl DNA obtenido se
cuantifico mediante electroforesis en gel de

agarosa al 0.7 % utilizando el programa Kodak

Digital Science 1D Analisis Software.

PCR de secuenciacion y secuenciacion:

Las reacciones de secuenciacion se realizaron
en un volumen final de 10 pul el cual contenia §
ul del kit Big Dye™ Terminator v3.0 (Applied

Biosystems), 0.5 ul de partidor a

concentracion final de 10 pmol. 40 ng de DNA

una

molde y se completd con agua bidestilada. Los
productos de PCR fueron precipitados con
isopropanol al 70 % mantenidos en oscuridad
durante 20 min y centrifugados por 25 min a
14.000 rpm. Se elimind el sobrenadante. se seco
a 37°C y se agregd a cada muestra de DNA 10
ul de formamida HiDi (Applied Biosystems).

Los productos de la reaccion se secuenciaron
automaticamente en un secuenciador de DNA
Genetic Analyser Avant, Applied Biosystems.

Las secuencias fueron editadas con el programa



Sequencing  analysis  v.3.7 de  Applied
Blosystems. -

Para la construccion del cladograma se realizo
un alineamiento de secuencias multiples a
través del programa Pileup de Wisconsin
package v.10.0, Genetics Computer Group
(GCG). Madison, Wisconsin y el Software
PAUP#*, penalizando gaps. Se usoé como grupo
raiz la levadura basidiomicete
Xanthophyllomyces dendrorhous cepa UCD 67-

385,
Analisis estadistico:

Para la determinacion. de. tolerancia frente a
cobre de los aislados de levaduras de ambos
ccosistemas, contaminado y control, se aplico
una regresion especificada por ¢l usuario con el
programa Statistica v.6.0, excepto para la cepa
13ch, proveniente del ecosistema contaminado,
v 5. cerevisiae (control), a las cuales se les
aplico el test no paramétrico correlacion de

Spearman.

Respecto al cadmio. a todos los aislados de
levaduras incluyendo S. cerevisiae se les aplico

¢l test no paramétrico correlacion de Spearman.
Resultados

Levaduras aisladas de las muestras

ambientales correspondientes a los

ecosistemas contaminado y control

A partir de 22 muestras distintas de suclos se
obtuvieron levaduras ambientales cn 19 de
ellas. De éstas, 11 pertenecen al ecosistema

contaminado con cobre y 8 pertenecen al

ecosistema control.

Los = aislados

que  se
sometieron a estudios de tolerancia a metales
pesados fueron 10 y se nombraron de la
siguiente mancra: cepa 1, cepa 2. cepa 4, cepa
5, cepa 13ch, cepa 13g. cepa 15. cepa 16.
cepal7 y cepa 20. Las cepas 1, 2, 4. 5, 13ch v
13g pertenecen a las muestras recolectadas cn cl
ecosistema contaminado con cobre y las cepas
15, 16, 17 y 20 corresponden al ccosistema

control.  Estas

cepas  se  identificaron

API
ID32C (Tabla 1). Como se observa en la tabla

preliminarmente mediante el sistcma
1, 8 de 10 aislados de levaduras corresponden al

género Cryptococcus 'y los dos aislados

restantes  corresponden  a  los  géneros

Trichosporon y Candida. El sistema solo
identifico las cepas 16 y 17 a nivel de género.

En adelante se utilizarén los nombres de las
especies aisladas de los ccosistemas en estudio
arrgjados por el analisis de secuenciacion. Solo
para efectos de comparacion se nombraran las

especies identificadas por el sistema APl
ID32C.

Determinacién de tolerancia a metales
pesados

Para la determinacion de los niveles de
tolerancia a metales pesados se sembraron las
muestras de levaduras cn placas de Petri con
medio YM sodlido suplementadas con diferentes
concentraciones de metales, como sc¢ describid
en materiales y métodos. Luego de mcubar las
placas a 22°C durante 24-48 horas, sc¢ procedid
a cuantificar las colonias que crecieron en cada

placa, determinando de esta manera los rangos

= Y0



de tolerancia de cada una de las cepas (Tabla

2.
Tolerancia a Cobre

Los resultados de los

experimentos de
tolerancia a cobre realizado con las levaduras
provenientes del ecosistema contaminado se
muestran en la figura 2. Estos han sido
presentados como graficos de dispersion de
datos de sobrevida (porcentaje) versus
concentracion de cobre (WM) en el medio.

La viabilidad celular fue calculada como
porcentaje de la reduccion de UFC en cada
placa con distintas concentraciones del metal
comparado con el control (sin presencia de
metal).

Como se puede observar, la mayor parte de los
graficos se ajustan casi perfectamente a una
curva de tendencia parabolica en la cual los
puntos maximos de sobrevida se encuentran en

ambos extremos de la curva. esto es. a baja

20 uM) vy

concentracion (400 pM) de cobre. Un aspecto

concentracion  (aprox. alta

interesante que se observa es que a

concentraciones de cobre intermedias (25 a 200
M), la sobrevida es baja v tiende a cero. Esta
conducta la presentan las sgies. especies del
ecosistema contaminado: C. albidus (cepa 1). T
moniliiforme (cepa 4) y C. bhutanensis (cepa 2)
(Fig. 2a. b respectivamente).

Las dos primeras (cepa 1 y ccpa 4) s¢ ajustan
fieclmente a la  descripcion  realizada
anteriormente. la cual tiene un comportamiento
significativo (Tabla 3). La tercera, cepa 2 (C.

bhutanensis) (Fig. 2c). presenta un ajuste casli

perfecto con una parabola. cuyo analisis

estadistico también es significativo (Tabla 3).

Tabla 1: ldentificacion de los aislados ambientales de

los ecosistemas contaminado y control segin sistema API
[D32C.

[ Cepa Especie | Ecosistema
1 Cryptococcus albidus | CT
2 |Cryprococcus albidus | CT
4 Trichosporon mucoides | CT
5 Cryptococcus terreus I
13ch | Candida parapsilosis CTL
13g | Cryprococcus albidus CT
15 | Cryptococcus terreuls 5 N
16 | Cryptococcus sp. e
17 | Cryptococcus sp. | C
120 | Cryptococcus humicolus | C

CT: Contaminado: C. Control.

Ahora bien. a los resultados obtenidos con la
especie (. phenolicus (cepa 5). no se le aplica
ajuste debido a la baja cantidad de datos que sc
tenia de ella. Sin cmbérgo. la presentacion de
éstos en un grafico de dispersion mostrd una
correlacion negativa, lo que describe un
comportamiento diferente a las otras levaduras

del mismo ecosistema, es decir. de alta
sensibilidad. lo que permite el desarrollo de
colonias solo a una concentracion de cobre de

20 uM (Tabla 2).
Ala cepa 13ch (Candida parapsilosis) (Fig. 2d)
se le aplico una correlacion de Spearman (Tabla

3), cuyo resultado

corresponde a  una

correlacion negativa e indica que es altamente
sensible al cobre, es decir. a medida que
aumenta la concentracion de este metal su
sobrevida va en disminucion hasta alcanzar un

porcentaje cercano a cero en 80 uM y un D L.,

100 a 100 uM (Tabla 2). Por ultimo. a la cepa

-11 -
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Figura 2: Respuesta de los aislados de levaduras
trente a distintas concentraciones de cobre,
representados en graficos de porcentaje de sobrevida
(%) versus concentracion de cobre (UM).

A. Cepa 1 (C. albidus). B. Cepa 4 (T. moniliiforme).
C. Cepa 2 (C. bhutanensis), D. Cepa 13ch (C.
parapsilosis). E. Cepa 16 (C. bhutanensis), ¥. Cepa
20 (C. liquefaciens) v G. Control (S. cerevisiac).
Levaduras de A-D  pertenecen al ecosistema
contaminado y levaduras E v F pertenecen al no
contaminado. El analisis estadistico aplicado para
los datos obtemidos fue un ajuste parabolico. excepto
para cepas 13ch v S, cerevisiae, a las cuales se les
aplico correlacion de Spearman.



13g (C. uzbekistanensis) al igual que la cepa 5
(C. phenolicus) no se le aplico un test debido a
la baja cantidad de datos que se disponia de esta
levadura. Sin embargo, al presentarlos en un
grafico de dispersion. la curva tendio al
comportamiento descrito al de una curva
parabolica.

Por otra parte, las levaduras del ecosistema

control no contaminado con cobre, mostraron

dos respuestas distintas entre ellas. Las cepas
15 v 17 (C. phenolicus y C. bhutanensis,
respectivamente), mostraron una tendencia a ser

altamente sensibles a

este metal.

desarrollandose solo hasta 15 y 25 pM de
cobre, respectivamente (Tabla 2). A ambas
especies no se les aplico un test debido a la baja

cantidad de datos que se disponian de ellas.

Tabla 2: Rangos de tolerancia frente a los metales cobre (Cu+2) y cadmio (Cda) de cada una de las especies aisladas

desde ambos ecosistemas forestales.

Parametros T n® cel. Inicial DL50 Limite maximo DI.100
(control)
Cepa Ccu®” o i cd” Cu®” cd? | Cu? cd”
107 107 M uM pM uM nM nM
C. albidus 12 8,5 N.D. 1500-2000 | 250 4000 | N.D. 5000
(Cepa 1)
C. bhutanensis 7.6 7.9 N.D. 1500-2000 |:-500 4000  |N.D. 5000
(Cepa 2)
Trichosporon 2.1 39 100-150 150-200 | 200 400 N.D. 500
montiliiforme
(Cepad)
C. phenolicus 8.7 48 10-15 300-400 15 N.D. |20 N.D.
(Cepa 3)
Candida 8.2 5.5 60-70 300-400 80 400 100 500
parapsilosis
(Cepa 13ch)
C uzhekistanensis | 12 8.5 N.D. 1500-2000 | 250 4000 | N.D. 5000
(Cepa 13g)
C. phenolicus 8.7 4.8 10-15 300-400 15 N.D. |20 N.D.
(Cepa 13)
C. bhutanensis 9.0 7.1 N.D. 200-300 | 200 500 N.D. N.D.
(Cepa 16)
C bhutanensis 9.4 9.4 N.D. =200 29 N.D. 50 N.D.
(Cepa 17)
C liquefaciens 6.1 10 N.D. 500-650 [ N.D. 2000 N.D. N.D.
(Cepa 20) L I .
Saccharamyces 15 15 |50-60 200-300 | 80 500 |90 650
cerevisiae
(IM30.29.1)

Se determinaron los parametros N° de células inicial (control), D.L. 50 (dosis letal 50), limite maximo y D.1.. 100 (dosis

letal 100). Cryptococcus albidus, Cryptococcus bhutanensis (cepa 2). Trichosporon moniliiforme. Candida parapsilosis v

(" uzhekistanensis  corresponden  al ecosistema  perturbado con Cobre; Cryptococcus  bhutanensis (cepa  10).

Crvptococeus bhutanensis (cepa 17) v C. liguefaciens corresponden al ecosistema control. C. phenolicus fue aislada de

muestras de ambos ecosistemas vy presentan igual comportamiento frente a los metales. Saccharomyces cerevisiae

corresponde a una cepa ambiental control.

-13 -



Una respuesta muy contraria a la anterior es la
que describen las cepas 16 y 20 (C. bhutanensis
v C. liquefaciens, respectivamente) (Fig. 2e y 1).
Ambas siguen el patron de ajuste a una
parabola (Tabla 3), pero la baja disponibilidad
de datos para la cepa 16 hace que no sea
significativo aunque tiende al comportamiento
descrito para esta condicion.

Finalmente, S. cerevisiae (control) (Fig. 2g)
mostré un comportamiento de sensibilidad
frente al cobre, presentando una correlacion
negativa significativa (Tabla 3), con desarrollo

de colonias hasta 80 puM de este metal.

Tolerancia a Cadmio

El analisis de las respuestas de las
levaduras, de ambos ecosistemas, frente a
cadmio, permitio observar comportamientos
mas uniformes respecto a las respuestas frente a
cobre. Para el analisis de los datos se realizo el
test de correlacion de Spearman en aquellos
casos con datos suficientes en el rango de
concentracion de cadmio de 0-500 pM (rango
que aporta mayor cantidad de datos para la
prucba estadistica), arrojando correlaciones
negativas o positivas segin la levadura bajo
estudio (Tabla 3).

Con respecto a las levaduras del ecosistema
contaminado, las especies representadas por
cepa 1 v cepa 4 (Fig. 3a y b, respectivamente)
mostraron una correlacion negativa
significativa (Tabla 3). Este resultado indica
que la sobrevida disminuye conforme aumenta
la concentracion del metal, lo cual se puede

observar claramente en las figuras previamente

mencionadas.

La cepa 13ch (Fig. 3¢) mostré una correlacion
negativa no significativa (Tabla 3), debido
probablemente a que la pendiente no es tan
fuerte comparado a lo observado en otras cepas.
La cepa 2 (Fig. 3d) presentd una correlacion
positiva, no significativa (Tabla 3). de esta
manera, el incremento sostenido de Ia
concentracion del metal hasta 500 uM no tiene
un efecto en la sobrevida. Concentraciones de
cadmio superiores a 650 puM resultan en una
disminucion de la sobrevida, la cual puede

alcanzar hasta 4 mM de cadmio (Tabla 2).

Tabla 3: Analisis estadisticos aplicados a cada una de las
especies aisladas de levaduras pertenecientes a los

ecosistemas contaminado y control, frente a cobre v

cadmio.
Especies del Ecosistema R V.E. |p
Contaminado Frente a Cobre
C.. albidus (cepa 1) 0,81 |66% |<0,05
C. bhutanensis (cepa 2) 0,8 |65% |<0,05
T. moniliiforme (cepa 4) 0,8 |63% |<0,05
C. parapsilosis (cepa 13 ¢h) | -0,65 <0.05
Especies del Ecosistema Control
Frente a Cobre
C. liquefaciens (cepa 20) 0,8 |63% |<0.05
8. cerevisiae (control) -0.44 <0,05
Especies del Ecosistema
Contaminado frente a Cadmio
C. albidus (cepa 1) -0.33 <003
C. bhutanensis (cepa 2) 0.3 >0.05
T. moniliiforme (cepa 4) -0.5 <0.05
C. parapsilosis (cepa 13 ¢h) |-0.2 >0,03
C. uzbekistanensis (cepa 13g) |-0,02 =0,05
Especies del Ecosistema Control
frente a Cadmio 1
C. phenolicus (cepa 15) -0,2 >0,05
C. bhutanensis (cepa 10) -0.4 <0.05
C. liquefaciens (cepa 20) 0,12 | >0.,05

{S. cerevisiae (control) -0.4 | <0,05

Para las respuestas de las levaduras de ambos ecosistemas
frente a cadmio se realiz6 una correlacion de Spearman. En
el caso de las respuestas frente a cobre se realizd un ajuste
parabdlico, excepto para las cepas 13ch v para S, cerevisiae,
a las cuales se le realiz6 una correlacion de Spearman.
R:regresion,  V.E.:varianza de

explicada,  pmivel

significancia.
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La cepa 5. a pesar de tener pocos datos para la
aplicacion del test, muestra un comportamiento
que tiende a una correlacion positiva en el
rango de 0-250 pM de cadmio.

Por altimo, la cepa 13g (Fig. 3e) no presentd
una correlacion clara y por lo tanto no fue
significativa (en el rango 0-500 pM), sin
embargo. hubo tolerancia al metal hasta 4 mM

de cadmio (Tabla 2).

Adicionalmente, las cepas 15 y 16 (Fig. 4a y b),

pertenceientes al ecosistema control, mostraron

una correlacion negativa, la cual fue
significativa para el caso de la cepa 16 (Tabla
3), ya que se puede observar una fuerte
la

pendiente y caida de curva a una

concentracion de 500 pM.

La cepa 20 (Fig. 4c), por el contrario. mostro
una correlacion positiva muy débil, la cual no
fue significativa (Tabla 3).

Los estudios realizados en la cepa 17 indican
que su respucsta tiende a una corrclacion
negativa muy débil, pero es necesario disponer

de una mayor cantidad de datos para que la

w16 =



correlacion sea mas robusta y confiable,
basicamente debido a que se dispuso de pocas

mediciones.

Finalmente, ¢l test aplicado al control S.
cerevisiae (Fig. 4d) arrojé una correlacion
ncgativa significativa (Tabla 3), v se pudo
observar una fuerte caida de la curva a una

concentracion de 00 pM.
Estructura de las regiones ITSs

Para la caracterizacion genética de los
10 aislados de levaduras a partir de los dos
ccosistemas  en  estudio. se realizd la
amplificacion de la region del rDNA con
partidores especificos (ITS1 e ITS4). Esto
incluye el gen que codifica ¢l tRNA de 58S v
las dos regiones no codificantes llamadas
transcritos espaciadores internos (ITS1 ¢ ITS2).
La tabla 4 muestra los tamafos de los
fragmentos de DNA amplificados ¢ indica que
no hay una variacion considerable en el largo
del amplicon para las especies del género
Cryptococeus. el cual tiene un valor promedio
de 579 pb. Sin embargo, el tamaiio de los
productos de este género difiere
considerablemente de aquellos obtenidos de
eéneros como [richosporon, cuyo tamano fue
de 481 pb v Candida, cuyo tamafio fue de 470
pb. Como cra esperable, s¢ observo que algunas
cepas de la misma especie manticnen un
tamaiio similar de la regién ITS1-ITS2. tal
como las cepas 16 v 17 de . bhutanensis y las
cepas 5 v 15 de (. phenolicus (Tabla 4).
Adicionalmente, se observo que las diferencias
en el largo de la region génica rDNA se debe

principalmente a los ITS1 e ITS2, ya que el

tamafio del gen 5.85 rRNA es practicamente
constante en todas las especies. El analisis de la
region ITS1 indica que ésta tiene un tamafio
que varia entre 154 y 167 pb con un promedio
de 157 pb en todos los aislados excepto para la
especic 7. moniliifforme, la cual muestra un
tamario de 117 pb (Tabla 4). La region del ITS2
presento un largo que vario entre 222 v 234 pb
con un promedio de 225 pb para ¢l géncro
Cryptococcus. no obstante. C. phenolicus
mostro el mayor tamaiio, de 234 pb de la region
ITS2.

Por otro lado. el largo de esta regién para
Trichosporon fue de 169 pb y para ('andida fue
de 124 pb. Finalmente, ¢l gen de rRNA 5.8S
presentd un tamafio promedio de 156 pb para
todos los aislados. con la excepcion de (.

parapsilosis cuyo largo fue de 157 pb.

Secuenciacion de las regiones ITS

Las 18S-28S

ambos ITS de las 10 cepas de levaduras en

regiones rDNA contenicndo

estudio fueron

seccuenciadas cn  ambas
direcciones en un secuenciador automatico. Las
secuencias ITS de cada una de las levaduras
aisladas fueron comparadas con las sccuencias
GenBank.

bioinformatico permitio identificar a cada cepa

disponibles en Este  analisis
hasta el nivel de especie. lo que dio como
resultado una diferencia en la clasificacion
taxonomica con respecto a los resultados
arrojados segin el sistema API ID32C (Tabla
3).

Para estudiar el grado de diferenciacion entre
las especies en

estudio. se realizd un

alincamiento de las secuencias obtenidas de los

17 -



aislados de levaduras con el programa clustal
W. Al alinear las secuencias de la region del
ITS1 de los aislados se observo que las

levaduras del género Cryprococcus presentaron

un 60 % de conservacion entre ellas, siendo
menor este grado de conservacion al comparar
dicho género con Trichosporon y, aiin menor al

compararla con Candida.

Tabla 4: Tamaiio (pb) de los fragmentos de DNA correspondientes a las regiones ITSs y el gen rRNA 5.85 con

los partidores its1 e its4 de cada una de las levaduras aisladas pertenecientes a los ecosistemas forestales bajo estudio.

Especie 185 rRNA ITS1 5,85 rRNA ITS2 28SrRNA Total
s 1 154 156 222 20... 571
C. albidus
C. bhutanensis M 157 156 223 20z 575 ;
T moniliiforme sl 117 156 169 20... 481
C. phenolicus s 18 167 156 234 20... 596
C. parapsilosis sl 150 157 124 20... 470 |
C. uzbekistanensis css 19 154 156 222 20 571
C. phenolicus .. 19 167 156 234 20... 96 |
C. bhutanensis .. 19 157 156 224 20... 576
C. bhutanensis o A2 157 136 224 20... 576
C liguefaciens 19 154 156 222 20... 571

El alineamiento de las secuencias del gen rRNA
un 98% de

conservacion para el género Cryptococecus, las

5.8S mostro alrededor de

diferencias en secuencia se vieron en C.
phenolicus (cepa 5 y 15) y en C. liquefaciens
(cepa 20).
Fmalmente, en el alincamiento de las
secuencias de la region ITS2 se obtuvo un
patron muy similar al observado con la region
del TTS1. con la diferencia que el género
Cryptococcus  presento.  un  68%  de
conservacion.

En general. al alinear las secuencias del género
Cryptococcus con Trichosporon y Candida por

separado, se pudo observar que las mayores

diferencias se encontraron con Candida, lo que
se esperaba teniendo en cuenta que Candida es
un ascomicete y Trichosporon un basidiomicete
al igual que Cryptococcus y Xanthophyllomyces
dendrorhous (ex Phaffia rodhozyma), esta

ultima tomada como muestra externa.

Construccion de Dendrogramas

La figura 5 muestra los dendrogramas
basados en las sccuencias de las regiones ITS1,
ITS2 y el gen rRNA 5.8S8 de los aislados de
levaduras de los ecosistemas contaminado vy

control. Estos dendrogramas fueron construidos
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con el programa Pileup de GCG. en ellos se
puede observar que la estructura de los
derivados de las regiones ITSs son similares
entre si, pero distintos del derivado del gen

ribosomal 5.8S.

Tabla 5: Comparacion en la identificacion de los aislados
de levaduras de ambos ecosistemas segun sistema API

ID32C y secuenciacion,

Cepa | ID32C Secuenciacion
1| C. albidus C. albidus
2 | C. albidus C. bhutanensis
4 | T. mucoides T. moniliiforme
5 | C terreus C. phenolicus
13ch | Cand. parapsilosis Cand. parapsilosis
13g | C. albidus C. uzbekistanensis
15 | C. terreus C. phenolicus
16 | C. sp. C. bhutanensis
17 | C. sp. C. bhutanensis

| 20 | C. humicolus C. liguefaciens

Cepas 16 y 17 solo se identificaron a nivel de género.

Las 10 cepas aisladas de ambos ecosistemas
constituyen dos grupos filogenéticos. Un grupo
incluye las cepas pertenecientes al género
Cryptococcus 'y, el otro grupo incluye las
especies 1. moniliiforme y C. parapsilosis.

En los tres dendrogramas que se construyeron
en base a las secuencias de las regiones ITS1-
5.8S-ITS2 se puede observar que todas las
especies  del

género  Cryptococcus — estan

formando un grupo filogenético,
independientemente de la procedencia de las
muestras de donde se aislaron, es decir, si

provienen del ecosistema contaminado con

cobre o del control. Solo los dos aislados que
pertenecen cada uno a un género distinto al de
Cryptococcus estan distantes a este género y
aislados  del  ecosistema

ambos  fueron

perturbado con el metal.

Discusion

Levaduras aisladas de los Ecosistemas
forestales

Con el objetivo de estudiar las levaduras
presentes en un ecosistema contaminado con
metales pesados y compararlas con aquellas
aisladas de un ecosistema no contaminado, se
procedio a colectar muestras de suelo vy aislar
las cepas de levaduras en un medio de cultivo
rico en nutrientes utilizado con estos fines.
Posteriormente, mediante el sistema API
ID32C, fue posible identificar las levaduras
aisladas de ambos ecosistemas. Los resultados
de la identificacién indican que la mayoria de
los aislados (80%) pertenecen al género
Cryptococcus, con excepciones de la cepa 4 y
13ch que corresponderian a los géneros
Trichosporon y Candida, respectivamente.

Es interesante ¢l hecho que los aislados de

levaduras de ambos ambientes  cstén
representados  por  los  tres  géneros
mencionados, los cuales  corresponden

comiunmente a patogenos reconocidos en

humanos y se aislan principalmente de ellos
(Mannarelli er al, 1998; Sugita et al. 1999
Wahyuningsih ef al, 2000; Chen ef al, 2001 and
Douglas, 2003).
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Las levaduras del género Crypfococcus
pertenecen al grupo de los basidiomicetes, se
caracterizan por poseer capsulas, no forman
pseudomicelio v no fermentan azucares. Varas
¢species forman colonias naranjas o rojas
propio de la presencia de carotenoides ((Gacser
et al. 2001). Ademas. son heterogéneas en sus
capacidades nutricionales, de hecho se ha
descrito que especies del género Cryplococcus.
ademas de Cryprococcus neoformans, son
organismos saprofitos vy han sido reportadas
como causales de la Cryptococcosis (Sugita ef
al. 2000). En este tipo de enfermedad. los mas
susceptibles a la infeccién son los pacientes
inmunodeprimidos, motivo por lo que esta
levadura se ha aislado a partir de pacientes VIH
1998). (.

positivos  (Buchanan er al.

neoformans tambien produce
meningoencefalitis por entrada de basidiosporas
a través de la via respiratoria (Buchanan er al,
1998). Esta especie no es parte de la biota
microbiana normal de humanos y ha sido
aislada transientemente de personas que no

presentan patologias. se ha

Sin  embargo.
descrito que. por ejemplo, C. neoformans var.
neoformans esta asociada a guano de palomas v
es transportada por éstas (Spencer and Spencer,
1997). pero no esta asociada a enfermedades en
estas aves. debido probablemente a la alta
temperatura corporal que presentan (39°-41°C),
restringiendo el crecimiento Cryptococcal
(Buchanan er al, 1998).

Por su parte. especies del género Candida son
comunes comensales humanos que pueden
causar un amplio espectro de enfermedades,
sicmpre que esté cn estado filamentoso. La
principal nfeccion

complicacion es una

diseminada, la cual ocurre con incrementada
prevalencia en pacientes post-operatorios e
inmunodeprimidos. por ejemplo. Candida
albicans causa candidiasis invasiva v ha sido
uno de los patdogenos mas frecuentemente
aislados de la sangre de estos pacientes
(Wahyuningsih ef al, 2000). Algunas especies
de Candida son conocidas como los principales
agentes de infecciones adquiridas en hospitales.
Ademas,

son frecuentemente identificadas

como causantes de neumonias e infecciones del
tracto urinario (Douglas. 2003).

Finalmente. Trichosporon es un género

importante médicamente que incluye los

agentes causantes de infecciones asociadas a
mucosa ¢ infecciones superficiales (Sugita ef al.
1999).

Segin Kurtzman y Fell (2000). Ias
levaduras crecen en un amplio rango de valores
de pH. no mas bajos que 2.5. pero
preferentemente colonizan lugares que ya han
sido el sitio de actividades fermentativas por
bacterias. En relacion al pH del suelo, éste cs
mas acido en el ecosistema contaminado en

con el ecosistema

(Delgado, 1996).

Por otro lado, los habitats mas comunes de las

comparacion control.

levaduras son ricos en carbono organico.

medios en estado liquido o muy alto en
humedad, acidicos u ocasionalmente alcalinos vy
complejos nutricionalmente (Kurtzman and
Fell. 2000). Esto es compatible con los suelos
de ecosistemas forestales, que para el caso de
los bosques de tipo mediterraneos como los
ccosistemas de

Ventanas y Quintay no

presentan grandes deficiencias nutricionales.

tienen un cierto grado de humedad v un alto
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contenido en materia organica y humica. En
cuanto al pH del suelo, éstc es neutro o
ligeramente acido (6.0 a 7.3), volviéndose mas
acidos a medida que las precipitaciones

aumentan (Donoso, 1993).

Ahora bien, en cuanto al cobre, éste se presenta
predominantemente en forma de sulfuros pero
tambigén como minerales secundarios
relativamente insolubles que incluyen oxidos,
carbonatos. sulfatos v cloruros. El cobre en los
bosques es altamente inmovil, su disponibilidad
para las  plantas esta  determinada
principalmente por el pH del suelo y por la
capacidad de acomplejarse fuertemente con la
materia organica. Asi, cuando el pH es menor
de 6.5 se produce una mayor liberacién del ion
Cu'". lo que aumenta su biodisponibilidad. Por
lo que la acidificacion de los suelos como
producto. en nuestro caso, de emisiones de
sulfuro de fundiciones v refinerias, podria
desembocar en un aumento de la
biodispomibilidad de cobre para el ecosistema
(Donoso, 1993).

Debido a estas caracteristicas sobre la
disponibilidad del metal. estudios posteriores
podrian focalizarse en ¢l rol que juegan los
organismos vivos en el ecosistema y en
particular los géneros de levaduras aisladas de
habitats contamunados o no. Como se ha
observado en los resultados. la mayoria de ellos
corresponden a  especies  del  genero
Crvptococcus.  las  cuales ademads, tienen
importancia clinica, ya que son capaces de
infectar al hombre provocando enfermedades
complejas. Asi, un estudio genético exhaustivo

de muestras de estas especies tanto ambientales

como clinicas podrian ser relevante para
deternunar  diferencias  genotipicas en las

mismas.

Determinacion de tolerancia a metales

pesados

En la caracterizacion de las levaduras
aisladas, en cuanto a su tolerancia a cobre. se
pudo observar que 2 de las 4 levaduras
pertenecientes al ecosistema control son
altamente sensibles, desarrollando colomas en
el rango entre 0-25 uM de cobre. Situacidn
distinta ocun.e con la mayoria de los aislados
pertenccientes al ecosistema contaminado, los
que presentaron altas tolerancias a éste metal
(alrededor de 500 uM). Las levaduras que
presentaron tolerancia al cobre son: cepa 1 (C.
albidus), cepa 2 (C. bhutanensis), cepa 4
(Trichosporon moniliiforme), cepa 16 (C.
bhutanensis) y cepa 20 (C. liquefaciens). El
comportamiento observado en las levaduras fue
muy particular, ya que presentan una alta
sensibilidad a cobre a concentraciones bajas
como 20-25 puM y por el contrario. grandes
tolerancias a partir de 150-200 pM.

En cuanto a la caracterizacion de las levaduras
respecto a sus tolerancias' a cadmio. se pudo
observar respuestas de alta tolerancia (alrededor
de 500 pM) tanto en aislados del ecosistema
contaminado como en el ecosistema control.
El tipo de respuesta frente a cobre de las
especies de levaduras mencionadas

anteriormente podria ser explicado mediante

transportadores de metales especificos. Estos



ransportadores han sido descritos en distintos
organismos eucariontes como las levaduras S.
cerevisiae (Lin et al, 1997, MacDiarmid er al,
2002). Schizosaccharomyces pombe (Vande
and Ow. 2001; Bellemare' er al, 2002; Beaudoin
et al, 2003), v el hongo filamentoso Neurospora
crassa (Kneer er al, 1992), asi como también en
el  nemdtodo  Caenorhabditis  elegans
(Sambongi ef al, 1997, Wakabayashi ef a/. 1998
and Vatamaniuk ef al. 2001) y algunas plantas
como Arabidopsis thaliana (Xiang and Oliver.
1998: Vatamaniuk ef al, 2000) v Thlaspi
caerulescens (Pence er al, 2000), entre otros.

Se ha estudiado la homeostasis de cobre
en la levadura modelo S. cerevisiae y se ha
descrito que en el medio de cultivo especifico
para levadura el Cu'~ es reducido a Cu”' debido
a la accion de reductasas Fe™/Cu’™ de la
Estas  enzimas

superficic  celular.

son

codificadas por un conjunto de genes
denominados FRE. Esta etapa seria previo al
transporte hacia ¢l interior de la célula, la que
ocurre a través de dos transportadores de cobre
de alta afimidad ubicados en la membrana
tales

plasmatica, transportadores

CTRl v CTR3, los

trabajan independientemente y parecieran ser

son

denominados cuales

funcionalmente redundantes (Cobbett er al,
2002).

Por otro lado. se ha descrito también en S.
cerevisiae que el transporte de cadmio es
realizado a través del transportador especifico
para zinc, codificado por el gen zrt/, el cual se
comporta como de alta afinidad para Zn™ y de
baja afinidad para cadmio (Gomes ef al, 2002).
Este mismo patron se presenta en algunas

plantas como. por gjemplo. 7. caerulescens, la

cual es hiperacumuladora de metales. en donde
el transporte de cadmio es realizado por el
transportador especifico para zinc (Pence ¢f al.
2000).

Ahora bien. estudios de incorporacion de Fe'™™
en Cryptococcus neoformans mostraron que la
captacion de este metal a muy bajas
concentraciones (bajo 1 uM) fue muy eficiente.
siendo proporcional la relacion entre estas
variables, sin embargo. en el rango de 1-25 uM
la curva se estabilizaria para luego describir una
pendiente

positiva altamente inclinada a

concentraciones mayores de 25 uM. Lo que sc
propone, con esta respuesta de (. neojormans.
es que el patron seria consistente con un
sistema de captacion de alta y baja afimdad
como el que se ha descrito para 5. cerevisiae.
Esto indicaria una saturacion del sistema de
captacion de alta afinidad en el rango de 1-3
UM v que a particr de dicha concentracién

comenzaria a operar el sistema de baja afinidad.

el cual
1998).

no seria saturable (Jacobson ef al.
Este mecanismo que presenta (.
neoformans se podria extender a las levaduras
que muestran una respuesta acorde a una curva
parabolica frente a cobre, va que a bajas

concentraciones del metal (25 pM) decacn sus

sobrevidas  notablemente.  Hubicse  sido

importante medir sobrevidas a concentraciones
menores que 25 M para comparar si siguen el
mismo patron. Sin embargo. se observd una

recuperacion  de  sus  sobrevidas &

concentraciones alrededor - de  150-200 pM.

sugiriendo que también podria estar actuando
un sistema de alta vy

baja afinidad.

respectivamente, para estas concentraciones.
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Debido al grado de patogenicidad de
estas especies de levaduras. se tomo la decision
de interrumpir los experimentos, no pudiendo
realizar mediciones mayores a 500 pM. por lo
que se desconoce si su sistema de baja afinidad
presenta caracteristicas de saturacion. Pero
podemos decir, que

para el rango de

concentracion con el

cual se trabajo, las
respuestas de estas levaduras podrian seguir el
patron que presenta (. neoformans frente a la

captacion de Fe™.

PCR y Secuenciacion

Con el objetivo de identificar los 10
aislados de levaduras de los dos ecosistemas en
se realizo un

estudio, analisis molecular,

mediante PCR. vy un analisis bioquimico
utilizando el sistema API ID32C. Al comparar
los resultados de ambos analisis se observé que
no hubo concordancia en el nombre de la
especie asignada a cada cepa, excepto para la
cepa 13ch (C. parapsilosis). Asi, los tests
comerciales que usan mdtodos fisiologicos-
bioquimicos de identificacion de levaduras son
inexactos. y en algunos casos, solo sc llega a
identificar hasta el nivel de género v no hasta el
nivel de especie. La utilizacidn de técnicas
moleculares como. por gjemplo, metodologias
basadas en PCR. analisis RFLP del gen que
codifica el rRNA 5.8S v las regiones de los
ITSs que flanquean dicho gen, permiten un
analisis muy fino que facilita la identificacidon
de especies (Van Pelt.ef al, 1999, Arias ef al,
2002).  Los de

métodos  comerciales

identificacion  de levaduras

pueden  ser

atractivos por la simplicidad del test, pero estos

kits fueron originalmente disefiados para

diagnosticos clinicos y su aplicacion esta

generalmente restringida a pocas especies de
levaduras, principalmente clinicas, dejando de
lado aquellas aisladas del ambiente (Arias ef al,
2002). Lo opuesto se observa con los métodos
moleculares, los cuales no discriminan en el

sentido de identificar

cepas de diferentes

origenes, tanto ambicntales como aislados

clinicos. Sin embargo, ¢s aconscjable la
integracion de ambos métodos, ya que por un
lado los kits de identificacion comercial son
mas rapidos. mas simples de manejar, no
requiriendo equipos especiales v dan cuenta a
grandes rasgos del género con el que sc esta
trabajando, aunque tienen limitaciones en
identificar cepas ambientales.

Al

secuencias del gen rRNA 5.8S de las levaduras

analizar comparativamente las
estudiadas, se puede corroborar el grado de
conservacion de este gen, independientemente
de la procedencia de los aislados de levaduras.
esto cs, si provienen del ecosistema perturbado
0 no. Esto concuerda con lo que se ha descrito a
través de los afios, en que los RNA ribosdmicos
son una de las moléculas mejor conservadas
desde el punto de vista evolutivo en todos los
sistemas vivos. en donde estos genes comparten
un ancestro comun. Estas secuencias bien

conservadas pueden utilizarse para medir

distancias  filogenéticas, incluso  entre

organismos que tienen poca relacion entre si.
Esencialmente. los cambios en las secuencias
de nucledtidos indican cambios evolutivos
(Atlas and Bartha, 1993).

Algo distinto ocurre con las secuencias

correspondientes a las regiones de los [TSs. las

.



cuales  presentaron  menor grado  de

conservacion, respecto al gen ribosomal para
todas las levaduras cstudiadas, y las diferencias
mas marcadas, como era esperable, se
Los ITSs

regiones bastante menos conservadas, ya que

observaron entre géneros. son
evolucionan a una tasa mas rapida, permitiendo
variaciones entre especies del mismo género e
incluso en individuos de la misma especic,
siendo utilizados como herramientas utiles en
los analisis filogeneticos (Sugita ef al, 1999;
Chang et al, 2001) y en determinar diversidad

intraespecifica.
Dendrogramas

Los dendrogramas construidos en base a las
secuencias del gen rRNA 5.85 y de los ITS1 e
ITS2 de todos los aislados de levaduras.
presentan un grupo que corresponde a las
especies del género Crypfococcus formando un
taxon bien defimdo. Las especies que estan
distantes de este taxon son las levaduras 7.
moniliiforme y C. parapsilosis (basidiomicete y
ascomicete, respectivamente), las cuales forman
otro grupo. distante filogenéticamente del
primero.

La especie que se utilizd como raiz

Xanthophyllomyces dendrorhous, resultd estar

mas cercana filogenéticamente al

grupo
Cryptococeus, y lejana de Trichosporon 'y
Candida para el caso del arbol construido con
rRNA.  Sin

embargo, en los dendrogramas realizados con

las secuencias del gen 5,85
las secuencias no codificantes ITS1 e ITS2, se
observo que la especie raiz esta actuando como

tal. va que se encuentra bastante alejada

filogenéticamente de ambos grupos.
especialmente, del grupo correspondiente al

genero Cryptococceus.

Al concluir esta memoria se puede
deducir que los objetivos planteados para cste
estudio fueron cumplidos satisfactoriamente,
mediante ensayos de tolerancia a metales

pesados (cobre y cadmio) de las levaduras
aisladas e identificacion de estas levaduras por
analisis molecular. Los resultados fucron
logrados con éxito a pesar del grado de
patogenicidad de las levaduras con las cuales se
trabajo.

La utilizacion de microorganismos
como remediadores de contaminantes como los
metales pesados, olrece una alternativa
potencial a los métodos va existentes para la
detoxificacion vy

recuperacion de metales

toxicos presentes en
Muchas

algas

liquidos  residuales

industriales. levaduras.  hongos

filamentosos, y Dbacterias tienen la
capacidad de concentrar metales a partir de
soluciones acuosas y de acumularlas dentro de
la estructura microbiana.

Las transformaciones pueden ocuITir

naturalmente, aunque estas son usualmente
lentas y limitadas por la disponibilidad de
nutrientes,

OXigeno 0 mICroorganismos

apropiados. En atencion a lo recién descrito, la
biorremediacion resultaria de una aceleracion
dirigida de las reacciones en el medio ambiente
para incrementar la tasa de transformacion
biologica. La biorremediacion por lo tanto es ¢l
uso de sistemas de tratamiento bioldgico para
destruir o reducir las concentraciones de

desechos peligrosos en un sitio contaminado. El

factor clave que conduce a una necesidad de
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remediacion de suelo y agua contaminada es la
toxicidad presente en los ecosistemas. siendo ¢l

hombre componente de estos.

importante
Suelos contaminados v acuiferos pueden ser
recuperados a través de la aplicacion de una

variedad de métodos fisicos.

quimicos v
biologicos. En la  biorremediacion  de
compuestos organicos y/o inorganicos estos son
removidos desde suelos y cuerpos de agua por
la accion de microorganismos. En muchos
casos. los microorganismos son capaces de
transformar un componente organico Sin ser
capaz de usar ¢l componente como un sustrato
para el crecimiento o como una fuente de
energia.  Estos  microorganismos  podrian
necesitar otro sustrato como una fuente de
carbono v energia sobre el cual crecer. Asi. en
co-metabolismo. los organismos usan un
sustrato como una fuente primaria de energia y
gratuitamente metabolizan ofro componente
utilizando enzimas especificas, las cuales son
sintetizadas para degradar el sustrato primario.

La biodegradacion de componentes organicos
involucra ruptura vy formacion de enlaces
quimicos que alteran las especies moleculares
del contaminante. Esto conduce a cambios en la
solubilidad.
propicdades de transporte y toxicidad del metal.

Hay

caracteristicas ~ de  sorcion,

procesos microbianos que pueden

influenciar en la toxicidad v el transporte de
metales. como la biosorcion v bioacumulacion.
en donde la ultima no es mas que la retencion y
concentracién de una sustancia por un
0rganismo,

La adicion de microorganismos (inoculacion)
fase  inicial de

pucde  acelerar . la

biorremediacion en muchos casos y puede ser

beneficioso en ambientes en los cuales los
contaminantes resisten a la biodegradacion por
microorganismos autoctonos (Margesin ef al.
1997). La biorremediacion por tanto depende de
la presencia de los microorganismos apropiados
en la cantidad y combinaciones correctas y en
las condiciones ambientales apropiadas.

Debe quedar claro que las tecnologias basadas
en ¢l uso de biomasa microbiana no tienen
necesariamente

que recemplazar a  los

tratamientos fisico-quimicos ya existentes. pero
si pueden actuar como suplementos para los

procesos  existentes

que no resultan

completamente eficientes.

Una de las desventajas de la

biorremediacion  es

crear y  mantener

condiciones ambientales necesarias  para

crecimiento  microbiano. va que  los

microorganismos  son  sensibles a las
temperaturas. pH, toxicidad y concentracion del
contaminante.  porcentaje de  humedad.
concentraciones de nutrientes y concentracion
de oxigeno. Una reduccion en la actividad
microbiana podria disminuir la velocidad de
degradacion, por lo que se extenderia el periodo
de tratamiento. Por otro lado, la dismmucion de
contaminacion mediante biorremediacion no
podria ser alcanzado en el caso que los
contaminantes no sean biodegradables o sean
solo parcialmente biodegradables o porque los
niveles de remocion del contaminante no
pueden ser logrados microbianamente (Eweis er
al. 1998).

Los microorganismos debido a su ubicuidad.
capacidades metabolicas diversas y altas tasas
de actividad enzimatica. desempenan un papel
primordial en los

ciclos  biogeoquimicos.
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contribuvendo a mantener la calidad ambiental,
lo que hace de la ecologia microbiana una
importante disciplina de estudio cientifico.
Desde el punto de vista de proteccion
ambiental resulta claro que la eliminacion de
metales y radionucleotidos es importante. pero
esto no tienc prioridad industrial ni politica en
varios paises de latinoameérica, los cuales tienen
¢l comun denominador de estar toda su politica
dirigida al crecimiento econdmico. Asi.
micniras estos paises estén en vias de desarrollo
coma Chile. los asuntos ambientales tendran
que  seguir

esperando  mientras

que
lamentablemente los impactos negativos sobre
¢l medio natural se hacen cada vez menos
lado,

de gobierno y las

reversibles. Por otro mientras las

autoridades industrias
responsables de la contaminacion del medio
ambientc por metales y radionucleotidos toman
medidas para revertir esta situacion, es deber de
los cientificos ligados a esta area desarrollar al

maximo las

tecnologias  basadas  en

microorganismos. . De esta manera las
innovaciones debieran ser reconocidas y usadas
confiablemente por todas aquellas industrias
que junto con su actividad productiva despiden
residuos liquidos que contienen este tipo de
contaminantes.

Un aspecto positivo en relacion a la actual
posicion en que s¢ encuentra nuestro pais en
materia internacional, es el hecho de estar
suscrito a un acuerdo con la Unién Europea y
un Tratado de libre comercio con Estados
unidos. Esto nos hard enfrentar, como pais,
nuevos v necesarios desafios para responder de
manera

eficiente v satisfactoria a los

requerimientos de los demandantes extranjeros

en lo que se refiere a materias de certificaciones

de calidad ambiental.

Estos aspectos nos

permitiran estar a la altura de un pais en vias de
desarrollo y competir de igual a igual con el
resto de los paises que quieren cumplir con los
Indudablemente,

posicion de liderazgo. nos demandara ser cada

mismos  objetivos. una
vez mas rigurosos en cuanto a las normas de

emision, calidad de las materias primas
utilizadas en los procesos de produccion y al
uso de tecnologias limpias. Sin lugar a dudas.
llegar a ser lider y mantenerse en esta posicion,
implica que no se puede dejar de lado la
importante labor que realiza la ciencia en
cuanto a los requerimientos que se nos exigen

para el cumplimiento de €stas y otras tareas,

Al finalizar este estudio. es necesario
destacar el enorme potencial que tiene la
biorremediacion en intentar disminuir y/o
revertir impactos negativos en los ecosistemas.
los cuales no solo afectan a los organismos
presentes alli, sino también flujos y ciclos de

nutrientes

que en su totalidad

terminan
disminuyendo drasticamente tanto la calidad
ambiental como los procesos ecosistémicos.
Esta  importante  herramienta, de la
biorremediacion. la cual combina disciplinas
como la ecologia microbiana e ingenicria
genética debiera explotarse en gran medida ¢n
los préximos afios no solo para el desarrollo de
la ciencia, sino también para contribuir a la
limpieza definitiva del medio ambiente. La
tarea es de los cientificos y de las autoridades
con competencia ambiental. las cuales muentras
no modernicen las actuales normas de emision,

los impactos irreversibles al medio seran cada

-



ver. de mayor magnitud. No obstante, cabe
destacar que los problemas en matena
ambicntal es tanto tarea de un equipo
multidisciplinario como de cada uno de

NOsoLros.
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