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RESUMEN EJECUTIVO

Los ecosistemas contaminados con altas concentraciones de metales
pesados constituyen un factor determinante en la evolucion de la fisiologia
celular de ciertas especies de microorganismos, ya que inducen la seleccion de
mecanismos que les permitan su supervivencia y adaptacién a las condiciones

cambiantes del mismo, como lo es el volcan Tungurahua.

A partir del analisis de la resistencia frente a estrés por metales pesados de las
10 cepas de levaduras aisladas a partir de este ecosistema volcénico, se pudo
obtener especies resistentes y viables después del tratamiento a
concentraciones crecientes de metales pesados como Zn, Cr, Cd, Pb, Niy Cu.
Metschnikowia pulcherrima y Rhodotorula mucilaginosa fueron especies que
mostraron gran capacidad de resistencia frente a estrés provocado por todos los
metales pesados sometidos a estudio, pues crecieron en medios suplementados
con 2mM de Zn, Pb, Niy Cr, y 0.2mM de Cd, y Cu, respectivamente. Frente a
un estrés provocado por una concentracion de 2mM de Cu, se encontraron 9
especies de levaduras altamente resistentes y con una gran viabilidad celular,
siendo este el metal mas tolerado por la biota del volcdn Tungurahua. A pesar
de la alta toxicidad del Cd, se obtuvo dos cepas de levaduras; Rhodotorula
mucilaginosa y Cryptococcus gastricus, que presentaron resistencia a una
cantidad significativa de 1mM de este metal pesado. También se encontraron
tres cepas resistentes a concentraciones altas de 10mM de Zn; Metschnikowia

pulcherrima, Metschnikowia sp y Candida sake.

Con los resultados obtenidos se exhiben cepas de levaduras, aisladas de una
fuente de contaminacion ambiental natural, con potencialidad en cuanto a la
resistencia frente a estrés por metales pesados constituyéndose especies aptas
para ser aplicadas en procesos de biorremediacion de ecosistemas

contaminados con metales pesados como Cu, Zny Cd.

Palabras claves: Resistencia, metales pesados, volcan Tungurahua,
levaduras.

ABSTRACT
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Contaminated with high concentrations of heavy metals ecosystems are a
determining factor in the evolution of cell physiology of certain species of
microorganisms, as they induce selection mechanisms that allow them to survive

and adapt to changing conditions thereof, as it is the Tungurahua volcano.

From the analysis of resistance to heavy metal stress of 10 strains of yeasts
isolated from this volcanic ecosystem, could be obtained robust and viable
species after treatment with increasing concentrations of heavy metals such as
Zn, Cr, Cd, Pb, Ni and Cu. Metschnikowia and Rhodotorula pulcherrima were
mucilaginous species showed great resilience to stress caused by all heavy
metals under study, as they grew in media supplemented with; 2mM Zn, Pb, Ni
and Cr, Cd and 0.2mm, and Cu, respectively. Against stress caused by a
concentration of 2 mM Cu, 9 species of highly resistant yeasts and great cell
viability was found, which is the metal most tolerated by the biota of the
Tungurahua volcano. Despite the high toxicity of Cd, two strains of yeast was
obtained; Rhodotorula mucilaginosa and Cryptococcus gastricus that were
resistant to a significant amount of this metal 1mM. Three resistant to high
concentrations of 10mM Zn strains were also found; Metschnikowia pulcherrima,

Metschnikowia sp and Candida sake.

With the results obtained yeast strains isolated from a natural source of
environmental pollution, with the potential to tell the resistance to heavy metal
stress becoming species suitable for application in bioremediation of polluted

ecosystems with heavy metals such as Cu are displayed , Zn and Cd.

Keywords: Resistance, heavy metals, Tungurahua volcano, yeasts.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la problematica de contaminacion ambiental por
Metales Pesados (MP) se ha incrementado paralelamente al desarrollo
industrial y tecnologico a nivel mundial (Borchardt et al., 2004; Vullo, 2003).
Sin embargo, la causa de esta problematica no solo radica en las actividades
antropogénicas, sino también se debe a la presencia de fuentes naturales,
como erupciones volcanicas, minerales primarios, minerales secundarios,
rocas sedimentarias, granito, basalto, entre otras, que estan liberando
continuamente MP en el entorno (Brown et al., 1999; Bautista, 1999).

El volcAn TuNGurahua (TNG) en el Ecuador, se constituye un foco
natural de este tipo de contaminacion por MP, debido a la actual emisién de
ceniza generada por sus erupciones volcanicas (Narvaez & Cano, 2014). La
ceniza volcénica esté formada por fragmentos muy finos de vidrio molido y un
gran contenido de MP como Manganeso (Mn), Cobre (Cu), Zinc (Zn) o Plomo
(Pb) y, en menor medida Cadmio (Cd), Cromo (Cr) y Mercurio (Hg), lo que la
hace toxica para cualquier organismo vivo (Narvaez & Cano, 2014; Hepp,
2008).

El impacto de los contaminantes sobre los seres humanos y otros
organismos depende de sus niveles de concentracion, toxicidad vy
biodisponibilidad de los mismos (Brown et al., 1999). Los MP, ya sean
esenciales o no, llegan a ser téxicos, cuando su aporte es excesivo (Navarro
et al, 2007; TULAS-Libro VI, 2010). Esto se debe principalmente a que no
son biodegradables y tienden a biomagnificarse facilmente en la cadena
trofica, acumulandose en los organismos vivos que se encuentren en contacto
con estos y afectando asi negativamente el crecimiento y reproduccion de los
mismos, pudiéndoles causar incluso la muerte (Cargua, 2010; Binbin et al.,
2014). Los MP en los organismos vivos ocasionan problemas de toxicidad
(capacidad intrinseca de causar dafio, incluyendo los efectos potencialmente
carcinogénicos, mutagénicos y teratigénicos) a nivel celular, por la afinidad
gue tienen por el azufre presente en las proteinas, evitando la funcién

enzimatica, precipitacion de fosfatos y formando enlaces con ellas a través de



sus grupos con azufre (Manahan, 2007). Del mismo modo, los iones metélicos
se unen a las membranas celulares, impidiendo los procesos de transporte a
través de la pared celular. Asimismo, el reemplazo de otros cationes
esenciales en la estructura de las biomoléculas (Bautista, 1999 & Manahan,
2007).

Los ecosistemas contaminados con altas concentraciones de
sustancias toxicas constituyen un factor determinante en la evolucion de la
fisiologia celular de ciertas especies de microorganismos, ya que inducen la
seleccion de mecanismos que les permitan su supervivencia y adaptacion a
las condiciones cambiantes del mismo. (Brown et al., 1999, Vullo, 2003;
Volesky, 2001; Massaccesi et al., 2002).

Existen métodos quimicos para la descontaminacion de ambientes
contaminados con MP, pero resultan ser muy costosos y de baja
especificidad, debido a que se requieren ciertas condiciones ambientales para
gue el proceso obtenga su maxima eficiencia. Una alternativa viable es la
biorremediacion que se basa en el uso de microorganismos en procesos de
degradacion quimica o biolégica para eliminar sustancias contaminantes
toxicas, que puedan comprometer seriamente el uso de recursos naturales
(Esam & Mohamed, 2007; Vullo, 2003).

Las levaduras que habitan ambientes acidos contaminados con
elementos metélicos disueltos en concentraciones elevadas, estan adaptadas
a este entorno gracias a sus caracteristicas metabdlicas y presentan una
elevada tolerancia a distintos metales pesados, ya que desempefian un papel
importante en la oxidacion y la reduccion de los mismos, por lo cual son
buenos candidatos para utilizarse en procesos de biorremediacion (Vullo,
2003; CONICET, 2013). Las interacciones entre microorganismos y metales
son fundamentales a través de métodos de bioadsorcién, remocion,
recuperacion o detoxificacion de MP. (CONICET. 2013; Verghese, 2012).
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Figura 1. Arbol filogenético obtenido mediante anélisis “Neighbour-joining” del
dominio D1/D2 del gen 26S RNA de las levaduras aisladas del volcan TNG. Las
secuencias de las especies aisladas del volcan TNG aparecen destacadas con un punto

negro (e). Los grupos sombreados corresponden a diferentes subérdenes (Hidalgo, 2015).

La necesidad de nuevas alternativas eficientes, limpias y de bajo costo
que permitan reducir los altos niveles de contaminacion por MP, sin provocar
impactos secundarios hacia al ambiente, conlleva a la investigacion de
especies nuevas, autdctonas y resistentes a estos elementos contaminantes,
qgue permitan producir nuevas tecnologias de biorremediacion de ambientes
contaminados por metales pesados. Mediante una investigacion previa,
relacionada con el aislamiento e identificacién de microorganismos nativos de
medios ambientes extremos como el volcan TNG, se ha obtenido una
coleccion de cepas de levaduras ecuatorianas (Figura 1), las mismas que
seran utilizadas para el presente trabajo, que tiene como objetivo el analisis
de la resistencia de cada una de las especies aisladas frente al estrés
provocado por diferentes metales pesados, con el fin de proponer alternativas

limpias frente a este tipo de contaminacion.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1.Tema de lainvestigacion

Andlisis de laresistencia a estrés por metales pesados de levaduras
aisladas del volcan Tungurahua, Ecuador

1.2. Justificacién

A nivel mundial, surge la problematica de la contaminacién ambiental
por la presencia de altas concentraciones de MP. El Ecuador, a pesar de ser
un pais pequefio y poco industrializado, no esta excluido de esta problemética
ambiental; debido a que las industrias existentes, no realizan una adecuada
disposicién de sus desechos inorganicos que contienen MP y son liberados
directamente a los diferentes ecosistemas. Ademas, se cuenta con la
presencia de varios volcanes, como TuNGurahua (TNG), cuyas emisiones
volcanicas expulsan al ambiente importantes cantidades de los metales
pesados mas toxicos para los seres vivos, como son el Cobre (Cu), Zinc (Zn),
Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Cromo (Cr) y Niquel (Ni).

En la actualidad, los focos contaminantes han sido usados como nichos
para la busqueda de nuevas alternativas de biorremediacion de ecosistemas
contaminados, debido a que existen ciertos microorganismos, entre ellos las
levaduras, capaces de adaptarse a condiciones ambientales extremas,

incluyendo altas concentraciones de MP.

El estudio de la resistencia al estrés metalico de las levaduras que han
sido previamente aisladas de uno de los ecosistemas mas contaminados por
metales pesados en el Ecuador: volcan TNG, es de gran importancia, ya que
permitira determinar las especies mas aptas, de origen autéctono, para ser

aplicadas en procesos de biorremediacion.



1.3.Objetivos
1.1.1. Objetivo general

Determinar la resistencia que presentan las levaduras aisladas del

volcan TNG, frente al estrés por MP.
1.1.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la tolerancia a estrés por Cadmio (Cd) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

2. Evaluar la tolerancia a estrés por Cromo (Cr) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

3. Evaluar la tolerancia a estrés por Niquel (Ni) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

4. Evaluar la tolerancia a estrés por Plomo (Pb) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

5. Evaluar la tolerancia a estrés por Zinc (Zn) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

6. Evaluar la tolerancia a estrés por Cobre (Cu) de levaduras aisladas del
Volcan TNG

7. ldentificar las especies que presenten una mejor respuesta frente al estrés
por MP.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

Los MP en altas concentraciones son téxicos debido a su poca
biodegradabilidad y alta bioacumulacién en los seres vivos. El riesgo del
consumo de plantas y animales contaminados por MP puede ocasionar serios
problemas en la salud humana, que en algunos casos puede ser irreversible.
En el siguiente cuadro se muestra los principales problemas de salud que se
producen a causa de MP (Manahan, 2007).

Cuadro 1. Efectos de los metales pesados sobre la salud humana.
METALES RIESGO SOBRE LA SALUD HUMANA

Anemia e Hipertension. Toxico para los rifiones (causa
lesiones y cancer al rifion). Reduccion del periodo de
gestacion. Problemas de desarrollo intelectual y del oido nifio.
Afecta el sistema nervioso central (saturnismo).

Cromo Cancer. Infecciones de sangre. Leucemia

Afecta al rifidn. Hipertension. Afecciones de tipo vascular.

Plomo

Cadmio Cancer de prastata. Infertilidad. Brongquitis
Ni Causa la pérdida de peso corporal. Dafo del corazon y del
iquel B e .
higado_ Irritacion de piel.
Infeccion de las mucosas. Envenenamiento por vitriolo
Zinc (Sulfato de zinc). Afecta al sistema inmunoldgico y enzimatico
de los nifios.
Causa anemia. Dafio del higado y del nifion. Irritacion del
Cobre

estomago e intestino.

Fuente: Manahan, 2007

Existen ciertas especies de levaduras consideradas como
microorganismos extremofilos, debido a la capacidad que presentan para
sobrevivir a condiciones ambientales extremas de temperatura, alta salinidad,
alta alcalinidad (pH superior a 8), alta acidez (pH menor de 4) y altas
concentraciones de sustancias téxicas como MP (Park et al., 2010; Vullo,
2003; Volesky, 2001; Massaccesi et al.,, 2002). La biodiversidad de
levaduras aisladas a partir de ecosistemas acidos, debido a la presencia de
MP, demuestra que este tipo de microorganismos presenta un elevado
potencial de supervivencia frente a medios contaminados con estos
elementos toxicos (Aguilera, 2013; Hidalgo, 2015).



Se ha demostrado que la biomasa de ciertas levaduras tiene un gran
capacidad de bio-extraccion de MP del medio, ya que sus células son capaces
de adquirir, utilizar y almacenar estas sustancias toéxicas de manera eficaz
por medio de mecanismos homeostéticos sofisticados para regular sus niveles
y evitar la toxicidad (Ali & Hashem, 2007; Cyert, 2013). Segun Ruotolo et
al., (2008), especificamente las levaduras, presentan una serie de vias
metabdlicas en las que se utilizan iones metalicos como co-factores para la
activacion de ciertas enzimas, formacion de bases, de aminoé&cidos,
proteinas, entre otros. Ademas se ha encontrado que existe una estrecha
relacion entre la tolerancia a los MP y la funcionalidad de la vacuola, debido
al papel desempefiado por este organulo en el secuestro de metal dentro de
la célula y la liquidacion de las macromoléculas dafiadas por el metal (Sun,
2014; Cyert, 2013).

Algunas de las especies de levaduras en las que se ha encontrado
resistencia a estrés por MP como Zn, Pb y Cd, aisladas de fuentes de
contaminacion directa, son por ejemplo Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans, Rhodotorula mucilaginosa (Vullo, 2003; Navarro,
et al., 2007; Sala et al.,, 2010; Salvadori et al., 2014). Una cepa de
Rhodotorula mucilaginosa, aislada de una fuente de contaminacion directa,
como el agua residual de la mineria del Cu, presenta una alto grado de
tolerancia al estrés generado por este metal, mediante el desarrollo de varios
mecanismos para mantener un equilibrio entre las concentraciones de
metales intracelulares y la toxicidad contra el Cu presente en el medio
(Salvadori et al., 2014; Ollivier, 2011). Una cepa de Candida sp, aislada del
agua residual de una planta de curtido de cuero, presenta resistencia a uno
de los MP mas toxicos Cr, creciendo a una concentracion de 2 mM. El
mecanismo de accién es la reduccion de Cr (V1) a Cr (ll1), el cual es acumulado

en la maquinaria celular (Baldi et al., 1990).

Como se menciona anteriormente, las levaduras aisladas de
ecosistemas extremos presentan un gran potencial de resistencia a estrés por
elementos altamente téxicos. Este hecho, unido al caracter extremo del volcan

TNG respecto al alto contenido de MP, hace interesante el realizar un analisis
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de la resistencia a estrés por MP de las levaduras aisladas del volcan TNG,
Ecuador, proporcionando asi, una coleccion de levaduras autdctonas del
Ecuador con gran potencial para ser aplicadas en procesos de

biorremediacion.

2.2 Hipotesis

2.2.1 Resistencia a estrés por MP de las levaduras aisladas del volcan
TNG.
Hipotesis nula

Las levaduras aisladas del volcan TNG no presentan resistencia frente
a estrés por MP.

Hipotesis alternativa

Las levaduras del volcan TNG si presentan resistencia hacia el estrés
por MP

2.2.2 Supervivencia celular de levaduras aisladas del volcan TNG
después un tratamiento con MP.

Hipotesis nula

Las levaduras aisladas del volcadn TNG no sobreviven después de un
tratamiento con MP.

Hipotesis alternativa

Las levaduras aisladas del volcan TNG sobreviven después de un
tratamiento con MP.



2.2.3 Resistencia frente al estrés provocado por cada uno de los MP
sometidos a estudio, de al menos una cepa de levadura aislada del
volcan TNG.

Hipodtesis nula

No existe ninguna cepa de levadura, aislada del volcan TNG, resistente

al estrés provocado por cada uno de los MP sometidos a estudio.

Hipotesis alternativa

Existe por lo menos una cepa de levadura, aislada del volcan TNG,

resistente al estrés provocado por cada uno de los MP sometidos a estudio.

2.3. Seflalamiento de variables de la hipodtesis

2.3.1 Evaluacién de la resistencia frente a estrés por metales pesados
de levaduras aisladas del volcan TNG.

e Desarrollo de levaduras en medio de cultivo sélido.

e Desarrollo de levaduras en medio de cultivo liquido.

e Valoracion por espectrofotometria segun las estimaciones
mediante O.D. 600.

e Desarrollo de levaduras aplicando el método de goteo en placa
en presencia de concentraciones crecientes de MP.

e Evaluacién del crecimiento de levaduras en presencia de MP.

2.3.2 Analisis de la supervivencia de levaduras aislada del volcan TNG
tras el tratamiento con metales pesados

e Desarrollo de levaduras en medio de cultivo sélido.

e Desarrollo de levaduras en medio de cultivo liquido.

e Desarrollo de levaduras en medio de cultivo liquido
suplementado con MP.

e Cultivo de 300 células de levaduras en medio de cultivo sélido
con previa evaluacion por espectrofotometria segun las
estimaciones mediante O.D. 600.

e Valoracion de la viabilidad celular de levaduras.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

PDA (agar papa dextrosa), (Difco™, Francia), caldo YM (yeast and
moulds); cloruro cromico hexahidratado (CrCls.6H20), (BDH Chemicals,
Inglaterra); sulfato de zinc heptahidratado (ZnS04.7H20), (Baker Analyzed®
,USA); acetato de plomo trihidratado (CH3COO)2Pb.3H20, (Baker Analyzed®
,USA); nitrato de cadmio tetrahidratado (Cd(NO3)2.4H20), (Merck, Alemania);
cloruro de niquel hexahidratado (NiCl2.6H20), (May & Baker, Inglaterra).

3.2.Métodos

3.2.1 Cultivo de levaduras en medio sé6lido

Las levaduras previamente aisladas del volcdn TNG, se sembraron en
medio de cultivo so6lido PDA (extracto de papa 4,0 g, glucosa 20,0 g, agar 15,0
g, agua destilada 1000 mL), mediante la realizacion de estrias compuestas en
cajas Petri, en una incubadora (Memmert, Alemania) a una temperatura

constante de 20°C (x 2 °C), por un tiempo de 48 horas.
3.2.2 Cultivo de levaduras en medio liquido

Se sembraron las levaduras en medio de cultivo liquido YM (glucosa
10g, peptona 5g, maltosa 3g, extracto de levadura 3g, agua destilada 1000
mL) trasladando con un asa un indculo de biomasa desde las placas de medio
sélido, a tubos de ensayo con 3 ml de medio, se mezcld con cuidado hasta
observar turbidez. Se dej6é crecer a 20°C, por 24horas y con agitacién

constante de 150 rpm en una incubadora shaker (New Brunswick, USA).
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3.2.3 Tratamiento con metales pesados

Los medios de cultivo, tanto solidos como liquidos, fueron
suplementados con sales metalicas, a concentraciones, entre 0.2 y 20 mM, de
los diferentes MP sometidos a estudio: Cd, Cr, Ni, Pb, Cu y Zn, como se

describe a continuacion:

Tabla |. Concentraciones de sales de los MP en estudio

Metal Sal metalica Concentracion
pesado (mM)
Cd Cd(NOs3)2.4H20 0.2 1 2
Cr CrClz.6H20 2 10 20
Ni NiCl2.6H20 2 10 20
Pb (CH3COO0)2Pb.3H20 2 10 20
Zn ZnS04.7H20 2 10 20
Cu CuS0a4.5H,0 0.2 1 2

3.2.4 Resistencia al estrés por metales pesados de las levaduras
3.2.4.1 Método de goteo en placa

Para evaluar el impacto que la concentracion metalica tiene sobre el
crecimiento de levaduras aisladas previamente del volcan TNG, se empleé el
método de goteo en placa (Serrano-Bueno et al., 2013). Inicialmente se
sembraron las levaduras en medio de cultivo liquido YM a 150 r.p.m. durante
24 horas a una temperatura ambiente (pre inéculo). A continuacion, de cada
pre indculo se realizaron diluciones seriadas en agua estéril a 10, 102, 103y
10+ células/ml, correspondientes a una Abssoo de 0.4, 0.04, 0.004 y 0.0004
respectivamente. Posteriormente, se sembraron 2,5 ul de cada una de ellas
sobre placas con medio de cultivo PDA suplementado con sales metalicas de
Cd, Cr, Ni, Pb, Cuy Zn. Como control se utiliz6 medio PDA sin adicién de MP.

Las placas sembradas se incubaron a 20°C y pH 7, por 48 horas.

Se determinaron las levaduras resistentes a cierta concentracion de MP
en este primer ensayo preliminar, las cuales fueron sometidas al mismo
experimento pero a concentraciones crecientes del MP, con el mismo

protocolo mencionado en el apartado anterior.
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3.2.5 Determinaciéon de la viabilidad celular

La supervivencia celular se evalué6 como la capacidad para formar
colonias a partir de células individuales (unidades formadoras de colonias,
UFCs) después de un tratamiento con Cu, Zn, Cr, Pb, Ni y Cd en funcién del
tiempo (Serrano-Bueno et al., 2013). Primero, se realiz6 un pre indculo de
células de levadura, en medio YM y se dejo crecer en una incubadora shaker
a 150 r.p.m. durante 24 horas a 20 °C (x 2 °C), para la obtencion de células
jovenes. Se realizd6 un segundo in6culo con las células sembradas
anteriormente en un medio suplementado con la sal metalica a la maxima
concentracién; Cu 2mM, Zn 10 mM y Cd 1 mM, y se dejo crecer por 24 horas
a las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Obteniendo el inoculo
sometido a estrés metalico por 24 horas, se procedié a sembrar 300 células
tomadas de medio liquido suplementado con metal pesado a diferentes
concentraciones, segun las estimaciones mediante O.D.s00, €n placas con
medio solido PDA, las mismas que fueron incubadas a 20 °C por un periodo
de 48 horas. Se usé como control un inéculo que no fue sometido a estrés
metalico. La supervivencia se calcul6 como el porcentaje de colonias

formadas a partir del nimero de células inoculadas inicialmente.
3.3 Estadistica

Todos los experimentos planteados en este proyecto de trabajo de
titulacion se realizardn por triplicado. El analisis estadistico se realizd
mediante la prueba no paramétrica Chi-cuadrado (X 2) con p < 0,05, la prueba
t y analisis de varianza tabla ANOVA.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis y discusion de los resultados

4.1.1. Analisis de la resistencia a estrés por metal pesado de levaduras
aisladas del volcan TNG

4.1.1.1. Ensayo preliminar de crecimiento de levaduras en presencia de

metales pesados.

Con el objetivo de identificar las cepas de levaduras resistentes a estrés
por MP, aisladas previamente del volcan TNG, se realiz6 un ensayo preliminar
de goteo en placa a concentraciones iniciales de 0.2 mM para Cdy Cuy 2mM
para Zn, Cr, Pb y Ni (Figura 2).

Mediante los resultados obtenidos en el primer ensayo realizado de
goteo en placa, en el cual se sometieron a todas las levaduras aisladas del
volcan TNG, a un medio suplementado con una concentracién de 0.2 mM de
Cdy Cuy 2mM de Zn, Cr, Pb y Ni respectivamente, se pudo evidenciar la
resistencia que presenta cada especie hacia el estrés metélico, lo cual se ve
reflejado por el crecimiento positivo frente a los metales adicionados en el
medio. Como se observa en la figura 2, la mayoria de las especies presentan
resistencia hacia al menos un MP. Por el hecho de que fueron
microorganismos aislados de una fuente natural de contaminacion por MP,
como lo es el volcan TNG, dada sus emisiones de ceniza volcanica, se
demuestra que los focos contaminantes si constituyen nichos para la
evolucion de especies capaces de adaptarse a condiciones ambientales
extremas, incluyendo altas concentraciones de MP (Vullo, 2003; Volesky,
2001; Massaccesi et al., 2002).
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Figura 2. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés por diferentes MP (Zn, Cr, Pb, Ni, Cd y Cu). Se realizaron
diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron alicuotas de 2,5 pl (104, 103, 10?2 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después de 72 horas de incubacién a 20°C.
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En relacién al MP que se suplemento al medio, se obtuvo que el Cu fue
el elemento metalico mas tolerado con un 100% de cepas de levaduras del
volcan TNG resistentes a este metal, seguido por Zn, Pb y Cr con un 90% de
levaduras resistentes. Por el contrario, en el caso de Cd y Ni, solo se observé
un 40 % resistencia por parte de las levaduras, siendo estos dos los MP
menos tolerados. Esto puede deberse a que la ceniza volcanica tiene un gran
contenido Cu, Zn y Pb, por ende las especies autoctonas de esta fuente, van
a desarrollar mecanismo de supervivencia mayoritariamente hacia estos

elementos metélicos (Narvaez & Cano, 2014; Ruotolo et al., 2008).

En cuanto a las cepas de levadura sometidas a analisis, se determino
gue dos especies presentan resistencia frente a todos los MP sometidos a
estudio: Rhodotorula mucilaginosa, de la cual se han descrito mecanismos
gue incluye secuestro de MP por metalotioneinas través de su alto contenido
de cisteina y la adsorcion de cationes metalicos por las paredes celulares
(Salvadori et al., 2014; Ollivier et al., 2011), y Metschnikowia pulcherrima,
de la cual también se han reportado diferentes trabajos en lo que se
demuestra un alto grado de resistencia frente a Cd, Ni, Pb y Zn (Vadkertiova
y Slavikova, 2006). Se han realizado estudios acerca de la resistencia frente
a estrés por MP de estas dos especies, oriundas de fuentes de contaminacion
con origen antropogénico, sin embargo, no existe informacién acerca de la
tolerancia frente a MP de cepas pertenecientes a estas dos especies aisladas
de nichos naturales, es por esto, que se asume el presente trabajo como el
primer estudio que relaciona la tolerancia a estrés metalico de cepas de
Rhodotorula mucilaginosa y Metschnikowia pulcherrima aisladas de un

ecosistema natural.

Metschnikowia sp y Candida sake presentan una resistencia similar en
cuanto al tipo de estrés metdlico al que fueron sometidas de Zn, Cr, Pb, Ni, y

Cu. Estudios han demostrado que el género de Metschnikowia presenta
tolerancia a Cd e inhibicion ante Cu y Cr (Vadkertiova y Slavikova, 2006). Lo

cual resulta controversial con los resultados obtenidos con la cepa de

Metschnikowia sp de origen volcanico, y en base a que la ceniza volcanica
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esta conformada mayoritariamente por Cu, Zny Pb (Narvaez & Cano, 2014),

se demostro la influencia que las caracteristicas del medio de origen tienen

sobre la resistencia que presenta cada especie frente al estrés metalico.

4.1.1.2. Crecimiento de levaduras en presencia de

concentraciones crecientes de metales pesados

Las cepas de levaduras resistentes a la concentracion preliminar de MP
fueron sometidas a un segundo ensayo de goteo en placa a concentraciones
crecientes de Zn, Cr, Pb, Ni, Cd y Cu. Se tom6 como control negativo

levaduras no resistentes al metal en analisis.

4.1.1.2.1 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Zn

El Zn se encuentra de manera natural formando parte de algunos
minerales como la blenda, la marmatita o esfalerita de Zn, en forma de sulfuro
de zinc (Cargua, 2010).También se encuentran en los ecosistemas
volcanicos, como constituyente significativo de las cenizas volcénicas
(Calabrese & D'Alessandro, 2015; Narvaez & Cano, 2014). A pesar de ser
un MP poco comun en la naturaleza, sus concentraciones estan aumentando
por causas de las actividades antropogénicas, como la adicion durante
actividades industriales mineras, la combustion de carbén y residuos, el
procesado de acero o el galvanizado (Brown et al., 1999). A concentraciones
elevadas, este elemento se vuelve toxico afectando a la mayoria de los seres
vivos, ya que tiende a bioacumularse afectando la fisiologia celular (TULAS,
Libro VI, 2010).

En general, la biomasa flngica, aislada de aguas residuales
galvanicas, presentan tolerancia frente a estrés provocado por Zn, destacando
ciertas levaduras del genero Candida, las cuales presentan una gran
capacidad de resistir altas concentraciones de este elemento metalico (Brady

et al., 2008).
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Debido a que el 90% de las levaduras del volcAn TNG presentaron
resistencia frente a una concentracion de 2mM de Zn, siendo la excepcion
Gnicamente Saprochaete suaveolens, se procedié a realizar un segundo
ensayo a concentraciones crecientes de este metal (10 y 20mM) y a las
mismas condiciones (Figura 3). Los resultados obtenidos exponen la
resistencia de tres cepas de levadura hacia una concentracién de 10mM de
Zn en el medio Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp y Candida sake.
La capacidad de resistencia del género Candida hacia este MP, se debe a que
a partir de una concentracién 2 mM de Zn en el medio, las células comienzan
a almacenar la sustancia téxica en el interior de la vacuodla, para mantener la
homeostasis del medio celular con respecto al estrés provocado por este MP
(Bottcher et al., 2015; Taff et al., 2013). En el caso de los resultados
obtenidos con el género Metschnikowia, concordaron con ensayos realizados
por Vadkertiova y Slavikova en 2006, por lo que se pudo verificar la
resistencia de estas especies frente a estrés por Zn a una concentracion de
10mM. Ademas al utilizar Saprochaete suaveolens, como control negativo, se
pudo verificar la inhibicién de crecimiento de esta cepa por accion de la sal de

zinc.

TratamientoPDA + Zn
ESPECIE CONTROL

PDA 10 mMm 20 mm

Saprochaete suaveolens
(control)

Metschnikowia pulcherrima

1] ™

-

Metschnikowia sp.

e

Cryptococcus sp.

=7

Tremella sp.

Cryptococcus terricola

.

TITT

Rhodotorula mucilaginosa |

PeeeeeE®

Cryptococcus gastricus

T

Lecythophora sp.

Candida sake

Figura 3. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Zn. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 ul (104, 103, 10 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacion a 20°C.
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4.1.1.2.2 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Cr

El Cr es uno de los MP mas toxicos, que a concentraciones elevadas
causan importantes dafios a la salud humana. Las fuentes de contaminacién
para este elemento son las industrias de cemento, colorantes, construccion,
curtidurias, metalurgia, pinturas (anticorrosivas) y material fotogréafico
(Cargua, 2010). También se encuentra en la composicién quimica de las
cenizas volcanicas (Calabrese y D'Alessandro, 2015; Narvaez & Cano,
2014).

Una cepa de Candida sp, aislada del agua residual de una planta de
curtido de cuero, presenta resistencia a uno de los MP mas toxicos Cr,
creciendo a una concentracion de 2 mM. El mecanismo de accion es la
reduccion de Cr (VI) a Cr (Ill), el cual es acumulado en la maquinaria celular
(Baldi et al., 1990). Levaduras como Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae y Yarrowia lipolytica son incapaces de tolerar Cr (Cervantes,
2001).

Las especies de levaduras que presentaron resistencia frente a Cr (lll)
a una concentracion de 2mM en el primer ensayo, fueron sometidas a un
segundo ensayo de goteo en placa a concentraciones crecientes de este
metal, 10 y 20mM. Se incluyé6 a Saprochaete suaveolens como control
negativo debido a que no presento resistencia en el primer ensayo (Figura 4).
A partir de los resultados obtenidos se pudo observar que las levaduras del
volcan TNG Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp., Cryptococcus sp,
Tremella sp., Tremella sp., Cryptococcus terricola, Rhodotorula mucilaginosa,
Saprochaete suaveolens, Cryptococcus gastricus, Lecythophora sp. y
Candida sake no presentaron crecimiento en este segundo ensayo, por lo que

se establecié que no son resistentes a concentraciones altas de Cr.
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Tratamiento PDA + Cr
ESPECIE CONTROL

PDA 10 mM 20 mM

Saprochaete suaveolens
(control)

Metschnikowia pulcherrima

Metschnikowia sp.
Cryptococcus sp.
Tremella sp.
Cryptococcus terricola
Rhodotorula mucilaginosa
Cryptococcus gastricus
Lecythophora sp.

Candida sake

Figura 4. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Cr. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 ul (104, 103 10? y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacion a 20°C.
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4.1.1.2.3 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Pb

El Pb es un MP gue no se encuentra en su estado elemental muy
facilmente. Normalmente, se encuentra formando minerales como: la galeana,
cerusita y anglesita (Cargua, 2010). También se encuentra Pb, en forma de
sulfuros y sulfatos, en ecosistemas volcanicos tanto en la ceniza la volcanica
como en los suelos subyacentes (Hepp, 2008; Narvaez, O. 2004). Las
fuentes de origen antropogénico para el ingreso de Pb al ambiente son la
combustion del petrdleo, procesos industriales, combustién de residuos
sdlidos, instalaciones domésticas y en aleaciones metalicas, o quimicas como

tuberias, fabricacion de pinturas, masillas y pesticidas (Bautista, 1999).

En estudios realizados anteriormente, se ha encontrado resistencia a
estrés provocado por Pb, en cepas de Saccaromyces cerevisiae, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida robusta, Candida utilis, Candida laurentii,
Pichia farinosa, Cryptococcus albidus y Candida neoformans, aisladas de
fuentes de contaminacion antropogénica (Vullo, 2003; Navarro et al., 2007;
Sala et al., 2010, Salvadori et al., 2014).

Las nueve cepas de levaduras del volchAn TNG que presentaron
resistencia a una concentracion de 2mM de Pb, fueron sometidas a un
segundo ensayo de goteo en placa a concentraciones crecientes (10 y 20mM)
(Figura 5). La resistencia que presentaron todas las especies frente a estas
concentraciones, fue nula, ya que no se observé crecimiento microbiano en
ninguno de los casos. La capacidad de resistencia frente a MP, por parte de
las cepas de levaduras, se ve influencia por el medio de origen, asi por
ejemplo, se encontr6 que Candida albicans, aislada de aguas residuales
galvanicas, presento resistencia frente a una concentracion de 10 mM de Pb
(Calderdén, 2014). Mientras que otra cepa de la misma especie, aislada de
aguas subterraneas contaminadas, presenta resistencia a concentraciones
mas bajas 0.5 mM de Pb (Ezzouhr et al., 2010; Cardenas et al., 2013). Se
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asume gue como consecuencia del bajo contenido de Pb en la ceniza

volcanica, estas especies solo resistieron a una concentracion de 2mM de Pb.

Tratamiento PDA + Pb
CONTROL
ESPECIE
PDA 10 mM 20 mi
Saprochaete suaveolens
(control)

Tremella sp.

Cryptococcus terricola

Lecythophora sp.

Candida sake

Figura 5. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Pb. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 ul (104, 103 10? y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacion a 20°C.
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4.1.1.2.4 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Ni

A concentraciones pequenias, el Ni es esencial para el cuerpo humano
para la produccién de glébulos rojos, sin embargo, a altas concentraciones
llega a ser toxico. Este metal esta presente, de forma natural, en minerales
importantes como sulfuros de hierro y niquel, pentlandita y pirrotita o
garnierita. Pero las fuentes de contaminacion mas significativas resultan como
consecuencia de la actividad industrial como mineria, aleaciones, bronce y
laton, galvanizacion, baterias, pintura, productos agricolas, cosméticos y

medicinales (Brown et al., 1999; Cargua, 2010).

Se ha demostrado que la biomasa fungica de Aspergillus aculeatus,
Sporobolomyces sp, Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, sometidas a
estrés por Ni, presentan tolerancia hacia este metal (Ross, 1994; Shine et
al., 2015).

Las cepas sometidas a concentraciones crecientes de Ni fueron
Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp., Rhodotorula mucilaginosa y
Candida sake, pero ademas se incluyé a Cryptococcus sp., como control
negativo para afirmar la inhibiciéon de crecimiento por la sal de Ni (Figura 5),
Mediante los resultados obtenidos se pudo determinar que ninguna cepa es
resistente a altas concentraciones de este MP. Esto se debe a que la mayoria
de las especies fungicas presentan un rango de sensibilidad de 2.5 mM para
cepas tolerantes y 3.5 mM para cepas resistentes a Ni (Yu et al., 2012;
Ruotolo, Marchini & Ottonello, 2008). Por lo que se establecié que las
levaduras aisladas del volcdn TNG, no son resistentes a estrés generado por
altas concentraciones de este MP. Ademas se confirmé la inhibicion de
crecimiento microbiano de Cryptococcus sp., por la presencia de Ni en el
medio. En el caso Metschnikowia pulcherrima y Metschnikowia sp. no se han
registrado estudios acerca de la resistencia frente a este MP de estas cepas,
por lo cual, la presente investigacién se constituye como el primer estudio
acerca de la resistencia que presentan estas dos especies frente a estrés por
Ni.
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Tratamiento PDA + Ni
ESPECIE CONTROL

PDA 10 mM 20 mM

Cryptococcus sp.

(control)

Candida sake

Figura 6. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Ni. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104 103, 10? y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacién a 20°C.

4.1.1.2.5 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Cd

El Cd es un metal pesado muy toxico, que en concentraciones altas
resulta cancerigeno. Se encuentra, de forma natural, formando parte de
minerales como blenda de cadmio (CdS), otavita (CdCOs) o monteponita
(CdO). Las emisiones de ceniza volcanica son la fuente natural mas
significativa de Cd en la atmdsfera (Cargua., 2010; Narvaez & Cano, 2014).
Las industrias de galvanotecnia, fabricacion de esmaltes, fotografia y
tintoreria, son algunos ejemplos de fuentes de origen antropico para la
contaminacion por Cd (Cargua, 2010).

Algunas especies fungicas como Gliocladium roseum, Talaromyces
helicus Aspergillus terreus, Cladosporium cladosporioides, Fusarium
oxysporum, Penicillium sp., y Trichoderma koningii, aisladas de fuentes
contaminadas con Cd, han demostrado ser resistentes a concentraciones
entre 0.25 y 0.5 mM de Cd (Massaccesi et al., 2002).

Cuatro especies de las levaduras sometidas a analisis; Metschnikowia
pulcherrima, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus gastricus Yy
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Lecythophora sp., que presentaron resistencia a una concentracion de 0.2 mM
de Cd, fueron sometidas a concentraciones crecientes de este elemento
metalico. También se incluyd a la cepa de Cryptococcus sp., como control
negativo para verificar la inhibicion del crecimiento microbiano por parte de las
sal de Cd (Figura 7).

Los resultados obtenidos mostraron dos levaduras resistentes a una
concentracion de 1mM de Cd, estas cepas fueron Rhodotorula mucilaginosa
y Cryptococcus gastricus, con un gran crecimiento microbiano en ambos

casos.

Una cepa del genero Rhodotorula, aislada de suelos mineros, resulto
resistente a concentraciones de 0.2 mM de Cd (Li & Yuan, 2006). Mientras la
cepa de Rhodotorula mucilaginosa aislada del volcdn TNG, presentd
resistencia a una concentracion de 1mM, es decir, especies de un mismo
género pueden presentar diferentes comportamientos frente al estrés
provocado por este elemento téxico, por lo que se asume que la respuesta de
resistencia puede ser favorable o desfavorable segun el origen de la cepa.

TratamientoPDA + Cd
ESPECIE CONTROL

PDA 1 mMm 2 mm

Saprochaete suaveolens
(control)

Metschnikowia pulcherrima

Rhodotorula mucilaginosa . @ e £ &

Cryptococcus gastricus l‘ . . . ’ (3 e e
Lecythophora sp. i ‘ . .

Figura 7. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Cd. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 ul (104, 103 10 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacion a 20°C.

4.1.1.2.6 Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Cu
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A pesar de ser un metal esencial, concentraciones altas de Cu resultan
toxicas para los seres vivos. (TULAS, 2010). Las emisiones de este elemento
se han incrementado debido a las metalurgias de Cu, la quema de basura
urbana y la produccion de energia, entre otras, que expiden gases toéxicos
como mondxido de carbono, sustancias organicas volatiles, 6xidos nitrosos,
oxidos de azufre, y clorhidratos y fluoruros que contiene Cu (Cargua, 2010).

Las cepas de levaduras que presentaron resistencia frente a una
concentracion de 0.2 mM de Cu, fueron sometidas a un segundo ensayo de
concentraciones crecientes (Figura 8). Los resultados obtenidos a partir de
este ensayo, mostraron una alta resistencia de las levaduras frente a las
concentraciones de 1 y 2 mM de Cu, con la excepcion de Saprochaete
suaveolens que fue la Unica especie inhibida por altas concentraciones de
este MP.

Se ha reportado resistencia frente a una concentracion de 0.5 mM de
Cu por parte de una cepa de Rhodotorula mucilaginosa, aislada de aguas
residuales (Salvadori et al., 2014; Deligios 2015; Garza, 2005). La cepa de
Rhodotorula mucilaginosa de origen autdctono Ecuatoriano, especificamente
del volcan TNG, presento resistencia a una concentracion mas elevada: 2mM
de Cu, lo cual indica que en nuestro pais existen especies con gran potencial
para ser aplicadas en procesos de biorremediacién. En cuanto a las 8
especies restantes Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp.,
Cryptococcus sp., Tremella sp., Tremella sp., Cryptococcus terricola,
Cryptococcus gastricus, Lecythophora sp., y Candida sake, no se encontraron
referencias bibliograficas acerca de la resistencia de estas especies frente a
Cu. Por lo tanto, se asume el presente trabajo como el primer estudio de la
resistencia de dichas especies frente a estrés provocado por este MP.
Obteniendo como resultado que las 8 especies son resistentes a

concentraciones altas, de hasta 2 mM, de Cu.

En cuanto a las particularidades fisicas del crecimiento de las colonias
de levaduras, se observé un cambio de color en la mayoria de las cepas, por
ejemplo, las levaduras que crecian normalmente de color rosa, en presencia

de Cu tomaron una tonalidad marron-rojizo. Esto se puede deber a que a
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concentraciones mayor de 1mg/L, el color natural del cobre predomina sobre
el medio en el que se encuentra (Jiménez, 2001). Con esta caracteristica
cualitativa, que presentaron las cepas resistentes a Cu, se prevé que el

mecanismo de resistencia de las levaduras frente a este MP fue la

bioacumulacion en la maquinaria celular.

Tratamiento PDA + Cu
ESPECIE CONTROL
Saccharomyces cereviseae z
{control) |
Metschnikowia pulcherrima A \ N |
D0 000 896 0
Metschnikowia sp P
o ¢ ® 1. ¢ '. ®
Cryptococcus sp. O 0 9 0 ¢
Tremellasp. s @ & -0 o
Cryptococcus terricola : ¢ ¢ )
Rhodotorula mucilaginosa
¢ o 4
Saprochaete suaveolens
Cryptococcus gastricus
Lecythophora sp.
Candida sake

Figura 8. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés
por Cu. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 ul (104, 103 10? y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con las distintas concentraciones de MP. Las fotografias se tomaron después
de 72 horas de incubacion a 20°C.

4.1.2. Viabilidad celular de las especies de levaduras después de un
tratamiento con MP
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4.1.2.1 Viabilidad celular de las especies de levaduras después de un

tratamiento con Zn

Debido a que tres cepas de levaduras aisladas del volcan TNG;
Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp y Candida sake, presentaron
resistencia a concentraciones altas, de hasta 10mM de Zn, se procedi6 a
determinar la viabilidad celular de estas especies tras un tiempo de exposicion

de 24 horas al estrés provocado por 10mM de Zn.

Mediante los datos obtenidos, se pudo determinar que la cepa de
Candida sake present6 la mayor supervivencia con un 64.4% de células
viables después de 24 horas de exposicion a estrés causado por una
concentracion de 10 mM de Zn, seguidamente Metschnikowia pulcherrima con
un 47.2% de supervivencia y por ultimo Metschnikowia sp con un 18.2% de
supervivencia (Figura 9). El decremento de viabilidad celular se puede deber
a los diferentes mecanismos de accién que han sido desarrollados por cada

especie frente al estrés metalico.

A nivel celular, se ha demostrado que el gran potencial del género
Candida hacia este MP, se debe a la capacidad de adaptabilidad metabdlica
gue esta genero tiene frente al estrés (Brown, 2014; Che et al, 2014; Zhang
et al., 2012). En ciertas especies, a partir de una concentracion 2 mM de Zn,
las células comienzan a almacenar el metal en el interior de la vacuola, y lo
utiliza en reacciones redox del metabolismo celular (Béttcher et al., 2015;
Taff et al., 2013), lo cual les permite resistir concentraciones mas altas, de
hasta 10Mm. Como se puede observar visualmente en la Figura 10, las
especies que crecieron en el medio suplementado con Zn, presentaron un
cambio de coloracién en sus colonias, dicho cambio fue proporcional a la
concentracion del metal, lo que sugiere este mecanismo de resistencia de las
especies hacia este elemento metalico, lo cual también sucedié anteriormente
con Cu. Debido a que no se pudo encontrar estudios relacionados
especificamente con la resistencia de estas tres cepas de levaduras frente a
Zn, se asume este trabajo como el primer estudio de la resistencia de

Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp. y Candida sake frente a estrés
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provocado por Zn, donde se obtuvo una gran resistencia a altas

concentraciones de este metal de hasta 10mM.

100.0 % Viabilidad celular de levaduras aisladas del volcan TNG frente a Zn
80.0
60.0
40.0

20.0

0.0

Metschnikowia pulcherrima
Metschnikowia sp

Candida sake

Figura 9. Capacidad de supervivencia de Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia
sp y Candida sake a la mayor concentracion de Zn (10mM). Se determiné la viabilidad
celular como la capacidad para formar colonias a partir de células individuales (unidades
formadoras de colonias, CFUs) tras 24h. de exposicion al estrés correspondiente. El
experimento se realizé por duplicado.

Tratamiento PDA+Zn

ESPECIF CONTROL
PDA

Metschnikowia pulchemima

Metschnikowia $p ' 0 (! 0 Q) 0 Q d o ° .
Candida sake ... ..“‘."‘ .

Figura 10. Crecimiento de las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG resistentes
a estrés por Zn en un rango de 2 a 20 mM.

4.1.2.2 Viabilidad celular de las especies de levaduras después de un
tratamiento con Cd.
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Se encontraron dos cepas de levaduras resistentes a una
concentracion de Cd 2mM, las cuales fueron Rhodotorula mucilaginosa y
Cryptococcus gastricus, por lo cual, se procediéo a determinar la viabilidad
celular de estas especies tras un tiempo de exposicion de 24 horas al estrés
provocado por esta concentracion del metal. A partir de lo cual se obtuvo que
el 31.5% de células de Cryptococcus gastricus fueron viables a pesar de haber
sido sometidas a estrés por Cd y un 24.2% de células de Rhodotorula
mucilaginosa resultaron ser viables (Figura 11). Lo que indica que las
especies tienen una alta capacidad de resistencia frente a concentraciones

altas de Cd, pero baja viabilidad celular después de un tratamiento de 1mM
de este metal.

% Viabilidad celular de levaduras aisladas del volcan TNG frente a Cd

80.0
60.0
40.0
20.0

0.0

Rhodotorula mucilaginosa

Cryptococcus gastricus

Figura 11. Capacidad de supervivencia de Rhodotorula mucilaginosa y Cryptococcus
gastricus a la mayor concentracion de Cd (1mM). Se determind la viabilidad celular como
la capacidad para formar colonias a partir de células individuales (unidades formadoras de
colonias, CFUs) tras 24h. de exposicidn al estrés correspondiente. El experimento se realizé
por duplicado.

4.1.2.3 Viabilidad celular de las especies de levaduras después de un
tratamiento con Cu
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Las células de ciertas levaduras tiene la capacidad de asimilar el Cu en
diferentes estados de valencia, incluyéndolo en reacciones redox de varios de
sus procesos celulares y asi moderando su toxicidad (Quaranta et al., 2011).
Este hecho unido a que el medio de origen de las cepas estudias, contiene
cantidades importantes de este elemento metalico (Narvéez, 2004),
determinaron el gran potencial de supervivencia que presentaron las células
de la mayoria de las especies aisladas del volcan TNG, después de haber
sido expuestas a estrés por Cu por un lapso de 24 horas (Figura 13). Se
consiguieron porcentajes altos de viabilidad celular 87.1% por parte de
Metschnikowia sp. y 86% de Candida sake, por lo cual se identifico a estas
especies como las mas resistentes y viables frente a concentraciones altas de
Cu. Las cepas de Cryptococcus terricola, Tremella sp., Rhodotorula
mucilaginosa y Cryptococcus sp., presentaron una viabilidad celular similar
en un rango del 70% y 77%, aproximadamente. Seguido se encuentran las
cepas de Cryptococcus gastricus y Lecythophora sp., que revelaron viabilidad
celular del 55 y 57% respectivamente. Y por ultimo esta Metschnikowia
pulcherrima con un 30.9% de viabilidad celular, que a comparacion de las otras
especies sometidas al analisis, fue la menos viable. A partir de los resultados
obtenidos, se pudo determinar que la mayor parte de biodiversidad de
levaduras aisladas del volcan TNG presentaron un alto potencial de viabilidad
celular (Figura 13) frente a concentraciones altas de Cu, convirtiéndolas en

especies aptas para ser aplicadas en procesos de remocion de este MP.
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% Viabilidad celular de levaduras aisladas del volcan TNG frente a Cu

Figura 12. Capacidad de supervivencia de las 9 especies de levaduras aisladas del
volcan TNG frente a altas concentraciones de Cu (2 mM). Se determind la viabilidad celular
como la capacidad para formar colonias a partir de células individuales (unidades formadoras
de colonias, CFUs) tras 24h. de exposicion al estrés correspondiente. El experimento se
realizé por duplicado.

Tratamiento PDA + Cu
ESPECIE CONTROL

PDA 02 mM 1 mM 2 mM

Metschnikowia pulcherrima f’ 0 [' @ 'Y | g ¢ @ P L‘ 5 ';
Metschnikowia sp . " ‘G Y & w' o 00 :
Cryptococcus sp. . ® 8 ‘ o & ‘\. . o ® \
Tremellz sp. . & . ¢ o @ ’ [

Cryptococcus terricola . 0o 00 v —
Rhodotorula mucilaginosa

0009 0
Ssprochaete suaveolens . ’ . . ? ‘ . & i
Cryptococcus gastricus (. . . ' . . . .!; ‘r. . . ‘

‘ r
Lecythophora sp. ".. ‘...D‘. .
Candida sake i.—‘..'..Fi'...'

Figura 13. Capacidad de supervivencia de las 9 especies de levaduras aisladas del
volcan TNG frente a altas concentraciones de Cu (2 mM).
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4.2. Verificacién de hipotesis

4.2.1 Resistencia a estrés por MP de las levaduras aisladas del volcan
TNG.
Hipotesis nula

Las levaduras aisladas del volcan TNG no presentan resistencia frente
a estrés provocado por MP.

Hipodtesis alternativa

Las levaduras del volcan TNG si presentan resistencia hacia el estrés
provocado por MP

Tabla Il. Frecuencias obtenidas del crecimiento de las levaduras aisladas del
volcan TNG en presencia de diferentes MP.

Especie Zn Cr Pb Ni Cd Cr

2mM 2mM 2mM  2mM 0.2 mM 0.2
Metschnikowia pulcherrima
Metschnikowia sp.
Cryptococcus sp.
Tremella sp.
Cryptococcus terricola
Rhodotorula mucilaginosa
Saprochaete suaveolens
Cryptococcus gastricus
Lecythophora sp.
Candida sake

RPRRPRORRRRRR
PRPRRPRORRPRRRRR
PR RPRORRRPRRR
POOOROOOR R
ORPrPRPOFROOOOR
RPRRPRRRRRPRRRR

1: crecimiento de la especie; 0: ausencia de la especie

Tabla lll. Valor calculado para la prueba X2y valor p

Estadistico  Valor _al p
Chi Cuadrado Pearson 27.77 1 <0.0001

Chi Cuadrado MV-G2 31.00 1 <0.0001

Mediante la prueba de Chi-cuadrado (X2), aplicada en los resultados
de crecimiento obtenidos de levaduras aisladas del volcan TNG frente a estrés

por Zn, Cr, Pb, Ni, Cdy Zn, se calculd de X2 < 0.0001, siendo este un valor
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menor tabulado, se acepta la hipétesis alternativa. Es decir que las levaduras
aisladas del volcan TNG si presentan resistencia frente al estrés provocado

por los MP sometidos a estudio.

4.2.2 Supervivencia celular de levaduras aisladas del volcan TNG
después un tratamiento con MP.

Hipotesis nula

Las levaduras aisladas del volcan TNG no sobreviven tras un
tratamiento con MP.

Hipoétesis alternativa

Las levaduras aisladas del volcAn TNG si sobreviven tras un
tratamiento con MP.

Debido a que se obtuvo supervivencia en tres MP por parte de
diferentes cepas de las levaduras aisladas del volcan TNG, se realizé el

analisis de varianza para Zn y Cu, y una prueba T para Cd.

Tabla IV. Analisis de varianza de la supervivencia de las especies de
levaduras aisladas del volcan TNG frente a Zn.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2178.46 2 1089.23 62.94 0.0036
ESPECIE 2178.46 2 1089.23 62.94 0.0036
Error 51.92 3 17.31

Total 2230.38 5

Se obtuvo un valor de " 0.0036 pcaiculado < 9.61 Prabulado ", pOr lo cual se

rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alternativa.

Tabla V. Andlisis de varianza de la supervivencia de las especies de
levaduras aisladas del volcan TNG frente a Cu.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5063.01 8 632.88 39.81 <0.0001
ESPECIE 5063.01 8 632.88 39.81 <0.0001
Error 143.08 9 15.90

Total 5206.09 17
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Mediante el analisis de varianza aplicado para la supervivencia frente

a Cu, se obtuvo un valor de "0.0001 pcalculado < 5.84 Prabulado”, por lo cual se

rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipoétesis alternativa.

Tabla VI. Pruebat parala supervivencia de las especies de levaduras
aisladas del volcan TNG frente a Cd.

Variable 1 Variable 2

Media 24.2391304 31.509434
Varianza 1.15784499 37.6646493
Grados de libertad 1

Estadistico t -1.65015912

P (T<=t) una cola 0.17342197

Valor critico de t (una 6.31375151

cola)

P (T<=t) dos colas 0.34684393

Valor critico de t (dos 12.7062047

colas)

Mediante la aplicacion de la prueba t Student se obtuvo un valor de
"tcalculado 12.706 > ttabulado -1.65", por lo cual se rechaza la hipotesis nula y se

acepta la hipotesis alternativa.

Por medio del analisis realizado, se acepta la hipotesis alternativa,
confirmando que las levaduras aisladas del volcan TNG si sobreviven después

de un tratamiento con MP.

4.2.3 Resistencia frente al estrés provocado por cada uno de los MP
sometidos a estudio, de al menos una cepa de levadura aislada del
volcan TNG.

Hipoétesis nula

No existe ninguna cepa de levadura, aislada del volcan TNG, resistente

al estrés provocado por cada uno de los MP sometidos a estudio.

Hipotesis alternativa

Existe por lo menos una cepa de levadura, aislada del volcan TNG,

resistente al estrés provocado por cada uno de los MP sometidos a estudio.
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Tabla VII. Valor calculado para la prueba X2 y valor p para Rhodotorula

mucilaginosa

Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 6.00 1 0.0143
Chi Cuadrado MV-G2 8.32 1 0.0039
Coef.Conting.Cramer 1.00
Coef.Conting.Pearson 0.71

En el andlisis de crecimiento de la cepa de Rhodotorula mucilaginosa
aislada del volcan TNG en presencia de Cd, Cr, Ni, Pb, Cuy Zn, para la prueba
Chi-cuadrado (X2), se determiné un valor de X2 calculado menor al tabulado,

por lo tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa.

Tabla VIII. Valor calculado para la prueba X2 y valor p para

Metschnikowia pulcherrima

Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 2.67 1 0.1025
Chi Cuadrado MV-G2 2.91 1 0.0880
Coef.Conting.Cramer 0.67
Coef.Conting.Pearson 0.55

En el andlisis de crecimiento de la cepa de Metschnikowia pulcherrima
aislada del volcan TNG en presencia de Cd, Cr, Ni, Pb, Cuy Zn, para la prueba
Chi-cuadrado (X2), se determiné el valor de X2 calculado menor al tabulado,

por lo tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa.

Por lo tanto se acepta la hipétesis alternativa, demostrando que en la
biodiversidad de levaduras aisladas del volcan TNG, se encontraron dos
cepas Metschnikowia pulcherrima y Rhodotorula mucilaginosa con la

capacidad de resistir estrés por todos los MP sometidos a estudio.

CAPITULO V
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La diversidad de levaduras aisladas del volcan TNG presenta una gran
tolerancia hacia el Cu. El 100% de las especies presentaron resistencia
a 0.2 mM de Cu y el 90% mostraron resistencia a 2 mM. Ademas en
la supervivencia frente a estrés metalico, se alcanz6 un maximo de
87.1% de células viables de Metschnikowia pulcherrima, después de
estar expuestas a 24 horas de estrés provocado por este elemento
metalico.

Mediante el andlisis realizado, se lograron identificar dos cepas de
levaduras altamente resistentes a estrés por lo diferentes MP
sometidos a estudio Metschnikowia pulcherrima y Rhodotorula
mucilaginosa. Estas especies mostraron la capacidad de crecer en
medios suplementados con 2mM de Zn, Pb, Niy Cr, y 0.2mM de Cd,
y Cu, respectivamente.

A partir de los datos obtenidos, se afirma que las fuentes de
contaminacion que contienen cantidades importantes de MP, como el
volcan TNG con sus emisiones de ceniza, ofrecen la oportunidad de
encontrar nuevas especies de levaduras con gran capacidad de

resistencia hacia MP.

5.2. Recomendaciones
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e Someter a estudios de remocion de Cd a las cepas de Rhodotorula
mucilaginosa y Cryptococcus gastricus, que demostraron ser altamente
resistentes frente a concentraciones altas de este MP.

e Someter a estudios de remocion de Zn a las cepas de Metschnikowia
pulcherrima, Metschnikowia sp. y Candida sake, que demostraron ser
altamente resistentes y viables frente a concentraciones altas de este
MP.

e Utilizar las cepas de levaduras aisladas del volcan TNG, para la
obtencion de nuevos procesos de biorremediacion de ambientes

contaminados con MP.
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Anexo A: Fotografias delos 7 puntos de origen de las cepas de levaduras

aisladas del volcan Tungurahua, Ecuador
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Anexo B: Caracteristicas macroscopicas de levaduras aisladas del
volcan TNG.

Cryptococcus sp. Tremella sp.

Cryptococcus terricola

Saprochaete suaveolens

Candida sake
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