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RESUMEN EJECUTIVO

El canal de riego Latacunga — Salcedo — Ambato (CRLSA) abastece
importantes areas agropecuarias de las provincias de Cotopaxi Yy
Tungurahua, cuyos productos son distribuidos a lo largo de todo el Ecuador.
La proximidad de los volcanes Tungurahua y Cotopaxi, unido a los vertidos
al canal de curtiembres, industrias textiles, aguas servidas, mataderos,
fabricas, hospitales y producto de actividades agricolas, hacen de este
ecosistema, un espacio susceptible a la contaminacion por metales pesados.

El andlisis de resistencia de levaduras autdctonas de este canal al estrés por
metales pesados usando una concentracion preliminar de 0.2 y 2 mM mostré
una elevada resistencia a Zn (100% de las especies) y a Pb (76.92%). Por el
contrario, el Cd fue el metal pesado menos tolerado, ya que solo el 53,85 %
de las especies fungicas mostraron crecimiento en presencia de 0.2mM del
metal. En cuanto a las cepas de levadura, cinco de ellas mostraron
tolerancia a todos los metales pesados sometidos a estudio, Pichia kluyveri,
Candida oleophila, Pichia fermentans, Cystofilobasidium infirmominiatum y
Metschnikowia pulcherrima. A pesar de que solo siete cepas de levaduras
fueron resistentes a 0.2mM de Cd, dos de ellas (Cryptococus faraegula y
Rhodotorula mucilaginosa) resistieron concentraciones elevadas de hasta 2

mM de este metal en un segundo experimento de crecimiento en gota.

El analisis de la contaminaciéon por Cd del CRLSA demostré que este
ecosistema extremo, actia como nicho perfecto para organismos
caracterizados por su capacidad de adaptacion a condiciones limitantes.

Palabras clave: Resistencia, metales pesados, canal de riego, levaduras.
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ABSTRACT

The Latacunga — Salcedo — Ambato irrigation channel (LSAIC) supplies
important agricultural areas in the Cotopaxi and Tungurahua provinces, in
which products are distributed all throughout Ecuador. The proximity of the
Tungurahua and Cotopaxi volcanoes jointed to the discharges of the canal
for tanneries, textile industries, wastewaters, slaughterhouses, factories,
hospitals, and agricultural products, make this ecosystem susceptible space

for contamination by heavy metals.

The resistance analysis of native yeasts of this channel to heavy metal stress
using a preliminary concentration of 0.2 and 2 mM showed a high resistance
to Zn (100% of the species) and Pb (76.92%). On the contrary, Cd was the
most tolerated heavy metal, since only 53.85% of fungal species showed
growth in the presence of 0.2mM of the metal. Five of yeast strains showed
tolerance to all heavy metals under study, Pichia kluyveri, Candida oleophila,
Pichia fermentans, Cystofilobasidium infirmominiatum and Metschnikowia
pulcherrima. Although, only seven yeast strains were resistant to 0.2mM of
Cd (Cryptococcus faraegula and Rhodotorula mucilaginosa), two of them
resisted high concentrations of 2 mM of this metal in a second drop growth

experiment.
The analysis of contamination by Cd, in the LSAIC, showed that this extreme

ecosystem acts as perfect niche for organisms characterized by their ability
to adapt limiting conditions.
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INTRODUCCION

Una de las principales caracteristicas de la sociedad actual es el
elevado grado de desarrollo tecnologico e industrial que presenta. Los
aspectos positivos derivados de este importante nivel de desarrollo son
claros, sin embargo, no se deben dejar de lado las evidentes consecuencias
negativas coligadas. Una de las mas significativas es la contaminacion, tanto
por compuestos organicos como por contaminantes de naturaleza
inorganica, entre estos ultimos, los mas destacados debido a su resistencia

a la biodegradacion son los metales pesados (Sarma et al., 2011).

La contaminacion de entornos naturales por metales pesados es
actualmente una de las preocupaciones ambientales mas importantes, ya
gue representan una amenaza para el medio ambiente y la salud publica
debido, principalmente, a su toxicidad, acumulacion en la cadena alimentaria
y persistencia en la naturaleza. En cierta medida, la presencia de este tipo
de elementos tiene un origen natural: procesos de meteorizacion, incendios,
erupciones volcanicas, transporte aéreo de particulas, etc., contribuyendo al
incremento de metales pesados en diferentes nichos ecolégicos (MacKenzie
y Canil, 2008, Shcherbov et al., 2008, Balabanova et al., 2011). No
obstante, son las actividades antropogénicas tales como la agricultura, la
mineria, la eliminacibn de residuos o vertidos por parte de diferentes
industrias, las principales responsables de la acumulacion en cantidades no
deseables de una gran variedad de metales (Cordero et al., 2005). Debido a
la cercania de dos volcanes activos como Tungurahua y Cotopaxi, ademas
de las intensas actividades industriales y agropecuarias, el CRLSA se
convierte en un ecosistema muy susceptible a la contaminacion por metales
pesados, por lo cual se hace imprescindible la busqueda de alternativas
encaminadas a la remocion de esta contaminacion (CESA, 2003).

Desde que se han reconocido los serios problemas de la acumulacién
de metales en ambientes naturales, son diversos los métodos aplicados

encaminados a disminuir esta contaminacion. Diferentes técnicas de



separacion, tales como la precipitacion diferencial o el intercambio i6nico, se
han descrito en detalle, pero la mayoria de ellos no son viables a escala
industrial, debido a que requieren un estricto control de los parametros
fisicoquimicos de las soluciones a tratar, o simplemente por su alta relacion
costo-efectividad  (Gavrilescu, 2004, Wang y Chen, 2009). EI
descubrimiento de que muchos sistemas biolégicos no son victimas de la
toxicidad por metales pesados, sino agentes activos de la movilizacion de
metal, cambi6 radicalmente esta imagen y abrié la oportunidad de explorar la
importancia y su potencial en el campo biotecnoldgico. Los metales no son
sélo la fuente de energia para un importante nimero de microorganismos,
sino también un requisito absoluto para muchas actividades enziméaticas que
utilizan metales como cofactores, es asi que se han desarrollado nuevas
tecnologias para la remocién de contaminantes como la biorremediacion, la
misma que representa una alternativa sustentable y de bajo costo para la
rehabilitacion de ambientes afectados por contaminantes naturales y
antropogénicos (Singh y Jain, 2003, Reichenauer y Germida, 2008). Las
técnicas bioldgicas muestran considerables ventajas sobre los métodos
tradicionales como: disminucion de la contaminacion secundaria, simplicidad
de operacion a bajas concentraciones de metales y aumento de la eficacia
con respecto al costo (Croteau et al., 2005, Lone et al., 2008). Entre los
microorganismos mas utilizados en este tipo de procesos se incluyen
bacterias, cianobacterias, hongos filamentosos, levaduras y microalgas
(Malik, 2004, Massaccesi et al., 2002, Perez-Rama et al., 2002). Los
hongos filamentosos y levaduras estan considerados por diversos autores,
como los microorganismos mAas adecuados para este tipo de
biorremedacion. Esta consideracion se debe, entre otros, a que poseen una
elevada tolerancia hacia los metales, son un grupo versatil que puede
adaptarse y crecer en condiciones adversas de pH, temperatura, salinidad y
escasa disponibilidad de nutrientes; adicionalmente, poseen la ventaja de
contar con una pared celular con excelentes propiedades de unién a metales
(Khan, 2001, Baldrian y Gabriel, 2002, Gavrilescu, 2004, Anand et al.,
2006). El uso de la biorremediacion para el tratamiento de ecosistemas

contaminados es una tecnologia relativamente nueva, aun en desarrollo, por
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lo cual, la informacion acerca de microorganismos capaces de degradar
metales pesados es escasa, por esta razdn es necesario realizar un estudio
previo acerca de la capacidad de resistencia a estos contaminantes que

poseen las cepas de interés.

El desarrollo de técnicas de biorremediacion para aguas
contaminadas con metales pesados es una prioridad en Ecuador, debido a
las industrias en crecimiento con las que cuenta el pais de las cuales se
descargan este tipo de contaminantes en sus aguas residuales, dado que no
han recibido un tratamiento adecuado. Se hace necesario entonces, buscar
soluciones eficientes utilizando levaduras propias de Ecuador, adecuadas al
contexto socio-econdmico y ambiental de paises en desarrollo aprovechando
la amplia biodiversidad existente en el pais (Howard, 2000). La
biodiversidad de levaduras asociadas al CRLSA se determind
molecularmente en una investigacion previa. Tras el analisis filogenético, las
especies se dividieron en los filos Basydiomicota con 3 representantes, y
Ascomiceta con 10 representantes (Figura 1). Cabe destacar que las 10
especies incluidas en el filo Ascomycota corresponden a un unico orden
filogenético: Saccharomycetes. Respecto a las especies del filo
Basidiomiceta, Cryptococcus feraegula y Cystofilobasidium infimominia
pertenecen al orden Tremellomycetes, mientras que Rhodotorula

mucilaginosa pertenece al orden Microbotrymycetes.



Tremellomycetes

Microbotrymycetes

Saccharomycetes

—
0.02

Figura 1. Arbol filogenético obtenido mediante analisis “Neighbour-joining” del
dominio D1/D2 del gen 26S RNA. La barra de error corresponde a las sustituciones
acumuladas cada 200 nucledtidos. Los grupos sombreados corresponden a los filos

Basidiomiceta (rosa) y Ascomiceta (azul).

Con la presente investigacion se pretende analizar la resistencia al
estrés por metales pesados de levaduras previamente aisladas del CRLSA,
con el fin de obtener una coleccion de cepas con potencial para ser
utilizadas en biorremediacion de ambientes contaminados con metales

pesados.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1.Temade la investigacién

Andlisis de la resistencia a estrés por metales pesados de
levaduras aisladas del canal de riego Latacunga — Salcedo -
Ambato.

1.2.Justificacién

El CRLSA abastece importantes areas agropecuarias de las provincias de
Cotopaxi y Tungurahua, cuyos productos son distribuidos a lo largo de todo
el Ecuador. La proximidad de los volcanes Tungurahua y Cotopaxi, unido a
los vertidos al canal de curtiembres, industrias textiles, aguas servidas,
mataderos, fabricas, hospitales y producto de actividades agricolas, hacen
de este ecosistema, un espacio susceptible a la contaminacion por metales

pesados.

Los ecosistemas contaminados normalmente se convierten en importantes
nichos ecolégicos para especies bioldgicas con alta capacidad de resistencia
al estrés generado por cada tipo de contaminacion. Entre estas especies
destacan los microorganismos como hongos filamentosos y levaduras los
cuales se adaptan eficientemente a ecosistemas extremos, dado que son un
grupo versétil que puede adaptarse y crecer en condiciones adversas de pH,
temperatura, salinidad, escasa disponibilidad de nutrientes o contaminacion

guimica, como presencia de metales pesados.

Las importaciones de material bioldogico para tratamientos de
biorremediacion en el pais, principalmente en actividades petroleras, es
consecuencia de las escasas investigaciones de cepas autdctonas, capaces

de reducir la contaminacion en el ecosistema. No puede haber un cambio de
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la matriz productiva en el Ecuador si no se explota adecuadamente la
biodiversidad del pais en beneficio del mismo. Surge entonces la necesidad
de buscar soluciones eficientes y econdmicas para reducir la contaminacion

por metales pesados, empleando material bioldgico propio de Ecuador.

1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de resistencia a estrés por metales pesados de

levaduras aisladas del CRLSA.

1.3.2. Objetivos especificos

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

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

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

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

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

6. Evaluar la supervivencia de levaduras aisladas del CRLSA tras el

tratamiento con metales pesados.



CAPITUO II
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes investigativos

Se denominan microorganismos extremofilos a aquellos que se adaptan
a la vida en condiciones extremas como aguas termales (termdfilos),
ecosistemas polares (psicrofilos), lagos alcalinos (alcaldfilos), lagos de sal
naturales o artificiales (haldfilas), y aguas de mina &cidas o manantiales
sulfurosos (aciddfilos) (Rothschild & Mancinelli, 2001). La investigacion de
ambientes extremos es de interés, tanto desde el punto de vista académico,
como biotecnoldgico. Desde el punto de vista académico, estos estudios
estan contribuyendo a ampliar la evaluacion de la diversidad microbiana en
el planeta, mientras que, en el campo biotecnolégico, son importantes para
la busqueda de nuevos biocatalizadores tales como extremoenzimas o
nuevas estrategias de biorremediacion (Brierley et al., 1989; Gupta et al.,
2000; Herbert, 1992; Sharp & Munster, 1986; Watanabe, 2002). La
mayoria de microorganismos extremaofilos son procariotas, sin embargo, los
recientes avances en técnicas moleculares y su posterior aplicacion en el
campo de la microbiologia, han revelado la diversidad de microorganismos
eucariotas asociados a numerosos entornos, incluyendo ecosistemas
extremos (Caron et al., 2004).

Entre los eucariotas extremdfilos autétrofos destacan las algas
fotosintéticas como las algas verdes acidofilas correspondientes a los
géneros Chlamydomonas y Dunaliella (Zettler, 2003) ademas de las algas
rojas Galdieria maxima y Cyanidium caldarium (Doemel, 1971; Moreira,
1994). Aunque en menor medida, existen estudios que identifican eucariotas
heterétrofos ligados a ecosistemas extremos. Entre estos ultimos destacan
las levaduras y hongos filamentosos debido a las propiedades estructurales
y fisiologicas propias de estos microorganismos que les permiten soportar
condiciones limitantes (Boguslawska-Was et al., 2001). Un Ejemplo de
levadura extremdofila halofila es Debaryomyces spp, que puede crecer en

medios que contienen concentraciones hasta de 4 M de NaCl (Onishi,
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1963). Asi mismo se han aislado levaduras de ecositemas acidofilos como
del Lago Caviahue (Argentina) y de las minas de Rio Tinto (Espafia)
(Gadanho et al,. 2006, Russo et al., 2008).

El fuerte aumento del nivel de contaminacion del medio ambiente por
metales pesados causO gran interés al estudio de microorganismos
resistentes a estos contaminantes, es asi que se han realizado diversos
estudios poniendo especial interés en levaduras. Entre otros, Norris y
Kelley en 1979 estudiaron el grado y selectividad de captacion de metal por
especies vivas de varias levaduras. Rhodotorula mucilaginosa acumulo un
nivel relativamente alto de Cobre (Cu) (0,225 mmol Cu/g células) e incluso
Candida utilis acumulé (0,18 mmol Cu/g células), mientras que tres especies
de Saccharomyces acumularon cobre en el mismo rango que S. crevisiae
(0,163 mmol Cu/g células).

El cadmio ha sido reportado como uno de los tres metales mas
toxicos, razon por la cual es de particular interés conocer aquellos
microorganismos resistentes al mismo. S. uvarium y C. utilis se reportaron
(Norris & Kelley, 1979) para acumular aproximadamente 0,13 mmol Cd/g.
S. cerevisiae ha sido examinado recientemente para absorcion de cadmio,
acumulando 0,16 mmol Cd/g (Volesky et al., 1993), sin embargo, fue menor
que la observada para el hongo Rhizopus arrhizus (Tobin et al. 1984).

Las investigaciones acerca de levaduras con potencial de tolerancia y
remocion de metales pesados, son aun escasas, por lo que no se pueden
aplicar técnicas de biorremediacion, se hace necesario entonces un estudio
previo de la resistencia a estrés por metales pesados de levaduras

encaminadas a la remocidn de estos contaminantes.



2.2.Hipotesis

2.2.1 Resistencia de levaduras aisladas del CRLSA al estrés por

metales pesados.

Hipodtesis Nula

No existen levaduras resistentes al estrés por metales pesados en el
CRLSA.

Hipodtesis Alternativa

Existen levaduras resistentes al estrés por metales pesados en el
CRLSA.

2.2.2 Supervivencia de levaduras aisladas del CRLSA tras un

tratamiento con metales pesados.

Hipotesis Nula

Las levaduras existentes en el CRLSA no son viables tras un

tratamiento con metales pesados.
Hipdtesis Alternativa

Las levaduras existentes en el CRLSA son viables tras un tratamiento

con metales pesados.

2.3.Sefialamiento de variables de la hipotesis

Evaluacion de la resistencia a estrés por metales pesados de levaduras
aisladas del CRLSA

e Crecimiento de levaduras en medio de cultivo solido.

e Crecimiento de levaduras en medio de cultivo liquido.

e Evaluacion por espectrofotometria segun las estimaciones mediante
0O.D.s00.



e Crecimiento de levaduras empleando el método de goteo en placa en
presencia de concentraciones crecientes de metales pesados.
e Evaluacién del crecimiento de levaduras en presencia de metales

pesados.

Analisis de la supervivencia de levaduras aislada del CRLSA tras el
tratamiento con metales pesados

e Crecimiento de levaduras en medio de cultivo solido.

e Crecimiento de levaduras en medio de cultivo liquido

e Crecimiento de levaduras en medio de cultivo liquido suplementado con
metales pesados.

e Cultivo de 300 células de levaduras en medio de cultivo sélido previa
evaluacion por espectrofotometria segun las estimaciones mediante
0O.D.s00.

e Evaluacioén de la viabilidad celular de levaduras.
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CAPITULO IlI
MATERIALES Y METODOS

3.1.Materiales

PDA (agar papa dextrosa), (Difco™, Francia), caldo YM (yeast and moulds);
nitrato de cadmio tetrahidratado (Cd(NOs3)2.4H20), (Merck, Alemania),
acetato de plomo trihidratado (CHsCOO)2Pb.3H20), (Baker Analyzed®,USA);
cloruro de niquel hexahidratado (NiCl2.6H20), (May & Baker, Inglaterra),
cloruro cromico hexahidratado (CrCls.6H20), (BDH Chemicals, Inglaterra);
sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4.7H20), (Baker Analyzed®,USA).

3.2.Métodos

3.2.1. Cultivo de levaduras en medio sélido

Las levaduras previamente aisladas del CRLSA se dejaron crecer en
medio de cultivo sélido PDA (gL: almidén de papa 4.0; dextrosa 20.0; agar
15.0) en estria compuesta en un incubador (Memmert, Alemania) por un
periodo de 48 horas a 20 °C (+ 2 °C).

3.2.2. Cultivo de levaduras en medio liquido

El cultivo de levaduras en medio liquido se realizé en caldo YM (g L
glucosa 20.0; extracto de levadura 3.0; extracto de malta 3.0) trasladando su
biomasa desde un cultivo en medio solido a tubos microbiolégicos con 3 ml
de caldo, se dejaron crecer por un periodo de 24 horas a 20 °C (£ 2 °C) con
agitacion constante de 150 r.p.m. en un incubador shaker (New Brunswick,
USA).
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3.2.3. Tratamiento con metales pesados

Los medios de cultivo se suplementaron con sales de Cadmio (Cd),
Cromo (Cr), Niquel (Ni), Plomo (Pb) y Zinc (Zn) a concentraciones entre 0.2

y 20mM como se resume a continuacion:

Tabla l. Concentraciones de sales de metal pesado

Metal pesado Sal de metal pesado Concentracion (mM)
Cd Cd(NOs3)2.4H20 0.2 1 2
Cr CrCls.6H20 2 10 20
Ni NiCl2.6H20 2 10 20
Pb CH3COO0)2Pb.3H20 2 10 20
Zn ZnS04.7H20 2 10 20

3.2.4. Resistencia al estrés por metales pesados de las levaduras

3.2.4.1. Método de goteo en placa

Para evaluar la resistencia de levaduras previamente aisladas del
CRLSA al estrés por metales pesados, se emple6 el método de goteo en
placa (Serrano-Bueno et al., 2013). Se realiz6 un ensayo previo de goteo a
una concentracion de 0.2 mM para todos los metales a excepcién del Cd
para el cuél se parti6 con una concentraciéon de 0.2mM. Se crecieron las
levaduras en medio de cultivo YM en un incubador shaker a 150 r.p.m.
durante 24 horas a 20 °C (+ 2 °C). A continuacion se estimo la concentracion
de células presentes mediante espectrofotometria (Hach, USA) a una
O.D.s00, se realizaron diluciones seriadas en agua estéril a 10, 102, 10% y 10*
células/ml con el fin de alcanzar una Abssco de 0.0004, 0.004, 0.04 y 0.4
respectivamente. Finalmente, se sembraron 2,5 pl de cada una de las
diluciones sobre placas Petri con medio PDA suplementado con las distintas
sales de metal pesado y se incubaron a 20 °C (x 2 °C), tomando como

control positivo placas Petri con medio PDA.
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Para las levaduras resistentes en este ensayo preliminar de metal
pesado, se realiz6 el mismo experimento sometiéndolas a concentraciones

crecientes de metal como se muestra en el apartado anterior.

3.2.4.2. Determinacién de la viabilidad celular

La supervivencia celular se determind6 como la capacidad de formar
colonias a partir de células individuales (unidades formadoras de colonias,
UFCs) tras el tratamiento con Cd en funcion del tiempo (Serrano-Bueno et
al., 2013). Inicialmente se crecieron las levaduras en medio de cultivo YM en
un incubador shaker a 150 r.p.m. durante 24 horas a 20 °C (x 2 °C),
seguidamente se suplement6 el medio con nitrato de cadmio hasta alcanzar
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 1mM; y se dejo crecer por un
periodo de 24 horas a las mismas condiciones. Finalmente, se sembraron
aproximadamente 300 células de levadura tomadas del medio liquido
suplementado con el metal pesado segun las estimaciones mediante
0.D.s00, en placas con medio sélido PDA y se incubaron a 20 °C por un
periodo de 48 horas. Se usé como control levaduras que no fueron
sometidas al tratamiento con Cd. La supervivencia se calcul6 como el
porcentaje de colonias formadas a partir del nimero de células inoculadas

inicialmente.
3.3.Disefio experimental

Todos los experimentos planteados en este proyecto de trabajo de
titulacion se realizaron por triplicado. El analisis estadistico se realizo

mediante la prueba no paramétrica Chi-cuadrado (X?) con p < 0.05, ademas

de un disefio experimental de un solo factor.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Analisis y discusion de los resultados
4.1.1. Andlisis de la resistencia a estrés por metal pesado de levaduras
aisladas del CRLSA

4.1.1.1. Ensayo preliminar de crecimiento de levaduras en presencia de

metales pesados

Con el fin de reconocer las cepas resistentes al estrés por Cd, Cr, Ni,
Pb y Zn se realizé un ensayo preliminar de crecimiento en gota en presencia
de dichos metales para las levaduras aisladas previamente del CRLSA
(Figura 2).

Como se muestra en los diferentes goteos existe una amplia
tolerancia a estrés por los metales pesados sometidos a analisis, por parte
de las levaduras aisladas del CRLSA. Esta situacion era esperada dada la
alta susceptibilidad de este canal a la contaminacion por metales pesados,
unida al hecho de que los ecosistemas extremos actian como nichos
perfectos para organismos caracterizados por su capacidad de adaptacion a
condiciones limitantes (Mueller et al., 2005, Sittenfeld et al., 2002).

Respecto al tipo de metal pesado, se comprobd una alta tolerancia
por parte de las levaduras autéctonas de este canal al estrés generado por
Zn (100% de la especies) y Pb (76.92 %). Por el contrario, el Cd fue el metal
pesado menos tolerado, ya que solo el 53,85 % de las especies fungicas
mostraron crecimiento en presencia de 200 uM del metal.
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En cuanto a las cepas de levadura, cinco de ellas mostraron
tolerancia a todos los metales pesados sometidos a estudio, Pichia kluyveri,
Candida oleophila, Pichia fermentans, Cystofilobasidium infirmominiatum y
Metschnikowia pulcherrima. En el caso de M. pulcherrima existen estudios
previos que reportan su alta tolerancia a Cd, Ni, Pb y Zn (Vadkertiova &
Slavikova, 2006) de igual manera para P. fermentans se reporta tolerancia a
Cdy Cr (Breierova et al., 2002, Ksheminska et al., 2005), sin embargo, en
los otros tres casos, este supone el primer trabajo que los relaciona con la

tolerancia a estrés por metales pesados.

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
metales pesados fueron sometidas a un segundo ensayo de goteo en placa
a concentraciones crecientes de Cd, Cr, Ni, Pb y Zn. Se tomaron como

control negativo levaduras no resistentes al metal en analisis.

4.1.1.3.Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones

crecientes de Cd

Diversos microorganismos han sido reconocidos por su capacidad
para tolerar diversas concentraciones de Cd, entre los cuales se han
reportado bacterias como Variovorax paradoxus, Rhodococcus sp. y
Flavobacterium sp. (Belimov et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes
reportan a las levaduras como microorganismos versatiles que se adaptan a
condiciones extremas, por lo cual son capaces de tolerar eficientemente
concentraciones de metales pesados como el Cd, tal es el caso de S.
uvarium y C. utilis que demostraron tolerar aproximadamente 0,13 mM Cd
(Norris & Kelley, 1979). Asi como S. cerevisiae que ha sido examinado
recientemente reportando que tolera concentraciones de Cd hasta de 0,16
mM (Volesky et al., 1993).
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Con el fin de analizar las cepas de levaduras resistentes al estrés por
Cd, se realizé un segundo ensayo de crecimiento en gota en el que se
aumentd hasta diez veces la concentracion tolerada inicialmente por las
levaduras, es asi que las cepas se hicieron crecer en presenciade 1y 2 mM
de Cd (Figura 3).

Especie Control PDA + Cadmio
PDA

Rhodotorula mucilaginosa ‘ ® 0 s . . ‘ ‘ff
infirmominiatum

Figura 3. Crecimiento de las especies de levaduras aisladas del CRLSA en presencia

Metschnikowia
pulcherrima

de Cadmio. Cada cultivo fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104, 103 102 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con nitrato de cadmio. Las fotografias se tomaron tras 4 dias de incubacién a
20°C.

Los resultados del goteo en placa muestran resistencia parcial a 1 mM
de Cd por parte de las levaduras Pichia Kluyveri y Cystofilobasidium
infirmominiatum, sin embargo, el crecimiento mas evidente se observa en
Cryptococus faraegula y Rhodotorula mucilaginosa.

El estrés generado a 2mM de Cd fue tolerado notablemente solo por
Rhodotorula mucilaginosa convirtiéndose asi en una especie fangica de
interés investigativo en cuanto a remocion de este contaminante. No existen
investigaciones previas que asocien a Rhodotorula mucilaginosa con la

resistencia a 2mM de Cd por lo cual este supone el primer estudio.
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4.1.1.4.Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Cr

Los procesos industriales como la mineria, preservacion de madera,
soldadura, fabricacién de cemento, industria de pinturas, industria del cuero,
industria fotografica, industria galvanica y produccién de acero inoxidable
constituyen la primera fuente de emisién de Cr al ambiente (Cuberos et al.,
2009). El proceso del curtido del cuero es una de las principales actividades
industriales que generan contaminacion por Cr. En el trayecto del CRLSA
existen numerosas curtiembres que desembocan este tipo de contaminante
al canal.

Un estudio semejante se realiz6 en Guanajuato (México), donde se
aislé e identific6 a Candida maltosa de las aguas residuales de una
curtiduria, reportando que esta levadura toleraba concentraciones de
cromato tan altas como 100 mg/ml semejante a Rhodosporidium. Ademas de
este rasgo fenotipico, la cepa C. maltosa mostré capacidad para reducir el
Cr (VD) (Ramirez et al., 2004). Otra especie de Candida fue aislada de una
planta de tratamiento de aguas residuales que recibe los residuos de las
industrias de curtiembres en Italia. Esta cepa fue altamente resistente a Cr

(VI) creciendo en concentraciones de hasta 10 mM (Baldi et al., 1990).

Las nueve levaduras que mostraron inicialmente mayor resistencia a
2mM de cromo fueron expuestas a 10 y 20 mM de cloruro crémico en un
segundo experimento de crecimiento en gota, tomando como control
negativo a Hanseniaspora valbyensis (Figura 4). Los resultados obtenidos
muestran que ninguna cepa fue capaz de tolerar este estrés a pesar de que
fueron aisladas de un nicho ecolégico muy susceptible a la contaminacion

por este metal.
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Especie Control PDA +Cromo

oA 10 mM 20mM
Hanseniaspora valbyensis €] e o »
Hanseniaspora uvarum
Debaryomyces hansenii ® 0 o 3

Cryptococcus feraegula

Rhodotorula mucilaginosa ® © o s

Saccharomyces cerevisiae

® O ¢ =

Issatchenkia terricola

Candida oleophifa

Cystofilobasidium
infirmominiatum

Metschnikowia
pulcherrima

Figura 4. Crecimiento de las especies de levaduras aisladas del CRLSA en presencia
de Cromo. Cada cultivo fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104, 10% 102 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con cloruro de cromo (lll). Las fotografias se tomaron tras 4 dias de

incubacion a 20°C.

4.1.1.5.Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones
crecientes de Ni

El niguel es uno de los contaminantes presentes en las descargas de
la industria minera, de la fundicion, refinacion de elementos metélicos y de
diferentes tipos de industrias que utilizan este metal como materia prima. Su
presencia, tanto en las aguas residuales utilizadas para riego, como en lodos
residuales utilizados como fertilizantes o mejoradores del suelo, es una de
las causas de la contaminacion en suelos y plantas (Brown et al., 1988). A
pesar de que son escasos los estudios de levaduras capaces de tolerar
Niquel Ross en 1994 ha reportado a Candida utilis como una levadura

capaz de resistir hasta 3mM de Ni?* aseverando que los ecosistemas
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contaminados con este metal son el mejor lugar para aislar microorganismos

resistentes al mismo.

Pichia kluyveri, Candida oleophila, Pichia fermentans, Metschnikowia
pulcherrima y Candida catenulata se crecieron en medio de cultivo
suplementado con 10 y 20mM de cloruro de niquel (Figura 5). Estas cepas a
pesar de su eficiente crecimiento a 2mM de niquel no toleraron el estrés a

concentraciones mas altas.

Especie Control PDA + Niquel
PDA

10 mM 20 mM

Cryptococcus feraegula
Pichia kluyveri
Candida oleophila

Pichia fermentans

Metschnikowia
pulcherrima
Candida catenulata ® 0 o +

Figura 5. Crecimiento de las especies de levaduras aisladas del CRLSA en presencia
de Niquel. Cada cultivo fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104, 103 102 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con cloruro de niquel. Las fotografias se tomaron tras 4 dias de incubacién a
20°C.

4.1.1.6.Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones

crecientes de Pb

El ingreso de Pb a ambientes acuaticos ha incrementado
severamente en los ultimos 50 afios como consecuencia del uso de tetraetilo
de plomo como aditivo de combustibles. (Goldberg y Pocock, 1977, Llano
et al., 1985). Este metal es utilizado ademas en la fabricacion de pigmentos,
recubrimientos, recipientes, ungientos, pilas eléctricas y actualmente tiene

numerosas aplicaciones en la industria metaltrgica: municiébn de armas,
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metal para cojinetes, cobertura de cables, plomo laminado, soldaduras,
pigmentos y vidriado de ceramica, contaminando facilmente los efluentes en
donde desembocan los residuos de estas actividades industriales

(Enamorado et al., 2011). La utilizacibn de biomasa fangica para

a
remocion de Plomo ha sido utilizada por Cérdenas et al., en 2013 cuyos
reportes muestran que Cryptococcus neoformans y Candida albicans

remueven Pb (100 mg/l) en un 68.1y 21.2% respectivamente.

Especie Control PDA +Plomo
PR 10mM 20mM
Hanseniaspora valbyensis €] ¢ o R

Cryptococcus feraegula . ® 2 .
Rhodotorula mucilaginosa ® ® ¢ &
Hanseniaspora uvarum
Pichia kluyveri
Issatchenkia terricola
Candida oleophila

Pichia fermentans

Cystofilobasidium
infirmominiatum

@00 o

Metschnikowia
pulcherrima

o

Figura 6. Crecimiento de las especies de levaduras aisladas del CRLSA en presencia
de Plomo. Cada cultivo fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104, 108 102 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con acetato de plomo. Las fotografias se tomaron tras 4 dias de incubacién a
20°C.

Nueve de las trece especies de levaduras previamente aisladas del
CRLSA fueron expuestas a concentraciones de 10 y 20mM de acetato de
plomo (Figura 6), de la cuales solo R. mucilaginosa y C. infirmominiatum
resistieron parcialmente al estrés de 10mM, mas no se evidencia crecimiento
a 20mM de Pb.
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Rhodotorula mucilaginosa ha sido reconocida en cuanto a la
acumulacion de cobre (Norris & Kelley, 1979), mas no existen estudios
previos que reporten su resistencia a Pb, al igual que Cystofilobasidium
infirmominiatum por lo cual este supone el primer estudio que las relaciona

con la tolerancia a este metal.

4.1.1.7.Crecimiento de levaduras en presencia de concentraciones

crecientes de Zn

El Zn se utiliza principalmente en la galvanizacion de acero, pero
también es importante en la preparacion de ciertas aleaciones. Se utiliza
para la fabricacidén de placas negativas en algunas baterias eléctricas y para
tejados y canalones en las construcciones de edificios. El Zn es el metal
primario utilizado en la fabricacion de monedas de un centavo americano y
se utiliza en la fundicidn a presién en la industria del automaovil. Su 6xido se
utiliza como un pigmento blanco en colores de pintura, y como un activador
en la industria del caucho. Al igual que otros metales pesados, cuando el Zn
se descarga en las aguas naturales como resultado de las actividades
industriales puede tener efectos téxicos graves en los seres humanos y los

ecosistemas acuaticos (Kortonekamp et al., 1966).

Dada la contaminacién por este metal pesado se han realizado
estudios de tolerancia y remocién de Zn. Navarro y Acosta en 2009 usaron
la biomasa de la levadura Cryptococcus neoformans reportando que la

misma crecio en presencia hasta de 1000 ppm de este metal.

Dada la amplia resistencia de las trece especies de levaduras
aisladas del CRLSA a una concentracion de 2mM de Zn, se las sometié a
concentraciones crecientes de este metal (10 y 20mM) (Figura 7), los
resultados de los goteos muestran a Metschnikowia pulcherrima como la
Unica cepa resistente al estrés de 10mM de Zn y ninguna cepa resistente a

20mM. Los resultados obtenidos coinciden con los de Vadkertiova y
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Slavikova en 2006 que reportan a M. pulcherrima como una levadura capaz

de tolerar eficientemente la presencia de metales pesados como el Zn.

Especie Control PDA +Zinc
RDA 10 mM 20 mM
Hanseniaspora valbyensis e & ¢ R

Hanseniospora uvarum

o
®
®

O
D
)
5 *

m
~
o
~

Debaryomyces hansenii

Cryptococcus feraegula

Rhodotorula mucilaginosa ® & ¢ s

[ f

Pichia kluyveri

Saccharomyces cerevisiae ® & o

Issatchenkia terricola

Candida oleophila

Pichia fermentans

Cystofilobasidium
infirmominiatum

Metschnikowia pulcherrima

Candida catenulata ® o o

Figura 7. Crecimiento de las especies de levaduras aisladas del CRLSA en presencia
de Zinc. Cada cultivo fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron
alicuotas de 2,5 pl (104, 10% 102 y 10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA
suplementado con sulfato de zinc. Las fotografias se tomaron tras 4 dias de incubacion a
20°C.

4.1.2. Viabilidad celular de levaduras tras un tratamiento con metales

pesados

El cadmio, junto con el plomo y el mercurio, es uno de los tres metales
pesados mas toxicos existentes en el planeta (Norris & Kelly, 1979), esta
caracteristica unida a los resultados obtenidos de los crecimientos en gota

de levaduras aisladas del CRLSA, donde se muestra mayor tolerancia al
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estrés generado por este metal, hicieron que se tome en cuenta a
Cryptococcus faraegula y Rhodotorula mucilaginosa para determinar su

viabilidad celular tras un tratamiento con nitrato de cadmio.

La supervivencia celular se determiné como la capacidad de formar
colonias a partir de células individuales tras el tratamiento con 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5 y 1ImM de Cd en funcién del tiempo (48 h). Se us6 como control
negativo a S. cerevisiae sometiéndola a las mismas condiciones de
tratamiento. Como control positivo se usaron células de Cryptococcus
faraegula y Rhodotorula mucilaginosa sin tratamiento con este metal.
Cryptococcus faraegula presentd un porcentaje de supervivencia a 0.1mM
de Cd del 59% a partir de la cual se observa que a medida que aumenta la
concentracion de este metal el porcentaje de supervivencia se mantiene

relativamente constante en un rango de 33 - 30% (Figura 8).

Cryptococcus faraegula

100
© 80
(8}
c
2 60 .
> —O=—S.cerevisiae
(]
g— 40
) U ——Cryptococcus
S 5 faraegula

0 O

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

[Cd] (mM)

Figura 8. Capacidad de supervivencia de Cryptococcus faraegula a diferentes
concentraciones de Cd en funcién del tiempo. La viabilidad celular se midi6 como la
capacidad de formar colonias a partir de células individuales (unidades formadoras de

colonias, CFUs) en funcion del tiempo (48h). Se usé S. cerevisiae como control negativo.

Rhodotorula mucilaginosa presentdé un porcentaje de supervivencia
inicial del 92% a una concentracion de 0.1mM de Cd, se observa un

descenso parcial de la supervivencia obteniendo 75, 74, 61, 58 y 52% de
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viabilidad celular a concentraciones de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 1mM de Cd
respectivamente (Figura 9).

Rhodotorula mucilaginosa

100
© 80
[&]
c
g 60 L
> —{ =—O—S. cerevisiae
(]
g. 40
) —=—Rhodotorula
S 5 mucilaginosa

0 —O O O

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

[Cd] (mM)

Figura 9. Capacidad de supervivencia de Rhodotorula mucilaginosa a diferentes
concentraciones de Cd en funcién del tiempo. La viabilidad celular se midié como la
capacidad de formar colonias a partir de células individuales (unidades formadoras de

colonias, CFUs) en funcion del tiempo (48 h). Se usé S. cerevisiae como control negativo.

Rhodotorula mucilaginosa toler6 de mejor manera el tratamiento con
Cd a diferencia de Cryptococcus faraegula dado que se observa a la maxima
concentracion de metal (ImM) que mas del 50% de las células inoculadas
inicialmente se encontraron viables, convirtiéndose asi en una especie
fangica con un alto potencial para ser utilizada en procesos de

biorremediacion frente a este tipo de contaminante.

4.1.3. Influencia de la concentracion de cadmio en el CRLSA frente a la

diversidad y tolerancia a este metal de levaduras

Un estudio previo al presente trabajo de titulacion muestra que de
cada punto de muestreo se determinaron algunos parametros quimicos
como el pH o la concentracion de Cd (Tabla Il). Pese a que no se

encontraron variaciones importantes de pH, el cual se puede considerar
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neutro a lo largo del canal LSA, si se observo presencia de Cd, sobre todo

en los primeros puntos de muestreo.

Tabla Il. Pardmetros bioquimicos del canal de riego LSA

Punto de pH Concentracion de Numero de
muestreo Cadmio (mg/L) cepas de
levaduras

LSA001 7.20 0.0440 1
LSA002 7.05 0.0444 3
LSA003 7.26 0.0484 2
LSA004 7.36 - 4
LSA005 7.38 - 1
LSA006 7.45 - 1
LSA007 7.48 <0.0100 10

Inicialmente se obtuvieron un total de 22 cepas distribuidas a lo largo
de los 7 puntos de muestreo (Tabla Il). En este punto cabe destacar la
relacion inversa entre la concentracion de cadmio de las muestras y el
namero de cepas de levadura, dato esperable ya que la diversidad

microbiana aumenta en zonas poco contaminadas.

Los tres primeros puntos de muestreo presentaron mayor
contaminacion por cadmio. Rhodotorula mucilaginosa y Cryptococcus
faraegula se aislaron del segundo punto de muestreo donde la concentracion
de cadmio fue de 0.0444 mg/L. Esta concentracion supera el valor de calidad
admisible para aguas de uso agricola de 0.01 mg/L (TULAS, 2010),
confirmando que los ecosistemas extremos actian como nichos perfectos
para organismos caracterizados por su capacidad de adaptacion a

condiciones limitantes (Mueller et al., 2005, Sittenfeld et al., 2002).
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4.2.Verificacion de hipétesis

4.2.1. Resistencia de levaduras aisladas del CRLSA al estrés por

metales pesados

Hipotesis Nula

No existen levaduras resistentes al estrés por metales pesados en el
CRLSA.

Hipotesis Alternativa

Existen levaduras resistentes al estrés por metales pesados en el
CRLSA.

Tabla Ill. Crecimiento en presencia de metales pesados de levaduras aisladas del
CRLSA

Especie 200uM Cd 2mM Cr 2mM Ni 2mM Pb 2mM Zn
Hanseniaspora 1 1 0 0 1
uvarum
Debaryomyces 0 1 0 0 1
hansenii
Cryptococcus 1 1 0 1 1
feraegula
Rhodotorula 1 1 0 1 1
mucilaginosa
Pichia kluyveri 1 0 1 1 1
Hanseniaspora 0 0 1 1 1
valbyensis
Saccharomyces 0 1 1 1 1
cerevisiae
Issatchenkia terricola 0 1 1 1 1
Candida oleophila 1 1 1 1 1
Pichia fermentans 1 0 1 1 1
Cystofilobasidium 1 1 1 1 1
infirmominiatum
Metschnikowia 1 1 1 1 1
pulcherrima
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Candida catenulata 0 0 1 0 1

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

Tabla IV. Valor calculado para la prueba X2y valor p

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 38.21 1 <0.0001
Chi Cuadrado MV-G2 45.11 1 <0.0001

El analisis de crecimiento de levaduras aisladas del CRLSA en
presencia de Cd, Cr, Ni, Pb y Zn, para la prueba Chi-cuadrado (X2), el valor
p calculado es menor a 0,05; por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa la
cual indica que existen levaduras resistentes al estrés por metales pesados
en el CRLSA.

4.2.2. Supervivencia de levaduras aisladas del CRLSA tras un

tratamiento con metales pesados.

Hipdtesis Nula

Las levaduras existentes en el CRLSA no son viables tras un

tratamiento con metales pesados.
Hipotesis Alternativa

Las levaduras existentes en el CRLSA son viables tras un tratamiento

con metales pesados.

Tabla V. Cuadro de andlisis de varianza para la supervivencia a Cd de Cryptococcus

faraegula
F.V. SC gl CM CF p-valor
Modelo 15938.69 6 2656.45 3.35 0.0179
Concentracion mM  15938.69 6 2656.45 3.35 0.0179
Cd
Error 16664.55 21 793.55
Total 32603.24 27
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Tabla VI. Prueba de Tukey para la supervivencia a Cd de Cryptococcus faraegula

Concentracion mM Cd Medias n E.E.
0.40 30.11 4 14.09 A
0.20 33.22 4 14.09 A
0.30 33.28 4 14.09 A
1.00 33.36 4 14.09 A
0.50 33.48 4 14.09 A
0.10 59.21 4 14.09 A B
0.00 100.00 4 14.09 B
118.28 1

95.19

72.10+

% SUPERVIVENCIA

49.00

0.40 0.20 0.30 1.00 0.50 0.10 0.00
CONCENTRACION mM Cd

Figura 10. Porcentaje de supervivencia de Cryptococcus faraegula a diferentes

concentraciones de Cd.
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Tabla VII. Cuadro de analisis de varianza para la supervivencia a Cd de Rhodotorula

mucilaginosa

F.V. SC gl CM CF p-valor
Modelo 3727.65 6 621.28 31.81 0.0001
Concentracion mM
cd 3727.65 6 621.28 31.81 0.0001
Error 136.74 7 19.53
Total 3864.39 13

Tabla VIII. Prueba de Tukey para la supervivencia a Cd de Rhodotorula mucilaginosa

Concentracién mM Cd Medias n E.E.
1.00 52.38 2 3.13
0.50 58.65 2 3.13 B
0.40 61.55 2 3.13 B
0.30 74.07 2 3.13 B
0.20 75.72 2 3.13 B
0.10 92.12 2 3.13 D
0.00 100.00 2 3.13 D
105.66
D
CD
91.711
<
(@)
&
>
& 77.751 BC
L B
o
-]
wn
X
63.80 AB
AB
A
49.84
1.00 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.00

CONCENTRACION mM Cd

Figura 11. Porcentaje de supervivencia de Rhodotorula mucilaginosa a diferentes

concentraciones de Cd.
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Mediante el disefio experimental de un factor se determind la
supervivencia de Cryptococcus faraegula y Rhodotorula mucilaginosa a
diferentes concentraciones de Cd, mostrandose que existe supervivencia
hasta del 50% a 1mM de este metal. El analisis de varianza muestra un valor
de p menor a 0.05; por lo cual se acepta la hipétesis alternativa, la misma
qgue indica que las levaduras existentes en el CRLSA son viables tras un

tratamiento con metales pesados.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Las levaduras aisladas del CRLSA presentan una amplia tolerancia al
estrés generado por Cd (53.85% de las especies), Cr (69.23%), Ni
(69.23%), Pb (76.92%) y Zn (100%) a concentraciones preliminares de
0.2mM y 2mM. Pichia kluyveri, Candida oleophila, Pichia fermentans,
Cystofilobasidium infrmominiatum y  Metschnikowia pulcherrima
presentaron un amplio rango de tolerancia hacia todos los metales en

analisis.

Rhodotorula mucilaginosa presenta mayor tolerancia a Cd creciendo en
presencia de hasta 2 mM de este metal, esta caracteristica unida a los
resultados de supervivencia donde se muestra la viabilidad de mas del
50% de las células inoculadas inicialmente tras un tratamiento con nitrato
de cadmio, hacen de esta levadura una especie fungica con un alto
potencial para ser utilizada en procesos de biorremediacion frente a este
tipo de contaminante.

La contaminacion por Cd presente en el CRLSA hace de este un
ecosistema extremo, que actia como nicho perfecto para organismos
caracterizados por su capacidad de adaptacién a condiciones limitantes,
como en el caso de Rhodotorula mucilaginosa y Cryptococcus faraegula
levaduras que mostraron mayor resistencia a este metal y que fueron
aisladas del segundo punto del canal contaminado con 0.0444 mg/L de
Cd.
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5.2.Recomendaciones

e Evaluar la remocion de cadmio que presentan las levaduras Rhodotorula
mucilaginosa y Cryptococcus faraegula.

e Potenciar la biorremediacion usando levaduras autéctonas de Ecuador.
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Anexos

Anexo A: Puntos de muestreo del CRLSA
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ANEXO B: Caracteristicas macroscopicas de levaduras aisladas del
CRLSA

Hanseniospora Debaryomyces Cryptococcus Rhodotorula Pichia kiuyveri Hanseniaspora
uvarum hansenii feraegula mucilaginosa valbyensis

Saccharomyces Issatchenkia Candida Pichia Cystofilobasidium  Metschnikowia

cerevisiae terricola oleophila fermentans infirmominiatum pulcherrima

Candida
catenulata
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