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MICROBIOS BAJO EL SOL

Los microorganismos también deben protegerse de los efectos de la radiacién
solar, en particular en los lagos andino-patagénicos. Las levaduras, como
nosotros, poseen pigmentos y pantallas solares para su foto-proteccién.

é¢Hay levaduras en lagos y rios?

Los ambientes acudticos se encuentran habitados
por una gran diversidad de microorganismos, entre los
que se incluyen bacterias, algas, protozoos y hongos.
Uno de los componentes microbianos menos estudia-
dos de los sistemas acudticos son los hongos vy, espe-
cificamente, los hongos unicelulares, también denomi-
nados levaduras. Las levaduras son microorganismos
ampliamente conocidos por sus diversas aplicaciones
industriales y biotecnolégicas, que tienen como re-
sultado variados productos alimenticios importantes
como el pan, la cerveza, el vino, entre otros. A pesar
de esta estrecha y antigua relacién con el hombre y
en comparacién con otros microorganismos como las
bacterias, se conoce poco sobre la ecologia de las
levaduras en ambientes naturales. En una nota apa-
recida en el nimero anterior de esta revista, las in-
vestigadoras Virgina de Garcia y Maria Rosa Giraudo
de van Broock (ver Desde la Patagonia, difundiendo
saberes, Vol. 11, N°17) nos mostraron la presencia de
estos microorganismos en los glaciares andino-pata-
gébnicos. En esta oportunidad, nos enfocaremos en la
biologia y ecologia de las levaduras en los ambientes
acudticos de origen glaciario.

Si bien el hecho de que las levaduras formen par-
te de la microbiota acudtica ya se encontraba docu-
mentado, hasta hace diez afos atrds nada se cono-
cia sobre su presencia en lagos y rios de la Patagonia
argentina. En el marco de diversos proyectos de in-
vestigacion, el Laboratorio de Microbiologia Aplicada
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y Biotecnologia Bariloche (MABB) viene estudiando
dichos microorganismos en los ambientes acudticos
nor-patagénicos (en particular, en el Parque Nacional
Nahuel Huapi), con el fin de caracterizar la biodiversi-
dad nativa y evaluar sus potenciales aplicaciones bio-
tecnolégicas.

Buscando levaduras en los ambientes acua-
ticos patagonicos

Los primeros estudios se centraron en el aislamiento
de levaduras de muestras de aguas superficiales pro-
venientes de diversos lagos de la regién andino-pata-
génica. Entre ellos se incluyeron lagunas de alta mon-
tafa (ver Figura 1), lagos de origen glaciario y rios de
montafia y de estepa. Estos cuerpos de agua se ca-
racterizan por su baja concentracién de nutrientes (es
decir, por la escasez de sustancias alimenticias para
microorganismos), por lo que son considerados en
muchos casos ultra-oligotréficos (escasos en nutrien-
tes). Para estudiar las levaduras fue necesario filtrar el
agua por membranas con poros muy pequefios (de
0,45 micrones de didmetro), de forma tal que las cé-
lulas quedaran retenidas, y luego, para reproducirlas,
se colocaron las membranas sobre medios de cultivo
apropiados. A estos medios de cultivo (que contienen
nutrientes para las levaduras) se les agregaron anti-
biéticos, a fin de inhibir el crecimiento de las bacterias
que se encuentran en mayor nimero que las levadu-
ras. Luego de aproximadamente cinco dias de incu-
bacién, en la superficie de las membranas se observé
el desarrollo de colonias de levaduras, caracterizadas
por un aspecto cremoso o mucoide y variadas colora-
ciones: blanco, crema, amarillo, rosa, naranja y rojo
(ver Figura 2).

La pigmentacién de las colonias en algunas espe-
cies de levaduras se debe a la produccién y acumu-
lacién de pigmentos carotenoides dentro de la célula.
Se ha postulado que la acumulacién de estos pigmen-
tos (con actividad antioxidante) es un mecanismo de
protecciéon frente al dafio oxidativo que ejerce, entre
otros factores, la radiacién ultravioleta. Los ambien-
tes acudticos de la regiéon noroccidental patagénica
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se caracterizan por ser de aguas fransparentes y, por
lo tanto, con alta incidencia de radiacién ultraviole-
ta; estas cualidades representan una presion selectiva
a favor del desarrollo de estrategias de fotoprotec-
cién, como por ejemplo la produccién de pigmentos.
Nuestros estudios demostraron que las levaduras son
miembros frecuentes de la microbiota de los ambientes
acudticos de la regién andino-patagdnica. Sus aguas
albergan levaduras en concentraciones de 122 células
por litro en promedio, con casos extremos de 1600
células en ambientes costeros con alta influencia hu-
mana o antrépica (por ejemplo, la costa del lago Na-
huel Huapi, en el sector céntrico de la ciudad de S. C.
de Bariloche). Las levaduras pigmentadas representan
en general un 20-30% de las levaduras totales, encon-
trandose proporciones mds altas (80-90%) en aguas
lejanas a la costa y muy transparentes. Estos resultados
fomentaron nuestro interés por el estudio de los me-
canismos de fotoproteccion de las levaduras de estos
ambientes acudticos.

¢Como se protegen del sol las levaduras?

Se estudié la composiciéon de pigmentos carotenoi-
des de diversas levaduras patagénicas empleando un
Cromatégrafo Liquido de Alta Performance (HPLC), un
equipo analitico que permite la separacion de distintos
compuestos presentes en una mezcla y su identifica-
cién a través de sus propiedades fisicas y quimicas. De
esa forma fue posible separar los principales carote-
noides de las levaduras e identificarlos, dado que los
hongos producen una mezcla de diferentes pigmentos.
Para esto fue necesario extraerlos del interior de las
levaduras empleando diferentes solventes orgdnicos
como acetona, hexano y dimetilsulfoxido. Estos solven-
tes facilitan la ruptura de las células y la solubilizacion
de compuestos no polares (insolubles en agua), como

Figura 2. Colonias de levaduras y hongos filamentosos
(HF) desarrolldndose sobre una membrana a través
de la cual se filtraron 500 ml de agua superficial del

lago Nahuel Huapi. P: levaduras pigmentadas. B:
Levaduras no pigmentadas o blancas.
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Figura 1. Fotos de Lagos y lagunas de montana de la
Patagonia Andina. A: Laguna Negra. B: Laguna llén.
C: Laguna Azul. D: Laguna Verde.

los pigmentos carotenoides. Los resultados indicaron
que los pigmentos producidos por la mayoria de las
levaduras son: beta-caroteno, torularodina y toruleno.
Mientras que el beta-caroteno es utilizado amplia-
mente en la industria farmacolégica por sus propie-
dades antioxidantes y de pro-vitamina A, los dos Glti-
mos, aunque también cuentan con estas propiedades,
no han sido aun explotados biotecnolégicamente. A
través de estudios subsiguientes, fue también posible
establecer que los pigmentos carotenoides poseen un
papel fotoprotector, protegiéndolas a las levaduras de
la exposiciéon a elevados niveles de radiacién ultravio-
leta (UV) tanto la UV-A (onda larga) y/o UV-B (onda
media). La UV-A es la fraccién de la radiacién UV que
llega a la tierra con mayor intensidad y la responsable
de lairritacién en la piel (eritema) mientras que la UV-B
llega en menor intensidad pero es la més potente sien-
do la causante del cancer de piel.

Uno de los hallazgos mds importantes, y quizds, el
de mayor perspectiva aplicada, ha sido la descripcién
por primera vez, de la capacidad de ciertas levaduras
de acumular compuestos que absorben naturalmente
la radiacién ultravioleta (UV). Estos compuestos, deno-
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minados micosporinas, poseen un mdximo de absor-
cién en el UV (longitud de onda: 309-310 nandéme-
tros), mds especificamente dentro del rango del UV-B;
una de las radiaciones més dafinas que alcanzan la
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Figura 3. llustraciéon que simula una levadura
protegiéndose de la radiacién solar, en particular
de la radiacién ultravioleta (UV). CAR: pigmentos
carotenoides. MIC: micosporinas.

superficie de la tierra. La sintesis de micosporinas se ve
inducida en las levaduras por la presencia de luz visible
y, en mayor medida, por la radiacién UV, lo cual indica
que se trata de moléculas foto-inducibles. Estas dos
caracteristicas -la capacidad de absorber longitudes
de onda dentro del rango del UV y la foto-induccién
en presencia de este mismo tipo de radiacién- sugie-
ren fuertemente la posibilidad de que las micosporinas
posean funciones de fotoproteccién (ver Figura 3).
Hasta el momento, todas las levaduras estudiadas
producirian un Unico compuesto responsable de dicha
absorcién en el rango del UV, el  cual fue identificado
como micosporina-glutaminol-glucésido.  Posterior-
mente, mediante el frabajo del Dr. Martin Moliné, Dr.
en Bioquimica y especialista en fotoprotectores fungi-
cos del Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y
Medioambiente, se procedié a la purificacién parcial
de dicha molécula a partir de extractos de levaduras.

Ciencia, Tecnologia e Innovacion al servicio de todos,
desde la Patagonia Argentina

CONICET

c= INIBIOMA i

BICENTENARIOQ
LEIU~ZULG

a2,

Nt
A

o

Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y Medioambiente

Convenios de Asistencia Técnica Institucional - Convenios de I+D+i - Estudios de Impacto Ambiental
Parques v Polos Tecnologicos - Servicios Tecnologicos de Alto Nivel - Investigadores y Becarios en Empresas

Quintral 1250 - San Carlos de Bariloche - Rio Negro - Argentina - Tel. 02944 433040




MICROBIOS BAJO EL SOL

Figura 4. Fotos obtenidas en microscopio éptico de
células de levaduras de especies nuevas de nuestra
region. Sus tamanos rondan los 3 a 8 micréometros.

Las micosporinas son moléculas hidrosolubles por lo
que su extraccién se realizé con soluciones acuosas
de metanol y/o alcohol y tratamientos de calor que
ayudan a romper las células. La purificacién se realizé
con columnas de intercambio iénico y HPLC. De esta
forma, fue posible caracterizar la estabilidad quimica
y la foto-estabilidad de dicha molécula, obteniéndose
resultados que refuerzan adn més la hipétesis de que
se frataria de una molécula de accién fotoprotectora.

¢Qué especies de levaduras habitan los
cuerpos de agua patagoénicos?
éExisten especies desconocidas?

La identificaciéon de las levaduras encontradas se
realiza actualmente mediante la utilizacién de técnicas
de biologia molecular, que incluyen la secuenciacién
de pequenas regiones de ADN. De esta manera, se
clasificaron més de 250 cepas (variedades) de levadu-
ras en 26 especies y 9 géneros diferentes. Muchas de
las especies halladas ya eran conocidas en ambientes
acudticos de otros lugares del mundo. Sin embargo,
al menos 5 especies halladas en la regién presentan
marcadas diferencias fisiolégicas y genéticas respec-
to de las ya conocidas, por lo que se las considerd
especies nuevas. Es asi como se llegaron a describir
formalmente las primeras especies nuevas de levadu-
ras nativas de ambientes naturales de la Argentina (ver
Figura 4), en particular de la Patagonia. Las primeras
especies descriptas (en el afo 2005) fueron Sporo-
bolomyces patagonicus, Sporidiobolus longiusculus y
Cystofilobasidium lacus-mascardii. Al dia de hoy, ya
se han descripto un total de 17 especies nuevas de
levaduras y se han encontrado poblaciones Unicas de
otras 5 especies de interés industrial pertenecientes a
los géneros Saccharomyces, Rhodotorula y Phaffia. Ac-
tualmente, nuestro grupo de investigacién se encuen-
tra en el proceso de describir otras 10 nuevas especies
de levaduras patagénicas.

éPor qué es importante investigarlas?

Las levaduras forman parte de la comunidad micro-
biana acudtica de los cuerpos de agua patagdnicos y
poseen una considerable diversidad de especies, in-
cluyendo algunas atn desconocidas para la ciencia.
Sus funciones ecolégicas dentro de las cadenas ali-
mentarias en el ecosistema acudtico constituyen adn
una asignatura pendiente en materia de conocimiento
cientifico. Sin embargo, como resultado de la interac-
cién con ofros grupos de investigacién como el del Dr.
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Zagarese, del Laboratorio de Ecologia y Fotobiologia
Acudtica (IIB-INTECH) de Chascoms y el de las Dras.
Dieguez y Perez, del Laboratorio de Fotobiologia del
INIBIOMA, dependiente del Consejo Nacional de In-
vestigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y de la
Universidad Nacional del Comahue (UNCo), se han
logrado avances importantes en lo que se refiere a la
foto-ecologia de estos microorganismos en los am-
bientes acudticos patagénicos, significando un valioso
aporte a la investigacién, otorgdndole una visién eco-
l6gica y foto-bioldgica a nuestras lineas de trabajo.
Como fruto de estos estudios, se desprende ademds,
que los diversos ambientes naturales de la Patagonia
albergan levaduras de alto valor cientifico y tecnolégi-
co, y que su estudio es de suma importancia en vistas
de la velocidad en que estos ecosistemas pristinos se
ven reducidos y transformados por la creciente activi-
dad humana.
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