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Resumen

En México, se han aislado microorganismos extreméfilos de ambientes que presentan
condiciones anormales para la vida. Las investigaciones de habitats glaciales han
revelado que las comunidades microbianas son activas en las transformaciones
biogeoquimicas con importantes implicaciones globales y locales. El Iztaccihuatl alberga
los glaciares Ayoloco, La Panza y El Pecho siendo un sitio importante para el estudio de
los microorganismos adaptados al frio. El objetivo de este trabajo fue rehacer la
identificacion de hongos levaduriformes recolectados en el Iztaccihuatl y caracterizar la
tolerancia a metales pesados (Cr, Pb y Hg). Las muestras se cultivaron en medio sélido
y se realizo la identificacion molecular. EI ADN fungico fue aislado mediante el método
CTAB y se amplificé el fragmento de rnDNA ITS para la identificacion de especies por
medio de un andlisis de inferencia filogenética. Seguido a esto, los aislados fueron
caracterizados probando su resistencia a cromo, plomo y mercurio. Las cepas probadas
fueron tolerantes a los tres metales, exceptuando a una cepa del género Naganishia
(IOM 325327). Leucosporidium (IOM 325344) resultd ser las mas tolerante a cromo,
Phaffia sp. (IOM325364) y Tausonia sp. (IOM325357) fueron las mas tolerantes a plomo
y Naganishia (I0OM325360) a Mercurio. Esto nos indica que las levaduras psicrofilas
identificadas en este estudio podrian ser recursos biotecnologicos, principalmente para

la biorremediacion de areas contaminadas por metales pesados.

Palabras clave: Hongos extremofilos, identificacibn molecular, tolerancia a

metales pesados.
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1. Introduccién

El hielo en la naturaleza se ha considerado durante mucho tiempo como un
microambiente que tiene caracteristicas Unicas donde los microorganismos que se han
depositado aleatoriamente en su superficie pueden permanecer latentes (Delgado-
Granados et al., 2015). Sin embrago, la comunidad cientifica ha descrito a los glaciares
como sistemas altamente dinamicos, constantemente equilibrando la acumulacion de
masa de hielo y la biodiversidad que los habita (Meier 1973). Una parte significativa de
la biosfera es permanentemente fria, con temperaturas inferiores a 5 °C donde una gran
rigueza de microorganismos predomina ya que estdn adaptados para  sobrevivir a
condiciones de baja temperatura (Anesio et al., 2012). En México Se reconocen unos
pocos glaciares en volcanes de gran altura. El eje volcanico transversal (EVT) es un
conjunto de volcanes alineados en una franja que cruza el territorio mexicano de oeste a
este, desde Cabo Corrientes, Nayarit hasta la cordillera de Chiconquiaco, Veracruz
(Ferrusquia-Villafanca, 2007), este se encuentra principalmente entre 19°y 21° de latitud
norte y entre 1500 y 5675 m de altitud (Ferrusquia-Villafranca, 2007). Algunos de los
volcanes que componen el EVT todavia presentan actividad. Este eje, se ha formado
durante los udltimos 19 millones de anos, a lo largo de 4 episodios principales de
vulcanismo (Espinosa y Ocegueda, 2007). Los volcanes mas altos del EVT son el Pico
de Orizaba (también conocido como Citlaltepetl, 5675 metros sobre el nivel del mar
(msnm), EL Popocatepetl (5452 msnm), y el Iztaccihuatl (5286 msnm). Este ultimo al
igual que Citlaltepetl esta cubierto de hielo (Granados, 2007). Sus rocas andesiticas y
daciticas (datan de 12,000-900,000 afios) (Nixon, 1989) constituyen la base del sistema
de glaciares delvolcan. Los glaciares del volcan Iztaccihuatl perdieron el 43% de su area
en solo 30-afos (Granados et al., 2015) ya que el hielo de estos glaciares es muy
vulnerable a'los cambios de temperatura, debido a que su temperatura promedio es de
~-1.5° C (Delgado- Granados, 2007; Granados et al., 2015).

Las investigaciones de habitats glaciales han revelado que las comunidades microbianas
son activas en las transformaciones biogeoquimicas, como la fijacion de carbono y la
respiracion, el ciclo del hierro y la metanogénesis, con importantes implicaciones a escala
local y global (Hodson et al., 2009; Hood et al., 2009). Ademas, los microorganismos

extremofilos han despertado el interés de varias industrias, debido a sus enzimas,
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catalizadores biolégicos que aceleran las reacciones quimicas de la célula, como en el
caso de las arqueas extremofilas les permiten colonizar los ambientes mas inhospitos.
(Ramirez et al., 2006).

En México, se han aislado microorganismos extremdfilos (bacterias y arqueas
principalmente) de pozos petroleros. (Miranda et al., 2004), aguas termales (Castro et
al., 2005; Pinzén et al., 2010), areas desérticas (Souza et al., 2006), suelos alcalinos
(Valenzuela et al., 2008; Ruiz et al., 2009), zonas volcanicas (Cavicchioli et al., 2011),
entre otros; revelando la gran biodiversidad y el gran potencial biotecnolégico de la

microbiota mexicana (Oliart et al., 2016).

La presencia de estos microorganismos extremdfilos en regiones geograficamente
distantes (por ejemplo, montafas altas por encima de 5000 msnm) podria ser el resultado
de un proceso ecoldgico y una adaptacion genética que les permitio aumentar y mejorar
Su supervivencia en estos entornos especificos (Margesin et al., 2007, Rossi et al., 2009).
Los microorganismos adaptados al frio y amantes del frio (procariotas y hongos)
llamados psicrotolerantes y psicroéfilos respectivamente, que muestran un metabolismo
activo en glaciares y capas de hielo estan sujetos a temperaturas extremadamente bajas,
desecacion y, a menudo, limitacion de nutrientes. Dichos organismos tienen una gama
de adaptaciones relacionadas con los procesos del metabolismo celular (Cavicchioli, et
al., 2002.) Por ejemplo, producen enzimas estables a bajas temperaturas, proteinas
anticongelantes y sustancias exopoliméricas que proporcionan proteccion celular contra
los efectos potencialmente dafiinos de las bajas temperaturas. (Gilbert et al., 2005;
Margesin et al., 2011).

Mantener la fluidez de las membranas celulares es crucial a bajas temperaturas. Esto se
logra mediante un aumento en la proporcion de acidos grasos insaturados y una
disminucién en la longitud promedio de la cadena de &cidos grasos (Metz et al., 2001).
Dichas adaptaciones requiere el desarrollo de mecanismos de proteccion que alteren la
fisiologia 0 mejoran las capacidades de reparacion (Deming 2002; Shivaji y Prasad
2009). Muchas de estas propiedades ya han sido explotadas por las industrias

biotecnolégicas y otras estan en desarrollo (Margesin et al., 2007; Shivaji y Prasad 2009).



Debido a su capacidad distintiva de crecer y metabolizar a bajas temperaturas, los
hongos psicrdfilos, principalmente las levaduras estan atrayendo la atencion académica
e industrial por su enorme potencial biotecnolégico. Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de estudios publicados hasta el momento, solo unas pocas moléculas
producidas por esos organismos estan actualmente en el mercado (Margesin & amp;
Feller, 2010). A pesar de esto, varios posibles productos aun estan confinados al
laboratorio y eventualmente se desarrollardn en empresas rentables (Buzzini et al.,
2012). Las bacterias y hongos capaces de degradar grandes cantidades de compuestos
organicos en poco tiempo a bajas temperaturas representan una fuente prometedora

como inéculo para el tratamiento acelerado de aguas residuales (Margesin et al., 2010).

2.Antecedentes
2.1 Glaciares Mexicanos

El 10% de la superficie de la Tierra esta cubierta de hielo de origen glaciar los cuales
almacenan cerca de 33 millones de km3 de agua dulce, esto los convierte en los mayores
reservorios de este recurso. (Ramirez et al., 2016). El Centro Nacional de Datos de Hielo
y Nieve (NSIDC por sus siglas en inglés) define a un glaciar como una masa de hielo
originada en la tierra, la cual se compone de nieve caida. Esta, con el transcurso de
muchos afios se comprime en grandes masas de hielo. La formacion de glaciar sucede
cuando la nieve estd en el mismo lugar el tiempo suficiente para que suceda la
transformacion, esta condicién les da a los glaciares la capacidad de poder moverse en

forma de rios-lentos y ser dinamicos.

Los glaciares en el contexto cientifico se consideran un residuo de la ultima Edad de
Hielo, cuando las bajas temperaturas permitian que el hielo polar se moviera hacia zonas
de altitud baja (Fernandez et al. 2017). En el Pico de Orizaba, el area glacial hace 10
afios era un 30% del &rea total en 1958 (Delgado-Granados et al., 2015). Alvarez y
Delgado-Granados et al., (2005) investigaron acerca del espesor del glaciar de La Panza

en el Iztaccihuatl y continuo a esto, Delgado-Granados et al., (2005) y Schneider et al.,



(2008) actualizaron el inventario glacial del volcan lztaccihuatl. En el Ultimo estudio
mencionado, los investigadores realizan una proyeccion a 10 afios acerca de la
desaparicion de estos glaciares. Se establece una proyeccion a cerca de la desaparicion
de estos glaciares debido a causas ambientales (Delgado-Granados et al., 2005). Al dia

de hoy, ese escenario no esta presente.

2.2 Organismos extremofilos

Los microorganismos considerados extremofilos tienen como habitat natural ambientes
gue antiguamente se consideraban demasiado hostiles para permitir la supervivencia de
organismos vivos. Estos se clasifican con base en la condicion fisica o quimica extrema
del ambiente donde se desarrollan, entre ellos estan los termofilos con una temperatura
de optima de crecimiento superior a 45 °C, los acidéfilos con un pH de crecimiento por
debajo de 5, los alcalofilos con un pH de crecimiento por arriba de 8, los radidfilos los
cuales resisten altos niveles de radiacion y los psicrofilos con temperatura 6ptima de
crecimiento por debajo de los 10 °C. (Reed et al., 2013, Antranikian et al., 2005, Ferrer
2007, Jia et al., 2013).

Los habitats donde viven los extremdfilos incluyen habitats abismalmente diferentes.
Entre ellos, manantiales calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco profundos a
sistemas de aberturas termales abisales, tierras y mares polares frios y glaciares alpinos;
lagos salinos y ambientes con valores de pH extremos como zonas de solfataras, minas,
fuentes carbdnicas, tierras y lagos alcalinos. (Reed et al., 2013, Madigan et al., 1999,
Rothschild et al., 2001).

Las condiciones fisico-quimicas de estos ambientes estan alejados de los valores en los
comunmente es posible la vida. El agua liquida, el suministro de energia y el control de
la misma y las condiciones de 6xido-reduccion ambientales son indispensables para la
supervivencia, por lo que los extremdfilos deben vivir dentro de esos parametros o bien

ser capaces de mantenerlos regulados de forma intracelular (Canganella et al., 2011).

El agua es el disolvente esencial para la vida y debe estar presente en estado liquido

para que ésta pueda ocurrir. Esto pone un limite para el desarrollo de organismos por



debajo de los 0°C. Tipicamente los organismos psicréfilos pueden crecer en
temperaturas por debajo de los 5°C, aunque el rango de temperaturas de desarrollo

puede ir desde los 20°C hasta menos de 0°C (Ramirez et al., 2006).

2.3 Microorganismos psicrofilos

La vida a bajas temperaturas representa un reto para las células, estas deben
enfrentarse a la disminucién de actividad enzimética, difusion de solutos, diferentes
cambios en la fluidez de la membrana, conformacién de macromoléculas y una
disminucién en los procesos de traduccion y replicacion. Dentro de este grupo, también
existen los denominados psicroéfilos extremos, los cuales tienen temperaturas 6ptimas de
4° C y no sobreviven en temperaturas mayores a los 14° C. (Ramirez et al., 2006). Los
microorganismos que habitan en los glaciares mexicanos tienen que adaptarse a la baja
actividad del agua debido a los ciclos de congelacién-descongelacion, a una amplia
gama de temperaturas, a bajas concentraciones de oxigeno, alta radiacion UV y solar,
baja disponibilidad de nutrientes y desecacién debido a fuertes vientos (Gunde-

Cimerman et al., 2003).

Algunas de las estrategias de este grupo de microorganismos a nivel molecular estan
muy relacionadas con las proteinas chaperonas que conforman el control de calidad de
la maquinaria celular las cuales regulan la actividad y la conformacion de otras proteinas.
(Ramirez et al., 2006). Dentro de este grupo, las proteinas de choque térmico son las
gue se encuentran en mayor cantidad. La funcidén de estas proteinas es plegar de manera
correcta a proteinas que estan siendo sintetizadas y a proteinas desnaturalizadas,
también responden a diferentes tipos de estrés y participan en la coordinacion de
complejos -macromoleculares (Ramirez et al.,, 2006). Otra de las estrategias de los
organismos psicroéfilos es la sintesis de enzimas con modificaciones bioquimicas las
cuales permiten la supervivencia a bajas temperaturas, asi como moléculas que reducen

el punto de congelacion del agua en interior de la célula (Alpala- Aguilar 2016).

Los psicroéfilos son capaces de degradar sustancias poliméricas tales como: almidén,

celulosa, xilano, pectina, quitina, proteinas y lipidos; produciendo enzimas como:



amilasa, celulasa, xilanasa, pectinasa, quitinasa, proteasa y lipasa respectivamente
(Ramirez et al., 2006), por lo que representan un interesante recurso con aplicacion en

la biotecnologia industria, sobre todo el &rea de la biorremediacion. (Moreno, 2017).

2.4 El papel de los microorganismos es fundamental en los ciclos biogeoquimicos
de los metales

Todas las interacciones entre los diferentes microorganismos y los metales u otros
elementos como carbono, nitrégeno, azufre y fosforo son parte fundamental de los ciclos
biogeoquimicos. Las interacciones metal-microbiota son estudiadas entonces en
profundidad en el contexto de la biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar
métodos de remocion, recuperacion o detoxificacion de metales pesados y radionuclidos
(Rodschil et al., 2001).

Los metales pesados son elementos potencialmente toxicos y lamentablemente su
presencia en el medio ambiente ha incrementado de forma muy notoria en las ultimas
décadas esto debido en gran parte por actividad humana. La contaminacion metalica
supone una amenaza medioambiental importante para los seres vivos, ya que diversos
metales que son micronutrientes esenciales, como el cobre y el zinc, resultan toxicos en
concentraciones elevadas, mientras que otros como cadmio, plomo mercurio y arsénico,

son toxicos a dosis minimas (Lovley, 2000).

Dependiendo del estado-de oxidacion en el cual se encuentre un metal y la especie que
esté conformando, un microorganismo posiblemente llegue a realizar dos tipos de
transformaciones. Una de ellas es la movilizacion del metal, es decir el paso de un estado
insoluble inicial a una fase solida, a un estado soluble final, en fase acuosa. A este
proceso se le llama lixiviacion microbiana. (Rothschild et al., 2001) El segundo proceso
es la.inmovilizacién del metal el cual consiste en el paso de un estado soluble inicial en

fase acuosa a uno insoluble final en fase sdélida. (Rothschild et al., 2001)

Dentro de la naturaleza existen diferentes mecanismos los cuales la inmovilizacién del
metal puede ocurrir, a continuacion, se mencionaran algunos de ellos. La biolixiviacion

es un proceso de solubilizacién el cual se utiliza en la industria minera. Por medio de la



accion de microorganismos, los metales que se encuentran en los minerales resultan

extraidos en fase acuosa. (Rothschild et al., 2001).

El biolixiviado puede utilizarse dentro del area de la hidrometalurgia, recuperando
metales a partir de materiales solidos altamente contaminados como suelos, cenizas

resultantes de quema de desechos, sedimentos acuaticos, etc. (Rothschild et al., 2001).

Existen hongos que pueden realizar este proceso, por ejemplo, Trichoderma harzianum
gue es capaz de solubilizar MnO», Fe>Oz y Zn metélico mediante la liberacién de agentes
guelantes. (Valls et al., 2002). Otro caso bastante interesante consiste en la utilizacién
de una combinacion de la solubilizacién microbiana del Pb' de la piromorfita
(Pbs(PO4)3Cl), mediada por el hongo Aspergillus niger con la acumulacion del metal
disuelto por parte de plantas que crecen en suelos contaminados con dicho mineral .
Este ultimo fenomeno es conocido por fitorremediacion, donde la retencion del metal es

mediada por la acumulacion en plantas. (Clarke et al., 1987).

La bioacumulacion es un mecanismo celular que involucra un sistema de transporte de
membrana que internaliza al metal pesado presente en el entorno celular el cual implica
un gasto energético. (Gadd, 2000). Este consumo energético se genera a través del
sistema H+-ATPasa. Una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es
secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas
metalotioneinas o también puede ser compartamentalizado dentro de una vacuola, como
ocurre en hongos. Algunos ejemplos de este proceso son muy interesantes, como el

caso de acumulacién de uranio por la levadura Saccaromyces cerevisiae (Gadd, 2000).

En la literatura se ha reportado el aislamiento de microorganismos resistentes a metales
pesados cama: Cryptococcus albidus aislada de zonas mineras de Guanajuato resistente
a plata (Alonso et al., 2004). Thiobacillus ferrooxidans a partir de suelos ricos en azufre
(Mendoza et al., 1994) o resistentes a altas concentraciones de arsénico (Espejo et al.,
1987). Asi como Aspergillus flavus tolerante a metales pesados (Orrantia, 1995),entre
hongos contaminantes tolerantes a plomo (Diaz et al., 2002) y la acumulacion de metales
pesados por macromicetos comestibles (Lovley, 2000). Se han aislado, hongos
filamentosos tolerantes a metales pesados (Robles-Galan, 1996; Ezzoubhri et al., 2009).

Algunos estudios al respecto son los de Cardenas (2010), donde se aislaron 23 hongos
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con diferente resistencia a los metales analizados. Los autores mencionan distintos
géneros y especies entre ellas: Alternaria sp, Penicillium sp, Curvularia sp, A. niger,
Micelio estéril, A. flavus, Cephalosporium sp, Fusarium sp y Cladosporium sp (Shazia,
2009) lo que coincide los estudios de Alonso et al., (2004) y Orrantia et al.,(1995). Gran
parte de los hongos estudiados toleran plomo y zinc, pocos en mercurio y arsénico, y la
mayor sensibilidad encontrada fue a cadmio. Estos hongos se pueden utilizar los metales
pesados en soluciébn solos o acompafiados de otras biomasas, Yy contribuir
fundamentalmente a los ciclos biogeoquimicos (Kratochvil, 1998). El papel de los
microorganismos en los procesos de biorremediacion de desechos sélidos y liquidos es
esencial para el cuidado del medio ambiente, los hongos representan una alternativa
promisoria en este campo de estudio. Muchas de sus aplicaciones aln se estan
investigando, sin embargo, sus propiedades han resultado altamente efectivas en estos

procesos (Volesky, 1995).

Algunos hongos pueden acumular y absorber grandes cantidades de compuestos toxicos
como parte de las adaptaciones a ambientes extremos (Fernandez et al., 2017; Perini et
al., 2019) y la exposicion a metales pesados, esto debido a varios mecanismos como la
biosorcién en la pared celular, precipitacion extra e intracelular y la transformacion de
compuestos metalicos (Mohammadian et al., 2017). Los hongos extremdfilos podrian
usarse como agentes de biorremediacion en ambientes contaminados con cromo,
mercurio o plomo, como se muestra para algunos hongos antarticos (Santiago et al.,
2014). Ademas, representan nuevas e interesantes fuentes de productos naturales, con
potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica, agricola entre otras (Gomes et al.,
2018). Asi como influyendo en la formacion del suelo y en el crecimiento de plantas

pioneras (Ciccazzo et al., 2016; Fernandez et al., 2017; Barba-Escoto et al., 2019).



3. Justificacién

La presencia de concentraciones nocivas de algunos elementos quimicos y compuestos
contaminantes en los suelos representa un serio problema de contaminacion. El
contaminante esta siempre en concentraciones anémalas (mayores a las habituales). Su
toxicidad se define a partir de la capacidad que tiene de afectar adversamente alguna
funcion bioldgica de los organismos. Dependiendo de su origen puede ser geogénico o
antropogénico. Los primeros pueden proceder de la propia roca madre en la que se formoé
el suelo, de la actividad volcanica o del lixiviado de mineralizaciones. Los antropogénicos
son producidos por los residuos solidos urbanos y derivan de actividades industriales,
agricolas, mineras, entre otras. Las investigaciones acerca de los microorganismos
capaces de biorremediar sitios contaminado resulta interesante. En particular la de
hongos extremdfilos adaptados al frio, pues presentan mecanismos inusuales, entre
ellos, diferentes rutas bioquimicas y metabdlicas por las cuales degradan y generan
compuestos especificos, involucrados en la biorremediacion y la adaptacion al frio. Se
han realizado estudios con hongos aislados de la Antartida donde se demuestra la
tolerancia a compuestos toxicos, entre ellos, metales pesados. Posiblemente, esta
capacidad adaptativa esté relacionada con la expresion gendmica y proteica involucrada

en las adaptaciones al estrés que generan el frio.

Debido a esta capacidad adaptativa resulta interesante identificar levaduras adaptadas
a bajas temperaturas recolectadas en el Iztaccihuatl (México) y con ello, conocer cuales
son tolerantes a la presencia de metales pesados. Lo cual podria ser util para conocer la
rigueza de micromicetos psicrofilos de los glaciares mexicanos y su potencial uso en el

area de la biotecnologia, principalmente, en el area de la biorremediacion.



4. Hipotesis

Las levaduras psicrofilas aisladas de los glaciares y lagos créater del I1ztaccihuatl, podran
soportar altas concentraciones de mercurio, plomo y cromo debido a las capacidades
adaptativas que poseen derivadas de las condiciones extremas donde dichos hongos

habitan.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Identificar y caracterizar las levaduras aisladas de lagos crater y de glaciares para

evaluar su tolerancia ante tres diferentes metales.

5.2 Objetivos Particulares

1) Resolver la identificacion filogenética de las levaduras aisladas de dos lagos crater y

dos glaciares y determinar cuéles son sus categorizaciones taxonémicas.

2) Caracterizar 14 levaduras por medio de su tolerancia a tres metales pesados (Cr, Hg
y Pb) ‘para determinar su capacidad metabdlica en presencia de distintas

concentraciones de estos elementos.
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6. Metodologia
6.1 Recoleccién y aislamiento de hongos psicro-tolerantes.

En febrero 2019, se recibieron 4 muestras tomadas por la Dra. Rosa Paulina Calvillo
Medina en colaboracion con el Lic. Diego Santamaria Tovar del volcan Iztaccihuatl. Las
muestras fueron recolectadas en dos glaciares y dos lagos de crateres del complejo
volcanico lztaccihuatl (Lago del crater volcanico "Monte de Venus™ N 19°09.810° O
098°38.277°4950 msnm; Lago del crater volcanico "La Panza™ N 19 ° 10.003" O
098°38.203" 5010 msnm; Glaciar "La Panza": N 19°10.056" W 098°38.327 5065 msnm;
Glaciar "El Pecho™: N 19°10.609 'O 098°38.475" 5200 msnm ). Se tomaron muestras de
los glaciares Pecho y La Panza (Sitio 3 y 4) y dos muestras de dos conos volcanicos
(Sitio 1y 2). (Figura 1)

TRANS-MEXICAN VOLCANIC BELT

Legend

A Volcan localization
I Capital city
D State limit

-090°300" -9950"0" -08°30'0" “O8°00"
1 1

300"
1
s J

10900

Figura 1. Sitios de colecta de localizacion del Iztaccihuatl. El mapa que muestra la
localizacién del Eje Neovolcanico Transversal Mexicano y la posicion del volcan donde
se realizaron los muestreos de gran altitud (5000 msnm) alrededor de la latitud 19° norte
México.
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Las muestras se almacenaron en frascos de vidrio estériles. Se uso un piolett estérilizado
(mediante flameo) con alcohol de 96 ° (Maguimex®, México), luego se cavl un agujero
de 60 cm, los viales estériles de 500 mL se llenaron in situ y se transportaron al
laboratorio a 4°C (Branda et al., 2010). Para cada punto de recoleccién, se realizaron
tres réplicas técnicas. Las muestras de hielo se descongelaron a 4°C y se filtraron
inmediatamente utilizando filtros de membrana Millipore (0,45 mm) (Millipore®, EE. UU.)
(Branda et al., 2010). Los filtros se cortaron en trozos pequefios con tijeras y pinzas
estériles y se colocaron en la placa de agar de dextrosa Sabouraud (SDA) (Bioxon®,
México) con cloranfenicol al 1% (Sigma®, Alemania) para prevenir el crecimiento
bacteriano. Del agua obtenida de las muestras, también se colocaron 500 pL en placas
de SDA y se extendieron con una varilla codada estéril. Al hacerlo, se obtuvieron un total
de 4 réplicas de cada punto. Las placas de agar se incubaron a 28°C y 4°C hasta que se
observo el crecimiento de los hongos. Una vez que esto sucedio, se procedié a aislar
cultivos axénicos en medio de agar de dextrosa de papa (PDA) (Bioxon®, México). Los
cultivos de hongos identificados se depositaron en el Instituto de Oftalmologia
"Fundacion Conde de Valenciana" IAP, Coleccion de Cultura de México (IOM) con los
numeros de acceso de IOM325326 a IOM325362; IOM325364 y IOM325365 (holotipo y
ex-tipo) y en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB) Instituto Politécnico

Nacional (IPN), coleccion de cultivo de México (isotipo).

6. 2. Identificacion molecular: extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion
de ITS1-5.8S — ITS2.

El ADN fangico se aislé mediante un método basado en bromuro de cetil-trimetilamonio
(CTAB) (Sigma®, Alemania) (Mdller et al., 1992). Para determinar la calidad del ADN, se
realizd una electroforesis en gel de agarosa. Para amplificar el fragmento del marcador
molecular ribosémico del rARN ITS1-5.8S-ITS4 (ITS), la PCR se realiz6 en un GeneAmp
PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific®, EE. UU.). Usando los cebadores ITS1
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ) y ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para
amplificar el ITS (Dyavaiah et al., 2007).
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Para la secuenciacion se enviaron las secuencias a la empresa MACROGENE (Seul,
Corea). Una vez obtenidas dichas secuencias, se compararon a través de BLAST con
secuencias de GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Todas las secuencias
usadas en este trabajo se muestran en los arbole filogenéticos con sus nameros de
acceso de GenBank (Apéndices 1-7). Se usaron secuencias de “Type Material” cuando
se lograron encontrar disponibles para cada taxén. Todas las secuencias recién
generadas se depositaron en GenBank (niumeros de acceso de GenBank: MH890614 a
MH890651) (Tabla 1).

6.3 Inferencia filogenética

Las secuencias se editaron y se alinearon en CLUSTALX (Larkin, 2007), y las
alineaciones se editaron y ajustaron manualmente ‘'usando SEAVIEW (Galter, 1996).
Para estimar las relaciones filogenéticas en el fragmento ribosémico del ARNr ITS15.8S-
ITS4. El modelo de sustitucion de nucleotidos de mejor ajuste se encontrd utilizando
jModelTest. (Posada, 2008). La asignacion de especies se realizd mediante métodos
filogenéticos bayesianos utilizando el grupo super computacional “Kabré” (CNCA-
CeNAT). La alineacion se realiz6 utilizando MAFFT v7.397 con la estrategia L-INS-i. Los
arboles filogenéticos se infirieron usando ExaBayes (Aberer, 2014) con ncat = 3-4
millones de generaciones y 25% “burning”. En Fig Tree V1.4.2.29 (Rambaut, 2006) se

visualizé y edit6 el arbol filogenético, determinando la clasificacion taxonomica.

6.4 Caracterizacion fungica: pruebas de resistencia a metales pesados.

Para esta caracterizacion, se analizaron las cepas mediante la técnica de microdiluciones
en. placas de poliestireno, la cual se describe a continuacion. Las levaduras se
sembraron en las placas de Petri con PDA las cuales se incubaron por 14 dias a 28°C.
Se recuperaron las células fungicas afiadiendo 10 mL de 1xPBS (Solucion salina
tamponada con fosfato) (Thermo Fisher) que contenia 0,01% (v/v) de Tween-20 (Sigma)
con una varilla codada estéril. Después se realizé un recuento celular por medio de la

camara Neubauer con una dilucién 1:10 de la suspensién celular inicial obtenida.
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Posteriormente, se calculé y se inoculd una concentracion de 1x10° células/mL de cada
una de las levaduras en medio de cultivo fosfatado RPMI 1640 (Sigma®). Se evaluo la
resistencia a tres metales cromo, mercurio y al plomo usados en su forma de sales (CrCls,
HgCl. y Pb(C2H30>)2 en la concentracién 1M. Se realizaron cinco pruebas aumentando

gradualmente la cantidad de pl de cada metal (25 pl, 50 pl, 100 pl, 250 pl'y 400 pl).

Se hicieron cuatro réplicas por cada prueba de los 3 metales, para cada una de las
levaduras. Como control, se realizaron 4 repeticiones técnicas de cada aislado para los
3 metales, asi como 4 repeticiones de control para cada levadura con el medio RPMI.
Las microplacas se almacenaron a 28°C durante 14 dias. Se realizaron tres mediciones
para observar si habia crecimiento de los organismos, a los 7 dias, a los 10 dias y
finalmente a los 14 dias. Utilizando un espectrofotometro de microplacas (Thermo Fisher)
se midieron las densidades Opticas especificas para cada metal, para cromo y plomo de
540 nm (Congeevaram et al., 2007) y para mercurio. 620 nm (Ghasemi y Kaykhaii., 2017).

6.5 Determinacion del indice de tolerancia a hongos y concentraciones minimas

inhibitorias de metales pesados.

El indice de tolerancia (TI) indica.cémo un organismo tolera el estrés. Este se determin6
para cada cepa respecto a cada metal, se calculo a partir de los datos medidos de la
colonia de crecimiento fungico expuesta al metal dividida por los datos del crecimiento
fungico en los medios de control. Ademas, se calculo la concentracion minima inhibitoria
(MIC), que se define como la concentracion mas baja del metal que inhibe el crecimiento.
Para saber cual es la levadura mas tolerante, se debe evaluar el potencial de resistencia

de los hongos combinando los ensayos Tl y MIC (Mohammadian Fazli et al., 2015).
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7. Resultados

7.1. Aislamiento de hongos, filogenia y diversidad fuangica

De las muestras recolectadas de los diferentes sitios de los glaciares y los lagos, se
aislaron 91 hongos en total. En la figura 2 se muestra la relacion de los hongos que se

pudieron aislar de las muestras recolectadas en los diferentes puntos del volcan

Iztaccihuatl
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Figura 2 Identificacion taxondmicay su relacion con los sitios de muestreo en los
lagos crater y los casquetes glaciares. Identificacion taxonémica de hongos en los
cuatro puntos de muestro del Iztaccihuatl. Sito 1 MVCL (Lago crater “Monte de Venus”),
Sitio 2 LPCL (Lago crater “La Panza”), Sitio 3 LPG (Glaciar “La Panza”) y Sito 4 EPG

(Glaciar “El Pecho).
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De todas las muestras, 39 se lograron identificar a diferente nivel taxonomico (Figura 2 'y

Tabla 1) dejando 52 muestras de hongos sin identificar. Cabe mencionar que las

muestras del lago del crater volcanico "La Panza" (sito 2) son las que se identificaron en

la gran mayoria con un total de 17 hongos identificados. A diferencia de las muestras

que podian aislarse del glaciar "La Panza" (sito 3) y "ElI Pecho" (sito 4), donde se

identificaron en un porcentaje menor que los hongos aislados de los lagos volcanicos En

la Tabla 1 puede observarse la categorizacion taxondmica realizada en este proyecto

mediante la resolucion de la identificacion taxonémica. Los géneros -y phyla mas

abundantes fueron: Naganishia, Mrakia y Phenolieria y el grupo Basidiomycota, cada uno

incluyendo 5 cepas.

Tabla 1. Aislamientos de hongos identificados en este estudio. Taxones, numero de
cepas, sitio de aislamiento de nameros de acceso de GenBank, numero de pares de

bases analizados, porcentaje de cobertura de la consulta e identificacion.

Namero de

Namero de

%

%

Similitudes “Top

Sitio Especie fungica aislado acceso #pb gﬁ\é?; identify blast”
1 Phaffia sp IOM 325329 | MK045387 | 577 98% 99.% Phaffia sp
1 Candida sp IOM 325330 | MK045388 | 360 90% 98% Candida argentea
1 Mrakia sp IOM 325341 | MK045399 | 476 98% 99% Mrakia aquatica
1 Naganishia sp IOM 325352 | MK045410 | 539 100% 100% Naganishia friedmannii
1 Mrakia sp IOM-325358 | MK045416 | 442 99% 100% Mrakia sp
1 Epicoccum sp. IOM 325359 | MK045417 | 481 96% 99% Epicoccum sp
1 Naganishia sp. IOM 325360 | MK045418 | 552 100% 100% N. friedmannii
1 Cladosporium sp IOM 325361 | MK045419 | 478 98% 98% Cladosporium
2 Mrakia sp. IOM 325326 | MK045384 | 576 98% 100% Mrakia nivalis
2 Naganishia sp IOM 325327 | MK045385 | 545 100% 100% Naganishia diffluens
2 Dioszegia sp IOM 325328 | MK045386 | 419 97% 98.% Dioszegia butyracea
2 Basidiomycota sp IOM 325331 | MK045389 | 546 98% 86% Leucosporidium scotti
2 Ascomycota sp IOM 325332 | MK045390 | 491 98% 99% Candida davisiana
2 Basidiomycota sp IOM 325333 | MKO045391 | 561 97% 86.% N. friedmannii
2 Mrakia sp IOM 325334 | MK045392 | 576 98% 99% Mrakia frigida
. - Cystofilobasidium
2 Cystofilobasidium sp | IOM 325335 | MK045393 | 553 95% 100% capitatum
i Holtermanniella
2 Holtermanniella sp IOM 325336 MK045394 484 98% 95% wattica
Rhodotorula
2 Rhodotorula sp IOM 325338 | MK045396 | 512 100% 100% mucilaginosa.
2 Goffeauzima sp IOM 325339 | MK045397 | 539 | 100% 100% N. friedmannii
2 Basidiomycota sp IOM 325343 | MK045401 | 548 82% 82% Rhodotorula sp
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Leucosporidium

2 Leucosporidium sp | IOM 325344 | MK045402 | 541 99% 99% escuderoi

2 Leucosporidium sp | IOM 325345 | MK045403 | 540 99% 99% L. escuderoi

2 Aurobasidium sp IOM 325351 | MK045409 | 515 97% 99% Aureobasidium sp

2 Phenoliferia sp IOM 325354 | MK045412 | 414 90% 97% Phenoliferia glacialis

2 Naganishia sp IOM 325365 | MK045421 | 551 100% 100% Naganishia antartica
Cystofilobasidium Cystofilobasidium

3 sp IOM 325337 | MK045395 | 558 96% 100% infirmominiatum.

3 Protomyces sp IOM 325340 | MK045398 | 487 99% 99% Protomyces inouyei

3 Phenoliferia sp IOM 325342 | MK045400 | 537 98% 100% P. glacialis

3 Cladosporium sp IOM 325348 | MK045406 | 474 99% 100% Cladosporium sp.

3 Basidiomycota sp IOM 325349 | MK045407 | 582 76% 91% Glaciozyma martinii

3 Basidiomycota sp IOM 325350 | MK045408 | 581 67% 95% Leucosporidium sp

3 Cyswf"‘;gas'd'“m IOM 325337 | MK045395 | 558 | 96% | 100% | C.infirmominiatum.

3 Protomyces sp IOM 325340 | MK045398 | 487 99% 99% Protomyces inouyei

4 Phenoliferia sp IOM 325353 | MK045411 | 538 98% 100% P. glacialis

4 Phenoliferia sp IOM 325355 | MK045413 | 537 97% 100% P. glacialis

4 Mrakia sp IOM 325356 | MK045414 | 269 94% 98% Glaucozyma watsonii

4 Phaffia sp IOM 325364 | MK045422 | 578 98% 98% Phaffia sp

4 Tausonia sp IOM 325357 | MK045415 | 555 96% 99% Tausonia pullulan

4 Phenoliferia sp IOM 325362 | MK045420 | 280 98% 98% P. glacialis

En negritas, aislados de hongos utilizados para pruebas de tolerancia a metales pesados.
Asignacion de sitios de aislamiento: 1; Lago del crater volcanico “Monte de Venus” (4950
msnm), 2; Lago del Crater volcanico “La Panza” (5065 msnm), 3 Glaciar La Panza” (56010
msnm) y 4; Glaciar "El Pecho" (5200 msnm).

El total de hongos aislados y cultivados identificados se agrupa en los siguientes grupos
taxonomicos: Phaffia (5.12 %), Candida (2.56%), Mrakia (12.82%), Naganishia (9.96%),
Epicoccum (5.12%), Cladosporium (5.12%), Dioszegia (2.56%),
(12.82%), Ascomycota (2.56%), Cystofilobasidium (5.12 %), Holtermanniella (2.56%),
Rhodotorula (2.56%), Goffeauzima (5.12%), Leucosporidium (5.12%), Aurobasidium
(2.56%), Phenoliferia (12.82%,) Protomyces (2.56%) y Tausonia (2.56%).

Basidiomycota

En cuanto a la abundancia segun el sitio de aislamiento (Figura 2, Tabla 1) el género
mas abundante del sitio 1, “Monte de Venus” Lago del crater volcanico, es Naganishia,
con dos cepas de N. friedmannii. En el sitio 2, El Lago del Créater volcanico, el grupo con
mayor abundancia es Basidiomycota con 3 cepas seguido por los géneros
Leucosporidium, Mrakia y Naganishia con 2 cepas cada uno. En el sitio 3, El Glaciar La
Panza , el grupo con mayor abundancia es Basidiomycota con dos cepas de este grupo,

Por dltimo, en el sitio 4, Glaciar El Pecho, el género mas abundante es Phenoliferia con
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3 cepas de P. glacialis. La diversidad fungica que se identifico y clasific6 en 16 géneros
y en los phyla Ascomycota y Basidiomycota. Los géneros con menor abundancia entre
los basidiomycota fueron: Dioszegia, Holtermanniella, Rhodotorula, y Tausonia. Entre los

ascomycota Aurobasidium, Candida y Protomyces (Apéndice 1- 7).

7.2. Perfil de resistencia de metales pesados

En las pruebas de resistencia/sensibilidad el orden de toxicidad encontrado en los
metales fue: Hg>Cr >Pb (Tabla 2). Para poder calcular cual levadura fue la mas tolerante
al cromo, al plomo y al mercurio, se calcul6 el indice de tolerancia (T1) asi como la minima
concentracion inhibitoria (MIC) de cada metal para cada levadura el cual se presenta en
la tabla 2. Dentro de las cepas destacadas por su capacidad- de tolerancia a metales
pesados esta: Naganishia (IOM 325360) con una MIC de 400 pL y un indice de tolerancia
de .70 enlas pruebas realizadas con mercurio. Otra cepa que resalta es Leucosporidium.
(IOM 325344) la cual muestra una minima concentracion inhibitoria de 400 uL y un IT de
.86 en las pruebas realizadas con cromo, siendo esta cepa la mas resistente a este metal.
En cuanto a las pruebas realizadas con plomo, Mrakia sp. (IOM 325356) fue la mas
resistente, con una MIC de 400 pLy un-indice de tolerancia de .97, lo que nos dice que
esta cepa es altamente resistente al medio de cultivo con 250 pL de plomo. En la tabla 2
podemos observar, con base en el indice de tolerancia, las cepas mas con mayor

tolerancia.

Asi como las que son mas sensibles a cada uno de los metales tomando en cuenta las
cinco pruebas realizadas (25 pL, 50 pL, 100 L, 250 pyL y 450 pL).De acuerdo con los
resultados que nos muestra el indice de tolerancia en las pruebas con cromo, podemos
observar que Leucosporidium (IOM 325344) fue la cepa con un indice de tolerancia
superior a todas las demas cepas probadas con cromo en relacion con la cantidad de
metal probado, mostrando un IT de .86 en la prueba con 250uL. Después de esta cepa,
Phenoliferia (IOM 325342) mostré un IT de 1 en la prueba con 100uL, seguida por
Céandida sp (IOM 325330 y Basidiomycota sp (IOM 325333) las cuales obtuvieron un
indice de tolerancia de .98 y .90 respectivamente en la concentracion de 100uL, siendo

estas 4 cepas las que mostraron mayor tolerancia al cromo.
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Tabla 2. Minima concentracion inhibitoria (MIC) e indice de tolerancia (TI) a la concentracion
mas alta de metales pesados para el crecimiento de aislamientos fangicos en RPMI.

Especies fungicas MIC Tl

Cr Pb Hg Cr Pb Hg

Naganishia sp.(IOM 325327) 100 250 25 0.69 0.60 0
Phaffia sp.(IOM 325329) 100 50 50 0.07 0.43 0.67
Candida sp. (IOM 325330) 250 50 50 0.98 0.57 0.88
Basidiomycota sp.(IOM 325333) 250 50 100 0.90 0.94 0.39
Cystofilobasidium sp (IOM 325337) 50 50 50 1 0 0.86
Protomyces sp. (IOM 325340) 50 0 250 1 0 0.92

Phenoliferia sp. (IOM 325342) 250 50 50 1 0.81 0

Leucosporidium sp. (IOM 325344) 400 400 50 0.86 0.87 0
Leucosporidium sp. (IOM 325345 100 400 50 0.91 0.78 0.93
Phenoliferia sp. (IOM 325354) 100 400 50 0.45 0.43 0.29
Phaffia sp.(IOM 325364) 100 400 50 0.84 1 0.28

Tausonia sp.(IOM 325357) 50 400 50 1 1 1

Mrakia sp.(IOM 325356) 50 400 50 1 0.97 0
Naganishia sp. (IOM 325360) 250 400 400 0.17 0.24 0.70

MIC: Concentracién a la que no se produjo crecimiento. Tl: El resultado del crecimiento maximo
del aislado fungico en densidad 6ptica dividido por el promedio de los medios RPMI mas los
aislamientos fangicos. En negrita los cuatro aislados fungicos mas resistentes, su MIC; y su Tl a
diferentes concentraciones de metal.

Las cepas Leucosporidium (IOM325345), Phaffia sp (IOM325364), Naganishia,
Phenoliferia (IOM325354) y Phaffia sp (IOM325329) mostraron tolerancia al cromo hasta
la segunda prueba (50uL) con un indice de tolerancia de .91, .84, .69, 45 y .07
respectivamente.Lo que nos indica que dentro de las cepas con MIC de 100pL,
Leucosporidium-(IOM325344) fue la cepa con mayor tolerancia al cromo en la prueba
con 50uL. Por dltimo, las cepas mas sensibles al cromo fueron: Cystofilobasidium sp
(IOM 325337), Protomyces sp (IOM 325340), Tausonia sp (IOM 325357) y Mrakia sp
(IOM 325356) con una minima concentracion inhibitoria de 50uL de cromo, mostraron un
indice de tolerancia de 1, lo que nos dice que son significativamente tolerantes a la

prueba con 25uL de cromo y son las cepas mas sensibles a este metal.

En el caso del plomo, se observo que el 50% de las cepas tuvieron una MIC de 400 mg.
Estas fueron; Phaffia sp (IOM325364), Tausonia sp (IOM 325357), Mrakia sp (IOM
325356), Leucosporidium sp (IOM325344), Leucosporidium sp (IOM325345),
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Phenoliferia sp (IOM 325354) y Naganishia sp (IOM 325360). Estas 7 cepas fueron
capaces de tolera la prueba con 250 uL de cromo, con un indice de tolerancia de 1, 1,
0.97, 0.87, 0.78, 0.43 y 0.24, respectivamente. Tomando en cuenta que el valor de 1 en
este indice nos indica el valor mayor de tolerancia, Phaffia sp. (IOM325364) y Tausonia
sp (IOM 325357), muestran ser las mas tolerantes a este metal seguidas por las cepas
restantes, en el orden como fueron mencionadas. Seguido a este grupo, Naganishia sp.
(IOM 325327) tuvo una minima concentracion inhibitoria de 250uL de plomo y un indice
de tolerancia de .60. Las cepas restantes, Basidiomycota sp (IOM 325333), Phenoliferia
(IOM325344) Candida sp., Phaffia sp. (IOM325329), Cystofilobasidium sp (IOM 325337)
y Protomyces sp (IOM 325340) mostraron una minima concentracién inhibitoria de 50uL
de plomo y un indice de tolerancia en 25uL de .94, .81, .57, .43, 0y O lo que indica, en

orden ascendente, ser las 6 cepas mas sensibles a plomo.

Ahora, como se observa en la tabla 2, el mercurio fue el metal que menos toleraron la
mayoria de las levaduras probadas. S6lo Naganishia (IOM 325360) pudo tolerar la cuarta
prueba realizada en orden ascendente, 250uL, con un indice de tolerancia de .70.
Seguida a esta cepa, Protomyces sp (IOM 325340) presenté una MIC de 250 uL con un
indice de tolerancia de .92. La tercera cepa mas tolerante a este metal fue la cepa del
grupo Basidiomycota sp. (IOM 325333) la cual mostr6 una minima concentracion
inhibitoria de 100uL con un valor de .39 en el indice de tolerancia. Tausonia sp (IOM
325357), Leucosporidium sp (IOM 325345), Candida sp (I0OM 325330), Cystofilobasidium
sp (IOM 325337), Phaffia sp (IOM 325329), Phenoliferia sp (IOM 325354) , Phaffia sp
(IOM 325364), Phenoliferia sp (IOM 325342) , Mrakia sp (I0OM 325356) y Leucosporidium
(IOM 325344) mostraron una minima concentracion inhibitoria de 50 microgramos, con
un indice de tolerancia de 1, .93, .88, .86, .67, .29, .28, 0, 0 y 0, respectivamente en la
concentracion de 25 microgramos. Por ultimo, la cepa mas sensible al mercurio fue
Naganishia sp (IOM 325327) la cual no mostré crecimiento en ninguna de las

concentraciones probadas.
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8. Discusién

El Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl Zoquiapan, ubicado en la Sierra Nevada y
en la parte de esta conocida como Sierra de Rio Frio, representa, a pesar del deterioro
creciente de sus recursos, un alto porcentaje de la biodiversidad endémica del Eje
Volcanico Trans mexicano, cuya variedad y riqueza de especies son caracteristicas de
la provincia que delimita la zona de transicion entre la flora y la fauna Neartica y
Neotropical (Hernandez-Garcia, 2006). Existe una gran diversidad de microorganismos
fungicos que logran desarrollarse en el Iztaccihuatl a pesar de ser un ambiente extremo.
En las Ultimas dos décadas, se han descrito o reemplazado una gran cantidad de
microorganismos psicroéfilos y levaduras psicotolerantes debido a cambios taxonémicos
recientes en levaduras ascomicetos y basidiomicetos (Buzzini-et al., 2017). Estos
cambios taxondmicos se han visto reflejados en la filogenia fangica y en los métodos de
reconstruccion filogenética usados actualmente. Los cuales se basan en el analisis de
marcadores moleculares (secuencias de AND) y caracteres morfoldgicos. Infiriendo el

ancestro comun y las divergencias evolutivas dentro de un clado (Germes et al., 2018).

Los arboles filogenéticos, son representaciones, donde a partir de un analisis cuidadoso
es posible establecer el parecido entre dos 0 mas secuencias cuyo resultado puede ser
expresado en porcentaje de identidad o similitud entre los organismos del estudio. Con
esto logramos esclarecer que tan cercana es la relacion evolutiva entre las especies y
asi poder categorizar y nombrar a las especies (Germes et al., 2018). En el presente
estudio, la inferencia filogenética fue un elemento esencial ya que a partir del analisis
realizado, las cepas fueron clasificadas y emparentadas con las cepas mas proximas

segun sus secuencias moleculares.

En las regiones polares, subpolares y no polares, se ha identificado la comunidad de
levaduras mediante estos métodos. Se ha demostrado que estd compuesta
principalmente por hongos basidiomicetos. Los dos géneros mas representados en sitios
polares y subpolares son: Cryptococcus y sus parientes: Naganishia spp., Filobasidium
spp., Goffeauzyma spp., Papiliotrema spp. Solicoccozyma spp. Y Vishniacozyma spp.
(Clase Tremellomycetes) y Rhodotorula spp. y sus parientes (especies de Cystobasidium

spp., Bannozyma spp. y Phenoliferia) de la clase Cystobasidiomycetes. Seguido de
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Dioszegia spp., Glaciozyma spp., Leucosporidium spp. y Mrakia spp., y al final de la lista,
las levaduras negras: Elasticomyces spp., Recurvomyces mirabilis y Cryomyces spp.,
gue son modelos eucariéticos para la especulaciéon en exobioldgica (Buzzini et al., 2017,
Buzzini et al., 2018). Los aislados mencionados identificados en sitios polares y
subpolares concuerdan con la presente investigacion, los géneros Naganishia,
Phenoliferia y Mrakia estuvieron presentes siendo parte de los géneros mas abundantes,
los géneros Glaciozyma y Leucosporidium también fueron identificados. La Clase
Tremellomycetes predomind y se identificaron cepas dentro de la clase

Cystobasidiomycetes (Cystofilobasidium sp.).

En las regiones no polares, se han descrito los géneros Holtermanniella y Saitozyma
(Sannino et al., 2017). De igual forma, en concordancia a las especies mencionadas,
Fernandez, 2017, identific6 31 muestras recolectadas en la Antartica, pertenecientes a
los géneros; Candida, Cistobasidium, Fellomyces, Guehomyces,, Leucosporidium,
Metschnikowia, Meyerozyma, Nadsonia, Phenolifera y Pichia. Estas identificaciones
concuerdan con los géneros presentes en.este estudio, los cuales fueron Naganishia,
Phenoliferia, Mrakia y cepas clasificadas en el grupo de Basidiomycota los cuales fueron

los mas abundantes representando el 51.28% del total de las cepas identificadas.

Estos microorganismos unicelulares habitan en frio extremo y deben adaptarse a una
amplia gama de temperaturas, baja disponibilidad de nutrientes, debido a la alta
irradiacion solar (UV e infrarroja), baja actividad de agua, desecacion y en algunos sitios
a la disminucion de las concentraciones de oxigeno, debido a los fuertes vientos (Gunde-
Cimerman et al.,'2003). En estas condiciones se desarrollan las levaduras, las cuales
para sobrevivir, reproducirse y dispersarse presentan adaptaciones genéticas,
metabolicas, morfoldgicas y fisioldgicas favorables para existir en condiciones dificiles
(Gomes et al.,, 2018). En un estudio de Buzzini et al., (2012), se mencionan las
habilidades biologicas, entre ellas, el aumento en la fluidez de le la célula al aumentar la
composicién de los acidos grasos de la membrana, la sintesis de proteinas como
proteinas de choque frio y térmico, la reduccion de cristales de hielo por sintesis de

trehalosa y otras macromoléculas como glicoproteinas de unién al hielo extracelular,
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reduccién de las tasas de crecimiento y aumento de la biomasa y sintesis de enzimas

activas en frio. (Buzzini et al., 2012).

Todas estas adaptaciones podrian ser compuestos biotecnolégicos Utiles en la industria,
la agricultura y el sector médico. Rosa et al., (2019), han propuesto el uso de compuestos
como antibiéticos, pesticidas, antioxidantes, pigmentos fotoprotectores y proteinas
anticongelantes (Buzzini et al., 2018; Zajc et al., 2019). Entre dichas adaptaciones se
encuentran las que les ayudan a tolerar los metales pesados como Cr, Hg y Pb. En esta
investigacion se demostrd que las levaduras psicrofilas probadas con dichos metales,
resultan resistentes en mayor o menos medida, Unicamente la cepa Naganishia sp. (IOM
325327) no mostrd tolerancia a las pruebas con mercurio pero si fue resistente a los otros
2 metales mencionados. Las 13 levaduras restantes fueron resistentes a los 3 metales
siendo plomo el mas tolerado, después el cromo y por Gltimo el mercurio. Esto
comprueba que las levaduras psicrofilas presentan. adaptaciones que les permiten

degradar estos metales pesados en medios contaminados.

El cromo se encuentra en el ambiente de forma hexavalente, esta forma es la mas
soluble, toxica y de mayor interés ambiental. Se ha demostrado que el Cis causa estrés
oxidativo, dafio al ADN y perturbacidn de la expresion genética de las especies asociadas
acuaticas (Roling et al., 2006). En el presente estudio, uno de los metales probados fue
cromo hexavalente en forma de CrClz. En el estudio de Fernandez et al., 2017, Se
encontré que las cepas de Leucosporidium y Mrakia mostraron niveles altos de tolerancia
en la concentracion de-1mM de CrCI3, en cuanto a Phenoliferia, obtuvieron un
crecimiento moderado en las pruebas al igual que en el género Candida. El estudio
mencionado - concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio,
principalmente con el género Leucosporidium ya que Leucosporidium sp.(IOM 325344)
fue la cepa con mayor tolerancia a este metal. Fernandez et al., 2017 describieron que
estos géneros de levaduras, sobre todo Leucosporidium y Mrakia, resultan prometedoras
para el uso en el tratamiento de baja temperatura de efluentes que contienen altos niveles

de iones metdlicos.
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A diferencia de los contaminantes de origen organico, los metales pesados no se
degradan y de esta forma crean un desafio diferente para la remediacion. La
contaminacién medioambiental a causa del mercurio surge de varias actividades
antropogénicas, entre ellas, la actividad industrial, la mineria, procesos metalicos y
derivados del petréleo, uso de fungicidas mercuriales, entre otras (Barkay et al., 2003).
Estas actividades han aumentado el nivel de mercurio en la atmésfera por lo que es
importante eliminar estos contaminantes (Barkay et al., 2003). En el estudio de Amin A-
Latif Z, (2013) , se reporté a Candida xylopsoci altamente resistente al mercurio (HgCl>)
esto se determind mediante una prueba cualitativa resultando en una coloracion oscura

por parte de la cepa cultivada en la placa con agar.

En la investigacion de Rehman et al., (2010), se demostré que Candida tropicalis es
resistente a Cd hasta la concentracion de 2.800 mg/L y el orden de resistencia con
respecto a la tolerancia a distintos metales probados fue; Zn+> Ni >Hg> Cu+> Cr>Pb. En
la misma investigacion de Amin A-Latif Z, (2013) , Candida xylopsoci bioacumula 18
pg/ml de mercurio en 36 horas desde el medio de cultivo sintético pero su potencial
aumenta cuando se atrapa en alginato de sodio. La resistencia al mercurio ha sido
previamente informada en muchas Candida spp, Amin A-Latif Z, (2013), sugiere que las
células de levadura atrapadas en alginato de sodio tienen mas potencial de remediacion
en comparacion con las células libres. Esto puede deberse a la naturaleza polimérica del
alginato, que captura metales de forma no especificamente especifica para transportar
en las celdas. En este proyecto, la cepa de Candida probada para medir la tolerancia al
mercurio, mostro una minima concentracion inhibitoria de 50ul y un indice de tolerancia

de .88 lo que la posicion6é como la sexta cepa mas tolerante a este metal.

Se sabe que algunos hongos pertenecientes a los géneros Cladosporium, Penicillium,
Stemphylium y Mucor pueden reducir y volatilizar el mercurio a bajas temperaturas
(Hoque y Fritscher 2016). Sin embargo, en nuestro estudio todos los hongos fueron muy
sensibles a mercurio a excepcién de Naganishia sp (IOM 325360), Protomyces
(IOM325340) y la cepa Basidiomycota sp (IOM 325333). En cuanto a los otros dos

metales probados, estos hongos presentan una interesante tolerancia a Cr (lll) y Pb (lI).
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Los géneros mencionados en el estudio de Hoque y Fritscher (2016) no forman parte de
los géneros presentes en este estudio, pero pueden funcionar como referencia ya que,
en este estudio, se obtuvieron resultados similares. En el estudio de El Khateeb et al.,
(2012), se aislaron cepas del género Stemphylum de aguas contaminadas por metales
pesados, entre ellos plomo. En el trabajo presentado por Shao y Sun (2007),
Cladosporium cladosporioides no mostré crecimiento en 1 mM Hg (Il) y solo crecimiento
débil con Pb (lll) 1 mM a diferencia del estudio de Calvillo-Medina et al., (2020), donde
una cepa de Cladosporium sp mostré crecimiento en plomo (IV) de 10 mM'y fue una de
los mas tolerantes a Cromo (20 mM). En el mismo estudio la MIC encontrada para Pb de
Penicillum sp. fue de 24 mM. En comparacion con el estudio anterior, Penicillium fue de
los més tolerantes al plomo, con una MIC de Pb 20 mM. Sun y Shao (2007), propusieron
gue estos microorganismos eran capaces de acumular una gran cantidad de granulos de
plomo intracelularmente y en la capa externa de la-pared celular. Yan y Viraraghavan
(2003), demostraron el potencial de Mucor como biorremediador de cromo, mercurio y

plomo.

De la misma manera, los aislados de Alternaria y Arthrinium, mostraron un crecimiento
muy sensible a 7.5 mM de cromo y plomo. (Yan y Viraraghavan, 2003). Curvularia lunata
ha sido documentado como biorremediador ya que su crecimiento no se vio afectado por
la presencia de cadmio, zinc y plomo (15 mM) (Paraszkiewicz et al., 2007). En
concordancia a las similitudes que existen entre los estudios mencionados, el plomo fue
el metal mayormente tolerado. Leucosporidium (IOM 325344) fue la cepa mas resistente
en el estudio con una CMI de 400ul en plomo al igual que en cromo y en mercurio de 50
pl. Seguida a esta cepa, Naganishia sp. (IOM 325360) mostré una MIC de 250ul en
cromo y 400pul tanto en plomo como en mercurio, siendo la Unica cepa que tolero el
medio con 250 ul de mercurio. Los resultados obtenidos coinciden con la literatura citada
cuando hablamos de cromo y plomo, en el caso del mercurio, los resultados de las cepas

mas tolerantes no se han estudiado anteriormente.
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9. Conclusién

Existe poca informacién acerca de las levaduras psicréfilas que habitan en los glaciares
mexicanos, dentro de los organismos aislados, pueden estar representados géneros o
especies nuevas, pero aun falta mas informacion para poder describirlos. Se han
realizado bastantes estudios acerca de las caracteristicas con potencial biotecnolégico,
médico y ambiental de los microorganismos extreméfilos. El hecho de que estas
levaduras puedan tolerar la presencia de cromo, plomo y mercurio representa una
herramienta interesante para la biorremediacién de suelos y aguas contaminadas por
desechos industriales. Es importante continuar con esta area de investigacion ya que se
pueden crear soluciones ambientales a partir de estos microorganismos con
metabolismo extremaofilo. Los glaciares representan uno de los tantos ecosistemas que
se ven afectados por el calentamiento global, lo que repercute en el estudio de sus
microambientes y de su ecologia. El poder estudiar, conocer y comprender estos sitios

unicos en el planeta es una oportunidad que no debemos perder.
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11. Apéndices

Apéndice 1. Arbol filogenético del género Aureobasidium. Se observa la relacion
filogenética entre especies de hongos psicrofilos del género Aureobasidium mediante el
andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

1 [ Zalaria obscura| DAOMC250849
Zalaria obscura|l DAOMC250852
1 Dothiora pyrenophora|CPC30632
Dothiora pyrenophora|CPC30634
Selenophoma juncea|CF285463
Selenophoma junceal|F277101
L{' Kabatina juniperi|CBS466.66
Kabatina juniperi|CBS239.66
1 r Sydowia polyspora| 10667
L Sydowia polyspora|CBS544.95
Aureobasidium sp|/IOM325351 e,
Aureobasidium leucospermi|CBS130593
Aureobasidium leucospermilKUC1761
o.rSAureobasidium namibiae|DTO296-G 1
Aureobasidium namibiae| CBS147.97
. Aureobasidium IlinijDTO301-H1
Aureobasidium proteae|CBS111973
Aureobasidium proteae|CBS114273
Aureobasidium microstictum|CBS342.66
1 Aureobasidium lini|CBS125.21
0.82p.ps5Columnosphaeria fagi|CBS171.93
Aureobasidium pullulans|CBS584.75
0 8§ Aureobasidium melanogenum |CBS105.22
Aureobasidium pullulans|L1-2
Aureobasidium melanogenum|DTO 285-D3
0.99 Aureobasidium subglaciale| EXF-2491
Aureobasidium subglaciale |CBS 123387
1" 0.58 Kabatiella bupleuri|CBS 131303
Kabatiella bupleuri|CBS131304
Aureobasidium microstictum|CBS114.64
Aureobasidium caulivorum|CBS242.64
{Pseudoseptoria obscura|CBS135103
Pseudoseptoria obscura|Fi48
1 [ Aureobasidium thailandense|NRRL58539
Aureobasidium thailandense|CU26

Phaeocryptopus gaeumanniilCBS267.37

0.7

0.06



Apéndice 2. Arbol filogenético del género Cladosporium. Se observa la relacion
filogenética entre especies de hongos psicréfilos del género Cladosporium mediante el
andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

1 Graphiopsis chlorocephala|CBS121523
Graphiopsis chlorocephala|CBS 100405
Verrucocladosporium dirinae|CBS112794
Verrucocladosporium dirinae|HF16
Toxicocladosporium irritans| CMW39102
Toxicocladosporium irritans|CBS185.58
: Mycosphaerella iridis|CBS282.49
1 [ Rachicladosporium africanum|CMW39097
Rachicladosporium africanum|CMW39100
1 [ Devriesia acadiensis|DAOM232219
Devriesia acadiensis| DAOM232215
i Passalora fulvum|ATCC44960
Passalora fulvum|L25430.1
1 r Amorphotheca resinae|lATCC200942
L Amorphotheca resinae|STE-U3692
1 1 Cladophialophora bantiana|WC2907
t Cladophialophora bantiana|AF131079
0.98 Cladosporium velox|NR119604
Cladosporium velox|CBS119417
Cladosporium halotolerans|EXF-572
Cladosporium dominicanum|NR 119603
Cladosporium dominicanum|EXF-732
0{$7 Cladosporium sphaerospermum|CBS193.54
b7 ! Cladosporium sphaerospermum|UTHSCDI-13-237
Cladosporium fusiforme|NR119608
Cladosporium fusiforme|CBS452.7 1
8 Cladosporium langeronii|CBS189.54
Cladosporium. langeronii|DH13833
Cladosporium sp.||IOM325361
8 Cladosporium iridis|CBS138.40
Cladosporium iridis|CBS107.20
- Cladosporium cladosporioides|STE-U3682
Cladosporium pseudocladosporioides|CPC 14189
Cladosporium pseudocladosporioides|CBS125993
dg4 Cladosporium sp.||OM325348 )
Cladosporium uredinicolalJS11
Cladosporium cladosporioides|CBS112388
Cladosporium uredinicola| CPC5390
Fusicladium convolvularum|STE-U 3884

5 4

[

o

0.08
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Apéndice 3. Arbol filogenético de la familia Didymellaceae. Se observa la relacion
filogenética entre especies de hongos psicrofilos de la familia Didymellaceae mediante
el andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

— Epicoccum sorghinum|CBS179.80
1 [ Epicoccum pimprinum|CBS246.60
Epicoccum pimprinum|PD77/1028

Epicoccum plurivorum|CBS558.81

Epicoccum plurivorum|CBS284.93

Epicoccum brasiliense|CBS120105

Epicoccum draconis|CBS186.83
picoccum huancayense|CBS105.80
Epicoccum layuense|E33

Epicoccum layuense|CGMCC3.18362
< Epicoccum layuense|E22
03 Epicoccum sp.|HB75
0904 5 Epicoccum nigrum|AS 9-4
Ampelomyces humulilwb298

Epicoccum nigrum|AO-F-MEA-16
Epicoccum sp.||OM325347 )

Epicoccum sp.||OM325359 G

Alternaria subcucurbitae|CBS121491

0.03
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Apéndice 4. Arbol filogenético de la clase Microbotryomycetes. Se observa la relacion
filogenética entre especies de hongos psicréfilos de la clase Microbotryomycetes

mediante el andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

1 [ Rhodotorula mucilaginosa|2018A0762M12

U-tﬁRhodotoru/a mucilaginosa|CBS316

Rhodotorula mucilaginosal|OM325338 Qe

Phenoliferia psychrophenolica| AUCryS 04
71 Phenoliferia psychrophenolicalAG15
Phenoliferia psychrophenolica|CBS 10438
Phenoliferia psychrophenolical|A12
-98Phenoliferia psychrophila|CBS 10440
Phenoliferia psychrophila|PB15
: Phenoliferia glacialis||OM325362 D SNGEIEN
Phenoliferia glacialis||OM325354
> Phenoliferia sp.|A9

Phenoliferia glacialis|A43

Phenoliferia glacialis|CBS10436
1Phenoliferia glacialis||OM325342
Phenoliferia glacialis||OM325353
Phenoliferia glacialis||OM325355

Rhodotorula glacialis|AJ853457

1 l__ Basidiomyecota sp.|/OM325350
0.99 Basidiomycota sp.|/IOM325349

1 [ Basidiomycota sp.|/IOM325331

Basidiomycota sp.||OM325343

Leucosporidium muscorum|YS-6
Leucosporidium drummii|BW-15
Leucosporidium drummii|CBS11562

{1 Leucosporidium himalayensis|RNF079
Leucosporidium fragarium|CBS6254
Leucosporidium fragarium|CBS6253
Leucosporidium escuderoilCBS12734
0.p8 gaLeucosporidium escuderoi|131209-E2A-C3-1l-lev
Leucosporidium escuderoi||OM325345 G
Leucosporidium escuderoi|lOM325344
Leucosporidiella yakutica| CBS9467
11871 eucosporidium yakuticum|CBS8621
gLeucosporidiella yakutica| VKMY-2837T
Leucosporidium sp.|Ecu249
8Leucosporidium creatinivorum|CBS8620
Leucosporidium creatinivorum|DBVPG5866
Leucosporidium scotiilCBS5931
Leucosporidium scotii|CBS5930

i t1’_ﬁéLeucosporidium muscorum|CBS6921

10

Ustilago maydis|ATCC10819

0.07
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Apéndice 5. Arbol filogenético de la clase Saccharomycetes. Se observa la relacion
filogenética entre especies de hongos psicréfilos de la clase Saccharomycetes mediante
el andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

Candida davisiana|CBS9495

A Pseudeurotium bakeri|KRP54-3

0'0 7Pseudeurotium zonatum|CBS129096

5 5Pseudeurotium ovale|NLS-4

oldo Pseudeurotium zonatum|CBS329.36

0.1 7Pseudeurotium bakeri|CBS878.71
Pseudeurotium ovale|CBS389.54

4Candida sp.|DBVPG5884

9Leuconeurospora sp.|IBT-D59

o

o

oljs3Pseudeurotium sp.|2PM2
bY Ascomycota sp|lOM325332 U
Candida blankii|CBS 1898

o

1 1 — Diutina mesorugosa|CBS12656
4N Diutina pseudorugosa|CBS10433
Martiniozyma abiesophila|NRRLY-11514
Candida boidiniilCBS2428
i [ Candida sp.||OM325330
Candida argentea|NSFD-210-513

Diutina catenulata|CBS565

Candida glaebosa|lURFM539

.74
1 [ Candida palmyrensis|CBS11546

Candida palmyrensis|ATCC62899
Taphrina ulmilCBS420.54

0.2
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Apéndice 6. Arbol filogenético del orden Taphirales. Se observa la relacion filogenética
entre especies de hongos psicrofilos del orden Taphirales mediante el andlisis de la

secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

0.4a Protomyces gravidus|Y-17093
6 Profomyces inundatus|Y-6349

0.99 Protomyces macrosporus|PmcC1

Protomyces inouyei|lOM325340 - eumm—

0|13 Protomyces pachydermus|YB-4355

o.[poProtomyces inouyei| YB-4354
Protomyces lactucaedebilis|YB-4353
Taphrina caerulescens|CBS351.35

Taphrina caerulescens|NRRLT-878
Taphrina letifera|CBS335.55
Taphrina wiesneri|CBS275.28

: Taphrina pruni-subcordatae|CBS381.39
99 Taphrina flavorubra|CBS377.39

0. 8Taphrina communis|CBS352.35
0.740.p7Taphrina prunilCBS358.35

Taphrina mirabilis|CBS357.35

— Taphrina virginica| CBS340.55

) 0@3oTaphrina betulina|UCD315

Taphrina nana|CBS336.55

Taphrina carnea|CBS 332.55
0.p3Taphrina sp.|DTO305-D8

Taphrina tormentillae|CBS339.55

1

{ Protomyces pachydermus|NRRLYB-4355

Mucor amphibiorum|CBS763.74

0.3
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Apéndice 7. Arbol filogenético de la clase Tremellomycetes. Se observa la relacion

filogenética entre especies de hongos psicréfilos de la clase Tremellomycetes mediante
el andlisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS).

°-_9T Tausonia pullulans|CBS9320
Tausonia sp|/OM325357
-f3Cryptococcus aquaticus |H2
¥ Mrakia acuatica|lOM325341 umm—
¥ Mrakia acuatica|CBS5443
Cryptococcus aquaticus |H1
BP4Mrakia cryoconitiiDBVPG5302
Mrakia cryoconiti|CBS10834
P3Mrakia frigida|CBS5270
gpaMrakia frigida|]NYNU1846
Iz Mrakia gelida|CBS5272
s Mrakia sp|IOM325356 ~Crem—
thseMrakia robertil|AU_CryS08
‘PSMrakia sp.|Sv0203
Mrakia sp|/IOM325358

Mrakia frigida||IOM325334 ~Crm——
O[® Mrakia frigidal IOM325326
oMrakia gelida|DBVPG4995
iP8Mrakia gelida|DBVPG5220
'S Mrakia gelida|DBVPG5218

?SMrakia stokesii|DW-75
Mrakia blollopis|DW-30

Phaffia sp|/IOM325329 <=
Phaffia sp|/OM325364

Xanthophyllomyces sp.|IDP-2012
g Phaffia sp|CBS9090

gPhaffia rhodozyma|CBS5905
Xanthophyllomyces dendrorhous|ZP895
Phaffia rhodozyma|zjut00010
Cystofilobasidium macerans|CBS10757
Cystofilobasidium macerans|C9
Cryptococcus macerans|PYCC4482
Cystofilobasidium infirmominiatum|CBS323
8 Cystofilobasidium infirmominiatum|/OM325337 &
SCystofilobasidium infirmominiatum|CBS323
TCystofilobasidium infirmominiatum|CBS6962
Cystofilobasidium infirmominiatum|CBS6352
_1_{ Cystofilobasidium feriqula|CBS7201
Cystofilobasidium ferigula|CBS6954
Cystofilobasidium bisporidii|CBS6349

Cystofilobasidium bisporidii|CBS6347
o0l¢7 Cystofilobasidium capitatum|RW3l1a
o p7Cystofilobasidium lari-marini|S3B
0.ps Cystofilobasidium sp|/OM325335 ) —
a 0.ps Cystofilobasidium sp.|RW1A1P1

0i1 Cystofilobasidium capitatum|CBS6358

Cystofilobasidium alribaticum|392

Glaciozyma watsonii|CBS10986
Holtermanniella wattica|bca-299
5 Holtermanniella takashimae|/OM325336 - um—"
7 Holtermanniella takashimae|CBS 11174
o.yaHoltermanniella festucosal|bca-198
48 0B9Holtermanniella nyarrowil|CBS8804

Holtermanniella nyarrowii|CBS8805
— Cryptococcus sp.|A10

075

S

0.
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Dioszegié auranliacé|¢8$6980

| Dioszegia hungarica|JCM9046

Dioszegia hungarica|CBS4214

Dioszegia statzelliae||OM325328 ~Cmmm—
Dioszegia fristingensis|CBS 10052

0'p1 Dioszegia statzelliae| CBS8925

Dioszegia butyracea|CBS10122

PB2Goffeauzyma gilvescens|CBS7525
Goffeauzyma gilvescens|DX-2
Naganishia onofriilDBVPG5303
Basidiomycota sp|/OM325333 G
’ GN.'-Jganishia onofriilCBS9622
Naganishia friedmannii|lOM325360 G
Naganishia friedmanniilCBS7160
W5 naganishia globosalASV30
[r3 Naganishia globosal|ASV270
h waGoffeauzyma gilvescens||OM325352
0 peGoffeauzyma gilvescens|/OM325339 ——
D.870-B2Cryptococcus friedmannii |CCFEE5425
Naganishia vaughanmartiniae| DBVPG5325
d.g9Naganishia antarctica|lOM325363
8Cryptococcus antarcticus| CCFEE5403 —
Naganishia antarctica|YK-24
¢Naganishia bhutanensis|CBS6294
7Cryptococcus bhutanensis|CBS6294
oVaganishia bhutanensis|ATCC22461
0 9Cryptococcus bhutanensis|ATCC22461
Naganishia antarctica| CBS7687

0.79

oo

8
&Cryptococcus albidus|CBS5810
8Naganishia albida|CBS142
Naganishia albida|MK-5b
ygNaganishia liquefaciens||OM325346 <
h,Cryptococcus albidosimilis|P40D008
Cryptococcus albidus|WM13.126
Naganishia albidosimilis|JCM8843
Cryptococcus liquefaciens|CBS968
Cryptococcus sp.|DTO301-A3
Cryptococcus albidosimilis|CBS10619
Naganishia sp.|IOM325327
Naganishia liquefaciens|CBS968 —
Cryptococcus liquefaciens|273-12
.p2Naganishia diffluens|ATCC34141
F“Cryptococcus diffluens| WM 1120
Naganishia diffluens|CBS160
1

o O

oo

r— Mrakia acuatica|DBVPG4994
L Tausonia pullulans|CBS2532

Ustilago maydis|ATCC 10819

0.4
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