Boletin Micolégico Vol. 17 : 109 - 114 2002

ESTUDIO GENETICO MOLECULAR DE
LEVADURAS DE DIVERSOS AMBIENTES

(Molecular genetic study of yeasts from different environments)

Carla Lozano, Salvador Barahona, Eugenio Reyes’,
Patricia Lodato, Patricio Retamales, Rubén Leén?,

Blanca Urzaa?, Victor Cifuentes *

Laboratorio de Genética,

Depto de Cs. Ecolodgicas, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. Las Palmeras 3425, Casilla 653,
*Email: vcifuent@uchile.cl,

1: Fundacion Cientifica y Tecnologica, ACHS,

2: Departamento de Bioquimica, Facultad de

Odontologia, Universidad de Chile.

Palabras claves: Levaduras, polimorfismo, cariotipo electroforético.
Key words: Yeasts, polimorphism, electrophoretic karyotyping.

RESUMEN

Se describe la presencia de polimorfismo genético
en levaduras nativas aisladas de diferentes ambientes, tales
como: agua de mar, suelos forestales con poca intervencion
antropica, suelos de vifiedos, otros ambientes naturales
y desde pacientes con funge-mia severa. Se detecto la
presencia de elementos gené-ticos extracromosomicos
en cuatro cepas diferentes de levaduras. El andlisis de
amplificacion de una region ITS utilizando partidores
especificos para el ITS2 (partidores ITS3 e ITS4), permite
determinar una banda de amplificacion de rDNA que varia
de tamario entre 450y 560 pb, dependiendo del género de
levadura analizada. En una cepa de Cryptococcus terreus
se observo la presencia de tres bandas de amplificacion
ITS que sugieren una organizacion compleja de los genes
de rDNA en esa cepa. Finalmente el analisis del cariotipo
electroforético de cepas ambientales y clinicas de Pichia
anomala mostro un marcado poli-morfismo cromosomico
en esta levadura emergente.

INTRODUCCION

Las levaduras son microorganismos fascinantes,
porque sus actividades dinamicas y diversas afectan a

muchas areas de la ciencia, tecnologia y medicina. Al-

ABSTRACT

The presence of genetic polymorfism is described
in isolated native yeasts of different environments, such
as seawater, forest soils with little human intervention,
vineyards, other natural environment, and from patient
with severe fungemia. The presence of extrachro-moso-
mal genetic elements was detected in four different yeast
strains. The PCR analysis of the ITS2 region,by using
specific primers (primers ITS3 and ITS4), makes it possible
to determine a band of rDNA amplification having a size
variation between 450 to 560 bp, depending on the kind of
yeast under study. In an isolated culture of Cryptococcus
terreus the presence of three ITS bands was observed,
suggesting a complex organization of the rDNA genes in
that strain. Finally, the analysis of the electrophoretic ka-
ryotype from environmental and clinical strains of Pichia
anomala showed a marked chromosomal polymorfism in
this emergent yeast.

gunas especies juegan un rol benéfico en la produccion
de alimentos, bebidas y farmacos, no obstante, otras son

nocivas como agentes de enfermedades humanas. Ade-
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mas, desde la perspectiva de la complejidad genética, su
genoma es dinamico tanto en su organizacion estructural
como funcional. En relacién a esto, una de las caracteris-
ticas de las levaduras es su alto grado de polimorfismo
genético observado entre cepas de la misma especie. Este
polimorfismo puede ser a nivel cromosomico o de genes,
generando la variabilidad genética caracteristica de los

hongos (Buscot ef al.,1996). La organizacion del genoma
de los hongos es un sistema complejo que debe entenderse
como un todo, que en muchos casos debe estudiarse en
forma parcializada, aunque su funcionamiento como tal
requiere ser analizado en forma integrada. Si consideramos
que el grado mas basico de organizacion del genoma es
a nivel de la secuencia de su DNA, un nivel superior de
complejidad lo constituyen los cromosomas y luego la
interrelacion entre la estructura de dicho genoma y su
funcién. Es en este ultimo nivel donde se presentan una
serie de interacciones que tendran grandes efectos en el
organismo. De esta manera, los cromosomas como ele-
mentos genéticos en si mismos son interesantes, debido a
que su funcion puede ser diferente pero complementaria al
analisis de los genes y sus secuencias, y en tltimo término
el arreglo que tengan sus genes constituyentes permitird o
no interacciones que pueden afectar la fisiologia del gen
alterando el fenotipo final del organismo.
Recientemente, ha surgido un enorme cuerpo de
conocimiento de la organizacion genética en los organis-
mos, que incluye la publicacion de la secuencia de varios
genomas completos, entre ellos el de S. cerevisiae, ¢l
primero de los eucariontes (Carle & Olson, 1984; Urzia et
al,1997). Sin embargo, cabe destacar que hasta cerca de
los ‘80’ atin permanecian dudas respecto de si el nimero
de cromosomas que formaban parte del genoma de esta
levadura eran 16 o 17. Sélo recientemente se logrod deter-
minar que S. cerevisiae tenia 16 cromosomas debido al
desarrollo del analisis molecular mediante electrofo-resis
de campo pulsado (Schwartz & Cantor, 1984). Esta meto-
dologia ha permitido separar los cromosomas de muchos
hongos, entre ellos los de S.cerevisiae (Carle & Olson,
1984), Schizosaccharomyces pombe (Smith et al., 1987),
Neurospora crassa (Orbach et al., 1988), Aspergillus ni-
dulans (Brody & Carbon, 1989), Phytophora megasperma
(Howlett, 1989), Candida shehatae y Pichia stipitis (Pas-
soth et al., 1992), Pycno-porus cinnabarinus (Cifuentes
& Martinez, 1992) y Phaffia rhodozyma (Cifuentes et
al., 1997). Adicio-nalmente, la electroforesis de campo
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pulsado y la asignacion de sondas genéticas a cromosomas
especificos por hibridacion, ha facilitado enormemente
el analisis parasexual en aquellos hongos que carecen de
fase sexual, permitiendo el establecimiento de grupos de
ligamiento. Paralelamente, estos estudios han conducido
al sorprendente descubrimiento que la mayoria de las es-
pecies exhiben un marcado polimorfismo cromosémico.
La naturaleza exacta del polimorfismo cromosémico es
desconocida y su significado bioldgico para el organis-
mo no esta claro. Inicialmente se propuso que éste era
un medio por el cual los hongos mitosporicos (sin ciclo
sexual), generan y mantienen la diversidad genética. Sin
embargo, en la actualidad se sabe que dicho polimorfismo
se distribuye tanto en especies asexuales como sexuales.

Estudios sobre microorganismos fungicos
aislados del medio ambiente, revelan la presencia del alto
grado de polimorfismo genético, detectado a nivel del
cariotipo electroforético como de regiones de DNA me-
diante técnicas moleculares. Similarmente, en levaduras
emergentes como por ejemplo Pichia anomala se observa
un marcado polimorfismo tanto en cepas aisladas desde el
medio ambiente como de aislados clinicos de pacientes con
fungemia. De esta manera la levadura puede existir en dos
habitat, uno como patdégeno humano emergente y otro en
el medio ambiente.

En este trabajo se estudia la presencia de polimor-
fismo genético de levaduras aisladas de diferentes habitat
que incluye aquellas que provienen del medio ambiente
como aislados clinicos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas.- Las levaduras utilizadas en este estudio corres-
ponden a cepas aisladas de diferentes ambientes, entre
las cuales se encuentran: Saccharomyces, Cryptococcus,
Pichia y otras no clasificadas. Todas las cepas fueron cul-
tivadas en un medio con extracto de levadura (YM) con
agitacion a 30°C. Las cepas IM30.1, IM29.1 e IM30.18
fueron gentilmente cedidas por el Dr. Claudio Martinez
(Univ. de Stgo. de Chile). Las cepas 124, H53,259y 189 de
P. anomala fueron aisladas desde pacientes con fungémia
y seran denominadas como cepas clinicas. Las cepas 671,
672, 673 y 674 fueron aisladas del medio ambiente (no
clinicas) y seran denominadas como cepas ambientales.

Aislamiento de levaduras de muestras ambientales.-

Muestras de suelo tomadas de diferentes ecosistemas,
fueron lavadas con 500 pl de medio de cultivo YM
(1% glucosa; 0,3% extracto de malta; 0,3% extracto de
levadura; 0,5% de peptona) (An et al, 1989) en tubos
Eppendorf. Se inocul6 matraces con 10 ml de medio YM
con alicuotas de 100 ul de la mezcla y el cultivo se incubd
a 22°C con agitacion durante 24-48 horas. Para disminuir
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el crecimiento de bacterias que puedan estar presentes en
las muestras, los medios fueron suplementados con los
antibidticos ampicilina a una concentracion final de 100
pg/mly tetraciclina a una concentracion final de 15 pg/ml.
Posterior a la incubacion, se extrajo un volumen de 100
ul desde los matraces y se sembro en placas enriquecidas
con medio de cultivo YM soélido para el crecimiento de
colonias de levaduras. Para tener un stock se tomaron las
colonias de levaduras desarrolladas en dichas placas y se
sembraron nuevamente en YM soélido. Los cultivos fueron
analizados mediante observaciones al microscopio optico.
Cuando fue necesario, levaduras aisladas de diferentes lu-
gares fueron utilizadas en pruebas de tolerancia a metales
pesados. Las levaduras fueron identificadas utilizando el
kit ID32C de BioMerieux.

Extraccion de DNA total de los aislados.- El DNA de
los aislados fue obtenido a partir de protoplastos de las
levaduras. Las cepas fueron cultivadas en 5 ml de medio
YM liquido a 22°C hasta saturacion, luego colectadas
mediante centrifugacion a 7000 rpm y resuspendidas en
500 pl de KC1 0,8 M y se agregd 100 pl de glucanex a 5
mg/ml o 35 pl de zymoliasa 100T a 2 mg/ml. La mezcla fue
incubada por 2 horas a 37°C centrifugando luego a 4000
rpm durante 1 min. Los protoplastos se resuspendieron en
450 wl de solucion II (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM
EDTA). Se agrego6 50 pl de SDS 10% y se incubo a 65°C
por 30 min. Posteriormente se agrego6 20 ul de proteinasa
K auna concentracion de 20 mg/ml y se incub6 la mezcla
a 55°C durante 1 hora. Se realizaron tres extracciones con
fenol saturado en tampon Tris-HCI pH 7.4, dos extraccio-
nes con fenol: cloroformo:alcohol isoa-milico (25:24:1) y
una con cloroformo: alcohol isoa-milico (24:1), cada vez
mezclando suavemente y centrifugando a 5000 rpm por 5
min para separar las fases. El DNA se precipité con dos
volimenes de etanol absoluto a -20 °C, lavado con etanol
al 70 % y finalmente resuspendido en 50 pl de agua bi-
destilada estéril. El DNA fue analizado por electroforesis
en geles de agarosa al 0,7 % en presencia de bromuro de
etidio a una concentracion final de 0,5 pg/ml (Sambrook
et al., 1989).

Preparacién de DNA cromosoémico intacto de levadu-
ras.- El DNA cromosomico intacto fue preparado por el
método del bloque de agarosa (Schwartz & Cantor, 1986)
con algunas modificaciones (Urzta et al., 2000; Cifuentes
et al., 1997; Cifuentes & Martinez, 1992). Células (en 50
ml de cultivo) de las distintas cepas, fueron colectadas
por centrifugacion a 4° C y 3.000 rpm durante 10 min.
Luego fueron lavadas tres veces con EDTA 50 mM pH 7.5,
resuspendidas en 500 pl de EDTA 50 mM e incubadas por
3 a 5 min a 45° C. Posteriormente, fue agregado 35 ul de
zymoliasa 100T a una concentracion de 2 mg/ml e inme-

diatamente tres volumenes de una solucion de agarosa de
bajo punto de fusion al 1.3% en EDTA 125 mM, pH 7.5.
La mezcla fue agitada suavemente hasta homogeneizar la
solucion, depositada en moldes plasticos de 0,1 ml e in-
cubados a 4° C por 5 a 10 min. Luego, los bloques fueron
incubados en 5 ml de tampon LET (Schwartz & Cantor,
1986) durante 24 h a 37° C. Posteriormente, los bloques
fueron lavados tres veces con EDTA 50 mM, pH 8,0 e
incubados en 2 ml de tamp6n NDS a 55° C por 24 horas.
Finalmente, los bloques fueron lavados 3 veces con EDTA
50 mM a temperatura ambiente y guardados en EDTA 50
mM, pH 7.5 a 4° C por periodos cortos, o indefinidamente
a-20° C en EDTA 25 mM, 50% glicerol.

Electroforesis de campo pulsado.- La electroforesis de
campo pulsado fue realizada en un equipo LKB usando un
electrodo hexagonal. Los geles fueron preparados con aga-
rosa al 0.9% en tampon TBE 1M (Cifuentes ef al., 1992).
Para la corrida electroforética se utilizo tampon TBE 1M.
La temperatura del gel y del tampdn de electroforesis fue
mantenida a 14° C, con circulacion constante. Los bloques
de agarosa fueron ajustados en los pocillos del gel y luego
sellados con agarosa al 1% en tampon TBE 1M. Las con-
diciones de electroforesis utilizo pulsos de 90 seg por 24
horas a 180 volts. Los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio (1 pug/ml) durante 60 min, luego destefiidos con
agua destilada durante el mismo tiempo.

Amplificaciéon de DNA mediante PCR.- La amplificacion
fue realizada utilizando como templado DNA total de cada
cepa de levadura. Se utilizd los partidores ITS3 e ITS4 para
amplificar la region inter rRNA. La amplificacion se realizo
en un volumen final de 25 pl utilizando 2 unidades de Taq
polimerasa. El programa de amplificacion fue el siguiente:
3 min. a 95 °C, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30
s, 72 °C por 3 min, seguido de una extencion final de 72
°C por 10 min. Los productos de la amplificacion fueron
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.7 % en presencia de bromuro de etidio a una concentra-

cion final de 0.5 pg/ml.

RESULTADOS Y DISCUSION
1M1
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Figura 1.- Electroforesis en gel de agarosa del DNA de

levaduras aisladas de diferentes localidades.
Carriles 1 y 10: DNA del bacteriofago lambda digerido con
HindIII utilizado como estdndar de tamafio molecular. Carril
2: cepa EG1 (levadura marina); carril 3: cepa 656 (levadura no
8. cerevisiae aislada de Isla de Maipo); carril 4: cepa IM30.1;
carril 5: cepa IM29.1; carril 6: cepa IM30.18; carril 7: cepa 2
(Cryptococcus terreus); carril 8: cepa 3 (C. laurentii); carril 9:
control sin DNA. Carriles 3 al 6 corresponden a cepas aisladas
de la localidad de Isla de Maipo. Carriles 4 al 6 ; diferentes
aislados de S. cerevisiae. Carriles 7 al 9 son aislados obtenidos
de la localidad de Los Queules. Las flechas indican elementos
genéticos extracromosomicos.

Presencia de elementos genéticos extracromo-
sémicos (EGEs)

Con el objetivo de estudiar las caracteristicas
genéticas de levaduras aisladas de diferentes habitat y en
diferentes condiciones ambientales que relacionen cambios
en la expresion génica, se procedio al aislamiento de le-
vaduras. Algunas de éstas se aislaron a partir de diferentes
muestras de suelo obtenidas de un ecosistema forestal
que no presentaria aporte de cobre de origen antrdpico.
Ademas, se estudi6 otras levaduras colectadas en regio-
nes vitivinicolas (Isla de Maipo), de las cuales 3 fueron
identificadas como Saccharomyces cerevisiae (IM30.1,
IM29.1 e IM30.18) y una no Saccharomyces (cepa 656),
una levadura de origen marino y varias cepas de Pichia
anomala, aisladas del medio ambiente y de pacientes con
fungemia. En este Gltimo caso, se observo una clara dife-
rencia a nivel de morfologia de las colonias y resistencia
a compuestos antifiingicos entre las cepas clinicas y las
ambientales.

En una primera caracterizacion genética se rea-
liz6 un analisis del DNA total de las cepas en estudio.
Para ello, se procedio a la extraccion del DNA a partir
de protoplastos y su posterior analisis mediante electro-
foresis en geles de agarosa, para determinar el patron de
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Figura 2.- Amplificacion mediante PCR a partir del DNA
total de las levaduras aisladas mostrado en figura 1.
Carriles 1 y 11: DNA del bacteriéfago lambda digerido con Hin-
dIII; carril 2: cepa EG1; carril 3: cepa 656; carril 4: IM30.1; carril
5: IM29.1; carril 6: IM30.18; carril 7: cepa 2 (10 ng); carril 8:
cepa 2 (100 ng); carril 9: cepa 3; carril 10: control sin DNA. Los

partidores utilizados corresponden a ITS3 e ITS4.

migracion de su DNA y detectar la presencia de elementos
genéticos extracromosomicos (EGEs). Como se muestra
en la figura 1, todas las cepas estudiadas presentan una
banda de DNA que migra alrededor de las 23 - 50 kb y que
corresponde a DNA cromosomico. Sin embargo, algunas
cepas de levaduras son portadoras de elementos genéticos
extracromosomicos como se indica mediante flechas en
la figura 1. Asi, la cepa marina EG1 presenta dos bandas
tenues de aproximadamente 11 y 6.7 kb respectivamente
(figura 1, carril 2). Adicionalmente, las cepas IM29.1 e
IM30.18 aisladas de la localidad de Isla de Maipo y per-
tenecientes a la especie S. cerevisiae, muestran claramente
la presencia de EGEs (figura 1, carriles 5 y 6), indicado por
las flechas. El analisis molecular indicd que ambas cepas
compartieron una banda de 4.2 kb, pero se diferenciaron
en que la cepa IM30.18 presentd una banda adicional de
aproximadamente 1.0 kb. Por otra parte, los resultados de
la electroforesis, muestran que otras levaduras aisladas de
la localidad de “Los Queules”, que se caracterizaron en el
laboratorio por ser tolerantes a altas concentraciones de
cobre en el medio de cultivo, presentaron la caracteristica
banda de DNA de sobre 23 kb. Sin embargo, la cepa 2,
identificada como Cryptococcus terreus mostr6 la presen-
cia de dos EGEs correspondientes a dos bandas de 0.75 y
0.56 kb respectivamente y que se indica por flechas en el
carril 7 de la figura 1. La otra levadura de “Los Queules”,
la cepa 3 fue identificada como Cryptococcus laurentii y
no presenta EGEs.

Cabe destacar que en la mayoria de los hongos
estudiados es posible detectar la presencia de acidos
nucleicos extracromosémicos. En muchos casos, se trata
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Figura 3: Electroforesis de campo pulsado de DNA cromo-
sOmico intacto de cepas de Pichia anomala.

Carriles 1 y 9: cepa 124; carriles 2 y 10: cepa H53; carriles 3 y

11: cepa 259; carriles 4 y 12: cepa 189; carriles 5y 13: cepa 671;

carriles 6 y 14: cepa 672; carriles 7 y 15: cepa 674; carriles 8 y

16: cepa 673. las condiciones de electroforesis fueron pulsos de

90 segundos a 180 volts durante 24 hrs en un gel de agarosa al

0.9% en TBE 1M.

de moléculas de RNA de doble hebra (dsRNA) (Buck,
1986; Koltin & Leibowitz, 1988) y en otros menos fre-
cuente corresponden a moléculas de DNA de doble hebra
(dsDNA) (Gunge, 1983). Casi en la totalidad de los casos
descritos los dsRNAs se encuentran encapsidados en
particulas tipo virus (VLPs) citoplasmaticas, sin embargo,
solo se ha reportado un caso de micovirus de dsDNA en
el hongo acuatico Rhizidiomyces (Dawe & Kuhn, 1983).
También cabe la posibilidad de fraccio-namiento genético
por manipulacién durante la extraccion del DNA 'y es nec-
esario observar el patron de migracion no sélo en geles de
agarosa sino que en otros (PAGE), con patrones de pesos
moleculares estandares conocidos para el material genético
extracromosomico. En las especies mejor estudiadas, se
ha demostrado la existencia de fenotipos caracteristicos
asociados a estos elementos genéticos. Tanto en algunas
levaduras que poseen dsRNAs, como S.cerevisiae (Bruenn,
1986), Ustilago maydis (Koltin, 1986) o Prhodozyma
(Castillo ef al., 1994), asi como en otras que contienen
dsDNAs lineales, Kluyveromyces lactis (Gunge, 1983),
Prhodozyma (Martinez et al., 1994) y Pichia acaciae
(Worsham & Bolen, 1990), se ha descrito un sistema killer
asociado a estos elementos. En estos casos, las levaduras
killer secretan una proteina toxica que destruye a células
sensibles de la misma especie, siendo las cepas killer
inmunes a su propia toxina. En otras especies de hongos
filamentosos que contienen dsRNAs, como Rhizoctonia
solani, Endothia parasitica y Bipolaris victoriae (Ghab-
rial, 1986), los fenotipos conferidos por estas moléculas
son hipovirulentas, de lento crecimiento y sin o escasa

esporulacion, respectivamente.

Caracterizacion mediante amplificacién de ITS por
PCR.

Como fuera descrito, los ITS (internal transcriber
spacer) del rDNA son un buen marcador para estudiar el
polimorfismo que se relacionan con la variaciones gené-
ticas entre e intraespecies (Buscot et al., 1996). Como una
caracterizacion de las cepas nativas aisladas de las tres
localidades descritas, se realiz6 un analisis amplifi-cando
mediante PCR, laregion ITS entre el rDNA de 5.8S y 28S.
Para ello se utiliz6 los partidores ITS3 e ITS4 que ampli-
fican un fragmento de DNA de aproximadamente 450 pb,
dependiendo del género estudiado. La figura 2 muestra los
resultados de la amplificacion de la region ITS de la cepa
marina EG1, las cepas aisladas de suelo de Isla de Maipo
656, IM30.1, IM29.1 e IM30.18 y de Los Queules cepa
2 y cepa 3. Como se muestra en la figura 2, el tamaiio del
producto de amplificacion del DNA ITS cae dentro de un
rango de tamafio de entre 450 a 500 pb. La cepa marina
EG1 origina un producto de amplificacion ligeramente
mayor (aprox. 20 pb) que la cepa 656 (no Saccharomyces
de Isla de Maipo). Adicionalmente, las tres cepas de S.
cerevisiae de Isla de Maipo, IM30.1, IM29.1 e IM30.18,
presentan un patrén Unico de fragmento cuyo tamafio
molecular aproximado es 485 pb. Como se esperaba, no
se observan diferencias de tamafio de la region ITS2 entre
estas cepas debido a que pertenecen a la misma especie.
Sin embargo, de los resultados mostrados en la figura 1,
estos tres aislados corresponden a cepas diferentes ya que
una (IM30.1) carece de EGEs y las otras dos presentan
uno (IM29.1) y dos (IM30.18) EGEs respectivamente.
Para determinar el polimorfismo entre estas cepas, seria
necesario hacer un estudio a nivel de secuencia de los
productos de amplificacion. Por otra parte, el analisis de
amplificacion mediante PCR con los partidores ITS3 e
ITS4 de las cepas de Los Queules, muestrod que la cepa 2
de C.terreus, presenta una banda principal de un tamafio
aproximado de 475 pb y dos bandas tenues de 450 y 560
pb respec-tivamente (ver Figura 2 carriles 7 y 8). Este
resultado sugiere que en esta cepa los genes de rDNA,
podrian estar organizados de una manera compleja, pro-
ducto de algtin evento de recombinacion intracromosdmica
que involucran directamente al rDNA. En la cepa 3 de C.
laurentii, no se observa producto de amplificacion. Este
resultado podria deberse a que los partidores ITS3 e ITS4
no reconocen una secuencia en el DNA molde o bien y lo
mas probable, que la reaccion de PCR requiere de otras
condiciones para amplificar o simplemente hubo un error
en la reaccion. Como fue indicado anteriormente, para
lograr un dato mas informativo, sera necesario profundi-
zar el analisis a nivel de la secuencia nucleotidica de los
fragmentos ITS2 amplificados, determinar las diferencias
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a nivel de sustituciones de bases y su comparacion con
las secuencias publicadas en las bases de datos como
GeneBank, mediante analisis SSCP. Un estudio preliminar
con la secuencia nucleotidica del la cepa 2 y 3 comparada
a las publicadas en GenBank, confirma la identificacion
de estas cepas como Criptococcus terreus y C.laurentii
respectivamente (dato no mostrado).

Analisis del polimorfismo cromosémico de Pichia
anomala.

Como fue indicado anteriormente, el estudio de
diferentes cepas de Panomala, aisladas desde el medio
ambiente y de pacientes con fungémia a nivel morfoldgico
y fisioldgico, mostraron diferencias entre las cepas segun su
origen. Asi, se observo que habia cambios en la morfologia
de las colonias, velocidad de crecimiento y resistencia a
agentes antifungicos (nistatina, ketoconazol, anfotericina
B) entre las cepas ambientales y las clinicas (datos no
mostrados) (Reyes 1999). Para determinar la presencia
de polimorfismo en las cepas de Panomala se elabord el
cariotipo electroforético de cepas clinicas y ambientales
de P.anomala. Para ello se prepar6 DNA cromosdémico
intacto de cuatro cepas clinicas (cepas: 124, H53, 259

estudios morfoldgicos y fisioldgicos entregan una herra-
mienta poderosa para estudiar la organizacién gendémica
estructural y funcional de estos microorganismos.
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