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Resumen

Durante la XIV Expedicion Ecuatoriana a la Antdrtida realizada en el verano austral del 2010, se recolectaron
muestras de suelo, agua y sedimento con la finalidad de establecer en CIBE-ESPOL un banco de cepas de
microorganismos psicrdfilos v psicotrofos. Actualmente se cuenta 435 aislados preservados a una temperatura
de =80°C, con un control de viabilidad los cuales estdn previstos de forma periodica cada 2 meses. La presente
articulo informa los avances logrados en la primera fase del proyecto, optimizacion de aislamiento de bacterias,
hongos y levaduras, ademds de su identificacion partiendo de andlisis morfologicos y perfiles bioguimicos. Los
resultados preliminares reflejan el alto potencial biotecnolégico que poseen los microorganismos antdrticos como
hiocontroladores y como fuente de biomoléculas de interés industrial y biomédico. La siguiente fase pretende explotar
el acervo genético de los microorganismos aislados por medio de andlisis moleculares que apunten a la biisqueda de
genes de interés biotecnologico.

Palabras clave: Banco de cepas, biotecnologico, preservacion, diversidad.

Abstract

During the Ecuadorian XIV Expedition to Antarctic (antarctic summer of 2010), samples of soil, water and sediment
were collected in order to establish a Collection of psycrophilic and psychrotrophic microorganisms at CIBE-ESPOL.
Currently, we have a collection of 435 isolates preserved at temperature of -80 ° C, with a viability control every 2month.
This article reports the progress in the first phase of the project, which includes the optimization of culture 1o isolation
of bacteria, fungi and veast with respective identifacations based on morphological analysis and biochemical profiles.
Preliminary results reflect the high biotechnological potential of antarctic microorganisms as biocontrol and as a source
of biomolecules of industrial and biomedical importance. The next phase of this project aims to exploit the gene pool of
antarctic bacteria, veast and fungi by molecular analysis pointing to finding genes of biotechnological interest.

Keywords: Bank of strains, biotechnology, preservation, diversity.

1. Introduccion

El conocimiento de la diversidad microbioldgica
existente en el planeta, cobra cada vez mayor
importancia, no solo por su papel imprescindible
para el equilibrio ecoldgico: sino que la necesidad
de preservarla, se ha incrementado a medida que se
descubren mudltiples utilidades que derivan de ella
en diferentes campos como el agricola, industrial y
médico [1].

El continente Antdrtico, de estructura ecolégi-
camente fragil, es de gran importancia para la
investigacion microbiolégica, debido a la incidencia
de bacterias poco conocidas en su hdbitat [2]. La
diversidad microbiologica presente en el suelo,
sedimento y agua es muy grande con caracteristicas

tnicas y mecanismos que han desarrollado para poder
adaptarse y desarrollarse en condiciones hostiles de
presion, temperatura y salinidad. Esta versatilidad
mostrada por los microorganismos hace posible que
puedan transformar una gran variedad de sustratos,
entre los que se encuentran compuestos organicos e
inorgdnicos y sean responsables de diversos procesos
biogeoquimicos y fermentativos de elevado interés [3]
en especial microorganismos psicrofilos, verdaderos
extremofilos. que no solo crecen a bajas temperaturas
y escasa disponibilidad de nutrientes [4. 5] sino que
son capaces de degradar patégenos y contaminantes,
superando las dificiles condiciones ambientales
imperantes, causadas por estos [6).
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El conocimiento de las caracteristicas fisiologicas
y fenotipicas constituye un importante paso en la
identificacién de los microorganismos. Las pruebas
bioquimicas se fundamentan en demostrar si las cepas
bacterianas son capaces de transformar un sustrato en
particular. La presencia de determinadas moléculas, ya
sea de las estructuras de las células o de los subproductos
de su metabolismo, pueden ponerse de manifiesto
mediante una serie de reacciones quimicas adecuadas
[7]. Todo esto incrementa la necesidad de preservar los
microorganismos, y en particular aquellos que, puedan
ser aislados de ambientes. extremos, y presenten un
gran potencial biotecnolégico.

En etapas anteriores de este proyecto se optimizaron
los métodos de cultivo, aislamiento y preservacion de
bacterias, hongos y levaduras antérticos en laboratorios
de CIBE-ESPOL. A partir de esos resultados, se
realizado andlisis morfologicos y pruebas bioquimicas
para determinar el perfil de los microorganismos,
lo que servird como base de investigaciones futuras
encaminadas a determinar cepas que puedan ser
empleadas como fuentes de enzimas (lipasas, amilasas,
etc.) y de metabolitos capaces de inhibir el desarrollo
de pat6genos.

2. Materiales y Métodos

Metodologia de campo

Durante el verano antartico de 2010 se recolectaron
varias muestras de suelo, sedimento y agua en diferentes
puntos de la Isla Greenwich, Isla Dee y Barrientos.

~ -
Glaciar
Bravo

B .

Figura 1. Localizacion de la Estacion Pedro Vicente Maldonado

En el trabajo de campo se establecieron un total
de 13 y 9 dreas de muestreo para suelo y sedimento-
agua respectivamente, en los alrededores de Punta Fort
William (PFW)-1G (suelo 9, sedimento y agua 3) y Punta
Ambato (PA)-IG (suelo 1, sedimento y agua 2); Isla Dee
(ID) (suelo 1, sedimento y agua 2) e Isla Barrientos (IB)
(suelo 2, sedimento y agua 2) “Tablal”.

Lugar  Muestra Caracteristicas

PEWIG 4 Puyango. Zona secay alla, elevacion
cercana al glaciar.

62:27' 24" 59°43'289"
62026'546" 59°44'41.0°
62°26'544" 5°44°095"
62026'524" 59°43'4317
62:26'595" 5%44'462"
62027'009" 59°44'267
6226'45.0" 5¢°43'320"
62027008 59°44°07.7"
62024'243" 59°44'209"
2 Vegetacion cercana a las colonias 62°24'225 5844165
Suelo Arenoso, bajo impacto antropogénico 62026'20,7" 59°47'237"
62°25'518" 5047 408"

9 Anidacién de aves

10 Zonade Musgos

14 Zona seca plana de piedras

15  Zonaliquenes

3 Zona Plantas Vasculares

7 Zona de una amplia diversidad vegetal
8 Huesos en descomposicion

16 Zona de deshielo del Glaciar Quito
Guano de colonias de pingliinos

Suelo Arenoso con materia organica

Las muestras fueron recolectadas manualmente
y transportadas en hieleras a laboratorios del CIBE-
ESPOL en Ecuador.

Optimizacion del aislamiento de microorganismos

Se pesé lg de suelo, y se coloco en tubos con 10
ml de Agua de Peptona para bacterias y 10 ml. de
agua estéril para hongos. Los tubos inoculados se los
dej6 incubar durante 2 horas a 4°C. Para la siembra de
muestras de suelo se utilizaron varios métodos (directo
y por diluciones); se efectuaron diluciones hasta 10
se colocaron 30 pl de cada dilucion de muestra en cajas
petri con agar, y se sembraron por método superficial
con ayuda de un asa de dispersion. Los medios de
cultivo como: TSA (Trypticase Soy Agar) y AN
(Agar Nutritivo) para bacterias; YEC (Yeast Extract
Cloramphenicol), SAB (Sabouraud Dextrose Agar). y
PDA (Potato dextrose agar) para hongos y levaduras.

Las muestras sembradas en los diferentes medios se
Jas mantuvo en refrigeradoras reguladas a 4°C y en una
incubadora refrigerada ajustadaa 10°C. La aparicion de
bacterias, hongos y levaduras se registré en diferentes
tiempos para ambas temperaturas de incubacion.
determindndose la temperatura Optima a base del
ndmero de colonias y su velocidad de crecimiento.

Una vez establecida la metodologia optimizada
sobre los medios de cultivo, y los rangos éptimos de
crecimiento se procesaron Cinco nuevas muestras
antérticas (muestras de suelo 1.3.5.7 y 9) conservadas
en los laboratorios del CIBE.

Aislamiento de microorganismos

Una vez obtenido el pool microbianos, se procediz
a efectuar un conteo de las UFCs para determinar
en cual medio presentaba un mayor crecimiento. El
aislamiento se efectuaba, tomando a las colonias
bacterianas y levaduras de manera cuidadosa, parz
evitar la contaminacién con otra colonia presente en
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el pool, y asi obtener una cepa pura. Con una asa de
siembra, y procediendo a efectuar un raya o de estrias
en los medios sélidos dispensados en las cajas petri.
Mientras que los hongos, fueron aislados mediante
el uso de una aguja enmangada. dando ligero toque
con la punta de la aguja estéril, sobre la colonia del
microhongo. Las cajas inoculadas fueron colocadas a 4
y 10°C respectivamente.

Preservacién y control de aislados

Los aislados fueron preservados con glicerol al 99.8%
como anticongelante en una solucién de AP (Agua de
Peptona) para bacterias y PDB (Potato dextrose broth)
para microhongos y levaduras. Cada muestra fue
almacenada con su respectiva réplica en tubos estériles
de 2 ml para bacterias, y en tubos de criopreservacion
de 5 ml para hongos a una temperatura de congelador
de — 80°C. Todos los aislados tienen sus respectivas
codificaciones. A estos aislados se les efectuaron
controles de viabilidad para determinar la efectividad
de la preservacién de muestras a -80°C.

3. Resultados

Evaluacién de la optimizacion del aislamiento
de microorganismos

El conteo bacteriano fue posible en todas las
diluciones para las muestras 7 y 8, pero para la muestra
4 no se realizé conteo en la dilucién 107, pues no se
registro crecimiento de mds de 10 colonias en el medio de
cultivo. En las siembras por dilucién en TSA las colonias
aparecian mds separadas que en AN, lo que facilit6 el
conteo; en AN algunas colonias estaban sobrepuestas
entre ellas, lo que dificulté su conteo y aislamiento. En
la temperatura de incubacién de 4 °C, el conteo de la
carga bacteriana fue més alto que la carga microftingica.
Las cargas bacterianas registradas en los medios de
cultivo TSA y AN resultaron bastante similares (Figura
2), evidencidndose un conteo superior de bacterias en
AN para las muestras 4 y 8, en comparacién con aquel
registrado en TSA; sin embargo la muestra 7 presenté
un mayor conteo en este medio de cultivo.

6,00E+05

4,00E+05 S
" 7

2,00E+05 8

N e
TSA AN

Figura 2. Carga bacteriana (UFC/g) de las muestras 4, 7y 8
en agar TSAy AN a4 °C.

La carga fingica a 4 °C (Figura 3) fue bastante baja
en PDA, en especial para las muestras 7 y 8 se obtuvo
un mayor conteo de UFC/g en YEC. En la muestra 7
sembrada en SAB no se registré crecimiento de hongos
filamentosos, s6lo de levaduras. En las siembras por
dilucion en YEC las colonias fingicas lucian mas
separadas que en SAB y PDA, lo que facilit6 el conteo
y el aislamiento de los microhongos y levaduras.

En general el conteo de la carga fingica fue mds
alto que el de la carga bacteriana, en especial para la
muestra 8, a la temperatura de incubacién de 10 °C. A
esta temperatura de incubacién, la carga bacteriana fue
mayor en TSA para todas las muestras, en especial para
la muestra 8 (Figura 4).

La carga fiingica fue mayor en PDA para todas las
muestras y el menor conteo de hongos y levaduras fue
registrado en SAB. Solo para la muestra 4 se obtuvieron
conteos similares para los tres medios de cultivo usados
(Figura 5).

4,00E+04
3,00E+04 |

2,00E+04 |

1,00E404

0,00E+00 - T
SB YEC PD,

Figura 3. Carga fungica (UFC/g) de las muestras 4, 7 y 8 en
agar SB, YECy PDAa 4 °C.

1,00E+06
800E+05 B
4

6,00E+05 "

=7
4,00E+05 ; :
2,00E+05 - .
0,00E+00 A

TSA AN

Figura 4. Carga bacteriana (UFC/g) de las muestras 4, 7 y 8
enagar TSAyAN a 10 °C

3,00E+06 -
2,00E406 | .4
.7
1,00E406 e 8
000E+00 | —mmi  meil  EEED
SB YEC PDA

Figura 5. Carga fingica (UFC/g) de las muestras 4,7 y 8 en
agar SB, YEC y PDAa 10 °C.
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Temperatura de 6ptima de crecimiento

En general a la temperatura de incubacién de 10 °C
se obtuvo un mayor conteo microbiano de bacterias
y hongos en las tres muestras de suelo analizadas.
Con excepcion del medio de cultivo AN, donde a la
temperatura de 4 °C, se obtuvo un mayor conteo de
bacterias, inclusive para la muestra 4, este fue superior
al registrado en TSA. El conteo bacteriano para las
muestras 7y 8 fue mayor en TSA a 10 °C que en AN,
mientras que para la muestra 4 este correspondio a la
temperatura de 4 °C en AN.

El conteo fiingico fue bastante superior para las
tres muestras en el medio de cultivo PDA, seguido por
YEC y SAB. Finalmente, para la temperatura de 4 °C,
el conteo de UFC/g bacteriano fue superior al fiingico,
mientras que a 10 °C, el conteo fiingico fue superior al
bacteriano (figuras 6, 7 y 8).

5,00E+04
4,00E+04
3,00E+04
2,00E+04
1,00E+04
0,00E+00

—&C
~—10°C

TSA AN SB YEC PDA

Figura 6. Muestra 4: Conteo microbiano (UFC/g)
a4°Cy10°C.

5,00E+04
4.00E+04

3,00E+04

2,00E+04

1,00E404

0,00E+00 a 5

TSA AN SB YEC PDA

e 47 C

——10°C

Figura 7. Muestra 7: Conteo microbiano (UFC/g)
a4°Cy10°C.

3,00E+06

250E+06 -

2,00E+06

1,50E+06 —4C
1,00E+06 | —e—10°C
0.50E+06

0,00E+00

TSA AN SB YEC PDA

Figura 8. Muestra 8: Conteo microbiano (UFC/g)
a4°Cy10°C.

Preservacion y control de aislados

Se obtuvieron un total de 266 aislados microbianos,
entre bacterias, microhongos y levaduras en las tres
muestras de suelo analizadas a 4 °C y 10 °C (Tabla
2) y los cinco medios de cultivo usados. Estas fueron
preservadas en el congelador de — 80°C en el Laboratorio
de Biologia Molecular del CIBE Y convenientemente
registradas en un archivo excel con su ubicacién y
codigo.

Las bacterias y levaduras de las diversas muestras
analizadas que fueron preservadas a-80°C, pudieron
recuperarse exitosamente. Esto confirma la eficiente
preservacion de los aislados antdrticos con la
metodologia planteada para este ensayo. No obstante,
es recomendable realizar controles periédicos para
garantizar su viabilidad a largo plazo.

Tabla 2. Cantidad de muestras preservadas de diferentes
microorganismos sembrados en distintos medios medios y
temperaturas.

Temperatura 4 0
Micoorgansmo Muesta 4 7 8 « 7 8
- Bacterias N vjiAN - ;r’ ; 7” S 1é 79 - 77
TsA s omn % 78 1
Levaduras sAB 0o o0 7 6 2 5
PDA 0o 0 s "2 4
YEC 0 2 2 0o 1 3
Microhongos SAB 5 0 13 4 2 7
PDA 9 4 10 9 3 2
YEC 14 10 10 3 " 12
T Tota A 52 3 52

39 27 58

Una vez establecido los medios y el rango de tempe-
ratura, las siguientes muestras de suelo fueron sembradas
enTSA y PDA, e incubadas a una temperatura de 10°C.

Resultados de conteo microbiano de las nuevas
muestras sembradas

Se determin la carga microbiana (UFC/g) en las
muestras obtenidas y los resultados del conteo de la
carga de microorganismos en las muestras estudiadas se
presentan en la tabla 3 y la figura 1. La mayor cantidad de
microorganismo se obtuvo en las muestras 1 v 9, pero una
mayor diversidad se obtuvo en la muestra 3.

Tabla 3. Cantidad de unidades formadoras de colonia
(UFC/g) en las muestras analizadas.

UFC/g
Bacterias __Hongosy
_ e 2o _ Becterds  Levaduras
1 Isla Bagrientos 1.57E+06 1.47E406
2 Isla Barrientos 5,71E+05 4,00+04
Punta Fort William-isia
3 Greenwich 2,73E+05 2.90E+05
Punta Fort William-Isia
7 Greenwich 2,78E+05 1,42E+05
e Punta Fort William-Isla

B8,15E405 8,98E+05

Greenwich
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200406 [ ————— -
1,50E+06
1,00E+06
5,00E+06
0,00E+00
1 2 3 7 9
Muestras

m Bacterias ™ Hongos y Levaduras

Figura 9. Conteo de bacterias y hongos y levaduras (UFC/g)
en las muestras analizadas.

Varias de las muestras aisladas presentaron
homologia tanto macroscépica como microscoépica,
raz6n por la cual han sido preservadas a -80°C antes
de pasar por un proceso de andlisis bioquimico. Sus
respaldos se los conserva a 4°C para su estudio.

En la “Figura 10” se muestran los microorganismos
aislados de la muestra 3 de Antdrtida, en la cual se
presentd una mayor diversidad de colonias. A partir de
esta muestra se cuenta con una serie de aislados puros
de bacterias, hongos y levaduras, que estdn siendo
sometidos a analisis morfolégicos, como forma, color
de las colonias, tinciones y pruebas bioquimicas para su
respectiva identificacion.

Entre los microorganismos obtenidos tenemos:

PDA 3-3 2a: Colonias moradas, en un inicio
transparentes, mucoides, de crecimiento moderado
y dificil manejo, bacilos Gram -, que crece a 25%;. 8ui
desarrollo en frio es muy regular, sin embargo se
aprecian pliegues a temperatura ambiente, pigmento
negro difusible en el medio, consistencia cauchosa
(Figura 10).

PDA 3-3 2a Violeta /Bacilo Gram-

Figura 10. Colonia bacteriana, y su respectiva
microfotografia. Bacteria presenta pigmentos violeta.

PDA 7-3 1la [1]: Colonias amarillas-verdosas
brillantes, consistencia mucoide, bacilos Gram - muy
pequefios. No crece a temperatura ambiente. netamente

psicrofila, produce pigmento que se difunde en el agar.
Este pigmento brilla cuando es sometida a luz UV.
(Figura 11).

Figura 11. Colonia bacteriana y su respectiva
microfotografia. Pigmento que fluoresce bajo luz UV.

PDA 3-3 3b: Amarillo intenso, colonias cremosas,
cocos Gram +; no crece a temperatura ambiente,
estrictamente  psicrofila. ~ Similares caracteristicas
presenta la cepa PDA 9-1 1d.(Figura 12).

~ PDAY

1d Colonias Beige / Gram +

Figura 12. Colonia bacteriana y su respectiva microfotografia
Muestra a dos bacterias netamente psicrofilas.
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PDA 3-3 2f Microhongo

TSA 9-3 3a Microhongo
Figura 13. Aislados de microhongos que se encuentran en
estudio.

En la actualidad el banco de microorganismos se ha
incrementado notablemente, poseyendo un total de 435
aislados y se han procesado ya siete muestras de suelo.
En cuanto a las bacterias gramnegativas, se obtuvieron
6 morfotipos distinguibles por la coloracién de
las colonias: blancas, beige. pardas, anaranjadas,
translicidas y rosadas. Todos los aislamientos fueron
bacilos gramnegativos no formadores de esporas. Se
determinaron microorganismos netamente psicréfilos y
algunos con propiedades morfoldgicas y fisiolégicas de
interés, cuya caracterizacion bioquimica e identificacion
se realiza en la actualidad. Se ha determinado que si se
utiliza el medio PDA sin antibidtico existe crecimiento
de bacterias con pigmentacién y con produccién de
polimeros y sustancias antibidticas de sumo interés.

4. Discusion

Mediante este trabajo se pudo estandarizar el proceso
de siembra, mantenimiento, crecimiento y preservacion
de los microorganismos aislados de las muestras de
suelo de la Antdrtida, estableciendo los mejores medios
parael cultivo, asi como las temperaturas de incubacion.
Dados los resultados obtenidos en el crecimiento de las
muestras (8,7 y 4), se determiné que los medios PDA
y TSA. son los idoneos para efectuar siembra de las
futuras muestras de la Antdrtida.

En las tltimas muestras obtenidas de la Antdrtida
se logré aislar microorganismos formadores de
pigmentos. La mayor cantidad de colonias pigmentadas
se obtuvo al emplear PDA, lo que corrobora que el

uso de medios que contengan gelatina, papa o leche,
favorece la produccion de pigmentos [8]. Dentro de
los microorganismos productores de pigmentos, se
determinaron algunos netamente psicréfilos y otros
con propiedades morfolégicas y fisiolégicas de interés,
incluyendo la produccién de pigmentos con actividad
antimicrobiana. Su identificacion y caracterizacién se
realiza en la actualidad.

Se establecieron las condiciones para la preservacion
de las cepas microbianas aisladas, comprobandose su
viabilidad luego de ser conservadas a -80°C. (Figura 14).
En la actualidad se cuenta con un cepario de 435 aislados
de bacterias, levaduras y microhongos conservados a
-80°C. con un registro completo de sus caracteristicas.

Alrededor del mundo existen numerosas colecciones
de microorganismos que incluyen bacterias, hongos,
levaduras, y microalgas provenientes de la Antdrtida.
La Coleccién Australiana de  microorganismos
de la Antartida (ACAM), fundada en 1986 en la
Universidad de Tasmania, incluye un total de 400 cepas
completamente identificadas y esta focalizada hacia su
potencial uso biotecnolégico. [9].

En este articulo se reporta los primeros pasos
para el establecimiento de la primera coleccién de
microorganismos antarticos en el Ecuador, ubicado en el
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador.
Se espera realizar los respectivos andlisis moleculares y
bioquimicos, para lograr identificar y caracterizar todos
los aislados preservados y continuar la bisqueda de
metabolitos con alto potencial biotecnolégico. Esto nos
permitird tener una base de las especies presentes en la
Antértida, y poder suministrar microorganismos puros a
otros centros de investigacion en el Ecuador.

Figura 14. Tubos con los microorganismos almacenadas en
sus respectivas cajas.
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