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INFORME DE CAMPO

NOMBRE DEL PROYECTO: CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO DE LA

DIVERSIDAD DE LOS HONGOS MARINOS DE LA ANTARTIDA (PHYLUM
ASCOMYCOTA)

INVESTIGADORA: NANCY SALTOS ROSERO

1. ANTECEDENTES DEL PROYECTO/COMPONENTE.- (si el proyecto es
continuativo, explicar los aspectos a ser investigados en el actual trabajo de campo)

El continente Antirtico presenta un rango de condiciones climéticas extremas y constituye
uno de los medioambientes més severos de la Tierra. Constituye una de las dreas idoneas
para la bisqueda de organismos adaptados a bajas temperaturas. Los 0Iganismos que viven
aqui (psicrofilos y psicrotolerantes), presentan adaptaciones en sus sistemas enzimaticos, en
sus membranas y por tanto en sus gemes, lo que representan un gran potencial
biotecnoldgico (Kostadinova, 2009).

Durante las dos dltimas décadas, ha existido un gran interés por estudiar a los
microorganismos adaptados a climas frios, en especial a los psicréfilos, el principal motivo
es que son una fuente potencial de extremo-enzimas (Rusell, 2006; Margesin & Schinner,
1994) con variadas aplicaciones biotecnolégicas en la salud, industria, agricultura y como
fuentes de nuevas enzimas, razén por la cual han llamado la atencién de la comunidad
cientifica (Margesin & Schinner, 1999).

Por ejemplo, algunos procesos industriales que se desarrollan bajo condiciones de baja
temperatura necesitan de biocatalizadores que sean capaces de permanecer activos en
dichas circunstancias (Gémez & Steiner, 2004). Adicionalmente, estos microorganismos
son considerados fuentes potenciales de compomnentes antimicrobianos, actuando como
agentes terapéuticos o biocontroladores (Margesin & Schinner, 1999; Singh, ef al., 2004).
En las regiones Artica y Antartica la investigacién ha sido principalmente orientada en la
presencia de bacterias, archaeas y algas psicréfilas. Reportes cientificos recientes muestran
una presencia esporddica de diferentes hongos en la capa permafrost, suelo y hielo (Sonjak,

2006). Comparados con los bacteridlogos, los micdlogos aiin estan en su infancia, y esto es



debido al desconocimiento de las funciones flingicas y el lento crecimiento de estos
microorganismos.

En la Antartida continental se han reportado cerca de 190 especies de micromicetos, y
probablemente la diversidad microfiingica en la Antdrtida maritima es mucho mas alta,
debido a sus condiciones ambientales relativamente menos hostiles (Seckbach, 1999). El
laboratorio de Hongos Antirtico de la Universidad de Malasia ha analizado mds de 200
cepas flingicas antarticas como mesoéfilas, psicrotréficas y psicrofilas (Aisyah, 2008).
Durante el desarrollo de la presente investigacion se obtendran datos de utilidad para el
desarrollo de la biosprospeccion, mediante la identificacion y caracterizacidn de especies de
ascomicetos, en la primera etapa del proyecto se establecieron las estaciones de muestreo
en los sitios de interés como son: la zona Intermareal, en donde se colectaron muestras de
arena de la parte alta y baja, el fondo marino para la extraccién de sedimentos, y la columna
de agua. Ademas se colocara un colector con paneles de madera (pino y balsa).

Asi mismo se establecieron diferentes métodos de muestreo, procesamiento y
almacenamiento de las muestras colectadas para posteriormente definir el método mds

adecuado.

2. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO/CUMPLIMIENTO
- Aislar e identificar hongos marinos de la Antartida, para establecer el primer banco de

cepas fungicas marinas de la Antdrtida en el Ecuador, como base para aplicaciones

biotecnoldgicas futuras.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO /CUMPLIMIENTOS

- Determinar las estaciones de muestreo en la Antértida asi como su ubicacién geografica

exacta.

- Establecer el mejor método de muestreo v sustrato de hongos marinos de 1a Antartida.

4. HIPOTESIS DEL PROYECTQ/COMPONENTE.-
Hy: Mediante el desarrollo de métodos de muestreo, aislamiento e identificacién de hongos

marinos del continente Antdrtico, no es posible establecer un banco de cepas fiingicas

marinas.




H,;: Mediante el desarrollo de métodos de muestreo, aislamiento e identificacién de hongos

marinos del continente Antértico, es posible establecer un banco de cepas fingicas marinas.

5. AREA DE ESTUDIO.- (determinar donde se efectué el trabajo, incluyendo
coordenadas geograficas, planos o levantamientos)

El drea de muestreo comprende la ensenada de Guayaquil v Bahia Chile, localizadas en la
isla Greenwich la cual forma parte del conjunto de Islas Shetland del Sur, ubicadas en la
regién conocida como Antirtida Maritima. Se establecieron tres grandes estaciones de
muestreo tomando como referencia los sectores en los que se encuentra dividida la zona:
Sector A, B y C, asi la Estaci6n uno (E1) fue ubicada dentro del Sector A, la Estacién dos
(E2) en el Sector B y la Estaci6n tres (E3) en o cerca del Sector C (Figura 1).

Figura 1. Estaciones de muestreo en la isla Greenwich.
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Tabla 1. Cronograma de actividades.

6. CRONOGRAMA DEL TRABAJO DE CAMPO EFECTUADO

FECHA ACTIVIDADES OBSERVACIONES
22/02/2012 | Llegada a la estacion, y reconocimiento
del area de estudio.
23/02/2012 Colecta de muestras de suelo de la zona
intermareal en 1a Estacidn 1.
24/02/2012 Colecta de muestras de suelo de la zona
intermareal en la Estacion 2.
25/02/2012 Colecta de muestras de suelo de la zona
intermareal en la isla Dee.
26/02/2012 Colecta de muestras de suelo de la zona
intermareal en la Estacitn 3.
27/02/2012 | Colecta de muestras de suelo con dragaen | No se pudo  colectar
la ensenada de Guayaquil. muestras en todas las
estaciones debido al fondo
TOCOSO,
28/02/2012 | Procesamiento de datos. El mal tiempo no permitié
continuar con los muestreos.
29/02/2012 | Colecta de muestras de agua en las
estaciones 1,2 y 3.
01/02/2012 Ranchera,
Procesamiento de datos.
02/02/2012 | Elaboracién de colectores de hongos
marinos.
03/02/2012 Elaboraci6n de informe de actividades.
04/02/2012 Colecta de muestras de suelo en las
estaciones 1, 2 y 3.
05/02/2012 | Exposicién del trabajo de campo.
Entrega de un colector a los miembros de
la Base Naval Arturo Prat.
06/02/2012 | Entrega del reporte de trabajo de campo.

(se debe describir un resumen de las actividades efectuadas)

Durante la primera etapa las actividades consistieron esencialmente en el establecimiento

de estaciones de muestreo, colecta de muestras y estandarizacién de protocolos de

almacenamiento.

7. DESCRIPCION DEL TRABAJO DE CAMPO / METODOLOGIA PARA LA
OBTENCION DE LOS DATOS (explicar el uso de equipos, procedimientos, registro,

métodos utilizados durante la presente expedicion)




Para el aislamiento de hongos marinos se recolectaron muestras de suelo, sedimento marino
y colectores con paneles de madera.

Muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron colectadas tanto de la zona intermareal como del fondo
marino. En cada estacién de la zona intermareal se colectaron tres muestras de la parte alta
de la zona intermareal y tres muestras de la parte baja, durante la bajamar.

La toma de muestra se realizé con una espétula procurando tomar los granos maés finos, se
pesaron hasta 150 g en una balanza. Las muestras fueron depositadas en fundas con cierre

hermético (Figura 2) y almacenadas a 0°C, hasta su procesamiento.

Figura 2. Colecta de arena en la parte baja de 1a zona intermareal.

Las muestras de sedimento marino, se obtuvieron mediante una draga (Figura 3). El exceso
de agua fue retirado de la draga y las muestras fueron depositadas en fundas con cierre
hermético y almacenadas a 0°C, hasta su procesamiento. Nueve muestras mds fueron
colectadas en la zona intermareal y almacenadas a 4 °C para realizar una comparacién de

técnicas de almacenamiento.



Figura 3. Colecta de muestras de suelo marino con draga.

Muestras de Agua
Durante la marea alta se colectaron 500 mL de agua de mar de la superficie con botellas

pléasticas (Figura 4).

Figura 4. Colecta de muestras de agua.

Bajo condiciones asépticas se filtraron 250 mL de cada muestra en filtros de 0,45 um
(Figura 5), los filtros fueron depositados en sus empaques originales, envueltos en papel

aluminio estéril y almacenados a 4 °C. De la misma manera los restantes 250 mL fueron

almacenados a 4 °C.




Figura 5. Filtracién del agua de mar en filtros de 0,45 um.

Figura 6. A) Almacenamiento de muestras de agua y filtros a 4 °C. B) Almacenamiento de

muestras de suelo a 0 °C.

Colectores (paneles de madera)

Un colector serd colocado en Bahia Chile a dos metros de profundidad en posicién vertical
cuando el hielo se haya derretido al culminar el invierno, con la colaboracién de los
miembros de la Base Naval Arturo Prat, por lo tanto las coordenadas geograficas de la

ubicacion de los colectores serd incluida en un informe posterior.



Figura 7. Colector de hongos marinos elaborado con paneles de madera de pino y balsa.

8.- DATOS OBTENIDOS (Incluir en la tabla del anexo los datos/parametros medidos
y/o muestras recopiladas con las respectivas coordenadas geogrificas en UTM y

latitud y longitud, georreferenciadas).

ANEXO 1 - TABLA DE DATOS.xlsx

9.- TRABAJOS PENDIENTES RELACIONADOS CON EL PROYECTO (Describir
los trabajos que son necesarios efectuar luego de terminada la expedicién, incluyendo

fechas, para terminar el anilisis de los muestreos efectuados y posterior publicacion

de resultados)

AISLAMIENTO DE ASCOMICETOS MARINOS
Marzo - Junio
Para todas las técnicas de aislamiento se empleardn tres medios de cultivo Agar Saboraud
Dextrosa (SAB), Agar Extracto de Malta (MEA) y Agar Almidén (AA) preparados con

agua de mar y suplementados con penicilina y sulfato de estreptomicina (250+250 mg).




Todas las muestras se incubardn en temperatura templada a 10°C, tropical a 28°C y polar a
4°C.

Muestras de suelo

Dilucidn.- Se suspenderd 1 g de suelo en 50 mL de agua de mar estéril, se hardn diluciones
(10" hasta 107), de cada dilucién se inocularén 100 ul. en los medios de cultivo ya
mencionados.

Inoculacién directa del suelo en medio sélido.- En la cimara de flujo laminar se pesardn
200-300 mg de suelo y se afiadirdn 20 mL de medio de cultivo sin solidificar y se agitara
hasta su homogenizacién con el medio.

Cebos orgdnicos.- En fundas con cierre hermético se colocarin 50 g de suelo junto con los
cebos durante tres meses, luego de dicho periodo se trasladaré los cebos a medio nutritivo.
Muestras de agua

Siembra directa.- Alicuotas de 200 uL serin colocadas directamente sobre ¢l medio de
cultivo y se incubarédn a las temperaturas ya mencionadas.

Filtracion.- Alicuotas de 10 mL se filtrardn al vacio a través de filtros de celulosa de 0,45
wm, los filtros se colocardn sobre el medio de cultivo.

A medida que se produzca la germinaci6n de las esporas las colonias seran aisladas

CARACTERIZACION ENZIMATICA
Junio - Agosto
Se evaluard la actividad enzimdtica con las siguientes pruebas:

Lacasa, Amilasa, Proteasa, Lipasa, Proteasa y Celulasa.

IDENTIFICACION DE CEPAS
Julio — Enero
Se realizaran placas permanentes de las estructuras de reproduccion, c6mo soporte de la
identificacidn y caracterizacién morfoldgica.
Las cepas serdn identificadas morfoldgicamente mediante claves taxon6micas vy
molecularmente mediante la extraccién de ADN gendmico, amplificacién de la regién ITS

del ADN ribosomal y secuenciacién de los amplicones.



10.- CONCLUSIONES

Hasta iniciar el aislamiento de cepas no es posible concluir si las técnicas de colecta y
almacenamiento han sido las més adecuadas. En el caso de las muestras de arena atn esta
por definirse si el tamafio del grano de arena encontrado en algunas playas es adecuado
como sustrato para los ascomicetos marinos, y si la congelacion de las muestras afecta

directamente en la viabilidad de las ascosporas.

11. RECOMENDACIONES

- Se recomienda iniciar el aislamiento de cepas fungicas durante la estadia en la Estacion
Pedro Vicente Maldonado para evitar la pérdida de diversidad de ascomicetos durante el
traslado de las muestras al Ecuador.

- Probar otras técnicas de muestreo para el aislamiento de micromicetos lignicolas variando
los tiempos de exposicidn al agua de mar.

- Colectar y procesar muestras de diferentes sustratos como macro algas, plumas, huesos y

madera a la deriva para complementar la primera etapa de la presente investigacion.
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13. Fecha: 07/03/2012

ANEXOS Incluir la entrega de un CD archivo digital con los datos medidos
georeferenciados y fotos en formato original.

Nota.- El reporte debera ser presentado en formato digital y debera ser entregado

antes de finalizar la estadia en la Antartida.



