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NOMBRE DEL PROYECTO: Aislamiento e identificacion de microorganismos

marinos y terrestres de la Antartida y establecimiento de un Bance de Cepas para
evaluar su potencialidad biotecnoldgica

INVESTIGADOR: Msc. Abel Rosado Ruiz-Apodaca. ESPOL-CIBE

1. ANTECEDENTES DEL PROYECTO/COMPONENTE.

Uno de los abordajes para la obtencidn de nuevas biomoléculas de aplicacion industrial
y biotecnoldgica es su blsqueda en ecosistemas que presenten caracteristicas
especiales como las encontradas en el continente Antértico. Alli se soportan
temperaturas muy bajas, niveles de irradiacion elevados, alto contenido de oxigeno y de
vapor de agua en el aire, ademas de una luminosidad caracteristica.

La adaptacion de los microorganismos a condiciones ambientales extremas los obliga a
desarrollar componentes celulares y estrategias bioquimicas apropiadas. En este
sentido se acepta que estos microorganismos constituyen un importante reservorio de
moléculas de interés industrial y con aplicaciones biotecnoldgicas novedosas. Por
ejemplo ios microorganismos adaptados al frio producen lipasas con elevadas
velocidades de catdlisis a bajas temperaturas en comparacion con las lipasas de
mesdfilos o termdfilos.

La actividad en frio de estas lipasas puede ser la clave del éxito en algunas de sus
aplicaciones a nivel industrial, por ejemplo como catalizadores en: sintesis organicas de
compuestos termolabiles, detergentes (lavado en frio), manufactura de guesos, cerveza,
vino y de suplementos alimenticios de animales, ablandamiento de carne y
biorremediacion ambiental (degradacion de aceite y xenobidticos).

Estudios desarrollados en bacterias psicrofilicas de origen marino provenientes de la
Antartida han demostrado que una alta proporcién de sus acidos grasos son PUFA’s y
que estas bacterias poseen la propiedad de sintesis de acido eicosapentaenoico
(20:5w3; EPA) o acido docosahexaenocico (22:6w3; DHA) como estrategia de
adaptacion a las condiciones extremas de dicho ecosistema.



El bajo punto de fusién de estos acidos grasos insaturados combinado con su estructura
molecular e confieren a la membrana de la célula ventajas particulares frente a las bajas
temperaturas. Actualmente existe un interés creciente por la produccién de estos
compuestos por sus propiedades beneficas para la salud humana (reduccion del
colesterol LDL y trigliceridos en sangre, su influencia en el desarrolio del sistema
nervioso, en funciones digestivas y en procesos inflamatorios, entre otros) ya que dichos
acidos no pueden ser sintetizados por el organismo humano, lo que ha impulsado la
busqueda de fuentes diversas para su obtencion.

En la actualidad las fuentes de acidos grasos polinsaturados estan acotadas a ciertos
peces y plantas, encontrandose los mismos como mezclas heterogéneas gue requieren
costosas etapas de purificacion, y al krill antértico, que es hoy la fuente fundamental. El
encontrar vias alternativas de su produccion significaria disminuir la explotacién de este
recurso que es la base de la cadena tréfica en los mares del sur.

Las enzimas microbianas procedentes de microorganismos de ambientes acuaticos
incluyen amilasas, glucamilasas, glucosaisomerasas, proteasas, pectinasas (Stanley &
Stanley, 1986) y otros como agarasas, quitinasas, alginasas, lipasas, Dnasas y
esterasas (Fenical y Jensen,1993). La mayoria de estas enzimas tienen aplicacion
biotecnoldgica. (Stanley y Stanley, 1986). Las enzimas proteoliticas y lipoliticas actlan
sobre diversos substratos naturales y sintéticos y son principalmente utilizadas en la
industria como detergentes, en tanto las amilasas, gelatinasas, caseinasas y agarasas
se emplean como aditivos en la industria alimentaria (Barzana y Loépez-Munguia, 1995).

Las bacterias marinas recolectadas del agua de mar, el hielo marino y el fango abisal
tambien se prestan a usos comerciales. Por ejemplo, de la bacteria Pseudoalteromonas
haloplanktis, recolectada en mares antarticos, se han extraido enzimas gue pueden
funcionar a temperaturas extremadamente bajas y podrian ser (tiles como instrumentos
novedosos para la biotecnologia. Los exopolisacaridos abundan en el medio marino
antartico (por ejemplo, en el hielo marino y en particulas oceanicas), donde pueden
ayudar a las comunidades microbianas a Soportar condiciones extremas de temperatura,
salinidad y disponibilidad de nutrientes. Varios exopolisacaridos producidos por
microbios de estos ambientes extremos son prometedores para la biotecnologia.




De las bacterias psicrofilas HK-47, recolectadas de los mares que rodean la Antartida,
se ha extraido una forma termolabil nueva de la enzima fosfatasa alcalina, que es Uil
como instrumento de investigacion, particularmente para el marcado radiactivo de
acidos nucleicos. En general, la biodiversidad microbiana de los ecosistemas antarticos
permanece relativamente inexplorada; por consiguiente, estos ecosistemas pueden

considerarse como reservorios de biodiversidad microbiana que en gran medida no han
sido explotados.

En ambientes marinos, la blusqueda y aislamiento de cepas de bacterias nativas
productoras de substancias biocactivas se ha realizado a partir de diversas muestras.
Entre estas substancias destacan las "Enzimas Extracelulares" (EEC), cuyo desarrollo
en el sector industrial se ha producido en forma explosiva en los Ultimos afos. El
presente estudio tiene como objetive central seleccionar cepas antarticas de
microorganismos marinos hiperproductores de EEC. Para ello, se realizaron 18 colectas
de muestras de sedimentos marinos en el continente antartico, Se obtuvieron 15
muestras de agua oceanica para posteriores analisis y se llevo a cabo la colecta de
hongos lignoliticos con paneles de madera como sustrato.

2. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO/CUMPLIMIENTO

« Estudiar las poblaciones microbicldgicas de muestras recolectadas durante el
verano antartico, para identificar los géneros y especies de bacterias aisladas
y determinar el potencial biotecnolégico: caracterizacion de metabolitos y
actividad antimicrobiana.

w

. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO /CUMPLIMIENTOS

» Determinar las estaciones de muestreo en la Antartida asi como su ubicacion
geografica exacta.

o Identificar los géneros y especies de microorganismos aislados previamente
mediante la descripcion morfolégica en diferentes medios de cultivo y la
determinacién de sus propiedades bioguimicas.

e Caracterizar la actividad metabdlica de microorganismos aislados e identificados
y establecer su potencial biotecnoldgico.



e Determinar las condiciones para el establecimiento de un banco de las cepas
marinas aisladas del continente Antartico, mediante el andlisis de diversas
técnicas de conservacion.

4. HIPOTESIS DEL PROYECTO/COMPONENTE.-

Hs. Mediante el desarrollo de métodos de muestreos, aislamientos e
identificacion de microorganismos marinos del continente Antartico, es posible
establecer un banco de cepas.

Ho: Mediante el desarrollo de métodos de muestreos, aislamientos e identificacion de
microorganismos marinos del continente Antartico, no es posible establecer un bance
de cepas.

5. AREA DE ESTUDIO.
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6. CRONOGRAMA DEL TRABAJO DE CAMPO EFECTUADO

FECHA

ACTIVIDADES

OBSERVACIONES

23 Febrero 2012

Colecta de Muestras en la Estacion

Barrientos

(M 19.20.21.22.23.24.25)

Se colectaron 7 muestras,
4 muestras de sedimentos
marinos, 2 muestras de
suelo y una de agua, cada
muestra de sedimento y
suelo se envaso en una
funda plastica con un
peso de 120g. Las
muestras de agua se las
conservarcon en tubos de
14ml

24 Febrerco 2012

Colecta de Muestras en la Estacion

Isla Torres

(Muestras
39.40a.40s.41.42a.425.43.44a.44s.45)

Se colectaron 10
muestras, 4 muestras de
sedimentos marinos, 2
muestras de suelo y 4 de
agua, cada muestra de
sedimento y suelo se
envaso en una funda
plastica con un peso de
1209g. Las muestras de
agua se las conservaron

en tubos de 14ml

Colecta de Muestras en la Estacion
Isla Roberts

(Muestras 105,106,107)

Se colectaron 3 muestras,
1 muestras de deshielo, 1
muestras de sueloy 1 de

arena de mar




25 Febrero 2012

Procesamiento de Muestras en el
Laboratorio y Reconocimiento de
Puntos de Muestreo Sector A

Se realizan las Primeras
Siembras en medios

selectivos

Procesamiento de Muestras en el
Laboratorio y Reconocimiento de

Puntos de Muestreo Sector B

Se continua con los pases
de Siembras en medios

selectivos

26 Febrero 2012

Colecta de Muestras en la Estacion

Isla Dee

(Muestras
51.52a.52s.53a.53s)

Se colectaron 5 muestras,
2 muestras de sedimentos
marinos, 1 muestras de
suelo y 2 de agua, cada
muestra de sedimento y
suelo se envaso en una
funda plastica con un
peso de 120g. Las
muestras de agua se las
conservaron en tubos de
14ml

27 Febrero 2012

Colecta de Muestras en la Estacién

Punta Ambato

(Muestras
46a.46s5.472a.475.48.49a.49s.50)

Se colectaron 8 muestras,
3 muestras de sedimentos
marinos, 1 muestras de
suelo y 4 de agua, cada
muestra de sedimento y
suelo se envaso en una
funda plastica con un
peso de 120g. Las

muestras de agua se las
conservaron en tuhos de
14m]




28 Febrero 2012

Recogida de los Colectores Marinos y
Procesamiento de los mismos en el

laboratorio

Se realizaron los raspados
de Superficie v a
Profundidad de los
mismos y se procedio a la
siembra en medios
selectivos con

clorotetraciclina

29 Febrero 2012

RANCHERO DE LA ESTACION

01 Marzo 2012

Colecta de Muestras en la Estacion
Transepto Glacial Quito-Punta
Ambato

{Muestras
33. 34a.34s. 35a.35s. 36a.36s. 37a.37s.
38a.38s)

Se colectaron 11
muestras, 5§ muestras de
sedimentos marinos, y 5
de agua, cada muestra de

sedimento y suelo se

envaso en una funda
plastica con un peso de

120g. Las muestras de
agua se las conservaron

en tubos de 14ml

02 Marzo 2012

Laboratorio

Se realizaron los
aislamientos primarios e
interpretacion de

resultados

03 Marzo 2012

Colecta de Muestras en Glaciar Quito

y Rio Culebra

Estac. Muestreo (7. 8)

Se realizaron 2 Estaciones
de muestreo, las muestras
se conservaron en tubos
de 14ml y el resto (500ml)

se filtro a 45 pm




7. DESCRIPCION DEL TRABAJO DE CAMPO / METODOLOGIA PARA LA
OBTENCION DE LOS DATOS.

Toma de muestras de suelos, sedimento y agua.

l.a metodologia de muestreo de suelo y sedimento implicard la toma de 4 muestras
por area (g, b, ¢, d). En la recoleccion de cada una de ellas, se tomaran 4 réplicas,
de una profundidad de 20 cm, dentro de un 4rea de 1 m®. Dichas réplicas serén
mezcladas y tamizadas con un ojo de malla de 2 mm, para retirar piedras grandes.
Entre 100-120 g del suelo obtenido se conservaran a bajas temperaturas (4 °C) en
fundas plasticas correctamente etiquetadas, con el punto georeferenciado de donde
fueron tomadas.

En el caso de areas que presenten vegetacion (musgos, liquenes y plantas
vasculares) se extraera ademas parte de la rizésfera, tomando muestras
combinadas con vegetacion y suelo.

Para muestras de agua, en cada uno de los diferentes puntos de muestreo para cada
uno de los cuerpos de agua se tomaron 1000 ml. De los cuales alrededor de 500 mi
se colaron con un filtro estéril de 0,45 um por dos ocasiones para aseguramos que
todas las particulas microbioldgicas presentes han sido eficientemente filtradas. Esta
tarea se repitira con otros 500 ml de agua. Adicionalmente, se guardaran los Gltimos
14 ml de la muestra de agua en un envase estéril para la realizacion de estudios
microbiolégicos que comprenden el cultivo de la comunidad microbiana.

Aislamiento de bacterias marinas

Las muestras colectadas seran procesadas en el laboratorio realizando diluciones
seriadas al décimo (107, 102 ...10"%) y utilizando como diluyente agua de mar filtrada
y esterilizada. El aislamiento y los recuentos de bacterias marinas se realizaran
segun la metodologia indicada por Ledn et al. (2000), sembrando alicuotas de 0,1

mL de las diluciones en Agar Marino (AM) 2216 (Difco), a pH 8,0, e incubados por 5
dias.

Aislamiento de hongos marinos.

Se aislaran selectivamente los hongos marinos (Lignicolas, empleando paneles de
madera.




Los mismos que seran esterilizados y colocados dentro de redes de nylon, y
posteriormente fijadas a un anclaje en tierra y expuestas al agua de mar durante un
pericdo variable de tiempo (2-12 meses). Los paneles, seran almacenados a -20°C,
y, finalmente, enviados a los laboratorios.

Los paneles seran examinados mediante un estereomicroscopio en busca de
estructuras reproductivas (tanto de origen sexual como asexual). Una vez localizadas,
dichas estructuras se transferirdn a un medio de montaje apropiado (agua, acido
lactico, reactivo de Melzer y azul de metileno 0.1 %) empleando agujas de diseccion.
Otra metodologia para preparaciones permanentes es colocar un cubreobjetos (de
22 mm x 22 mm) sobre un portaobjetos (de 26 mm x 76 mm) y hacer que este se

adhiera al portaobjetos afiadiendo gotas de agua destilada a ambos lados del
cubreobjetos.

Seguidamente, colocar una gota grande de agua destilada en el centro del cubre, y
en ella el material. Despueés, cubrir con un cubreobjetos mas pequeno (de 18
mm x 18 mm) e inmediatamente, hacer las observaciones microscdpicas del material
Vivo para aseguramos que se encuentra la estructura que deseamos conservar. Luego
de las observaciones, adicionar una gota de glicerina al agua por uno de los lados y
guardar el cubreobjetos en una atmésfera seca para que el agua se evapore. Limpiar
los residuos y sellar la preparacién por los bordes con esmalte de ufias. Separar el
cubreobjetos grande del portaobjetos y colocar una gota grande de Balsamo de
Canada sobre el cubreobjetos pequefio. Virar la preparacion sobre la gota de montaje
y colocar sobre el portaobjetos.

La gota de Balsamo de Canada sale hacia los bordes y rodea las terminaciones del
cubreobjetos pequefio y de esta forma, se cubre permanentemente el anillo de
esmaite de unas. Después de rotuladas convenientemente las preparaciones con los
datos de la especie, sustrato, lugar de colecta y fecha, se guardan en cajas
apropiadas.



8.- DATOS OBTENIDOS (Incluir una tabla con los datos/parametros medidos

y/o muestras recopiladas con las respectivas georeferencias)

Estacion Coordenadas
de Muestras GPS Caracteristicas
Muestreo S w
62° 25' 20,3" 59° 47 03,1” Musgo vy Mat Or
Ms1 | GPS 160 9oy g
GPS 161 | 62°25 22,87 59°47 01,5” Laguna de Deshielo
M52A 16 9 !
M52S GPS 161 | 62°25 22,8 59°47' 01,57 Sedimento
Isla Dee
M53A GPS 162 | 62°25' 243" 58° 47' 341" Rio Deshielo
M&38 GPS 162 | 62925 243" 59° 47" 34,1" Sedimento
M19 | GPS135 | go04'255” | 59944'40,1” | Sedimento de Playa
M20 GPS 138 | 62024'22,2" | 59044’ 470" Musgo y Mat Org
. M21 GPS 140 | 62°24' 28,3" 53° 44' 30,3 Sedimento Algas
Barrientos
M22 GPS 141 | 62°24'26,5" | 59°45 48,2 Sedimento Playa
M23 GPS 142 | 62°024'34,3" | 59045 322" Sedimento Playa
M24S GPS 143 | 62°24'19,7" | 59°44'31,8" Sedimento Playa
M25A GPS 143 | 62°24'19,7" ' 59°44'31,8" | Agua Superficie Cost




M3g | GPS 145 | 62024'392" | 5943 48,4” Musgo y Mat Org
M40A GPS 146 | goo oy 46,5" | 59°43' 48,0" Laguna Deshielo
maos | GPS 1461 gpoog ag 57 | 59043 48,07 Sedimento
Ma1 | CPS 147 | go04 489" | 53043 416° | Musgoy Mat Org
Maza | GPS148 | gong 503 | 5043 2167 Laguna Deshielo
Isla Torres
Mass | GPS 148 | gooogspa | 5g0 43 21,67 Sedimento
maz | GPS 149 gpoop 390" | 59043 56,5 Sedimento
Maga | CPS 150 | go04 44,1 | 59044 06,8" Laguna Deshielo
M44S GPS 150 | g0 pg: 441" | 59°44 06,8" Sedimento Morrena
M45A GPS 151 62° 24 4477 | 59° 44’ 09,0 Agua Playa litoral
M46A GPS 153 g0 0g 32,3" | 59°47 277" Agua Laguna
Bunta Mags | CTO 158 | gongi323” | 59047 27,7 Sedimento
Ambato M47A GPS 154 62026 32,27 | 59°47 30,27 Agua Playa
Mazs | GFS 154 | gong 3227 | 500477 302" Sedimento
M48 GPS 155 | g0 0g 36,1" | 53247 14,3" Musgo y Mat Org
vaoa | GPS 156 | goong 358" | 50047 153" Agua Laguna
vags | CPS 156 | 6005 358" | 50047 153" Biofilm
Ms0A | OTS 157 | 62006 40,07 | 59047 06,27 Rio Deshielo
Rio Msan | CPS 165 6o0g 508" | 59043 323" Biofilm
Culebra Msas | OT o 165 | gongsg8” | 59043 323" Sedimento




Transepto

Glacial Quito/
Punta Orién

GPS 114

M33 62°27' 03,2" | 59°45 35,5" Sedimento
Masaa | GTS 115 620270407 | 59045 30,27 Agua Playa
Maas | GPS 115 | 20070407 | 59045 30,27 Sedimento
Masa | CTo125 | gxoopsp g | 590447343 Agua Playa
M35S GPS 128 | oo og 52,47 | 59°44' 343" Sedimento
Maga | GFS127 | goop 516" | 59044 32,9" Agua Playa
M36S GPS 127 | go0 g 51 67 | 59°44 329" Sedimento
maza | GFS 130 | g2006 509" | 59044 30,7" Agua Playa
Mazs | GFS 130 | e00g 50,9" | 500 44'30,7" Sedimento
vasa | GPS175 | exongang | 50044 02,3 Agua Playa
vass | GPS 175 g 428" | 59°44' 023" Sedimento

Muestreo Ensenada de Guayaquil/ Bahia Chile




EST. COORDENADAS PROF., P.H |SALINIDAD | TEMP.
# lat log Mtrs ups °C
1 59°47'00" | 62926'13" 8 7.7 33 3,3
2 59°45'00" | 62°26'07" 2 8,0 34 3.3
3 59°43'00" | 62°26'00" 2 8,0 34,2 1,7

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

incluyendo fechas, para terminar el analisis de los muestreos efectuados y
posterior publicacion de resultados)

F R
N° Actividad echa Fecha Fin ecursos
Inicio Humanos
Establecimiento de las Octubre -
1 Diciembre-2011 2
estaciones de muestreo 2011

Colecta de muestras y
traslado de

2 ) ) Febrero 2012 | Marzo-2012 1

microorganismos del

continente Antartico

Aislamiento y cultivo de
microrganismos marinos
3 ) Marzo -2012 Mayo -2012 2

y terrestres del continente

Antartico

Evaluacién taxondmica y
pruebas biotecnologicas
4 | de los microrganismos | jynjo-2012 | Octubre-2012 4
aislados del continente

Antartico




Establecimiento de un .
Diciembre -
banco de cepas del Octubre -2012 o012 4
continente Antartico

10.- CONCLUSIONES

Se establecieron 9 zonas de muestreo, cada una con varias estaciones.

Zona de Muestreo

1.

© © N Ok~ D

Isia Greenwich

lsla Barrientos

Isla Torres

Isla Dee

Punta Ambato

Puyango

Rio Culebra

Ensenada de Guayaquil
Bahia Chile

Se tomaron un total de 60 muestras, que seran transportadas en refrigeracion
y de forma segura hasta los laboratorios centrales del CIBE ESPOL. Ecuador

Se obtuvieron los aislamientos primarios obtenidos de muestras antarticas
sembrados previamente en medios selectivos




11. RECOMENDACIONES

Que en los trajes de trabajo para el campo (Jardinera y Parca) existan mas bolsillos
para la disponibilidad de guardar materiales de muestreo de forma rapida y comoda.
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