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1. ANTECEDENTES DEL PROYECTO/COMPONENTE.

La Antartida es el continente con las condiciones climaticas mas severas de nuestro
planeta. Esa dureza ambiental limita notablemente la diversidad de seres vivos que
encontramos en los ecosistemas antérticos en comparacion con los de latitudes mas
bajas. Sin embargo, los ecosistemas antarticos, en la medida en que presentan agua
libre, suponen una oportunidad para la vida que encuentra en ellos unos oasis en un
desierto helado. A pesar de que generalmente los lagos antarticospresentan una
densa cubierta de hielo, la primavera y el verano austral permiten reducir la dureza
de las restricciones abidticas, y facilitan el desarrollo de comunidades planctonicas y
bentdnicas microbianas, que incluyen bacterias autétrofas y heterdétrofas, protistas
(fotosintéticos, mixdtrofos o heterdtrofos), y, en los lagos de condiciones climaticas
menos restrictivas, metazooplancton, generalmente copépodos, que en algunos
casos pueden ejercer un importante papel en el control de las redes tréficas
plancténicas. Por otro lado, los biofilms microbianos, principaimente formados por
cianobacterias, constituyen la comunidad béntica mas caracteristica en los lagos y
zonas encharcables de la Antartida.

Las redes troficas en lagos antarticos son de baja complejidad, fundamentalmente
microbianas (Ellis-Evans, 1996; Wynn-Williams, 1996; Laybourn-Parry et al., 2001),
carecen de depredadores vertebrados, y en ellos el metazooplancton, cuando esta
presente, asume el papel de nivel tréfico superior, actuando como consumidor no
sélo de fitoplancton sino también de protozoos flagelados y ciliados. Asi, buena parte
de la transferencia energética en la comunidad pelagica puede darse a través de lo
que en sistemas templados se ha llamado bucle microbiano (Azam et al., 1983,
Roberts et al., 1999). Los hongos y bacterias son los seres vivos mas abundantes en
la Tierra, encontrandose en cualquier ambiente, incluyendo aquellos que presentan

condiciones extremas (Nies, 2000).



Ademas de los mecanismos de proteccion y adaptacion frente a la falta de nutrientes
0 las condiciones adversas, los microorganismos estan facultados para realizar una
extensa gama de reacciones metabdlicas que les permiten adaptarse a muchas
fuentes de nutricién. Esta versatilidad hace posible que puedan transformar una gran
variedad de sustratos, entre los que se encuentran compuestos quimicos organicos
e inorganicos y sean responsables de diversos procesos biogeoquimicos y
fermentativos de elevado interés (Drake et al, 1997; Zumft, 1997).

Uno de los primeros reportes de la existencia de microorganismos capaces de crecer
a temperaturas bajo cero fue realizado por Farrell y Rose en 1967. Desde entonces,
numerosos proyectos de investigacién acerca de esta nueva microbiota se han
llevado a cabo, con un especial interés en los microorganismos psicréfilos,
verdaderos extremdfilos, que no solo crecen a bajas temperaturas, sino que también
son capaces de superar factores ambientales limitantes, como la escasa
disponibilidad de nutrientes (Feller&Gerday, 2003).

Las bacterias marinas son por su naturaleza psicrotréficas y halotolerantes; poseen
procesos metabdlicos adaptados a bajas temperaturas y realizan sus actividades en
altas concentraciones de sales, elevadas presiones hidrostaticas, pH alcalinos e
incluso condiciones andxicas. Bajo estas condiciones moderadamente «extremas»
pueden producir una serie de metabolitos, entre ellas las enzimas extracelulares
(Feller et al., 1996).

Entre las enzimas extracelulares producidas por bacterias marinas se incluyen
amilasas, glucamilasas, glucosaisomerasas, pectinasas (Stanley & Stanley, 1986) y
otras como agarasas, quitinasas, alginasas, lipasas, DNasas, esterasas y proteasas
(Fenical& Jensen, 1993: Ledn et al., 2000). En la actualidad, las bacterias
productoras de proteasas han adquirido especial relevancia, ya que pueden ser
utilizadas en procesos productivos como Ia industria de los detergentes, alimentos y
bebidas, asi como la clarificacién de cerveza fria y otras bebidas, ablandamiento de
carnes rojas, industria del cuero, entre otras (Schmidt, 1981).



Asimismo, la tecnologia enzimatica microbiana ocupa un papel importante dentro de
la biotecnologia, especificamente en el sector alimentario, farmacéutico y salud.
Alrededor del 65% de las enzimas que se producen industriaimente estan de una u
otra manera relacionadas con la industria alimentaria. Sélo las proteasas alcalinas
empleadas en la industria de detergentes ocupan el 25% del total, las restantes
corresponden a aplicaciones en las 4reas farmacéuticas, industrial y analitica
(Barzana& Lopez-Murguia, 1995).

Una de las alternativas viables para mejorar la eficiencia, reducir los costos y
aumentar la disponibilidad de algunas enzimas de interés industrial, es el de buscar
y seleccionar microorganismos con altas capacidades de produccion a partir de
ambientes marinos y terrestres. Asimismo, es de suma importancia evaluar sus
condiciones optimas de crecimiento, produccion, actividades enzimaticas Y
caracterizacion fenotipica.

Los hongos son permanentes e importantes miembros de la biota de los ecosistemas,
su estudio nos ayudan a comprender los roles que cumplen en los mismos; sus
adaptaciones fisioldgicas, distribucion, e importancia econémica (asi como
patégenos de plantas o animales), y su importancia ecoldgica como degradadores de
materia organica (Moss, 2000).En la ultima década, la diversidad fangica ha recibido
especial atencion debido al elevado numero de especies de hongos existentes en el
planeta y a la pequena proporcion de especies descritas hasta el momento. Ademas,
el conocimiento de la diversidad fangica es importante para el adecuado
funcionamiento de los ecosistemas y de gran interés en la obtencion de nuevos
productos activos a partirde ambientes naturales (Hawksworth, et al., 1995).

Los métodos tradicionales para estimacion de biodiversidad han presentado fuertes
limitaciones cuando se trata de microorganismos hiperdiversos, cOmo por ejemplo, los
hongos. Mientras que existe abundante informacion sobre la fisiologia y taxonomia
de macromicetos terrestres, practicamente no la hay para micromicetos acuaticos.
Estimados muy conservadores indican que s6lo conocemos el 5% de la biodiversidad
natural y que esa biodiversidad estara en sitios poco explorados, por ejemplo en
sistemas acuéticos (Valderrama, et al. 2006).



A pesar de que el conocimiento sobre la conformacién y funcionamiento de los
diversos ecosistemas ha ido creciendo paralelamente a la realizacién de las
sucesivas expediciones geograficas (iniciadas ya a principios del siglo XIX), éste
continda siendo escaso en determinadas areas de la biologia. Una de estas 4reas
deficitarias es la micologia (Stchigel, 2007).

El continente Antartico presenta un rango de condiciones climaticas extremas y
constituye uno de los medioambientes méas severos de la Tierra. Constituye una de
las areas idéneas para Ia bdsqueda de organismos adaptados a bajas
temperaturas.Los organismos que viven en la Antartida(psicréfilos  y
psicrotolerantes), presentan adaptaciones en sus sistemas enzimaticos, en sus
membranas y por tanto en sus genes, lo que representan un gran potencial
biotecnoldgico (Kostadinova, 2009).

En las regiones Artica y Antéartica la investigacion ha sido principalmente orientada en
la presencia de bacteria, archaeas y algas psicréfilas. Reportes cientificos recientes
muestran una presencia esporadica de diferentes hongos en la capa permafrost,
suelo y hielo (Sonjak, 2006).

La busqueda de hongos ha direccionado el descubrimiento del antibidtico mas
importante en el mundo, la penicilina. Comparados con los bacteridlogos, los
micologos estan aln en su infancia, y esto es debido al desconocimiento de las
funciones fdngicas y también al crecimiento lento de estos microorganismos.

En la actualidad se han llegado a identificar cepas de anteriores muestreos que se
encuentran en el cepario del CIBE con un potencial biotecnoldgico muy
prometedor y han sido sometidas a secuenciaciones con caracterizaciones

bioquimicas y moleculares, las mismas que estan en estudios de clasificacién
taxondémica.

2. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO/CUMPLIMIENTO

e Estudiar las poblaciones microbioldgicas de muestras recolectadas durante el
verano antartico, para identificar los generos y especies de bacterias aisladas

y determinar el potencial biotecnolégico: caracterizacién de metabolitos y
actividad antimicrobiana.



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO /CUMPLIMIENTOS

Determinar las estaciones de muestreo en la Antartida asi como su ubicacion
geograficaexacta.

o Identificar los géneros y especies de microorganismos aislados previamente
mediante la descripcién morfoldégica en diferentes medios de cultivo y la
determinacion de sus propiedades bioquimicas.

e Caracterizar la actividad metabélica de microorganismos aislados e identificados
y establecer su potencial biotecnologico.

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

4. HIPOTESIS DEL PROYECTO/COMPONENTE.-

Ha: Mediante el desarrollo de métodos de muestreos, aislamientos e
identificacién de microorganismosdel continente Antartico, es posible complementarel
banco de cepas y determinar su potencial biotecnolégico.

5. AREA DE ESTUDIO.




6. CRONOGRAMA DEL TRABAJO DE CAMPO EFECTUADO

FECHA

ACTIVIDADES

OBSERVACIONES

03 Feb.2013

Colecta de Muestras en
Monte Puyango
Muestra N° 177,178, 179, 180

Se realizaron 4 puntos de
muestreos, lasmuestras se
conservaron en fundas
ziplock. Rotuladas y

georeferenciadas

04 Feb.2013

Colecta de Muestras en
Rio Culebra (Perfil)
Muestra N°182,183,185,186,
187,188,189

Se realizaron 7 puntos de
muestreos, las muestras se
conservaron en fundas
ziplock. Rotuladas y
georeferenciadas
Las muestras de agua se
conservaron en tubos de
14ml y el resto (500ml) se
filtro a 45 um.

05 Feb.2013

Colecta de Muestras en
Isla Roberts
Muestra N° RPO1, RP02, RP03

Se realizaron 3 puntos de
muestreos, las muestras se
conservaron en fundas
ziplock. Rotuladas y
georeferenciadas

06 Feb.2013

Colecta de Muestras en

Isla Torre

Muestra N° 197,198,199,200,201 202,

203,204,205

Se realizaron 9 puntos de
muestreos, las muestras se
conservaron en fundas
ziplock. Rotuladas y
georeferenciadas
Las muestras de agua se

las conservaron en tubos de

14mi

S



Se realizaron 10 puntos de

muestreos, las muestras se
Colecta de Muestras en

Punta Ambato
07 Feb.2013 ziplock. Rotuladas y
Muestra N° 206,207,208,209,210,

211,212,213,214,215

conservaron en fundas

georeferenciadas.Las
muestras de agua se las
conservaron en tubos de
14ml,

Se realizaron 3 puntos de

muestreos, las muestras se

Colecta de Muestras en conservaron en fundas
08 Feb.2013 Isla Dee ziplock. Rotuladas y
Muestra N° PLC1,PLC2,PLC3 georeferenciadas.Las

muestras de agua se las
conservaron en tubos de
14ml.

Se realizaron 6 puntos de

muestreos, las muestras se
Colecta de Muestras en
conservaron en fundas

Barrientos _
09 Feb.2013 ziplock. Rotuladas y
Muestra N° 217,218,219,220 _
georeferenciadas.Las
221,222
muestras de agua se las
conservaron en tubos de
14ml.
Se realizaron 4 puntos de
Colecta de Muestras en muestreos, las muestras se
Sector Alfa (Base del Glacial Quito) conservaron en fundas
Muestra N° 225,226,227,228 ziplock. Rotuladas y

11 Feb.2013 .
georeferenciadas.Las

muestras de agua se las

conservaron en tubos de

14ml.
|




Se realizaron 4 puntos de

Colecta de Muestras en muestreos, las muestras se
12 Feb.2013 Estacion Cientifica PEVIMA conservaron en fundas
Muestra N° 230,231 ziplock. Rotuladas y

georeferenciadas.

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

Toma de muestras de suelos, sedimento y agua.

La metodologia de muestreo de suelo y sedimentose desarrollo toma muestras por
las area (a, by ¢) y en las islas visitadas. En la recoleccion de cada una de ellas, se
tomaran 4 réplicas, de una profundidad de 20 cm, dentro de un drea de 1 m>.

Dichas replicas fuerén mezcladas y tamizadas con un ojo de malla de 2 mm, para
retirar piedras grandes. Entre 100-120 g del suelo obtenido se conservaron a bajas
temperaturas (4°C)en fundas plésticas correctamente etiquetadas, con el punto
georeferenciado de donde fueron tomadas.

En el caso de dreas que presentaron vegetacion (musgos, liquenes y plantas
vasculares) se muestreo ademas parte de la rizésfera, tomando muestras
combinadas con vegetacion y suelo, documentado con registro fotografico cada una
de la zona de estudio.

Las muestras de agua, fueron tomadasen cada uno de los cuerpos de agua
presentes en el area de estudio, donde se tomaron 1000 ml. de los cuales alrededor
de 500 ml se colaron con un filtro estéril de 0,45um por dos ocasiones para
asegurarnos que todas las particulas microbiologicas presentes han sido
eficientemente filtradas. Esta tarea se repitio con otros 500 ml de agua.
Adicionalmente, se guardaron los Gltimos 14 m| de la muestra de agua en un envase
estéril para la realizacion de estudios microbioldgicos que comprenden el cultivo de
la comunidad microbiana en el laboratorio del CIBE.



Aislamiento de Bacterias

Las muestras colectadas de suelo y sedimento fueron procesadas en el laboratorio
de la estacién cientifica PEVIMA realizando diluciones seriadas al décimo (10, 102
..10%) utilizando como diluyente agua esteril destilada.Los aislamiento y el
recuentos de bacterias se realizaron segin la metodologia indicada por Ledn et al.
(2000), sembrando alicuotas de 0,1 mL de las diluciones en Agar Nutritivo (AN)

Amplio Spectum, y PDA (Medio selectivo para hongos y levaduras)ajustado el valor
de ph segun lo recomendado.

Aislamiento de Hongos y Levaduras.

Se aislaron selectivamente los hongos marinos (Lignicolas, empleando paneles de
madera colectados). Fueron analizados mediante el estereomicroscopio en busca de
estructuras reproductivas (tanto de origen sexual como asexual). Una vez localizadas,
dichas estructuras se sometierén a raspado directo y se transfirieron a un medio de
montaje apropiado (agua, acido lactico, reactivo de Melzer y azul de metileno 0.1 %)
empleando agujas de diseccion.Sembrados en medio de PDA.

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 v Mat Org
PLC 1 GPS 160
Isla Dee PLC 2 GPS 161 | 62°25'22,8" | 59°47'01,5" Laguna de Deshielo
PLC 3 GPS 161 | 62°25' 22,8” 59° 47'01,5” Sedimento
217 GPS 135 | gpo24'255" | 59044 40,1 | Sedimento de Playa
Barrientos
018 GPS 138 | 62024'22,2” | 59°44' 47,0 Musgo y Mat Org




019 | GPS 140 | 62024'26,3" | 59° 44’ 303" Sedimento Algas
220 GPS 141 | 62°24'26)5" | 59°45' 48,2 Sedimento Playa
001 | GPS142 | 62024'343" | 59045 322" Sedimento Playa
000 | GPS 143 | 62024'19,7" | 5% 44’ 318" Sedimento Playa
197 GPS 145 | 62°024'39,2" | 59°43' 48,4" Musgo y Mat Org
198 | CGPS146 | 62000 465" | 59043 48,0" Laguna Deshielo
199 | GPS 146 | gooog 4550 | 59043 480" Sedimento
o00 | CPS 147 | 6004489 | 59043 41,6 Musgo y Mat Org
Isla 201 GPS 148 | goo oy 52,3" | 59°43' 216" Laguna Deshielo
Torres o02 | GPS 148 | gooa 523" | 59043 216" Sedimento
003 | CPS 149 | goong 390" | 59043 565 Sedimento
204 GPS 150 62°24' 44,1 | 59°44 06,8" Laguna Deshielo
205 GPS 150 | g0 oy 44,1" | 59° 44’ 06,8" Sedimento Morrena
o0sa | GPS 15T | 0044470 | 590447 09,07 Agua Playa litoral
c06 | GPS153 | g5 303 | 59047 077 Agua Laguna
—_— 207 | CPST153 | googang | 59047077 Sedimento
Ambato c08 | GPS 154 | 620053207 | 59047 302" Agua Playa
209 | GPS 154 620053207 | 5904730 2" Sedimento
210 | GPS 155 | 6005 36,17 | 59047 1437 Musgo y Mat Org
011 | GPS156 | o0 358" | 59047 15,3 Agua Laguna
212 | GPS156 | g0 358" | 59047 153" Biofilm
o13 | OPS 157 | 62005 400" | 59047 0627 Rio Deshielo




GPS 165

182 62°26'59,8" | 59°43 32,3" | Agua Desembocadura
1g0a | GPS 165 | g06' 598" | 59043 32,3" Sedimento
183 GPS 167 | g20 26" 51 4" | 59043 37,17 Agua Laguna
Rio 185 | GPS 167 | go0g 51,47 | 59043 37,1 Sedimento
Culebra 1g5a | GPS 170 | 2006 520" | 5943 44,2" Agua Laguna
186 | GPS170 | 60067 52,0" | 59043 44,2” Sedimento
17 | GPS170 goog 500" | 59043 442" Sedimento
188 | GPS170 | goog 52,0" | 59043 44,2" Sedimento |
GPS 114 i
205 62027'03,2" | 59°45 355" Sedimento
GPS 115
00BA 62027' 04,0" | 59° 45 30,2 Agua Playa
GPS 115 .
296 62027 04,0" | 59°45 30,2” Sedimento
GPS 125
296A 62026 52,4" | 59° 44’ 34,3" Agua Playa
Transepto
ep GPS 125 .
Glaciar Quito/ 207 62° 26’ 52,4” 59° 44’ 34,3" Sedimento
Punta Orion
GPS 127 - —
297A 62° 26' 51,6 59° 44 32,9" Agua Playa
PS 127 -
258 4 62006 51,6" | 59 44' 329" Sedimento
GPS 1 .
230 - 62°26'50,9" | 59°44'30,7" Sedimento
PS 17 -
231 GPSIT | gpoog ang | 50044 02,3 Sedimento




9.- TRABAJOS PENDIENTES RELACIONADOS CON EL PROYECTO

Fecha Recurs
N° Actividad Fecha Fin ecursos
Inicio Humanos
Establecimiento de las Octubre - .
1 _ Diciembre-2012 2
estaciones de muestreo 2012
Colecta y traslado de
2 microorganismos del Enero 2013 | Febrero-2013 1
continente Antartico
Aislamiento y cultivo de
microorganismos marinos
3 . Marzo -2013 Mayo -2013 2
y terrestres del continente
Antartico
Evaluacién taxonémica y
pruebas biotecnoldgicas
4 de los Junio-2013 | Octubre-2013 4
microorganismosaislados
del continente Antartico
Establecimiento de un ]
Diciembre -
5 banco de cepas del Octubre -2013 5 4
3
continente Antartico




10.- CONCLUSIONES

Se establecieron9 zonas de muestreo, cada una con varias estaciones.

Zona de Muestreo

1.

o o N e oA oM

Isla Greenwich
Isla Barrientos
Isla Torres

Isla Dee
Punta Ambato
Puyango

Rio Culebra
Isla Roberts
Glaciar Quito.

. Se cuantifico la cantidad de UFC en tres diferentes tipos de biofilms

CUANTIFICACION DE UFC POR BIOFILMS

7 UFC BIOF PARDO

e

= BIOFILMS PARDO
@ BIOFILMS NEGRO
1 BIOFILMS BLANCO

55 UFC
BIOFILMS BLANCO



. Se determind y comparo la cantidad de UFC en un perfil de estratificacion del Rio
culebra

ESTRATIFICACION DE LOS SEDIMENTOS EN UFC. RiO CULEBRA

80% -~

70%
60%

>0% m BACTERIAS

40% P m LEVADURAS

30%
20%
10% |~

0%

BASE DEL GLACIAL ZONA ANEGADA DESEMBOCADURA

11. RECOMENDACIONES

Con la construccion del modulo cuatro destinado a la ubicacién de los laboratorios
de investigacion y previamente disefado entre las partes interesadas y el personal
de investigadores, se recomienda que exista en elarea de microbiologia una puerta
hermética para el aislamiento de la zona y poder garantizar la bioseguridad del
laboratorio. Se recomienda que la lavanderia cambie de lugar ya que las vibraciones
que generan las maquinas afectan indirectamente en el laboratorio mas
especificamente en la calibracién de los €quipos y en la observacion al microscopio
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