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RESUMEN

En el presente estudio se aislaron e identificaron, al menos a nivel de género,
microhongos terrestres de seis muestras recolectadas en Punta Fort William,
Isla Greenwich, durante el verano antartico de febrero del 2008. E presente
estudio constituye la primera investigacion taxonémica de microhongos
terrestres antarticos del Ecuador. Los microhongos presentes en el suelo
fueron aislados por el método de Warcup (1), en medio sdlido de patata-
dextrosa égar (PDA}. Luego de 7 a 12 dias de incubacién a 4 °C, se procedid
a aislar las cepas incubandolas a 4 °C y 25 °C, para discriminar entre
microhongos psicréfilos (crecimiento menor o igual a 20 "C) y psicotrofos,
(crecimiento menor o igual a 25 C), respectivamente. Las cepas se
preservaron para futuras investigaciones en tubos de ensayo con PDA
inclinado, a 4 °C. La identificacion a nivel de genero de ios diferentes aislados
se baso en observaciones de sus caracteristicas microscopicas y
macroscopicas, ayudados de manuales y articulos publicados con claves

taxonémicas.



Se obtuvieron un total de 269 aisiados, que se catalogaron en 6 géneros:
Geomyces (36.6%), Antarctomyces (26%), Thelebolus (12%), Mucor (24%),
Mrakia (0.6%) vy Cladosporium (0,4%), agrupados en 5 familias:
Thelebolaceae, Myxotrichaceae, Mycosphaerellaceae, Mucoraceae, vy
Cystofilobasidiaceae. Uno de los aislados no pudo ser identificado, pero se lo
vinculé al grupo de hongos imperfectos (0,4%) por no presentar esporas
sexuales. De los geéneros identificados, sélo Geomyces y Cladosporium
mostraron crecimiento a 25 C, por lo que se podrian catalogar como
microorganismos  psicotrofos. Los géneros Geomyces vy Antarctomyces
fueron los taxones mas frecuentes, siendo reportados en cinco de las seis
muestras de suelo analizadas. Solo una de las muestras presentd la mayor
frecuencia de generos, incluyendo a: Geomyces, Antarctomyces, Mucor,
Mrakia y Cladosporium. En todas las muestras se identificd por lo menos tres

géneros de microhongos.
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INTRODUCCION

La Antartida constituye un ecosistema Gnico del planeta Tierra, es
considerada la zona desértica mas extensa, de una extrema variabilidad

climatica, fisicamente aislada y de gran interés cientifico.

Las expediciones a la Antartida se vienen realizando desde principios del
siglo XIX, sin embargo la | Expedicién Cientifica Ecuatoriana se llevé a cabo
en 1987, desde entonces se han desarrollado algunos proyectos
encaminados a entender la composicién y funcionamiento de los diversos
ecosistemas antarticos. A pesar de estos esfuerzos, la informacién es escasa
en el drea microbiolégica. Las principales razones son la falta de cientificos
que trabajen en la misma y la dificultad de encontrar apoyo financiero en

estudios en ciencias basicas.

En el presente tema de tesis “Aislamiento e ldentificacion de Microhongos

Terrestres de Punta Fort William, Isla Greenwich-Antartida”, se planteé la



hipotesis de que los microhongos antarticos podrian ser aislados e
identificados en agar solido de PDA a temperaturas de 4 °'C y 25 °C, con

observaciones a través del microscopio y ayuda de textos guias.

El objetivo general fue identificar, en base a caracteristicas morfolégicas, a
los microhongos terrestres de seis muestras de suelo de la transecta
denominada T1 cercana a la Base Ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado

(PEVIMA), para lo cual se plantearon tres objetivos especificos:

1. Aislar microhongos en medio de cultivo sélido de seis muestras de
suelo recolectadas en Punta Fort William.

2. Clasificar funcionalmente a los microhongos aislados entre psicréfitos
y psicotrofos.

3. ldentificar los microhongos aislados documentandolos en un catalogo

grafico.

Este proyecto de tesis es el primer estudio ecuatoriano de microhongos
terrestres provenientes de Punta Fort William, utilizando la técnica de
Warcup(1). A su vez, esta tesis constituye una investigacién derivada del
megaproyecto denominado “Diversidad Microbiana alrededor de la Estacién
PEVIMA, Antértida: Distribucién, Abundancia y Fisiologia de hongos, algas,

bacterias y cianobacterias’, dirigido por el INAE y el Programa Antartico de



Malasia (PAM), donde el Laboratorio de Biomedicina de la Facultad de
Ingenieria Marftima y Ciencias del Mar y el Centro de Investigaciones
Marinas de la Universidad Malaya, colaboraron para desarrollar el
subproyecto “Bioactividad y Biodiversidad de Microhongos Terrestres”.
Ademds, se contd con el financiamiento del CICYT de la ESPOL, para la

adquisicion de equipos e insumos.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

La naturaleza remota y extrema de la Antartida constituye un reto para la
supervivencia de los organismos que en ella habitan. Las condiciones
ambientales extremas obligaron a las diferentes especies presentes en el
continente blanco a desarrollar mecanismos de proteccion, a través de un

proceso largo de adaptacion (2). Muchos de los organismos que forman



parte de la flora antartica son muy primitivos como musgos y liquenes, y
otros mas complejos como las hepaticas, algas y gramineas, también
existen dos pequefias plantas vasculares con flores, el clavelito
antartico (Colobanthus  quitensis) y el pasto antartico (Deschampsia
antartica) (3). Los invertebrados y vertebrados también forman parte del
ecosistema antartico, algunos son de origen exclusivamente marino,
aunque también hay otros que intercalan ciertos ciclos de sus vidas en
tierra, en especial para reproducirse, como las focas y pingiinos (3-7). Sin
embargo, existe una gran diversidad de microorganismos presentes en las
diferentes dreas bioclimaticas de la Antartida que han podido ser aislados

de muestras de hielo, agua, suelo y aire {(8-13).

1.1 Microhongos Terrestres Antarticos

Los microorganismos presentes en el suelo incluyen algas, bacterias,
hongos y cianobacterias, que a pesar de ocupar menos del 1% del
area del suelo, su actividad bioldgica es bastante alta (14). Se estima

que de 1,5 millones de especies de hongos existentes en el mundo,



tan solo cerca del 5% han sido descritas, y en un nimero més

reducido (0,3%) se ha estudiado su actividad biologica (15).

Los microhongos son microorganismos eucariéticos, que tienen
paredes celulares compuestas de quitina, un polimero de N-
acetilglucosamina. Los microhongos se distinguen de los
macrohongos por la presencia de un cuerpo fructifero multicelular muy
pequeno que generalmente no puede ser observado a simple vista.
Existe una gran diversidad de microhongos que se encuentran en casi
todos los ecosistemas, algunos de ellos viven en habitats especificos:
folicolas (sobre hojas), hipogeos (bajo suelo), otros se encuentran
sobre insectos, y otros huéspedes especfficos. La mayor parte del
cuerpo fungico consiste en filamentos microscopicos llamados hifas

que se extienden por el sustrato donde se encuentra (15).

En ia Antartida continental se han reportado cerca de 190 especies de
microhongos, y probablemente la diversidad microfungica en la
Antartida maritima es mucho mas alta, debido a sus condiciones
ambientales relativamente menos hostiles, habiéndose reportado
cerca de 12 especies de Ascomycota, 13 especies de Basidiomycota y

muchos Hongos Imperfectos, desconocidos para la Antartida



continental (16). La mayoria de microhongos que son capaces de
crecer a bajas temperaturas tienen adaptaciones especiales en sus
enzimas, membranas y otros componentes celulares, que les permiten
tener tasas de crecimiento comparables a la de los microorganismos

de climas calidos (17).

1.2 Clases termales

Los hongos han sido clasificados en tres clases termales: Psicréfilos,
Psicotrofos y Mesdfilos, segtin su tolerancia para crecer en diferentes
temperaturas. Anteriormente, los cientificos subdividian a los
psicrofilos en dos tipos: estrictos facultativos, dependiendo si
crecian debajo o arriba de los 20 °C, respectivamente (21, 22). Pero,
actualmente existe una discusion sobre la validacién de dichas
definiciones, dado que ios psicrofilos “facultativos” no prefieren las
bajas temperaturas. Por lo que en su lugar se ha propuesto que los
psicrofilos sean referidos a organismos con un crecimiento 6ptimo en
temperaturas menores a 10 “C, con una temperatura maxima de

N . o “ - + '
crecimiento menor a 20 C; y que se incorpore el término psicotrofos



para organismos tolerantes al frio, previamente nombrados como
psicrofilos facultativos, siendo para estos la maxima temperatura de
crecimiento hasta los 25 C y su temperatura optima entre 10 a
15 °C (10). Mientras que los hongos mesdéfilos son aquellos capaces
de sobrevivir a climas calidos, con un éptimo de crecimiento mayor a

25°C (22) (Fig. 1).

Figura 1. Clases Termales de los Microhongos segtin Morita (10),
Ingraham & Stokes (21), Sinclair & Stokes (22).

MICROHONGOS

Psicréfilos “n i psicotrofos:
A J Y

No pueden sobrevivira | |- Pﬂgéfaen:_sdbrévivir a.

temperaturas mayores a ‘ternperaturas bajas’y no- - _.
20 °C. Crecimiento _mayoresa25°C.
optimo en temperaturas '_Teﬁ‘i'p'eaf'atu'ra Gptima de
menores a 10 °C crecimiento entre los 10--
15°C. '

Los microhongos psicréfilos y psicotrofos son organismos adaptados
al frio, capaces de crecer a temperaturas cercanas a 0 'C {11). Estos
son considerados los verdaderos extremofilos porque poseen

adaptaciones fisiolégicas que les permiten sobrevivir en las limitantes



ambientales presentes en lugares permanentemente frios, con
temperaturas promedio de -5 °C (12). Las bajas temperaturas limitan Ia
tasa de reacciones quimicas, siendo un gran reto para los organismos
psicréfilos y psicotrofos poder mantener una apropiada tasa de
catalizacion enzimatica, especialmente aquellas relacionadas a
procesos celulares esenciales, como la respiracion vy expresion de
proteinas (13, 23). Ademds, temperaturas muy bajas afectan
indirectamente el crecimiento, al impedir la disponibilidad de agua en
estado liquido, pero por otro lado lo estimula al causar dafio en el

tejido celular liberando nutrientes al medio. (12).

Los mecanismos fisiolégicos que confieren tolerancia al frio en los
microhongos son complejos (17). Estos incluyen incremento en la
concentracion de trehalosa tanto en las esporas como en las
celulas (25). Este disacarido al parecer es capaz de estabilizar las
membranas durante. la deshidratacion (26). El aumento en la
concentracion de polioles mantiene la turgencia de presion en la
membrana cuando existe poca disponibilidad de agua (27). También
es importante la secrecién de proteinas y enzimas
anti-congelantes (28). Adicionalmente una de Ilas estrategias

ecologicas de los hongos para sobrevivir en el frio es la germinacion
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de sus esporas anualmente, durante el verano, sin embargo estas

serian capaces de sobrevivir en el invierno (17).

1.3 Importancia de los Microhongos

Los microhongos estan presentes en casi todos los ecosistemas y
cumplen con  muchas  funciones ecolégicas  importantes,
particularmente estan asociados con el ciclo del carbono (8), asi como
en la descomposicién y mineralizacion de nutrientes de material
organico. Sus funciones incluyen la volatilizacién del hidrégeno y
oxigeno, la reduccién en volumen de la materia organica, la
fragmentacion de las macromoléculas y el incremento de la
homogeneidad del sustrato, favoreciendo asi la asimilacién de
nutrientes por organismos detritivoros (18). De igual manera, los
hongos favorecen la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de

las plantas (9, 19-20).
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Ademas, durante las dos Ultimas décadas, ha existido un gran interés
por estudiar a los microorganismos adaptados a climas frios, en
especial a los psicrofilos, el principal motfivo es que son una fuente
potencial de extremo-enzimas (2, 24) con variadas aplicaciones
biotecnoldgicas en la salud, industria, agricultura y como fuentes de
nuevas enzimas, razén por la cual han llamado la atencion de la
comunidad cientifica (29). 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 (28). Adicionalmente, estos microorganismos son
considerados fuentes potenciales de componentes antimicrobianos,

actuando como agentes terapéuticos o biocontroladores (29-31).



CAPITULO 2

2. AREA DE ESTUDIO

El area de estudio comprende la Punta Fort William, localizada en la Isla
Greenwich, la cual forma parte del conjunto de Islas Shetland del Sur,
ubicadas en la regién conocida como Antartida Maritima (4), aqul el
comportamiento climético se caracteriza por tres aspectos definidos: bajas

temperaturas, escasa precipitacion pluviométrica en la gran meseta interior
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y fuertes e incesantes vientos. Ademas, se presentan dramaticos efectos

estacionales debido al angulo de inclinacién de la Tierra (3).

2.1 Antartida Maritima

La variedad geografica que posee la Antartida se ha concretado en
tres regiones bioclimaticas principales: la Antértida continental, que
comprende la mayor parte del continente, la Antdrtida maritima, que
corresponde a la porcion septentrional de la peninsula antartica,
incluyendo a los archipiélagos de las Shetland del Sur, Orcadas de!
Sur y Sandwich del Sur, y fa region Subantértica, limitada al conjunto
de islas del Atlantico e indico (Fig. 2). Las diferencias entre las tres
regiones bioclimaticas se basan principaimente en el tipo y presencia
de especies vegetales, las temperaturas medias anuales y estivales,
las precipitaciones y variaciones en las presiones y regimenes de

vientos (32, 33).
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Figura 2. Regiones bioclimaticas de la Antartida,

1. Antartida Continental. 2. Antartida Maritima y 3. Regién Subantartica.
Fuente: Pickard y Seppelt (32); Blumel y Eitel (33)
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Las Islas Shetland del Sur estan conformadas por once islas mayores,
ubicadas en la zona mas meridional de la Antartida marftima, a once
kildmetros de ia peninsula Antartica, entre 61°59° y 63720°de latitud
Sur, y 57°40" y 62°45°de latitud Oeste y tiene una extension de
4.700 km? Ei archipiélago se alinea a una distancia de 510 km en
direccién SO-NE entre el Paso Drake y el mar de Bransfield, en el

oceano Antartico (Fig. 3).



Figura 3. Islas Shetland del Sur.
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A. Ubicacion en Antartida Maritima. B. Las principales islas del
archipiélago. Fuente: Santana (35).
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Solo el 10% de su superficie esta libre de hielo, alternando los medios

de montafia como Friesland, 1.770 m.s.n.m e isla Smith, 2.012,

m.s.n.m. con las islas bajas y aplanadas como Snow, 305 m; Low, 180

m; Robert, 385 m; y Nelson, 332 m, en un dominio glaciar de amplios

domos que alcanzan 686 m.s.n.m. en Rey Jorge y 631 m.s.n.m. en

Greenwich (4, 33).

2.2 Condiciones Ambientales

En el ecosistema antartico existe una extrema variabilidad climatica

que esta relacionada a su ubicacién geografica. Las condiciones de
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verano e invierno son radicalmente diferentes y alteran marcadamente
la composicion, distribucion, metabolismo, produccion e interaccion de
las poblaciones naturales (5). La Antartica recibe el menor porcentaje
de precipitaciones del mundo, por io que se considera el continente
mas seco. Ademas es el mas ventoso, llegando incluso a presentar

vientos de mas de 320 km/hora (3).

La temperatura media anual en la gran meseta interior es de -50 C.
Sin embargo durante el verano, en la Antartida maritima se registra
una temperatura media de mas de 1 °C y recibe las mayores
precipitaciones del continente (400-600 mm anuales), mientras que la
temperatura anual para esta region bioclimatica esta entre los 1°C y

los -21 °C (3,4,6).

La humedad en Ia zona de la peninsula antartica y sus alrededores
mantiene una media superior al 80%, a diferencia de Ia Zona interior
del continente, cadenas montafiosas y “valles secos” (dry valleys”)
donde la media es mucho menor. Otra de las caracteristicas de este
ecosistema es que el hielo que lo cubre casi en su totalidad refracta el
90% de la radiacion solar (3). Diversos fenémenos, tales como

lloviznas, nevadas y ventiscas, reducen frecuentemente ta visibilidad
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horizontal, de igual manera esta reduccién suele ocurrir a veces a
causa de nieblas de diversos tipos y origenes, a pesar del fuerte
viento (6, 7). Dado estas singulares y Unicas condiciones ambientales
de la Antartida, la convierten en foco de interés para la comunidad
cientifica mundial (5, 6, 34), y Ultimamente también ha llamado |a
atencion del sector turistico, en especial en las [slas Shetland del Sur

donde el nimero de visitantes por afo aumenta progresivamente (4).

2.3 Punta Fort William-Isla Greenwich

La Punta Fort William (también denominada Punta Sparks) forma parte
de la Isla Greenwich y estd localizada en el borde suroeste del
Estrecho Inglés, en la esquina ceste de la entrada hacia la Bahia
Chile (35). A su vez, en dicho sector se encuentra la Base Ecuatoriana

PEVIMA (Fig. 4).
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Figura 4. Ubicacion de la Estacion PEVIMA en Punta Fort William, Isla
Greenwich.

Fuente: Google Earth™.
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Acerca de la historia geolodgica de la Isla Greenwich se conoce que
esta constituida por unidades volcanicas tabulares de granodioritas de
edad Cretacico superior a Paleoceno (36-39). Actualmente exhibe
caracteristicas geomorfolégicas glaciales, y areas costeras que
muestran sistemas bien desarrollados de playas levantadas alrededor

de promontorios (Fig. 5) (35, 36, 40, 41).
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Figura 5. Punta Fort William, Isla Greenwich.

A. Vista Panoramica, se observa la Estacion PEVIMA ([]) y la roca “Lobo
Dormido” (l)de 20 m de altura. Foto. Dr. Yii, H. de la Universidad de Malasia,
2009. B. Mapa de Punta Fort William. Fuente: INAE, INOCAR, UPSE,
Universidad de Malasia.
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La exposicion de superficies de tierra durante el verano en la Isla
Greenwich permite la colonizacién y reproduccion de aigunas aves
marinas (42-44), asl como el crecimiento de plantas que prosperan a
lo largo de los margenes de lagos y rios, y en zonas rocosas cercanas
a sitios de anidacion. La macroflora esta compuesta principalmente
por musgos y liquenes (45,46), aunque también se ha documentado la
presencia de la planta vascular como C. quitensis (47). A su vez,
existe una significativa comunidad microscopica que incluye a
procariotas fotosintéticos, algas unicelulares vy microhongos, pero aun
no ha sido bien estudiada (34, 48). Sin embargo, en otras regiones de
la Antartida se han desarrollado numerosos proyectos de investigacion
acerca de los microhongos: en Tierra Victoria se estudio la microbiota
presente en el suelo (49-51), la biodiversidad de microhongos en la
Isla Windmill (52-54), microhongos psicrofilos del Oasis de
Schrirmacher (31), las adaptaciones de los hongos para crecer en el
ambiente extremo antartico (2, 17, 55, 56), las especies flngicas

invasoras (57) y demas.



CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los diferentes métodos y técnicas utilizados
durante el presente tema de tesis, incluyendo el trabajo de campo y de
laboratorio. Algunos de los métodos y técnicas utilizados siguen los
protocolos establecidos en el megaproyecto “Diversidad Microbiana
alrededor de la Estacién PEVIMA, Antartida: Distribucion, Abundancia y

Fisiologia de hongos, algas, bacterias y cianobacterias”, con la finalidad de
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que los resultados que se generen en nuestro laboratorio sean
comparables con los de nuestros colaboradores de la Universidad de

Malasia.

3.1 Recoleccion de las muestras de suelo

Las seis muestras de suelo fueron recolectadas en el sector de Punta
Fort William, en la Isla Greenwich, durante el mes de febrero en al
verano antartico del 2008. Los sitios de recoleccidn fueron
georeferenciados con un D-GPS (Trimble), los mismos que
corresponden a una transecta lineal que se trazé a lo largo del sector,
denominada GIT1 (Isla Greenwich-Transecto1) de 0.97 km de

largo (Fig. 6).
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Figura 6. Posicion de la transecta lineal GIT1 y sitios de muestreo en
Punta Fort William.

La ubicacion de la estacion PEVIMA esta sefalada con un circulo rojo. Los
nimeros corresponden a los metros de distancia con respecto al punto de
inicio de la transecta (GIT1-0). Fuente: Google Earth™.

A lo largo de la transecta GIT1 se recolectaron 6 muestras de suelo
cuya ubicacién se detalla en la Fig. 6 y Apéndice A. En cada sitio se
recolectaron cinco réplicas en un radio de 5 m al punto
georeferenciado del sitio de muestreo. Los primeros 10 cm de suelo
de cada réplica se recolectaron con una espatula estéril, luego las
réplicas se mezclaron y cernieron con un tamiz de ojo de malla de
2mm. Finalmente se guardaron en fundas estériles de polietileno

(Whirl-Pack) y se las conservd a 0 ‘C hasta su analisis en el
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laboratorio (Fig. 7). Las muestras se etiquetaron con el nombre de la
transecta y la distancia del sitio de muestreo con respecto al punto de
inicio (i.e. GT1-0). Ademas se registré la hora, fecha, posicion
geografica y temperatura del suelo en los diferentes puntos de

muestreo.

Figura 7. Recoleccion de las muestras de suelo en Punta Fort William.

3.2Metodologia de Laboratorio

La metodologia de laboratorio consistié de cuatro etapas principales:
Sembrado, Aislamiento, Preservacion de las cepas e ldentificacion

(Fig. 8).



25

Figura 8. Esquema de la Metodologia de Laboratorio.

SEMBRADO
/' Lugar:
Cdmara de Muestra de suelo
Flujo Laminar l
Método de ¢ 0.1-0.3gdesuelo
Controles: Warcup (1) ¢«  PDA+Clo 100 pg/ml.
A4'Cy2s'c l

" \_ Cinco réplicas, incubar a 4 G, maximo 12 dr’ay

AISLAMIENTO .

Lugar: Para cada uno de los microhongos
r presentes en las 5 réplicas

Area de

Laberatorio con
dos mecheros

Bunhsen
Controles: — —
\_ A4CYy25°C 4c 25'c
PDA + Clo 100 pg/ml
PRESERVACION
Lugar:

r Area de

Laboratorio con

dos mecheras / PDA + Clo 100 pg/mL

Bunsen
Controles: l
“~ Ad4'Cy25C
IDENTIFICACION
el

Lugar:

Microscopio
electrénico +
Camara

+Manuales y
articulos
publicados

Adicionalmente, se realizaron 2 muestras controles:

Area no estéril de! <: 4°c
{aboratorio 25°c
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3.2.1 Sembrado

En la camara de ffujo laminar, se realizé el sembrado de las
muestras de suelo, utilizando la técnica de Warcup (1). Para lo
cual, se pesaron con una balanza analitica aproximadamente 0.1
a 0.3 g de suelo, realizando cinco replicas por cada una de las
muestras, La alicuota de suelo fue colocada dentro de una caja
Petri y se le adiciond agar PDA (DIFCO) con una concentracion
final de cloranfenicol de 100 pg/mL. El cloranfenicol se adiciond
después de autoclavar el medio PDA y se utilizo para restringir el
crecimiento bacteriano. El suelo se esparcié en la caja Petri
agitandolo suavemente sobre ia superficie de la camara de flujo
para evitar la aglomeracion de las colonias de microhongos.
Luego, éstas fueron selladas con Parafilm® e incubadas a 4 °C

por 7 a 12 dias (Fig. 9).

Como control de esterilidad se expuso las cajas Petri con medio
PDA mas cloranfenicol abiertas en la camara de flujo laminar
para posteriormente incubarlas a 4 C y 25 ‘C. Estas muestras

control se realizaron durante el sembrado, aislado y preservacion
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de las cepas. Adicionalmente, dos placas similares de PDA se
abrieron al ambiente del laboratorio y fueron incubadas 4 Cy

25 ‘C, como controles adicionales de contaminacion.

Figura 9. Sembradd de las muestras de suelo.

3.2.2 Aislamiento

En un area del laboratorio previamente desinfectada con alcohol
al 98%, y con el uso de dos mecheros Bunsen y de material de
proteccion personal como mascarillas, gafas, guantes y mandil,

se procedi6 a aislar las cepas que crecieron en cada una de las



28

réplicas. Las muestras de los diferentes microhongos se
obtuvieron con una aguja enmangada, para ser cultivadas en
medio PDA con cloranfenicol (100 ug/mL), e incubadas a 4 Cy
25 °C, para discriminar entre psicrofilos y psicotrofos,
respectivamente (Fig. 10). Cada una de las cepas aisladas fue

etiquetada para tener un registro adecuado de su crecimiento.

Figura 10. Aislado de las cepas en el laboratorio.
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3.2.3 Preservacion de las cepas

Los diferentes microhongos fueron preservados en tubos de
ensayo de polietileno con tapa, en medio PDA con cloranfenicol
(100 pg/mL) a 4 ‘C. Para lo cual, en un area estéril del
laboratorio, se obtuvo con un asa de platino una muestra de cada
una de las cepas aisladas, éstas fueron inoculadas en el fondo
de los tubos de ensayo, que contenian el medio de cultivo solido,

aproximadamente a unos 45’ de inclinacion (Fig. 11).

Figura 11. Preservacion de las diferentes cepas.
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3.2.4 Identificacion

Los microhongos fueron identificados al menos a nivel de género,
basandose en observaciones al microscopio de la forma, tamario
y tipo de hifas y esporas, asi como de las caracteristicas
macroscdpicas de la colonia, ayudados de manuales y articulos
publicados con claves taxondémicas (58-62). La identificacion de
los aislados antérticos a nivel de especie es todo un reto por la
posibilidad de encontrar cepas que aun no han sido descritas y la
discrepancia entre los diversos autores respecto a la clasificacién
y denominacién de los microhongos. Otro punto clave es un
entrenamiento  exhaustivo del personal cientifico en la
identificacion de estas cepas. Ademas de contar con equipos que
permitan tener un mejor contraste de las estructuras

microscépicas de los microhongos.

El tiempo para empezar la identificacién fue aproximadamente
entre los 30 a 40 dlas después realizar el aislado, debido a que,
mayormente antes de este periodo solo se observaron hifas. Las

estructuras sexuales (esporas y ascos) se observaron cuando las




31

colonias tenian un didmetro de entre 5 y 7 cm. Estas estructuras
morfolégicas son un elemento clave en la identificacién de estos

microorganismos.

En las observaciones al microscopio se usé una camara Motic
480 y el programa Motic Imagine Plus 2.0, lo que nos permitid
tomar fotografias y medir las estructuras morfologicas de los
microhongos. Para el montaje de las muestras a observarse al
microscopio, se utilizaron dos técnicas: una para observacion
directa agregando lugol y otra para preservar el montaje por un

tiempo mas prolongado.

3.2.4.1 Observacion directa

En un portacbjetos se colocd una gota de lugol al 40%,
luego, con un asa de platino, se tomo la muestra del
microhongo y se la esparcié suavemente sobre el

colorante. Se colocd el cubreobjeto y se observd al
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microscopio. EI [ugol resalta las paredes celulares de los
microhongos, permitiendo obtener un mejor contraste de

sus estructuras para su identificacion (63).

3.2.4.2 Preservacion del montaje

Para preservar los montajes de los microhongos, al menos
unas tres semanas, se utilizé una solucién Butterfield
(59,5 pg/ml), a base de fosfato de potasio dihidrogenado y
que se prepar¢ de la siguiente manera: para la solucién
stock (85 pg/mL) se mezcld 34 g del fosfato (KHPO4) en
500 mL de agua destilada, a continuacion se tomé una
alicuota de 1,25 ml. de esta solucién y se la disolvié en 1 L
de agua destilada, luego se autoclavé a 120 °C por
15 minutos. Finalmente, se agregé glicerol a razén de un

30%, con respecto a la solucion Butterfield usada. (64).
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Para el montaje de los microhongos en la solucién
Butterfield se procedio igual que en la observacion directa,
pero luego de colocar el cubreobjeto se sellé con esmalte

para evitar la deshidratacion del montaje.



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados y discusiones vertidos a continuacion corresponden tanto al
trabajo de campo como de laboratorio. Al final, se exponen datos
relevantes con respecto al aislamiento e identificacién de los microhongos

terrestres analizados,
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Seis muestras de suelo se recolectaron y conservaron a 0 °C, hasta su

posterior andlisis en el laboratorio. Se tomaron algunos datos de

campo, como posicion geogréfica, temperatura del suelo, y aspectos

relevantes del sitio (e.g. presencia de rocas, vegetacion, etc) (Tabla I).

Tabla I. Datos de los sitios de muestreo en Punta Fort William, Isla

Greenwich.
?gggsl}'gﬁ\os LATITUD LONGITUD S?Eéo ASPECTOSD%E;EAE\&A}IEEOS DEL SITIO
Unos metros cerca a la playa, con
GIT1-0 5 62°26'58.2" O 59°43°35.0" 13,6 presencia de huesos de bailena en
descomposicion
GIT1-205 S 62°27'00.54" 0 59°44'01.33" 104 Plantas vasculares en los alrededores
GIT1-500 562°27'01.3" O 59°44°09.1" 12,5 Plantas vasculares en los alrededores
GIT1-700 8 62°27'04.6" O 59°44'20.7" 5,7 Presencia escasa de plantas
GIT1-800 56227 07.2" O© 59°44'75,3" 14,6 Plantas vasculares en los alrededores
GIT1-9725 | S62027'00.5" | O 590443z " 6,2 Corca ala base g‘fs' glaclar, presencia de

* Gl= isla Greenwich, los niimeros corresponden a los metros
fransecta (GIT1-0), donde se recolectd Ia muestra de suelo.

de distancla con respecto al punto iniclal de la
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La longitud total de la Transecta 1 fue de 0,97 km, la cual se proyecto
a través del sector Punta Fort William. La transecta se inicié cerca de
la playa en un area con presencia de huesos de ballena en
descomposicién, luego atravesoé un lago, y a unos cuantos metros mas
se encontréo el rio Culebra, cuya vertiente en verano propicia el
crecimiento de musgo, en especial en las zonas bajas (65-67). A
continuacion se encontré un area plana repleta de piedras, y
finalmente la transecta terminé en la base del Glaciar Quito (Fig. 6 y

12).

Figura 12. Vista panoramica del sitio de muestreo.

La transecta 1 esta superpuesta con una linea de color rojo.
Foto: Dr. Hii, de la Universidad de Malasia, 2008.
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La temperatura del suelo de los primeros 10 cm se midié durante todo
el periodo de muestreo, del 1 al 4 de febrero, en diferentes puntos
dentro de la isia Greenwich que incluyeron los seis sitios analizados
en la presente tesis. La época de muestreo correspondié al verano
antartico del 2008, periodo relativamente corto, que empieza a finales
de diciembre y se extiende hasta marzo. Siendo la temperatura media
del suelo 7,92 °C, con una desviacién estandar de 3,33 (Tabla Il y

Apéndice A).

Tabla ll. Temperatura del suelo durante el periodo de muestreo en el verano

antartico 2008.
Descripcion Datos
Media 7,92°C

Mediana 7,30

T [ o
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4.2 Analisis del trabajo de laboratorio

En el analisis de las muestras de suelo se siguié la metodologia
establecida en el megaproyecto “Diversidad Microbiana alrededor de
la Estacion PEVIMA, Antartida: Distribucion, Abundancia y Fisiologia
de hongos, algas, bacterias y cianobacterias”, descrito por Ia Dra. Siti
Aisyah, lider del subproyecto “Biodiversidad y Bioactividad de Hongos

Antéarticos”.

Durante la etapa de sembrado inicial se obtuvieron diferentes
densidades de coionias en [as diferentes muestras. El rango de
colonias totales entre las 5 réplicas de cada muestra varié de 9 a 96,
Siendo la muestra GIT1-700 las mas abundante y la GIT1-972.5 Ia

menos abundante. (Fig. 13 y Tabla .
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Figura 13. Nimero de colonias fingicas por réplica durante el sembrado
inicial de los microhongos de las seis muestras de suelo de la Transecta 1.

NUMERO DE COLONIAS

GIT1-0

LIy

333 3
2 2 11
Ones
GIT1-205 GIT1-500 GIT1-700 GIT1-800 GIT1-972.5

SITIOS DE MUESTREOQ

Tabla ill. Numero de colonias por muestra de suelo durante el sembrado.

Meooa™® | coloniasror | coonasper | Desvacion | Fengode
muestra réeplica muestra

GIT1-0 83 16,6 4.3 22411
GIT1-205 17 3.4 0,5 4-3
GIT1-500 89 17,8 56 25-12
GIT1-700 96 19,2 4,7 27-15
GIT1-800 47 94 34 14-5
GIT1-972.5 9 1,8 0.8 3-1
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A pesar de que se obtuvieron muchas colonias flngicas en e
sembrado inicial de los suelos antarticos, no siempre se pudo obtener
crecimiento cuando las colonias se cultivaron en forma aislada, ya sea
a4°Co625°C. Se atribuye este hecho al sinergismo y/o propiedades
bioquimicas del medio PDA utilizado. Ei sinergismo biol6gico pemite a
dos clases de organismos compiementar sus requerimientos
nutricionales o que uno de ellos acondicione el medio circundante para
permitir a otros desarrollarse (68). Asl, al tratar de crecer las colonias
de microhongos en forma aislada, alguna de ellas no pudieron
desarrollarse. De igual manera, el desconocimiento de los
requerimientos nutricionales y ambientales especificos de los
microhongos antarticos, asi como sus relaciones sintroficas, dificultan

la obtencion de cultivos axénicos (69-71).

A continuacion se muestran datos cuantitativos de las colonias
flingicas obtenidas en los 6 sitios de muestreo. El total de microhongos
aislados, contando todas las muestras con sus replicas, fue de 269
aislados. E! porcentaje de cepas obtenidas de cada sitio de muestreo
varié entre 49% a 100% (Tabla IV). No se pudo encontrar una
correlacion aparente entre la densidad de colonias fungicas obtenidas
dei sembrado inicial de cada sitio muestreado y parametros como

temperatura del suelo, presencia de vegetacion, humedad o textura
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de suelo (Apéndice B). Estudios posteriores a nivel de ecosistema
seran necesarios para explicar las diferentes densidades flngicas

encontradas en cada sitio de muestreo.

Tabla IV. Microhongos obtenidos en etapas de sembrado y aislado.

Muestra de | Total colonias en Total cepas % de cepas
suelo sembrado inicial aisladas obtenidas
GIT1-0 83 83 100

GIT1-205 17 16 94
GIT1-500 89 53 60
GIT1-700 96 86 a0
GIT1-800 47 23 49

GIT1-972.5 9 8 89

TOTAL 341 269 79

Las cepas flingicas se preservaron en tubos de polietileno con medio
inclinado de PDA, suplementado con cloranfenicol (100 pg/ml). La
coleccion de microhongos servira para establecer una linea base de
biodiversidad microbiana antartica Y para estudios aplicados de

bicactividad.
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Es interesante mencionar que para aquelios controles donde el medio
PDA mas cloranfenicol se expuso al ambiente del laboratorio, Y que
fueron incubados a 4 °C por mas de 12 dias, periodo correspondiente
al tiempo que se trat6 las muestras, no se observé una contaminacién
evidente, en comparacién con aquellos que recibieron el mismo
tratamiento pero que fueron incubados a temperatura ambiente. Estos
Ultimos controles presentaron, como era de esperarse, numerosas
colonias de microorganismos (Fig. 14). Estas observaciones nos dan
la seguridad de que los microhongos, procedentes de las muestras de
suelo que crecieron incubados a 4 C, son microorganismos muy bien
adaptados a desarrollarse en ambientes frios, como lo es la Antartida
¥ de que no son producto de contaminacion en el laboratorio. Mientras
que, para aquellos controles donde se expuso el medio PDA mas
cloranfenicol abiertos en la camara de flujo laminar, para
posteriormente incubarlos a 4 °C y 25 °C, no se registré crecimiento de
microorganismos. Estos controles confirman un éptimo funcionamiento

del equipo y una correcta aplicacion de la técnica.

Durante la ejecucion de la metodologia de laboratorio se identificaron
algunos puntos claves para la optimizacion y éxito de los resuitados.
Esta tesis consfituye el primer estudio ecuatoriano sobre las

comunidades de microhongos terrestres presentes en Punta Fort
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William; y aun cuando, se sigui6 la metodologia establecida en e
megaproyecto “Diversidad Microbiana alrededor de la Estacion
PEVIMA, Antartida: Distribucién, Abundancia y Fisiologia de hongos,
algas, bacterias y cianobacterias’, es necesario identificar a través de
la experiencia practica los puntos mas vulnerables y las posibles

mejoras.

Asli, resulta sumamente importante establecer el mejor momento de
realizar el aislamiento, el cual dependera especialmente de dos
factores: evitar que los microhongos se sobrepongan unos con otros Yy
ésperar a que estos sobresalgan un poco hacia Ia superficie del medio
PDA. Para evitar la sobreposicién de colonias es importante restringir
el tiempo de espera para realizar el aislado. Siendo asi que, mientras
mas tiempo se espere, mayor es la probabilidad de que finalmente
terminen creciendo unos sobre otros. Esto dificulta mucho la obtencién
de cepas puras. Pero de igual manera, si se acorta demasiado el
tiempo de crecimiento, la obtencién de una muestra representativa
para establecer la cepa fungica se vuelve impracticable. Por o tanto,
se recomienda que se realicen observaciones diarias de las réplicas a
partir del 4 al 5° dia después de haber realizado la siembra inicial,
que es cuando se puede observar pequefias hifas que contrastan

contra la luz.
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Los microhongos que crecieron en las muestras de suelo sembradas,
se aislaron a partir del 7™ ai 12*° dia, tomando en cuenta los factores
arriba mencionados. Asi, aln cuando la muestra GIT1-700, resulté
tener una gran cantidad de colonias fingicas, estas no se encontraban
sobrepuestas al 11*° dia cuando fueron aisladas, a diferencia de las
muestras GIT1-500 y GIT1-800 que tuvieron que ser aisladas al 7™

dia (Fig. 15, Tabla V).
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Figura 14. Muestras control expuestas al ambiente del laboratorio e
incubadas a 25 C y4 C.

Figura 15. Ejemplos de diferentes niveles de densidad fungica obtenidas
durante el sembrado inicial de las muestras de suelo.

A. GIT1-800, alta densidad de colonias fungicas con bordes sobrepuestos.
Para evitar sobreposicion de colonias, el aislamiento fungico se realizé en 7
dias post-sembrado. B. GIT1-700, alta densidad de colonias fungicas sin
bordes sobrepuestos, lo que permitio el aislamiento de colonias después de
un periodo de incubacion inicial de 11 dias. C. GIT1-972.5, la baja densidad
de colonias fungicas permitié incrementar el periodo de incubacion hasta 12
dias para obtener suficiente material fungico para el aislado.

T —————

GIT1-800 GIT1-700 GIT1-972.5

7 dias 11 dias 12 dias

Dias transcurridos entre siembra inicial y aislamiento
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Tabla V. Fechas de siembra y aislado para las diferentes muestras de suelo.

Sitio de Fecha Siembra Fecha Aislado Dias
Muestreo (dd/mm/aa) (dd/mm/aa) Trasncurridos
GIT1-0 06/11/08 14/11/08 8
GIT1-208 06/11/08 17/11/08 11
GIT1-500 06/11/08 13/11/08 7
GIT1-700 06/11/08 17111108 11
GIT1-800 06/11/08 13/11/08 7
GiT1-972.5 06/11/08 18/11/08 12

Ademas, durante |a etapa de aislamiento se sugiere modificar
ligeramente la metodologia para facilitar el aislamiento de cepas. En
un principio, se establecié tomar dos muestras de cada cepa fingica
obtenida en el sembrado inicial (Una para incubarla a 4 °C y otra a
25 °C), pero se encontré que seria aconsejable hacerlo primeramente
solo a 4 °C. Esta necesidad es evidente, especialmente cuando dos
microhongos crecen juntos corriendo e riesgo de no aislar la misma
colonia a las dos temperaturas propuestas. Con Nuestra sugerencia, al
crecer la colonia aislada 3 4 °C (minimo durante 16 a 18 dias), nos
daria la facilidad de poder tomar dos muestras representativas, con

certeza de la misma cepa fiingica, e incubarlas a 4 °C y 25 °C (Fig. 16).
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Figura 16. Modificacién de Ia etapa de aislamiento para optimizacion de la
metodologia.

( O e e =

ano réplicas, incubar a 4 °C, maximo 12 dfas

i 0 _ PO
AISLAMIENTO : ﬁ 4 °C, por 16-18 dias :

e o e e L)
PDA + Clo 100 pi/mL r

L = =

4°C 25°¢

*La modificacién se sefala con lineas entrecortadas (ver Fig. 8),

4.3 ldentificacion de Microhongos

Un total de 269 aislados se obtuvieron de [as seis muestras de sueio,
agrupados en 6 géneros: Antarctomyces, Thelebolus, Geomyces,
Mucor, Cladosporium, y Mrakia, que a su vez se resumen.en 5
familias:  Thelebolaceae, Myxotrichaceae, Mycosphaerellaceae,
Mucoraceae, y Cystofilobasidiaceae. Solo un aislado no pudo ser
identificado, pero se la vineul al grupo de microhongos imperfectos,

por no presentar esporas sexuales.
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4.3.1 Familia: Thelebolaceae, Eckblad, 1968.

Pertenece al Phylum Ascomycota, el mas amplio en nimero de
especies del reino Mycota, se incluyen airededor de 28000
especies excluyendo a los liquenes (72). Los miembros que
pertenecen a la familia Thelebolaceae poseen una caracteristica
comun, la presencia de una estructura reproductora denominada

asco, que comunmente contiene 8 ascosporas (73).

4.3.1.1 Género: Antarctomyces

La principal caracteristica de este genero es que sus
ascos son desnudos, es decir no se encuentran
englobados dentro estructuras protectoras, y en ocasiones
$€ unen en grupos de 2 (;.4 ascos, son de apariencia
globosa y surgen directamente de una hifa, presentando

usualmente 8 ascosporas (Fig. 17) (74, 76).
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Los resultados obtenidos en el laboratorio, demostraron
que la cepa en un inicio es blanca, luego, alrededor de 30
dias de ser aislada, toma una tonalidad azul y finaimente a

los 70 dfas, se vuelve crema (Fig. 18).

Durante nuestro andlisis se identificaron dos variantes,
una denominada Antarctomyces sp1, que se caracteriza
por un asco elipsoidal (Fig. 19), mientras que en
Antarctomyces sp2, era mas bien redondo (Fig. 20). EI
large promedio de las ascosporas fue de 6 pm y 5,75 um
respectivamente, éstas tienen forma elipsoidal y presentan
una pared simpie, es decir no se observd estructuras

adicionales a la capa externa.
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Figura 17. Antarctomyces sp.

Comparacion representativa del género. Ascos que contienen ascosporas

(flechas). Fuente: Aisyah, S. (76)

Figura 18. Antarctomyces en medio PDA a 4 ‘C.

Cambios en la coloracién: A. alrededor de los 30 dias (azulada) y. B. 70 dias
de ser aislada (crema).




Figura 19. Antarctomyces sp1.

A. Ascos de apariencia elipsoidal y B. Ascosporas, vistos a 100x.
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Figura 20. Antarctomyces sp2.

A. Asco de apariencia redonda y B. Ascosporas, vistos a 100x.
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Esta cepa no presentd crecimiento a 25 °C, por lo que se
la podria considerar un microorganismo psicréfilo, esto
coincide con los reportes de Stchigel ef al. (74) vy
Hoog et al. (77). Este género se sugiere que es endémico
de la Antartida, fue aislado y descrito inicialmente por
Stchigel ef al. (74) de muestras de suelo obtenidas de la
Isla Windmill. También ha sido aislado de muestras de
suelo de la Isla Rey Jorge, del archipiélago Shetland de!

Sur (75).

4.3.1.2 Género; Thelebolus

Este género desarrolla un ascoma pequeiio, el cual
representa el cuerpo fructifero donde alrededor de 80
ascos se encuentran adheridos, estos presentan un anillo
apical por donde liberan a las ascosporas. Los ascomas
suelen contener mas de 2000 ascosporas de forma

elipsoidal (79).
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La especie Thelebolus microsporus (Berk. & Broome)
Kimbr. 1967, que fue identificada en el presente trabajo de
tesis, presenté ascomas abiertos y cerrados, que
contenian ascosporas de un largo promedio de 6,18 Mm
(Fig. 21), éstas caracteristicas coinciden por las descritas
por Kimbrough (78) y Kimbrough & Korf. (79) para esta

especie.

La coloracién que presento la cepa a los 30 dias era
crema, en ocasiones la presencia del cuerpo fructifero era
bastante evidente, representado por una coloracién café,
concentrada principalmente en el centro de ia colonia (Fig.
22). Esta especie ha sido aislada de muestras de suelo,
agua, plumas y guano de aves marinas, asf como del
;;elaje de mamiferos marinos del territorio Antartico (52,

80, 81).



Figura 21. T. microsporus (Berk. & Broome) Kimbr. 1967.

A. Dibujo de T. microsporus (Bar= 10 um) Fuente: Onofri, S. (56).
B. Ascoma, visto a 40x. C. Ascos y D. Ascosporas, vistos a 100x.

A
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Para un grupo de aislados se encontré que las estructuras
microscopicas de sus ascomas eran bastante similares a
los de T. microsporus, no obstante las caracteristicas
morfologicas de la colonia eran muy diferentes. A este
grupo se lo denominé Thelebolus sp1, pero a diferencia de
T. microsporus, éste presentd una coloracién mas clara, la
presencia del cuerpo fructifero se evidenciaba alrededor
de los 48 dias, eran unos pequefios puntos cafés
distribuidos por toda la colonia, de consistencia dura, que
al presionarlos expulsan los ascos. De igual manera, las
ascosporas eran elipsoidales y' se encontraban en
nimeros de 8, aunque el largo promedio fue mayor de
8,12 um. Despueés de unos 60 dias luego de ser aisladas
se desarrollaban escasas estructuras algodonosas

(Fig. 23).



Figura 23. Thelebolus sp1.

A. Ascoma (estructura oscura) y ascos (flechas), vistos a 40x. B.
Ascosporas, vistas a 100x. C. Cepa en medio PDA a 4 C.

argo : 7.6 umj
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Finalmente, a otro grupo de aislados se los denomind
Thelebolus sp2. A los 50 dias aproximadamente, luego de
su aislamiento, este microhongo presentd ascomas de
forma circular, que contenian numerosos ascos algo
redondos, con presencia de 6 a 8 ascosporas elipsoidales
eﬁ su interior, caracteristicas intimamente relacionadas a
este género (73, 77-79). Sin embargo, pasados los 70
dias, los ascos ya no pudieron ser observados, en su lugar
se enéontraban numerosas ascosporas agrupadas. En
a}nbas etapas se identificaron estructuras somaticas

denominadas prosénquimas, que son un conjunto de hifas

entrelazadas que se asemejan a un tejido. (Fig. 24)
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Figura 24. Thelebolus sp2.

A. Ascoma y ascos (flechas), vistos a 40x. B. Prosénquima y C. Ascosporas
vistas a 100x.
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El largo promedio para estas ascosporas fue de 5,94 pm,
tan solo una de las tres muestras relacionadas con
Thelebolus sp2, presentd una coloracion rojiza, las otras

dos eran blancas (Fig.25).

Figura 25. Thelebolus sp2 en medio PDA a 4 C.
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Ninguno de los aislados agrupados en el género
Thelebolus presentaron crecimiento a 25 °C, lo que
coincide con lo establecido por Wicklow & Malloch (73) y

Hoog et al. (77).

4.3.2 Familia: Myxotrichaceae, Currah (1985)

Pertenece al Phylum Ascomycota, esta familia se caracteriza por
la morfologia filamentosa de sus miembros, ya que estos
desarrollan colonias pulverulentas, con presencia de hifas
septadas 0 no (82). Ademas algunos de sus miembros forman
parte del grupo de hongos imperfectos o mitosporicos,
denominados asi porque se desconoce su fase de reproduccién
sexual. Estos se reproducen exclusivamente por conidios, que

son’las esporas asexuadas externas (83, 84).



63

4.3.2.1 Género: Geomyces

Este género se caracteriza por presentar conidiéforos, que
son la parte del micelio que sostiene y origina a las
conidias, de tipo ramificado con artroconidias unicelulares,
mayoritariamente con paredes finamente rugosas, pero
también con paredes lisas, globosas u ovoides, con forma
de clava o con forma de tonel, de base truncada (Fig. 26)

(85).

Figura 26. Geomyces sp.

A. Dibujo de G. pannorum var. pannorum. (Bar= 5 pmj) Fuente: Onofti, S.
(56). B. Conidiéforo y C. Artroconidias, vistos a 100x.
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La base de la colonia presentd una coloracion anaranjada
a café oscura, y la zona fértil se extendia sobre toda la
superficie de la colonia, con color griséceo y exudado
presente en gotas castafio claro (Fig. 27). Caracteristicas
similares a un reporte previo de la morfologia de este
género (86). Ademas se encontré que el largo promedio

de las artroconidias fue de 3,39 ym.

Este genero ha sido aislado de muestras de suelo, plumas
y guano de aves, musgos, aigas y liquenes, presentes en
distintas regiones de la Antartida (17, 52, 87). Debido a la
amplia distribucién y abundancia de las especies
relacionadas al género Geomyces, se ha sugerido que se
trata de microhongos propios de Antartida, con un papel

importante en el ciclo de nutrientes (80).

Nuestros resultados demostraron que este tipo de
ascomiceto logro crecer a 25 ‘C (Fig. 28), aunque su
crecimiento es mucho més lento, por lo que se lo puede
catalogar como psicotrofo, lo que coincide con lo

encontrado por Solveig ef al (88).
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Figura 27. Geomyces sp. en medio PDA a 4 C.

A. Vista superficial de la colonia y B. Vista posterior o base de la colonia.

Figura 28. Geomyces sp en medio PDA a 25 C.

4.3.3 Familia: Mycosphaerellaceae Lindau, 1897

Esta familia pertenece al Phylum Ascomycota, agrupa alrededor
de 107 géneros, incluyendo a Cladosporium, uno de los mas

numerosos con al menos 431 especies. La mayoria de ellas se
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trata de hongos anamorfos filamentosos (89, 90), mientras que
otros son teleomorfos, y se los relaciona dentro de una nueva
familia denominada Davidiellaceae. Por otro lado, Zalar ef al. (65)
basandose en estudios realizados en el rRNA de algunas
especies del género Cladosporium incluyendo a Cladosporium
sphaerospermum, sugiere que éstas deberfan ser incluidas

dentro de la familia Davidiellaceae (65).

4.3.3.1 Género: Cladosporium

Este genero se encuentra ampliamente distribuido
alrededor del mundo, sus miembros se encuentran
presentes principalmente en el aire, aunque también se los
encuentra en muestras de suelo y como parasitos de
ciertas plantas. Ellos crecen facilmente sobre superficies
de ambientes himedos (66, 67). Generalmente producen

colonias verde oliva a café oscura (91).



Dentro de los microhongos analizados se identificé a
C. sphaerospermum Penz. 1882, una cepa anamotta,
filamentosa y con hifas septadas de morfologia ramificada.
Ademas, presentan conidicforos ramificados, con conodias

de un largo entre 3-4 um (Fig. 29) (65, 91).

El microhongo aislado presentaba una colonia de forma
circular, de tonalidad verde. Esta especie ha sido aislada
del musgo Bryum pseudotriquetrum, del aire y de
sedimentos de lagunas de agua dulce en Antartida (51, 92,
93). También presenté crecimiento a 25 °C, esto coincide

por lo encontrado por Zalar et al. (65).

Figura 29. C. sphaerospermum Penz. 1882.

A. Conididforos, vistos a 100x. B. Dibujo de C. sphaerospermum
(Bar=10 pm) Fuente: Onofti, S. (56).
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4.3.4 Familia: Mucoraceae

Pertenece al Phylum Zygomycota, a la Clase Zygomycete, la cual
comprende unas 900 especies, entre las cuales se incluye a la
familia Mucoraceae, que se caracteriza por la presencia de
esporangios, una estructura globosa con una membrana peridial
simple, generaimente en el extremo de un esporangioforo, que
contiene numerosos esporangiosporas, que se desarrolla en los

extremos de largas hifas no septadas sobre la colonia (72).

4.3.4.1 Género: Mucor

Forman delicados filamentos tubulares y esporangios
esféricos, con presencia de numerosas angioesporas (84).
Se detectaron tres variantes, aunque no se pudo
identificarlas a nivel de especie. Todas las cepas eran de

color blanco, en un inicio con crecimiento irregular plano
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que se restringia exclusivamente a Ia superficie del medio
de cuitivo, formando un tapiz. A partir de los 30 dias de ser
aisladas comenzaron a desarrollar hifas que se extendian
hacia la tapa de la caja Petri, llegando incluso a cubrirla
totaimente, a partir de este tipo de “cabello” blanco se
realizé la identificacion, ya que en estas estructuras se
desarrollan los esporangios, ufilizados para su

clasificacion (Fig. 30).

Mucor sp1 se caracteriza por Ia presencia de hifas no
septadas y con esporangios redondos, que contienen
numerosas angioesporas, cuyo diametro promedio fue de
3,26 um. Mucor sp2 contiene conodiosporangios, que son
esporangios que han sido liberados prematuramente,
donde no se detecté ningtin tipo de espora, sin embargo Ia
naturaleza no septada de las hifas fue evidente. Mucor sp3

presento esporangiséforos e hifas no septadas (Fig. 31).
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Figura 30. Mucor en medio PDA a 4 C.

Figura 31. Mucory sus variantes.

A. M. circinelloides f. circinelloides, la flecha sefala el esporangio.
B. Mucor sp1. La flecha sefala el esporangio que contiene a las
" angiosporas, visto a 40x. C. Mucor sp2. La flecha sefiala el
conodiosporangio, visto a 100x. D. Mucor sp3. Las flechas sefnalan los
esporangioféros, vista a 40x.

A
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Para todas las cepas vinculadas al género Mucor no se
reporté crecimiento a 25 C, por lo que se podria tratar de
especies psicrdfilas, estas observaciones también ha sido

reportada para éste genero por Robinson (17).
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4.4.5 Familia Cystofilobasidiaceae

Esta familia pertenece al Phylum Basidiomycota, el cual contiene
mas de 16000 especies, gue incluyen a los macrohongos que
forman setas, pero también contiene algunos microhongos que

se ag'rupan en diferentes drdenes (72).

4.3.5.1 Género: Mrakia

En este género se incluyen 5 especies, en su gran
mayoria se ftrata de microorganismos psicrofilos o
psicotrofos (94, 95). Dentro de nuestras muestras se logré
identificar a la especie Mrakia frigida, (Fell et al.) Yamada
& Komagata 1987. Las caracteristicas de la colonia
incluyen: tonalidad blanca a crema, consistencia suave,
conidias hialinas algo globosas donde la masa de esporas,

caracteristica para esta especie, se origina directamente
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de las hifas, sin la presencia de conidiéforos (Fig. 32) (96,

97).

No present6 crecimiento a 25 ‘C, esto coincide con lo
encontrado por Diaz y Fell (94). Esta especie ha sido
~aislada de muestras de suelo de tierra Victoria en

Antartida (98, 99).

Figura 32. M. frigida, (Fell et al.) Yamada & Komagata 1987.

A. Vista a 100x. B. Comparacion representativa de la especie.
Fuente: Dr. Aisyah, S. (76).
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4.3.6 Hongos Imperfectos

Antiguamente llamados deuteromicetos (Deuteromycetes)
o deuteromicotas (Deuteromycota), comprenden mas de
15000 especies diferentes que se clasifican juntas porque no se
conoce en ellas la fase sexual de reproduccion, de ahi la
denominacién de ‘“imperfectos". Al carecer de estructuras
reproductoras sexuadas, la identificacion de los microhongos se
dificulta enormemente. Se ha sugerido que se podrian tratar de
especies pertenecientes al Phylum Ascomycota donde sus ascos
aun no han sido descubiertos, o no se conoce la manera de
provocar su desarrollo (72). Estos tipos de microhongos son
dominantes en la micofiora Antartica, mas de 100 especies han
sido reportadas y por lo menos 10 nuevas especies han sido

descritas (16).

Dentro de esta categoria se vinculd a dos microhongos con las
mismas caracteristicas microscépicas que fueron aislados
solamente de la muestra GIT1-0, estos presentaban hifas

septadas y conidias, de aparencia elipsoidal con base truncada.
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(Fig. 33) El largo promedio de las esporas fue de 5,91 pm. No se

registré crecimiento de estos microhongos a 25 ‘C.

Figura 33. Hongo Imperfecto.

A. Hifas (Flecha) y Conidias, vistas a 40x. B. Conidias (flechas),
vistas a 100x.
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4.4 Tamaiio de las esporas

Las esporas con el mayor largo promedio estan relacionadas al género
Thelebolus, en especial a la variante denominada Thelebolus sp1,
cuyo rango dei largo de sus ascosporas se encontré entre 9,11 y
7,13 ym. Mientras, que las angioesporas del género Mucor, se ubican

entre las mas pequefias, con 3,61y 2,91 um (Fig. 34 y Apéndice C).

Figura 34. Tamario de las esporas de los aislados encontrados.
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4.5 Porcentaje de ocurrencia de Géneros

Para estimar el porcentaje de ocurrencia para cada uno de los géneros

identificados por muestras de suelo y de manera global (76):

Porcentaje de Ocurrencia de cada Género

Numero de microhongos para un género especifico
= X 100%

Numero total de microhongos aislados

En la muestra GIT1-0, se encontrdé que el género mas abundante fue
Antarctomyces, representando el 68 % de un total de 83 cepas
encontradas en todas las réplicas, seguido por el género Geomyces

que represento el 16% (Fig. 35).
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Figura 35. Porcentaje de ocurrencia de géneros aislados en GIT1-0.

Hongo
GIT].-O Imperfecto S| Thelebolus
2% 5p2

T. microsporum

Thelebolus spl
5%

En la muestra GIT1-205, el 50% de los microhongos correspondieron
al género Mucor, y el 37,5 % estuvo representado por el género
Thelebolus. En total se aislaron 16 microhongos de esta muestra (Fig.

36).
Figura 36. Porcentaje de ocurrencia de géneros aislados en GIT1-205.

G IT]."ZOS Geomyces sp

2%

Thelebolusspl
19%

T. microsporum
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En la muestra GIT1-500, el género mas abundante fue Mucor
representado el 66% de un total de 53 aislados, dentro de este genero,

la variante Mucor sp1 represent6 el 86,4 % del total (Fig. 37).

Figura 37. Porcentaje de ocurrencia de generos aislados en GIT1-500.

G IT].' 5 00 Antarctomycessp2

Mucorsp3 6%

Antarctomyces spl
6%

Thelebolus spl
2%

El género Geomyces representé el 86% de los microhongos
identificados para la muestra GIT1-700, también se identificaron dos
nuevas cepas, que solo se aislaron de esta muestra de suelo: C,
sphaerospermum y M. frigida, cada uno conformado el 3% del total de

cepas obtenidas (Fig. 38).
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Figura 38. Porcentaje de ocurrencia de los géneros aisiados en GIT1-700.

ntarctomyces
GIiT1-700 M. frigida spl
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Al igual que en la muestra GIT1-500, en la muestra GIT1-800, el
genero Mucor fue el mas abundante. Este (itimo representé el 81 %
de un total de 23 cepas aisladas en esta muestra. De igual manera la
variante Mucor sp1 predomind con un 78,7 % entre los miembros

relacionados con este género (Fig. 39).

Figura 39. Porcentaje de ocurrencia de los géneros aislados en GIT1-800.

Antarctomyces
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Finalmente en la muestra GIT1-972,5, no hubo una predominancia
clara hacia alguno de los géneros identificados, registrandose |a
presencia de los géneros: Antarctomyces, Thelebolus y Geomyces

Fig. 40).
Figura 40. Porcentaje de ocurrencia de los géneros aislados en GIT1-972,5.

G |T1‘97 2. 5 Thelebofus sp2

13%

El analisis global para todas las muestras analizadas demostré gue
entre los géneros méas abundantes se encontraba Geomyces, el cual
representé el 36,6 % de los 269 microhongos aislados, seguido por el
género Antarctomyces con el 26%, Mucor con el 24 % y Thelebolus
con el 12%. Todos estos géneros han sido reportados en otros
estudios de las comunidades de microhongos en Antartida como los
mas comunes y representativos (17, 52, 80, 81, 87, 88), con excepcion
del género Antarctomyces, el cual a pesar de haber sido reportado y
sugerido como endémico (74), no ha sido documentado como un

geénero abundante en Antartida (Fig. 41 y Apéndice D).
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Figura 41. Porcentaje de ocurrencia global de los géneros aislados.

GIT1

Hango Imperfecto M. frigida C. sphaerospermum
0.4%

Thelebolus sp

SI=Sin identificar

4.6 Frecuencia de Ocurrencia

La frecuencia de ocurrencia para cada uno de los géneros
identificados se la defini6 con el simbolo “+’, para reportar su
presencia en cualquiera de las cinco réplicas por cada muestra de
suelo. Asi, “+++++" representa la presencia de un género especifico
en todas las réplicas, el simbolo “*, se us6é para representar la

ausencia del mismo (Tabla V).
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El género Geomyces que representa el 36,6 % de los aislados, fue
reportado en 17 réplicas de las 5 muestras de suelo, siendo méas
frecuente en GIT1-700, GIT1-0 y GIT1-500. Este género no se
encontré en la muestra GIT1-800. EI género Antarctomyces se lo
encontré en 15 réplicas de las 5 muestras de suelo, principaimente en
GIT1-0 y GIT1-500. No se la encontrd en GIT1-205. El género mas
frecuente entre todas las réplicas fue Mucor, aunque solo se encontrd
en 4 de las 6 muestras de suelo analizadas. Otro género frecuente fue

Thelebolus, aislado en 17 réplicas de 4 muestras de suelo.

En la muestra GIT1-700 se encontré la mayor frecuencia de géneros,
cinco en total, y estos incluyen a: Geomyces, Antarctomyces, Mucor,
Mrakia y Cladosporium. En todas las muestras se identificé por lo

menos tres géneros de microhongos.



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1.-  Se aislaron un total de 269 microhongos que se agrupan en 6
geéneros, con el siguiente porcentaje de ocurrencia: Geomyces (36,6%),
Antarctomyces (26%), Thelebolus (12%), Mucor (24%), Mrakia (0,6%) y
Cladosporium (0,4%). Un aislado no pudo ser identificado, pero se lo

vinculd al grupo de hongos imperfectos (0,4%).
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.- Los géneros que reportaron crecimiento solo a 4 °C fueron:
Antarctomyces, Thelebolus, Mucor y Mrakia, ademas del aislado sin
identificar, esto indica que un 63% de las cepas aisladas corresponden

a microhongos psicrofilos.

3.-  Un 37% del total de los aislados se catalogaron como microhongos
psicotrofos, estos corresponden a dos géneros: Geomyces Y

Cladosporium.

4.- Los géneros mas frecuentes fueron Geomyces y Antarctomyces,
encontrandolos en cinco de las seis muestras de suelo, seguidos por
Mucor y Thelebolus reportados en cuatro muestras de suelo, para los
demas géneros incluyendo el aislado sin identificar solo fueron

detectados en una muestra de suelo.

5.- Los microhongos psicréfilos predominaron entre las muestras de
suelo analizadas, pero a su vez se encontré que Geomyces, el genero
mas frecuente y con mayor porcentaje de ocurrencia, fue psicotrofo.
Esta presencia de microhongos psicrofilos y psicotrofos es comun

dentro del ambiente antartico (17).



a9

5.2 RECOMENDACIONES

1.- Adicionaimente se recomienda realizar la identificacion de los
microhongos utilizando marcadores microsatélites usando el rRNA de

las cepas flingicas, para respaldar los resultados encontrados.

2.-  Procesar las demas muestras de suelo correspondientes al sector
Punta Fort William, para tener datos mas precisos sobre la composicién

de las comunidades de microhongos terrestres.

3.~ Utilizar equipos mas avanzados de microscopia para la obtencion
de fotografias con mejores contrastes (camaras de microscopios de

alta resolucién para capturas de imagenes/video).

4.- Seguir las recomendaciones expuestas en el capitulo de resultados
en cuanto a las consideraciones para proceder al aislado y la mejora

sugerida para esta etapa.



APENDICES
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‘APENDICE A. Datos recolectados durante el verano antartico del 2008 en
Punta Fort William, Isla Greenwich.

Estacidon Latitud (S) Longitud (O) Fecha T°C
G108-01 62 26 58.3 59 44 43 1 08-Feb 19
Glos-02 62 27 05.1 5945 30.8 06-Feb 74
Gl08-03 6227015 50 45 245 06-Feb 6,8
G108-04 6227036 69 4512.6 06-Feb 41
GI08-05 6227 03.3 5943 33.5 07-Feb 6,6
Gl08-06 6227 11.5 59 44 01.1 07-Feb 7,9
Glos-07 6227 194 5944 13,1 07-Feb 12,6
Gl08-08 6227 26.4 59 44 06.5 07-Feb 9,5

GiT1-0 62 26 56,2 5843 35.0 01-Feb 13,6
GIT1-105 62 26 56.3 5843443 01-Feb 82
GIT1-205 62 27 01.3 59 44 09.1 01-Feb 10,4
GIT1-500 6227 01.3 59 44 09.1 01-Feb 12,5
GIT1-600 62 27 07.2 5044253 01-Feb 8,9
GIT1-700 62 27 08.8 5944 29.7 01-Feb 57
GIT1-800 62 27 10.1 5944 35.6 02-Feb 14,6
GIT1-910 62 27 02.9 5844148 02-Feb 88

GIT1-972.5 6227 04.5 5944206 02-Feb 6,2

GIT3-0 62 26 45.2 5944 03.3 02-Feb 14,1
GiT3-120 62 26 48.3 59 43 58.4 02-Feb 6
GIT3-180 62 26 49,7 5943 54,7 02-Feb 10,7
GIT3-240 62 26 50.8 5943504 02-Feb 9,8

GiT3-80 62 26 46.8 59 44 01.1 02-Feb 13

GiT4-0 62 26 48,7 59 44 16.2 03-Feb 8.1
GIT4-100 62 26 51.0 5944124 03-Feb 6,2

GIT4-1k 62 27 16.4 53 43 398.8 04-Feb 53
GiT4-200 62 26 53.9 5944 07.7 03-Feb 4.3
GIT4-300 62 26 56.1 59 44 00.7 04-Feb 73
GiT4-400 62 26 58.7 5943 58.9 04-Feb 3.8
GIT4-500 6227 01.6 5943554 04-Feh 73
GIT4-600 62 27 04.2 5943512 04-Feb 52
GIT4-700 62 27 07.8 5943 48.9 04-Feb 4.1
GIT4-800 6227 09.8 5943 45.6 04-Feb 45
GIT4-900 6227 13.9 594343.8 04-Feb 5
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APENDICE B. Datos de textura de suelo y humedad para los seis puntos de

muestreo en la transecta 1.

. : Textura de Suelo Humedad
Sitio de Muestreo | Arenas | Limos | Arcillas Tipo de suelo o
% % %

GIT1-0 97,43 1,39 1,18 Arenoso 7,89
GIT1-205 97,38| 0,54 2,08/ Arenoso 9,80
GIT1-500 96,72 1,67 1,61| Arenoso 14,57
GIT1-700 93,14 3,38 3,49| Arenoso 25,92
GIT1-800 95,30 3,36 1,34 Arenoso 16,69

GIT1-972,5 96,10 1,99 1,91 Arenoso 24,53

3 textura de suelo fue obtenida por el método de Ia
Liente: Calle, P., Laboratorio de Ecotoxicologia, FI

pipeta modificado de Plumb (1981).
MCM-ESPOL, 2009,

APENDICE C. Tamafio de las esporas de los géneros identificados.

_g o [ - 2 5 e '8 ©
) &0 et o - L4 — ] Ty
Género gE| 2 g E EzEESEES g8
S o W E e g =g P
& a o =
ucor spl 3,26 | 0,35 | 3,61 | 2,91 3,80 2,50 25 Angioespora
omyces sp 339 [ 031 | 3,70 | 3,08 4,00 2,60 78 Artroconidio
rztarctamyces 575 | 060 | 635 | 515 | 7,10 | 400 | 100 | Ascoespora
meertecto | 591 | o6a | 655 | 527 | 740 | 470 | 45 | Artroconidia
elebolus sp2 | 594 | 0,72 | 6,66 5,22 7,70 4,50 50 Ascoespora
farctomyces 6,00 | 068 | 6,68 | 532 8,00 4,60 100 | Ascoespora
Flebolus 618 | 097 | 715 | 521 | 9,80 | 4,40 | 100 | Ascoespora
crosporum
2lebolus spl | 8,12 | 0,99 9,11 | 713 | 10,80 6,30 80 Ascoespora
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