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UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA MICROBIOTA CULTIVABLE DE SUELOS
EN DOS ZONAS DE LA ANTARTIDA

RESUMEN

La Antartida, continente blanco del hemisferio Austral, cuenta con 14 millones de
km?, es la reserva de agua dulce mas abundante del mundo y punto de equilibrio
de los ecosistemas, presenta factores climaticos extremos para la vida lo que lo

convierte en un campo abierto para la investigacion cientifica.

En este continente, los suelos poseen gran diversidad bacteriana, con escasa
identificacion; Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objetivo principal
estudiar la diversidad de microorganismos cultivables provenientes de suelos de
la isla Livingston y Decepcion en la Antartida. La identificacién de los organismos
procariotas se logré6 mediante microbiologia tradicional y secuenciacion del

producto de amplificacién por PCR de la regién 16S del rRNA.

Se aislaron 20 microorganismos bacterianos provenientes de estas Islas, de los
cuales se identificaron tres géneros Bacterianos por microbiologia convencional:
Salmonella sp., Burkholderia sp., Bacillus sp. y Acinetobacter sp. y un

microorganismo de origen fungico perteneciente al género Penicillium sp.
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Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Chromas (2.6.5) y
comparadas con el GenBank a través del algoritmo BLASTn. Se identificaron 17
microorganismos del total de aislados, pertenecientes a 11 géneros bacterianos
distribuidos en las dos islas; 8 géneros correspondientes a la Isla Decepcién:
Staphylococcus, Oceanisphera, Paeniglutamicibacter, Microbacterium,
Sporosarcina y 6 géneros a la isla Livingston: Burkholderia, Bacillus, y
Acinetobacter, de los géneros identificados tres coincidieron para ambas islas

Brevundimonas, Arthrobacter y Pseudomonas.

La excepcional plasticidad genémica de estos microorganismos, proporciona a la
comunidad cientifica el potencial para futuros estudios relacionados con

bioprospeccion.

Palabras claves: Antartida, suelo, isla Livingston, isla Deception, cultivo
microbiolégico, microorganismos  bacterianos, microorganismo  fungico,

secuenciacion de productos de PCR.

Estudiantes Claudia Lorena Castillo Usma
Andrea Carolina Guzman Florez

Docente Martha Lucia Posada Buitrago

Fecha 2018 -1 Institucion UCMC
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA MICROBIOTA CULTIVABLE DE SUELOS EN DOS
ZONAS DE LA ANTARTIDA

ABSTRACT

Antarctica, white continent of the southern hemisphere, has 14 million km2, is the
reserve of fresh water, most abundant, world and equilibrium point of
ecosystems, has extreme climatic factors for life which makes it an open field for

Scientific research.

In this continent, the soils have great bacterial diversity, with little identification;
With regard to the diversity of microorganisms from the island of Livingston and
Deception in Antarctica. The identification of prokaryotic organisms is carried out
by means of traditional microbiology and sequencing of the PCR amplification
product of the 16S rRNA region.

We isolated 20 bacterial microorganisms from these islands, of which four
Bacterial genera were identified by conventional microbiology: Salmonella sp.,
Burkholderia sp., Bacillus sp. and Acinetobacter sp. And a microorganism of

fungal origin belonging to the genus Penicillium sp.
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The sequences were edited with the Chromas program (2.6.5) and compared
with the GenBank through the BLASTn algorithm. Seventeen microorganisms
were identified from the total of the isolates, belonging to 11 bacterial genera
distributed in the two islands; 8 genera corresponding to Deception Island:
Staphylococcus, Oceanisphera, Paeniglutamicibacter, Microbacterium,
Sporosarcina and 6 genera to Livingston Island: Burkholderia, Bacillus, and

Acinetobacter, and the genera of it coincide.

The exceptional genomic plasticity of these microorganisms, the results of

scientific research and the potential for future studies related to bioprospecting.
Keywords: Antarctica, soil, Livingston Island, Deception Island, microbiological

culture, bacterial microorganisms, fungal microorganism, sequencing of PCR

products.
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INTRODUCCION

A medida que se exploran los entornos extremos, la riqueza de las comunidades
microbianas es cada vez mas evidente, la Antartida es tal vez el mejor referente,
ya que aparte de ser un continente remoto e inhdspito, presenta el clima mas frio
y seco que se conoce actualmente en el planeta Tierra, ademas de tener una
baja disponibilidad de agua, ciclos frecuentes de congelacion-descongelacion y

alta incidencia de radiacién UV, siendo estos factores limitantes para la vida. ©

El suelo es la parte superior de la corteza de la tierra. Para el caso del
continente antartico, donde se encuentran los suelos mas frios, secos y salinos
del planeta, actualmente se reconocen dos tipos de suelo, crisoles vy litosoles
suelos poco desarrollados con un perfil A/C. Los suelos antarticos estan
compuestos por materia mineral, materia organica, agua, aire y organismos
vivos y la cantidad de ellos varia segun su localidad, por lo general la materia
organica y mineral forman una porcién inanimada que es relativamente fija del
continente, sin embargo, la proporcién de agua y aire varia y con ella también la

tasa de crecimiento de los microorganismos .

Son precisamente las condiciones extremas de los suelos antarticos, las que
abren una gran oportunidad para realizar investigaciones cientificas importantes
en el campo de la microbiologia, las cuales centran su atencion en la
identificacion de microorganismos, con el fin de obtener bioproductos para su
aplicaciéon en una amplia gama de procesos de bioprospeccion. Por ello en el
presente trabajo se estudid la diversidad de microorganismos cultivables
provenientes de suelos de la isla Livingston y Decepcion en la Antartida. La
identificacion de los organismos procariotas se logr6 mediante microbiologia
tradicional y secuenciaciéon del producto de amplificacion por PCR de la region
16S del rRNA.

Se aislaron 20 microorganismos bacterianos provenientes de estas Islas, dentro

de los cuales se destaca el crecimiento de organismos poli-extremdfilos y de
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organismos fungicos; las técnicas utilizadas fueron éptimas para la obtencion de
los resultados, también cabe resaltar el desarrollo de tres géneros presentes en
ambas islas evidenciando su distribucion en el continente. Con los resultados de
esta investigacion se tiene una base solida para futuros estudios de

bioprospeccion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la diversidad de microorganismos cultivables proveniente de suelos de

las islas Livingston y Decepcion en la Antartida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Recuperar microorganismos por medio de técnicas microbiologicas de
dos muestras de suelos provenientes de las islas Livingston y Decepcion
en la Antartida.

e Identificar los organismos aislados por medio de la secuenciacion parcial
del gen 16S rRNA.

e Comparar la diversidad microbiana presente en las muestras de los

suelos provenientes de las islas Livingston y Decepcion.
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1. ANTECEDENTES

En el afno 2006, Aislabie et al., realizaron un aislamiento microbioldgico
implementando medio de cultivo R2A de muestras de suelo en la Antartida,
recolectadas de cuatro lugares diferentes de la isla Victoria Land, en Marble
Point (77°25' S 163°41' E), Bull Pass (77°31' S 161°52' E), Mt Fleming (77°33' S
160°17' E) y, cerca al lago Vanda (77°31' S 161°40' E), para la identificacion de
los aislados se realiz6 una extraccion de ADN bacteriano y una amplificacién
por PCR del gen 16S rRNA arrojando como resultado el predominio de géneros
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Deinococcus-Thermus,

Acidobacteria, Firmicutes, Arthrobactery Cyanobacteria .

Zhou et al.,, en 2013, demostraron la existencia de comunidades bacterianas
presentes en los sedimentos costeros del continente Antartico, Para llegar a esta
conclusién, se recolectaron ocho muestras de sedimentos costeros de la isla del
Rey Jorge y la Bahia Maxwell; la recoleccion se hizo utilizando un muestreador
de agarre de sedimentos, se sembraron sobre placas de cribado, con un medio
compuesto de extracto de levadura, caseina de gelatina, agar en polvo y agua
de mar artificial (pH 8,0). Las placas se incubaron a 15°C, logrando cultivar tan
sOlo tres géneros bacterianos Bacillus, Flavobacterium o Lacinutrix, la
identificacion se complementd utilizando la region 16S del rRNA, los genes
fueron amplificados por PCR con los cebadores 27F y 1492R, en total, se
identificaron 23 géneros de Bacteroidetes, de los cuales cinco cepas eran
desconocidas, y pertenecian a los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria

y Proteobacteria **

‘En este mismo ano, Navas J. realizé un trabajo de investigacion con suelos y
arena de la Antartida de las Islas Greenwich y Dee, se aislaron 89 hongos en
total, en medios PDA y MALTA, sometiéndose a dos temperaturas de incubacion

4°C y 26°C obteniendo de esta forma 51 hongos aislados de suelo de la
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Antartida y nueve de arena. En cuanto a temperatura se refiere, se aislaron 54
hongos a 26°C, mientras que 35 se aislaron a 4°C. Con el fin de comparar
crecimiento y viabilidad, se llegd a la conclusién que la mayoria de hongos
aislados pertenecen al grupo de psicrofilos y psicrotrofos con mas del 74%. De
los 35 hongos aislados a 4°C, 22 fueron ubicados como psicrotrofos, 10 como

psicréfilos y apenas 3 fueron mesofilos ™

Tomova et al, en el afo 2014, aislaron 24 cepas bacterianas de muestras
procedentes de suelo ornitogénico de la isla Galindez y de sedimento de la isla
Deception, recolectadas durante las expediciones de investigacion Antartica
2008 y 2010. Para la identificacion microbiologica se implement6 caldo R2A 'y
caldo nutritivo para obtener colonias puras; posteriormente, también se realizo
secuenciacion de alto rendimiento (ADNr 16S). Los resultados revelaron la
afiliacion de los microorganismos aislados a Gammaproteobacteria (54.2%),
Betaproteobacteria (8.3%), Firmicutes (20.8%) vy Actinobacteria (16.7%).
adicionalmente la mayoria de los aislamientos (92%) son psicrotolerantes, y 75%

son halotolerantes ™

Gonzalez A., en el 2014, examind 44 cepas provenientes de muestras de suelo
de la isla Rey Jorge en la Antartida, entre hongos y levaduras, de las cuales
identifico siete correspondientes a hongos filamentosos. Para su recuperacion
inicial, utilizd los medios R2A, PDA Y DRBA, los cuales fueron incubados a
temperatura ambiente; posteriormente realizé una extraccion de ADN con el
método de fenol cloroformo y llevé a cabo una PCR utilizando la region
ITS1-5.8S-ITS2 rADN. Los resultados mostraron un 55% correspondiente al
género Penicillium, un 22,2% al género Aspergillus, y un 11,1% para cada uno

de los géneros Geomycesy Trichoderma ">

Kim et al, en el aio 2015, investigaron la microbiota bacteriana alrededor de la
bahia Terra Nova de Victoria Land mediante el método de pirosecuenciacion,
donde recuperaron 55.999 secuencias de alta calidad de 42 muestras de suelo,

seis filos bacterianos Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,
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Cianobacteria y Bacteroidetes. EI mayor nivel de diversidad bacteriana se
observo cerca de la estacion de Jang Bogo (indice de Shannon = 5,47), mientras
gue el mas bajo se encontré en una ladera orientada al sur (indice de Shannon =
3,25) ¢

En el mismo ano, Javani et al, identificaron cuatro bacterias antarticas psicrofilas
Psychrobacter sp., Aeromonas salmonicida, Pseudomonas veronii y Yersinia
kristensenii, obtenidas de aguas fusionadas y congeladas de la isla Rey Jorge
en la Antartida. Para su aislamiento, se utilizaron medios nutritivos
convencionales, extracto de carne modificado con bacto-peptona y NaCl y se
incubaron a 4°C, hasta que los cultivos lograron la fase estacionaria.
Posteriormente, las bacterias fueron identificadas mediante secuenciacion del
gen 16S ADNr y fueron comparadas con la base de datos de nucleétidos del

GenBank mediante el algoritmo BLAST "

Para el ano 2017, See-Too et al, identificaron una nueva cepa del género
Pseudomonas mediante el analisis de tres muestras de suelo en dos islas del
continente Antartico, Lagoon y Anchorage. Inicialmente se utilizaron técnicas
microbiolégicas para el enriquecimiento con C6-HSL sintético como unica fuente
de carbono. A la semana de incubacioén, se obtuvieron tres cepas, codificadas
como L10.10T, A4R1.5 y A4R1.12, se sometieron a un estudio taxonomico
polifasico, y se clasificaron en el género Pseudomonas dentro de la clase
Gammaproteobacteria de acuerdo con 16S rRNA. Los datos gendmicos,
filogenéticos, quimiotaxondmicos y fenotipicos obtenidos mostraron presencia

una nueva especie cuyo nombre es Pseudomonas versuta sp. nov '®

En el 2018, Gomes et al, identificaron y caracterizaron la diversidad y
distribucion de hongos presentes en cinco muestras de suelo superficial, en las
islas Robert, Nelson, Rey Jorge y Penguin en el archipiélago de las Shetland del
Sur. Las muestras presentaban profundidades que iban de cero a diez
centimetros; se realizé un aislamiento primario sembrando en el medio YM,

posteriormente los hongos aislados se identificaron por biologia molecular con
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los cebadores universales ITS1 e [TS4, obteniendo de esta forma
Saccharomyces cerevisiae en el suelo obtenido de la isla Nelson y
Pseudogymnoascus destructans y nuevas especies de Pseudogymnoascus en
todos los sitios de muestreo, con éstos, determinaron sus capacidades para
producir compuestos bioactivos contra enfermedades tropicales desatendidas.
Cabe resaltar, que los aislamientos de P. destructans mostraron actividades
tripanocidas, lo que indica que pueden ser una fuente prometedora de
compuestos bioactivos para la quimioterapia contra las enfermedades tropicales

desatendidas como Leishmaniosis y Chagas '°
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Antartida

La Antartida, cuyo nombre significa "opuesto al Artico", es el continente mas
ventoso y frio del mundo, registra las temperaturas mas bajas, fue el ultimo en
ser descubierto y es el cuarto continente mas grande del planeta tierra, limita

con los océanos Atlantico, indico y Pacifico y el océano Glacial Antartico 2.

Se encuentra ubicado al sur del paralelo 60°S y tiene un area de 14 millones de
Km? en verano, y alcanza hasta 30 millones de km? en invierno; se encuentra
circunscrito por el Circulo Polar Antartico, en el paralelo 66°33" de latitud Sur, y
el 98% de su superficie estd cubierta permanentemente de hielo y representa la
mayor reserva de agua dulce del planeta, solo el 2% de su area no cuenta con la
presencia de hielo, porcentaje que se encuentra distribuido unicamente en las

costas del continente ?'.

Afca
del Sur
COctiang
Agdntica Sur
Amisica
ol Sur
Oréano
o Indico:
Detana At
) Antartida
Hueva hustraia
Zalarda

Figura 1. Continente antartico y sus limites, Tomada de Expedicion 2009 - Ecuador a la
Antartida, 4.897msnm Vinson Massif (21)
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La Antartida es objeto de investigacion porque presenta condiciones hostiles
para la vida, la temperatura media se situa alrededor de los -17°C, y actualmente
cuenta con la temperatura mundial mas baja registrada —89°C, en la base rusa
Vostok el dia 24 de agosto de 1960. El continente presenta la altitud media mas
alta con una altitud de 2.600 m.s.n.m. y cabe mencionar que cuenta con una
minima exposicion a los rayos de luz solar debido a la oblicuidad de los rayos

solares por la escasa altura que alcanza el sol sobre la linea del horizonte %.

Son pocas las especies pertenecientes al reino animal y vegetal que logran
adaptarse a este medio: focas, pinglinos, ballenas azules, calamares y medusas
gigantes hacen parte de los animales que habitan en este lugar; por otra parte,
las especies vegetales incluyen alrededor de 30 musgos; los liquenes
constituyen otra parte importante de la microflora con mas de 150 especies
descritas, y algas multicolores adornan el paisaje de las costas de este

continente 2.

Figura 2.Paisaje Antartico plantas y animales. a Vegetacion, 2.b pinguinos
Antartida, tomada de “Biodiversidad en la antartica” Universidad de Magallanes
(Burgos C,2016) (23)

Los microorganismos también hacen parte de la Antartida y estan
constantemente sometidos a ambientes extremos, los cuales generan niveles
elevados de estrés, factores como la alta salinidad, la escasa disposicién de
nutrientes, la disminucién del pH y las bajas temperaturas, son varios de los

criterios a tener en cuenta al momento de realizar la recuperacidn de
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microorganismos, dado que estas condiciones juegan un papel fundamental en

la evolucion de estas comunidades

Figura 3. Microorganismos en suelo antartico 3a. Método de recoleccion de
muestras tomado de Revista Europa press “Dispersiéon colonizacion
microorganismos Antartida” (2018), 3b material para el aislamiento. (24)

Sin duda la Antartida es un lugar de especial interés cientifico, politico y militar,
de posibilidades inexploradas para distintas ciencias. Gracias al Tratado
Antartico firmado el 1 de diciembre de 1959 por 12 naciones en Washington #
que entré en vigencia el 23 de junio de 1961, para proteger el continente de
cualquier actividad militar, nuclear o la eliminaciéon de desechos radiactivos, y se
declaré este territorio exclusivamente dedicado a fines pacificos; Colombia hace

parte de este tratado internacional desde 1989 26%".
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2.1.2. Tratado Antartico

Entre 1939 y 1945, durante la Segunda Guerra Mundial, la actividad militar se
intensific6 en el continente Antartico, el Tratado Antartico se firmo en
Washington el primero de diciembre de 1959, pero entr6 en vigor el 23 de junio
de 1961. Se considera el primer tratado de control de armas en la Guerra Fria,
su objeto es la prohibiciéon de toda clase de medidas de caracter militar en ese
territorio, contempla la imposibilidad de establecer bases, ensayos vy
almacenamiento de armas y desechos radioactivos, al mismo tiempo prohibe la

explotacion comercial de recursos, como son el petréleo y otros minerales

Establece el principio de libertad de la investigacion; Colombia mediante la Ley
67 de 1988 se une a dicho tratado en 1989, haciendo parte consultiva del
Sistema del Tratado Antartico (STA), y adquiriendo el derecho a decidir en los

aspectos que afectan al continente #°
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Figura 4. Reclamacion territorial, Antartida (29)
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2.1.3 Suelo antartico

Los suelos antarticos se encuentran entre los mas antiguos, frios y secos del
planeta, por lo que la formacién de estos es extremadamente lenta, y esta
influenciada principalmente por el clima gélido del continente y la falta de
humedad en el mismo, por lo anterior se debe esperar aproximadamente un
milenio para que se forme 1 cm de suelo *

La primera muestra de ‘“tierra" aparentemente sin vida, fue recolectada por
Shackleton en su viaje de 1907-1909, pero fue solo hasta finales del siglo XX
cuando cientificos acordaron que se trataba verdaderamente de suelo. En 1997,
fueron clasificados como (Gelisoles) en la taxonomia de suelos de los Estados
Unidos. Otro dato a resaltar, es la elaboracion del primer mapa del suelo en
South Victoria Land producido por McCraw para Taylor Valley '

Actualmente, se reconocen dos tipos de suelos en este continente, el primero de
ellos y el mas extenso corresponde a los " suelos frigicos" o " desprovistos de
humus", el segundo grupo, lleva una cubierta delgada de plantas en la superficie
y son conocidos como, "suelos protoranker’. 3' Los suelos antarticos sin hielo
representan solo el 0.18% del area continental, sin embargo, son los sitios
donde histéricamente ha ocurrido la mayor parte de la actividad humana.

La mayoria son oligotroficos y pocos organismos pueden sobrevivir. Los suelos
estan sometidos a cambios constantes y drasticos en la temperatura, tienen alta
incidencia de radiacion solar y acumulacién constante de sales, estas ultimas
presentes al igual que en otras regiones aridas de la tierra ?°. En la mayoria de
los suelos, especialmente en las zonas montanosas de la Antartida y en el este
costero del continente, la evaporacion excede la precipitaciéon y las sales
solubles se acumulan dentro el perfil del suelo siendo indicadores muy
importantes de las condiciones climaticas pasadas y presentes en la Antartida
Diversos estudios han evidenciado la existencia de mas de treinta sales, pero
solo diez de ellas prevalecen en el Continente blanco, estas son sulfato de sodio
(Na,SO,), sulfato de calcio hidratado (CaSO,.2H,0), cloruro de sodio (NaCl),
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carbonato de calcio (CaCO,), darapskita (NaNO,.Na,SO,.2H,0), nitarto de sodio
(NaNO,), decahidrato de sulfato de sodio (Na,S0,.10H,0), bloedita
(Na,Mg(S0O,),"4H,0), heptahidrato de sulfato de magnesio (MgSO,.7H,0) y
sulfato de magnesio hidratado (MgSO,.6H,0). Por otra parte, las sales que
predominan en las zonas costeras son en gran parte cloruro de sodio (NaCl),
con algo de sulfato, carbonato y cationes bivalentes como el magnesio (Mg),
presentes solo en pequefias cantidades. Aunque los suelos de la Antartida se
describen comunmente como alcalinos, existe una buena correlacién entre el pH
y la proporcién de cloruro/sulfato en las sales solubles: cuanto menor es el pH

menor la relacion cloruro/sulfato %

Figura 5. Suelo arido de McMurdo Dry Valley (5.a); Maritimo y paisaje
influenciados por los pinguinos antarticos maritimos (5.b). Fotos de Megan Balks
(33)

A pesar de las condiciones extremas de estos tipos de suelos y sus
caracteristicas inusuales, han sido fuentes principales para descubrir y recuperar
comunidades microbianas, las cuales han servido para investigaciones

relacionadas con la microbiologia y la biotecnologia industrial.
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2.2 Isla Decepcion

Localizada al suroeste del archipiélago de las Shetland del Sur (62°57'S,
60°38'W), la isla cuenta con un diametro de 15 km? y una elevacion maxima de
539 m.s.n.m. en Mount Pond.?* Cerca del 57% de la isla esta cubierta por
glaciares y el area restante de aproximadamente 47 km? esta libre de ellos,
toda la isla es la parte superior de un volcan activo semisumergido,

estructuralmente tiene forma de herradura, cuyo espacio central es el crater
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Figura 6. Ubicacion geografica isla Decepcion. (34)

El espesor del permafrost esta entre 3 y 25 m en la Isla y como resultado de
erupciones recientes, la Isla Decepcion esta cubierta por cenizas volcanicas y
piroclastos. Estas caracteristicas estan fuertemente influenciadas por los restos
piroclasticos de alta porosidad de la isla, que muestran un alto contenido de

hielo en la base de la capa activa *

30



2.3 Isla Livingston

Figura 7. Ubicacion geografica isla livingston A. Mapa topografico. (35)

Livingston (62°39'S, 60°21'W) es la segunda isla mas grande del archipiélago de
las Shetland del Sur, en el Océano Austral que se encuentra cerca la Peninsula
Antartica, la isla tiene alrededor de 60 km de largo y 34 km de ancho, se
encuentra ubicada a 20km de la isla Decepcion y colinda con las islas Snow y
Greenwich; presenta un relieve variable con costas altas e inalcanzables, 10%
de su superficie esta libre de hielo (zona montafiosa). El archipiélago esta
separado de la Peninsula Antartica por el estrecho de Bransfield y de América
del Sur por el Pasaje Drake. Se extiende desde 61 ° a 63 ° de latitud sur y de 54
° a 63 ° de longitud oeste ** Las temperaturas medias anuales son de -2.8°C con
temperaturas medias en verano por encima del punto de congelacion, y la
temperatura media maxima es de 4.3°C. La precipitacion media anual es de
4445 mm, con un 75% de caida en verano y otoio.*® El espesor de la capa
activa del permafrost depende fuertemente de la altura, los valores van desde
2-3 m hasta 275 m "
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2.4. Microorganismos extremofilos

El término extremdfilo fue usado por vez primera por Macelroy en 1974 “° y hace
referencia a los microorganismos capaces de colonizar ambientes inhdspitos
para la mayoria de formas de vida. Dicho término abarca un gran numero de
organismos que a su vez estan clasificados segun ciertos parametros como el
pH bajo (aciddfilos pH menor de 4), pH elevado (alcaléfilos pH por encima de 8),
temperaturas bajas (psicrofilos o criéfilos 15°C 0 menores), temperatura elevada
(termdfilos 55 a 121°C), altas presiones barométricas (barofilos o piezofilos, los
cuales prosperan a altas presiones que oscilan entre los 300 bares 6 290

atmosferas en las profundidades del mar) 4!

A pesar de las condiciones extremas, los microorganismos logran llevar a cabo
su actividad metabdlica, lo cual genera un gran interés para la comunidad

cientifica 4?

Entre los microorganismos que logran adaptarse a estos nichos ecoldgicos
extremos se encuentran miembros que hacen parte de los tres dominios de la
vida: Archaea, Bacteria y Eukarya *'. Establecerse en este tipo de condiciones
ambientales principalmente obedece a mutaciones genéticas, y transferencia
horizontal de genes, la cual les permite a los microorganismos el intercambio de

ADN entre diferentes especies “°.
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2.5. Clasificacion de los microorganismos segun la temperatura

Los microorganismos, basados en la temperatura que soportan, se clasifican en
psicrofilos, mesofilos y termofilos. Los psicrofilos y los termdfilos son aquellos
que se adaptan a las regiones con temperaturas extremas, donde solo unos

pocos organismos podrian sobrevivir ¥

2.5.1 Microorganismos psicrofilos

Los psicrofilos hacen parte de los microorganismos extremofilos de bajas
temperaturas, se clasifican como psicrotolerantes si crecen en temperaturas
superiores 25°C, pero también a 15°C, y psicréfilos si crecen a temperaturas
entre 10°C a 20°C “***, aunque pueden crecer a temperaturas por debajo de
5°C. En estas temperaturas su actividad metabdlica es necesaria para asegurar
procesos de descomposicion de materia organica y proporcionar nutrientes a las
plantas por lo que juegan un papel fundamental en el ciclo del carbén en los

ecosistemas de las regiones polares *4°

El habitar en condiciones donde el clima oscila por debajo de los 0°C, implica
que los microorganismos han superado barreras como el transporte alterado de
nutrientes, fallas en los procesos del ciclo celular, incluyendo transcripcion,
traduccién, y plegamiento de proteinas, todo esto a causa de la disminucion de
la fluidez membranal; esta adaptacion a bajas temperaturas se da gracias a las
proteinas de tipo anticongelantes (AFP), las cuales evitan la formacion de
cristales de hielo sobre la membrana del microorganismo ayudandolo a
sobrevivir en respuesta al cambio climatico a través de la acumulacion de lipidos
insaturados mediante la formacién de dobles enlaces entre ellos, o que impide
la compactacion de las cadenas, manteniendo asi la fluidez de la membrana, y
la acumulacion de glicerol como un crioprotector en bajas temperaturas 464748;
estos acidos grasos corresponden a acido eicosapentanoico (20:5 w3) (EPA) o

el acido docosahexaenoico (22:6 w3) (DHA) *"
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‘Los psicrofilos tienen en su genoma un mayor porcentaje de adenina y timina, lo
cual hace que las cadenas se unan de manera menos estable, permitiendo que
a pesar del frio, se puedan separar para realizar la transcripcion y la posterior

traduccion.
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Figura 8. Relacién entre tasa y temperatura de crecimiento. (57)

Segun estudios realizados durante las ultimas décadas, los microorganismo mas
comunmente encontrados en suelos antarticos son levaduras del género
Cryptococcus spp. y hongos filamentosos como Penicillium y Cladosporium,
microalgas como Chloromonas y bacterias en su mayoria Gram negativas,
proteobacterias como Pseudomonas spp, y bacteroides como Cytophaga y
Flavobacterium “°. En aguas profundas es habitual encontrar gran diversidad de
microorganismos pertenecientes al dominio Archaea, entre los cuales se
destacan los géneros Methanogenium y Methanococcus *°. Adicionalmente, se
ha evidenciado la presencia de las AFP en la secuenciacién de los genomas
completos de Desulfotalea psychrophila, Colwellia psychrerythraea 34H vy
Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125, organismos encontrados en

sedimentos marinos de bajas temperaturas '
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2.5.2 Microorganismos termofilos

Los microorganismos termofilos se desarrollan a una temperatura por encima de
los 55°C hasta los 80°C, al sobrepasar esta temperatura los microorganismos
son denominados hiperterméfilos, generalmente viven en areas volcanicas y
fuentes termales ricas en azufre. La membrana citoplasmatica de los termdfilos
tiene gran cantidad de acidos grasos saturados, mediante estos se forman
enlaces hidrofobos muy estables al calor, lo cual aplica para la mayoria de
microorganismos por ejemplo en el dominio Bacteria, presenta alargamiento de
las cadenas de acidos grasos (C18-C24). Por otra parte, la membrana de las
Arqueas no tiene acidos grasos, posee hidrocarburos de cadena larga; Eteres de

hidrocarburos unidos al glicol (enlace éter mas resistente) >

Entre los microorganismos termofilos encontrados hasta el momento se
describen bacterias que tienen gran relevancia como Thermus aquaticus, crece
a temperaturas mayores de 70°C y es ampliamente utilizada en la industria para
la tecnologia PCR (Polymerase Chain Reaction) dentro de estos
microorganismos extremofilos también se encuentra el dominio Archaea
compuesto por dos ramas, Crenarchaeota y Euryarchaeota de las cuales se
desprenden algunos géneros como Pyrodictium, Pyrolobus, Pyrobaculum,
Desulfurococcus, Sulfolobus, Methanopyrus, Thermococcus, Methanothermus y

Archaeoglobus 2

Las enzimas de los microorganismos termdfilos presentan alta estabilidad
térmica, debido principalmente a redes de interacciones idnicas, modificaciones
de la membrana plasmatica, incremento de acidos grasos saturados, presencia
de ramificaciones y ciclos hopanoides (compuestos pentaciclicos similares a los
esteroles, cuya funcion principal es conferir rigidez a la membrana plasmatica en
procariotas) “°. Ademas, proteinas especiales termoestables conocidas como
chaperoninas contribuyen con la apertura y el cierre de la hélice de ADN,

evitando su desnaturalizacion 43,
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2.5.3 Hongos psicroéfilos

Los hongos son capaces de crecer y sobrevivir a bajas temperaturas y existen
ampliamente en habitats polares y no polares, se caracterizan por ser miembros
de simbiosis mutualistas. La Antartida se encuentra en un proceso de
congelacion y descongelacién frecuente, sin embargo, la mayoria de los hongos
se adaptan a estas condiciones al desarrollar diversas estrategias en su
metabolismo y fisiologia, y se han identificado en diferentes habitats del

continente incluyendo suelos, lodos y lagos congelados.

La distribuciéon de hongos en la Antartida esta relacionada con la distribucion de
poblaciones de invertebrados y vegetacion, que consiste en briofita y
comunidades de liquenes. Los estudios micologicos han sido llevados a cabo en
la region subantartica, la Peninsula Antartica y en regiones del continente de la
Antartida mas ecolégicamente estresadas, como el desierto de Ross y las

regiones libres de hielo de los Valles Secos de McMurdo **
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2.6. Identificacion molecular de microorganismos mediante amplificacion y

secuenciacion.

la identificacion molecular de los microorganismos consiste en la extraccién del
material genético (ADN o ARN), amplificacion por medio de PCR de la regién de

interés y secuenciacion de los productos de amplificacion.

2.6.1. Extraccion de ADN.

La extraccion del ADN consta principalmente de tres etapas, la primera etapa
consiste en la lisis celular donde se busca generar la ruptura de la pared celular,
la segunda es una purificacién realizada con lavados implementando solventes
organicos (fenol, cloroformo o etanol) y finalmente la tercera etapa es la

recuperacioén a partir de precipitacion ®

Centrifugation . .
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Bacterial culture Pellet of cells Cell extract

1 2 3 3

Figura 9. Pasos para extraccion de ADN(62)

2.6.2 Amplificacion de ADN mediante PCR

Es una técnica de sintesis enzimatico que se utiliza para amplificar fragmentos
especificos de ADN in vitro, creada y desarrollada por Millis y col. de la Cetus
Corporation. Es una poderosa herramienta que cumple con los requisitos de
especificidad y sensibilidad que exigen la caracterizacion de los acidos
nucleicos, pudiendo detectar con ella de forma facil la presencia de estas
biomoléculas en una muestra, aun cuando sus cantidades se enmarcan en el
orden de las pequenas cantidades (ng, pg o fg). Utiliza ADN molde, dos
cebadores oligonucledtidos, desoxinucleétidos, enzima taq polimerasa y cloruro

de magnesio
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2.6.3 Pasos para realizar Amplificacion de ADN mediante PCR

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de los ADN polimerasas
para replicar hebras de ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre
si tras cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar que las hebras de ADN
vuelvan a unirse para poder duplicarse nuevamente.

El proceso de la PCR esta automatizado mediante un aparato llamado
termociclador, que permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para controlar

la temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion.

Desnaturalizacién: e se realiza por calentamiento de la mezcla a 95°C, se
separan las dos cadenas del ADN molde, la hibridacién, en donde Ia
temperatura de incubaciéon se reduce para permitir el apareamiento de las
bases de ambos cebadores en el sitio donde encuentran una secuencia

complementaria.

Elongacién: la mezcla se calienta a 72°C y la enzima Taq ADN polimerasa se
usa para replicar las hebras de DNA. La Taq polimerasa comienza el proceso de
extension de la cadena complementaria a partir del extremo 3’ de los cebadores.
Al finalizar cada ciclo, la cantidad de ADN molde disponible para el ciclo

siguiente aumenta al doble.
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Figura 10. Pasos para la realizacion de una PCR 1, desnaturalizacion del ADN
molde, 2,hibridacion de las cadenas simples con primers,3 polimerizacion o
elongacién del complejo ADN- iniciador por la polimerasa termoestable. (68)
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2.6.4. Secuenciacion de productos de amplificacion

Es sabido que para llevar a cabo la reaccién de secuenciacion de amplificados,
estos deben estar previamente purificados, es decir libres de restos de primers,
dNTPs, enzimas y demas compuestos utilizados durante la PCR, la calidad de
las secuencias esta directamente relacionada con el proceso de purificacion
empleado, en este proceso se determina la secuencia de bases de los

nucleotidos (As, Ts, Cs y Gs) de un fragmento de ADN %

2.6.4.1 Secuenciacion mediante el método Sanger.

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacién del ADN y el uso de
dideoxinucledtidos que sirven como terminadores de la reaccion. En la
actualidad la reaccion de secuenciacion se basa en una modificacion de la PCR
con dideoxinucledtidos marcados con fluoroforos y se resuelve mediante una

electroforesis capilar. El sistema mas utilizado es el desarrollado por Applied

Biosystems .
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Figura 3. Técnica de secuenciacion mediante el método de Sanger.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Universo, poblacién, muestra
Universo: Microorganismos presentes en suelos del continente Antartico.

Poblacion: Microorganismos presentes en suelos provenientes de Islas en el
continente Antartico.

Muestra: Microorganismos aislados de suelos procedentes de la Isla Decepcion
y la isla Livingston en la Antartida.

3.2 Hipétesis, Variables, indicadores

Hipotesis

Existe diversidad microbiana cultivable en las muestras de suelo recolectadas de

las islas livingston y decepcion en la Antartida.

Variables e indicadores

Objetivos Variables INDICADORES
1 Recuperar algunos %de microorganismos recuperados

microorganismos por medio 1. Medios de por medio de técnicas
de técnicas microbiolégicas cultivo microbiolégicas
de dos muestras de suelos

provenientes de las islas 1.1Clasificacién muestra de suelo proveniente de la
Livingston y Decepciénenla | segun coloracién isla

Antartida. de Gram (Livingston o Decepcidn)

2. Identificar los organismos | 2. Condiciones de

aislados por medio de la PCR Identidad > 97% segun el algoritmo
secuenciacion parcial del gen | 2.1 Resultados del BLAStn
16S rRNA. algoritmo BLAStn

Identidad del total de secuencias
segun el algoritmo BLAStn

3.Comparar la diversidad % de microorganismos (psicrofilo /
microbiana presente en las 3.Temperatura de psicrotolerante)
muestras de los suelos crecimiento
provenientes de las islas total de microorganismos
livingston y decepcion. 3.1lIsla de la que extremofilos aislados de las dos
proviene la muestras
muestra

% de microorganismos ( fungicos/
bacterianos )

total de microorganismos aislados
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3.3 Técnicas y procedimientos

ISLA DECEPTION

ISLA LIVINGSTON

MUESTRAS

VI EXPEDICION ARC

SEDIMENTOS DE SUELO
SEDIMENTOS DE SUELO

COOR 62° 36'0" S, 60° 30'0" W

COOR 64959°13.9” S 61°3305.1" W

TRATAMIENTO DE LAS
MUESTRAS
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‘| Secuaciacion del producto de PCR I

Figura 12. Procedimiento general de muestras provenientes de la isla Livingston
y la isla Decepcion de la Antartida. Autoras,2018
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3.3.1 Tratamiento de la muestra

Fase 1. Muestreo

Realizado por parte de la IV expedicion del buque ARC perteneciente a la
Armada Colombiana hacia la Antartida, en el mes de enero del ano 2016
organizada por la CCO (Comision Colombiana del Océano). Las muestras

fueron recolectadas de dos islas pertenecientes al archipiélago Shetland del Sur.

Figura 13. Ubicacidn geografica del muestreo realizado en la isla Livingston

Tomado de google maps
La primera muestra corresponde a la isla Livingston ubicada en las siguientes

coordenadas 62° 36’ 0" S, 60° 30" 0” W se utilizé un ancla (sistema de fondeo)

obteniendo asi un sedimento marino tipo lodo.
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Figura 14. Ubicacién geografica del muestreo realizado en la isla Decepcion

Tomado de google maps

Muestra obtenida de la isla decepcion localizada en 62°57°0.42” S 60°33°45.5”
W, esta segunda muestra se obtuvo directamente de suelo en la laguna costera,

obteniendo sedimento arenoso de una laguna pequefia con poca recirculacion %

Figura 15. Muestra de sedimento previa al procesamiento. laboratorio 1,
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Autoras 2018
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Las muestras fueron colectadas en tubos Falcon de 50ml, debidamente
rotulados, se trasladaron manteniendo la cadena de frio hasta la llegada a los
laboratorios de Universidad de la Sabana y posteriormente a la Universidad

Colegio Mayor de Cundinamarca, donde fueron procesadas ambas muestras **

Fase 2. Aislamiento microbiolégico en caldos

A continuacion se detalla el procedimiento que se le dio a cada una de las
muestras de acuerdo a su procedencia; Isla Decepcién (Figura 16), Isla

Livingston (Figura 17).
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Figura 16. Procedimiento para siembra de las muestras en medios de cultivo
liquido Isla Decepcién. Autoras,2018.
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Figura 17. Procedimiento para siembra de las muestras en medios de cultivo
liquido Isla Livingston. Autoras, 2018.




Siembra microbiolégica en caldos

Figura 18. Aislamiento microbioldgico en caldos (tubos Falcon y Eppendorf)
laboratorio 1, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Autoras, 2018.
Se eligieron seis tipos de medios de cultivos liquidos (caldos) para ambas
muestras, con el fin de realizar un aislamiento primario garantizando de esta
forma el crecimiento de la mayoria de microorganismos, se clasificaron los
caldos desde M1 hasta M6 tanto para la muestra proveniente de la isla
Livingston como para la muestra obtenida de la isla Deception, siendo M1 (caldo
Nutritivo), M2 (caldo Sabouraud), M3 (caldo luria), M4 (caldo Tripticasa Soja),

M5 (Medio Minimo) y M6 ( Medio R2A).

Inicialmente, todos los medios liquidos se almacenaron en tubos Falcon de 15
ml, pero unicamente los medios M1 a M4 fueron sometidos a diferentes
concentraciones de salinidad; esto se decidid, teniendo en cuenta las
condiciones del continente ([0], [0,57], [0,85], [1,1]). Para los caldos M5 y M6 se
omiti6 este paso debido a que sus componentes son basicamente sales.
Posteriormente, se marcaron tubos Eppendorf de 1,5ml a cuatro diluciones
diferentes desde 10 " hasta 10 * con el fin de evaluar el crecimiento microbiano
en diferentes concentraciones de sal, esto mismo se realizé para cada uno de

los caldos, para un total de 216 tubos Eppendorf.
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Para el enriquecimiento de la muestra en los caldos, se realizaron cuatro
diluciones seriadas, para la primera dilucion se tom6 1 gramo de suelo y 9 mi
del medio liquido, y se continué con la realizacion de las tres diluciones
restantes, agregando 1 ml de la primera diluciéon en 9 ml del medio liquido
repitiendo este paso en tres oportunidades, este procedimiento se llevd a cabo
en todos los medios (M1 - M6).

Cada siembra fue sometida a temperaturas variadas segun el origen de la
muestra; para la isla Deception, se estipuld una variable de temperatura que iba
desde 4°C hasta 65°C teniendo en cuenta que en esta isla existen microclimas
que van desde los 2°C hasta alcanzar incluso temperaturas superiores a los
100°C. Por lo anterior, las temperaturas para aislamiento primario de esta
muestra fueron las siguientes: 4°C, 10°C, 20°C, 35°C, 50°C y 65°C, mientras que
en la isla Livingston, se utilizé una variable de 4°C hasta 20°C, (4°C,10°C,20°C).
Estas variables de temperatura para la segunda muestra, se escogieron debido
a que la isla se caracteriza por una temperatura media que rodea los 7°C.

Los tubos Eppendorf se revisaron cada semana, durante tres semanas, para
verificar el crecimiento manteniendo las condiciones de temperatura para cada

una de las siembras.

Fase 3. Estudio macroscoépico y microscépico

Al cabo de tres semanas de incubacion, se seleccionaron las muestras de los
Eppendorf, donde se evaluo el crecimiento por indicadores de turbidez mediante
observacion (Sin turbidez, ligeramente turbio, turbio), realizando a los medios
ligeramente turbios y turbios tincibn de Gram para determinar el tipo de

microorganismos aislados.
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Fase 4. Aislamiento en Medios de cultivo

Se sembraron las muestras en tres medios de cultivo para realizar el aislamiento
en placa; Agar Sabouraud para hongos, Agar McConkey para Bacterias Gram
negativas y agar sangre para observar la capacidad hemolitica de los
microorganismos aislados; se realiz6 una siembra por agotamiento de las
diluciones mayores 10 por cada agar, y se pusieron en las mismas condiciones
de temperatura, se observaron cada 3 dias y se realizé tincion Gram para
bacterias y azul de lactofenol para hongos. Se hicieron siembras de las colonias

que no estaban puras hasta lograr su purificaciéon *

Figura 19. Medios de cultivo sélidos para el aislamiento de muestras. A. agar
mac conkey. B agar sabouraud. C agar sangre. Autoras, 2018.

Fase 5. Identificacion BBL CRYSTAL

Una vez purificados los aislamientos, se les realizaron pruebas bioquimicas
automatizadas con el sistema BBL Crystal. Ademas, pruebas de catalasa y

oxidasa.

Fase 5.1 Alistamiento de las muestras para biologia molecular

Las cepas puras se congelaron a -80°C con glicerol para lograr un efecto
crioprotector, debido a la disminucién de la concentracion de solutos por
competencia. Se guardaron 4 viales de cada cepa pura, las cuales fueron
descongeladas y reactivadas mediante siembra con el fin de garantizar la

pureza de las cepas previo a la realizacién analisis molecular.
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Fase 6. Biologia molecular

De los 21 microorganismos aislados, se les realizé extraccion de ADN a las 20
muestras bacterianas; el microorganismo numero 21 fue un hongo y su
identificacion se realizd mediante tincién de azul de lactofenol y por medio de

claves dicotomas.

Se realizo la extraccion del material genético de las 20 cepas puras,utilizando el
kit WIZARD GENOMIC DNA PURIFICATION (Promega, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante (ver anexo 9). Posteriormente se efectud la
amplificacion del material genético mediante una PCR convencional, la
amplificacion de la region 16S del rRNA por PCR se realizé utilizando los
cebadores 16S-8F 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3 y 16S-1492R 5-
ACG GTTACC TTG TTACGACTT-3

A continuacidn se describen las cantidades utilizadas de cada reactivo para la

preparacion de la Master Mix.

Tabla 1. Calculos Master Mix para realizar PCR Castillo C., Guzman A. 2018

OneTaq® Quick-Load® 25,0 yl
2X Master Mix

Primer 16S-8F (10mM) 1,0 pl
Primer 16S-1492R (10mM) 1,0 pl
Agua Desionizada 21,0 ul
DNA (25-100ng/pl) 2,0 ul

Se utilizé el termociclador (Multigene Optimax Labnet) para realizar la PCR de la

region 16S del rRNA.
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Tabla 2. Condiciones de la PCR para la amplificacion de la region 16S del rRNA,
CASTILLO C, GUZMAN A 2018

Desnaturalizacion 94°C, 10 min
Desnaturalizacion 94°C, 30 sec
. ciclos
Anillamiento 50°C, 1:30 min 35-40
Extension 72°C, 2 min
Extension final 72°C, 15 min

Los productos de PCR de la region 16S del rRNA de las 20 muestras fueron
observados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% (TBE 0,5X) y se

utilizé el marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (Anexo 27).
Fase 7. Secuenciacion de productos de PCR

De los 50pl de producto, fueron sembrados en los geles 15ul para su
observacion y los restantes 35ul fueron conservados a 4°C hasta su envio al
servicio de secuenciacion de Corpogen - Universidad de los Andes (Bogota,

Colombia) mediante el método de Sanger.

Finalmente, se realizd la edicion de las secuencias obtenidas por medio del
programa Chromas Lite (version 2.6.5), para comparar las secuencias editadas
con las bases de datos pertenecientes al GenBank del El Centro Nacional para
la Informacion Biotecnolégica (NCBI) de los Estados Unidos, se utilizd el
algoritmo BLASTn, asumiendo una identidad significativa superior o igual al 97%

con respecto a la base de datos del NCBI.
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4. RESULTADOS

4.1 Crecimiento de las muestras provenientes de la isla livingston y Decepcion

en medio de cultivo liquido.

4

Figura 20. Visualizacion del crecimiento en medios de cultivo liquidos a las tres

semanas de incubacion (criterio turbidez). Autoras, 2018

Durante tres semanas de incubacion se evaluo el crecimiento de las muestras
en los medios de cultivo liquidos, al transcurrir este periodo de tiempo se logré
evidenciar el crecimiento por criterios de turbidez, obteniendo como resultado el
aislamiento de un microorganismo fungico y de 17 microorganismos bacterianos
once de ellos correspondientes a la isla Decepcién y seis provenientes de las

isla Livingston.

Se observd mediante coloracion de Gram que en tres de las muestras
bacterianas, se presentaba doble poblacion, por lo cual fue necesario realizar
tres pases a medios de cultivo solidos para obtener asi las 20 cepas puras, la
Figura 21 muestra los porcentajes de microorganismos bacterianos recuperados

por medio del crecimiento en medios de cultivo liquidos.
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Porcentajes de microorganismos Porcentajes de microorganismos
bacterianos recuperados de la bacterianos recuperados de la
muestras proveniente de la isla muestras proveniente de la isla

Livingston mediante cultivo en medios Decepcion mediante cultivo en medios
liquidos liquidos

o

imiento bacteriano en muestras de

ecimient eriano en
de cultivo liguido

Figura 21. Porcentaje de microorganismos bacterianos recuperados de
muestras de las Islas Livingston y Decepcidén en medios de cultivos liquidos, A.
Isla Livingston. B. Isla Decepcion. Autoras, 2018.

Para la isla Livingston el porcentaje de crecimiento de microorganismos
bacterianos recuperados por medio de técnicas microbiolégicas en medios de
cultivo liquido fue del 15%, con respecto al porcentaje de crecimiento de

microorganismos aislados de la isla Decepcion correspondiente al 10%.

Comparacion de crecimiento segun medio de
cultivo en la isla Livingston
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Figura 22. Comparacion de crecimiento (numero de aislamientos) segun medios
de cultivos liquidos, Isla Livingston, Autoras, 2018.

En la Isla Livingston, los medios liquidos M3, M4 y M6, presentaron crecimiento,
M4 (Caldo Tripticasa soya), presentd el crecimiento mas satisfactorio con un

total de 4 de los 7 microorganismos bacterianos aislados, seguido por M3 (Caldo
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Luria Bertani) con 2 microorganismos y finalmente M6 (Caldo R2A) del cual se
obtuvo 1 microorganismo, en los medios restantes M1, M2 Y M5 no se obtuvo

crecimiento.

Comparacion de crecimiento segiin medio de
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Figura 23 Comparacion de crecimiento bacteriano (numero de aislamientos)
segun medios de cultivo de muestras de la Isla Decepcién. Autoras, 2018
En la Isla Decepcion, las muestras sembradas en los medios liquidos M1, M3,
M4, M5 y M6, presentaron crecimiento; para el caso M3 (Caldo Luria Bertani) se
obtuvo el crecimiento mas satisfactorio con un total de 4 microorganismos
aislados, seguido de M1 (Caldo Nutritivo) en el cual crecieron 3 microorganismos
bacterianos aislados, para M4, M5 Y M6 creci6 un solo microorganismo por cada

medio, el unico medio en el que no hubo crecimiento fue M2 (agar Sabouraud).

En cuanto a la observacion microscopica de laminas de coloracion de Gram
correspondientes al crecimiento bacteriano y las caracteristicas de crecimiento
en los medios de cultivo liquido de muestras provenientes de la isla Livingston y

Decepcion en caldos se puede consultar los Anexos 1 al 4)

Una vez seleccionados los medios de cultivo liquido en donde se evidencié el
crecimiento, se procedid a continuar con la siembra en medios de cultivo solidos
(agares), observando las caracteristicas macroscopicas de cada colonia,
obtenidas de la siembra por agotamiento de las diluciones en donde se observo
crecimiento, se realizé un registro fotografico y se organizaron los datos de las

caracteristicas morfologicas de cada cepa aislada en una tabla (Anexo 2).
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4.2 Obtencion de cepas puras provenientes de las islas Livingston y Decepcion
de la Antartida.

Mediante resiembras en medios de cultivos sélidos, y observacion tanto
macroscopicamente para evaluar el aspecto de las colonias (Anexo 4 y 5), como
microscopicamente para clasificar los microorganismos segun la tincién de

Gram, se obtuvieron 20 cepas puras. En las Figuras 24 y 25 se observa

microscépicamente la tincion de Gram de cada una de las cepas .

Figura 24 Imagenes de laminas de gram de cepas puras aisladas de muestras
de sedimentos provenientes de la Isla Livingston. A1.Bacilo Gram Negativo (isla
Livingston), A2. Bacilo Gram Negativo (isla Livingston), A3. Bacilo Gram
Negativo (isla Livingston), A4. Bacilo Gram Negativo (isla Livingston), A5. Bacilo
Gram Positivos (isla Livingston), A6. Bacilo Gram Positivos (isla Livingston), A7.
Bacilo Gram Positivos (isla Livingston). Autoras, 2018.
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A20

Figura 25. Imagenes laminas de gram de cepas puras aisladas de muestras de
sedimentos provenientes de la isla Decepcion.A8 Bacilo Gram Negativo. A9.
Bacilo Gram Negativo A10. A11 A12. A13.Bacilo Gram Positivos (isla
Decepcion), A14. Bacilo Gram Negativo (isla Decepcién), A15. Bacilo Gram
Negativo (isla Decepcién), A16. A17. Bacilo Gram Positivos (isla Decepcion),
A18. Bacilo Gram Negativo (isla Decepcion), A19. Bacilo Gram Negativo (isla
Decepcion),A20. Bacilo Gram Positivos. Autoras, 2018.
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Porcentaje de crecimiento de cepas
bacterianas puras obtenidas de la
muestra proveniente de la Isla
Decepcion, segun Temperatura

Figura 26 Porcentaje de crecimiento de cepas bacterianas puras, obtenidas de
la muestra proveniente de la Isla Decepcion en la Antartida segun temperatura.
Autoras 2018.

El desarrollo bacteriano segun la temperatura para la muestra proveniente de la
Isla Decepcién, tuvo un mayor porcentaje de crecimiento de aislamientos a
20°C, 10 cepas bacterianas lograron crecer, representando el 77% de un total de
trece aislados, dos bacterias crecieron a una temperatura de 4°C para un
porcentaje del 15%, el 8% restante corresponde a una cepa que crecio a 50°C (

ver Figura 26).

Porcentaje de crecimiento de cepas
bacterianas puras obtenidas de la
muestra proveniente de la Isla
Livingston, segun Temperatura

™

Figura 27 Porcentaje de cepas bacterianas puras segun temperatura, obtenidas
de la muestra proveniente de la Isla Livingston. Autoras 2018.
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En la muestra de sedimento proveniente de la Isla Livingston se lograron aislar
cinco cepas bacterianas que crecieron a una temperatura de 4°C
correspondiente al 71% de los 7 aislados, y un 29% para dos bacterias que

crecieron a 20°C (ver figura 27).

El crecimiento bacteriano que presentd la muestra proveniente de la lIsla
Livingston, se clasific6 de acuerdo al criterio de tincion de Gram; los resultados
indicaron que dos bacterias Gram positivas y una Gram negativa crecieron a
20°C; por otro lado, dos bacterias Gram positivas y dos Gram negativas se

desarrollaron a una temperatura de 4°C. Ver Figura 28.
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Figura 28, Clasificacion de bacterias provenientes de la Isla Livingston segun
coloracion de Gram.
El crecimiento bacteriano que presentd la muestra proveniente de la lIsla
Livingston se puede visualizar en la Figura 29, la cual muestra la clasificacion
del crecimiento bacteriano segun la coloracion de Gram, se observa el
crecimiento de un microorganismo bacteriano Gram positivo a 50°C (A20), de 2
bacterias Gram negativas a 4°C, de 4 bacterias Gram negativas y 5 Gram

positivas que presentaron crecimiento a 20°C .
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Crecimiento bacteriano en isla Decepcion
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Figura 29, Clasificacién de bacterias provenientes de la muestra de la isla
Decepciodn segun coloracion de Gram.

4.3 Microorganismos identificados con BBL Crystal

Se seleccionaron 4 cepas bacterianas para identificarlas mediante de sistema

BBL Crystal, los Presuntos Géneros bacterianos identificados fueron los
siguientes:
Tabla 3. Porcentaje de . Autoras, 2018
Interpretacion Porcentaje
Convencion Gram Crecimiento de similitud || oxidasa | catalasa Indol Presunta
Agar conel identificacion
McConkey sistema BBL
Crystal
A1 Bacilo No fermenta la 98% positiva positiva negativo | Burkholderia
Gram lactosa sp.
negativo
A4 Bacilo Fermentacion 98% negativa positiva negativo || Bacillus sp.
Gram de Lactosa
positivo positiva
A5 Bacilo No fermenta la 99% negativa positiva negativo | Acinetobacter
Gram lactosa sp.
negativo
A10 Bacilo Lactosa 99% negativa positiva negativo | Salmonella
Gram Negativa sp.
Negativo
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Mediante el sistema de identificacién BBL Crystal se lograron identificar el total
de cepas seleccionadas para esta prueba, mostrando como resultado cuatro
géneros bacterianos: Salmonella sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Yy

Burkholderia sp.

4.3 Electroforesis de productos de PCR de la region 16S rRNA a partir del ADN
extraido de cepas aisladas de muestras provenientes de las Islas Livingston y
Decepcion en la Antartida. Los productos de PCR presentan el tamafo
esperado,1500pb-1800pb.
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa al 2% (TBE 0,5X) teiido con
GelGreen Nucleic Acid Gel Stain del producto de PCR de la regién 16S rRNA , a
partir de DNA gendmico de cepas bacterianas provenientes de muestras de
suelos de las islas Livingston y Decepcion en la Antartida, A1.Bacilo Gram
Negativo (isla Livingston), A2. Bacilo Gram Negativo (isla Livingston), A3. Bacilo
Gram Negativo (isla Livingston), A4. Bacilo Gram Negativo (isla Livingston), A5.
Bacilo Gram Positivos (isla Livingston), A6. Bacilo Gram Positivos (isla
Livingston), A7. Bacilo Gram Positivos (isla Livingston), A8. Bacilo Gram
Negativo (isla Decepcion), A9. Bacilo Gram Negativo (isla Decepcion),
M.Marcador de peso molecular, A11. Bacilo Gram Positivos (isla Decepcion),
A13.Bacilo Gram Positivos (isla Decepcion), A14. Bacilo Gram Negativo (isla
Decepcion), A15. Bacilo Gram Negativo (isla Decepcion), A17. Bacilo Gram
Positivos (isla Decepcion), A18. Bacilo Gram Negativo (isla Decepcién), A19.
Bacilo Gram Negativo (isla Decepcion),A20. Bacilo Gram Positivos (isla
Decepcién),M. Marcador de peso molecular 100pb DNA ladder, C+.S. enteritidis,
C-.Control negativo de la PCR (H20 desionizada). Los productos de PCR
presentan el tamano esperado,1500pb-1800pb.
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4.4 Resultado de la secuenciacion de los productos de amplificacion de PCR .

Tabla 4. Recopilacion de resultados finales

Convencioén Gram T° de Direccién % de Bacteria Acceso
lisla a la cual crecimiento de la identidad reportada en Gen
pertenece la secuenci Bank
muestra a
A1 lsla Bacilos 20° C Forward 89%, Burkholderia qil541136
Livingston Gram 1%93 T_:G'DD5I 52%2%155-32
; o ribosoma
Negativos Reverse 91% RNA gene,
partial
sequence
A2 Isla Bacilos 4°C Forward 100% Brevundimon | qi[187611
Livingston Gram as bullata 074|EU66
negativos Reverse 99% strain QFF3 26371
16S RNA
ribosomal,
secuencia
parcial
A3 Isla Bacilos 20°C Forward 99% Pseudomonas | ¢i|103148
Livingston Gram sp. FQ-42 16S | 8765/KX0
negativos Reverse 99% ribosomal 835271
RNA gene,
partial
sequence
A4 lIsla Bacilos 4°C Forward 79% Bacillus sp. gi|937833
Livingston Gram Asnod6C12 | 312|LN881
positivos Reverse 88% partial 16S 4221
rRNA gene,
isolate
Asnod6C12
A5 Isla Bacilos 4°C Forward 92% Acinetobacter | gil128007
Livingston Gram albensis 4546|MG5
negativo Reverse 94% strain KBL23 | [6176.1
16S RNA
ribosomal,
secuencia
parcial
A6 Isla Bacilos 4°C Forward 99% Arthrobacter | gil451913
Livingston Gram sp. TTE16S | 103IKC43
positivos Reverse 97% ribosomal 36511
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RNA gene,
partial
sequence
A7 lIsla Bacilos 20°C Forward 99% Acinetobacter | gi|929049
Livingston Gram Iwoffii strain | 301/KT758
negativo Reverse | 98% | D8116SRNA | 7221
ribosoma,
Secuencia
parcial.
A8 Isla Bacilos 20°C Forward 94% Staphylococc | il132138
Decepcion Gram us sp. 7433|MG7
positivo Reverse | 87% | strainS1416s | 293271
RNA
ribosomal,
secuencia
parcial.
A9 Isla Bacilos 20°C Forward 99% Brevundimon | gil930068
Decepcion Gram as sp. 816S | 494/KR0O0
negativos RNA 34491
ribosomal
Reverse 99% secuencia
parcial.
A10 Isla Bacilos 20°C
Decepcion Gram No se le realizaron pruebas molecular
positivo
Forward 99% Arthrobacter | gil422740
A11 Iglg Bacilos 20°C sp. TMN-10-1 | 831/JX949
Decepcién Griiai\rln Reverse 99% 16S ribosomal | 8411
posiives RNA gene,
partial
sequence
A12 Isla Bacilos 20°C
Deception Gram No se le realizaron pruebas molecular
Positivos
alargados
A13 Isla Bacilos 20°C Forward 98% Oceanisphaera | gi|119803
Deception Gram sp. strain 5737|CP0O
Negativos Reverse 98% QHU10 16S 2137741
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
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A14 Isla Bacilos 4°C Forward 100% Pseudomonas
Deception Gram = 512'?5"6{'66(8282; N
negativos 0 p
9 Reverse 99% ribosomal,
secuencia
parcial
A15 Isla Bacilos 20°C Forward 93% Paeniglutamicib
Deception Gram acter sp. strain
i P-35-1 16S
negativos )
9 Reverse 88% ribosomal RNA
gene, partial
sequence
A16 Isla Bacilos 20°C
Deception Gram No se le realizaron pruebas molecular
positivos
A17 Isla Bacilos 20°C Forward 97% Microbacterium
Deception Gram sp.
positivos Reverse 95%, HBUM178907
16S ribosomal
RNA gene,
partial
sequence
A18 Isla Bacilos 20°C Forward 999, Microbacterium
Deception Gram s_% MJ18 rGR?\l A
Positivos 0 ribosoma
Reverse 99% gene, partial
sequence
A19 Isla Bacilos 4°C Forward 999, Sporosarcina
Deception Gram ptsyt_:hré)gglsla
ositivo o strain
P Reverse 99% 16S ribosomal
RNA gene,
partial
sequence
A20 Isla Bacilos Forward 92% Bacillus sp.
Deception Gram 50°C S_§16-21 1|6|§NA
ositivos 0 ribosoma
p Reverse 96% gene, partial
sequence
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4.3 Crecimiento en medios de cultivo (aislamiento fungico).

En la muestra proveniente de la Isla Livingston se lograron aislar 7 bacterias
representado por un 87% en comparacion al 13% correspondiente a el
crecimiento de un hongo presuntamente perteneciente al género Penicillium sp.

el cual se identificé mediante tincion de azul de lactofenol y claves dicétomas.

Porcentaje de Crecimiento de microorganismos
bacterianos vs flngicos sobre el total de aislados
Isla Livingston

m Crecimento
bacteriano

u Creciimiento
fungico

Figura 31. Porcentaje de crecimientos de microorganismos bacterianos vs
fungicos de muestras provenientes de la Islas Livingston. Autoras 2018

4.3.1 Caracteristicas Microscopicas y Macroscopicas del microorganismo
fungico aislado

Taxonomia

Reino: Fungi

Filo: Ascomycetes

Clase: Eurotiomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género: Penicillium

Las colonias del hongo en agar Sabouraud se observaron delgadas,
algodonosas, con pigmentos amarillos al anverso y verdes al reverso,
microscopicamente hifas septadas hialinas, con conidiéforos simples métulas,
fidlides y conidias. La organizacion de las fidlides en la punta de los conidioforos

se observa en forma tipica de pincel (Figura 32).
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Coloracion con Azul de lactofenol observacion microscopica 40 x

Figura 32. Caracteristicas Microscépicas y Macroscopicas del microorganismo

fungico aislado (Penicillium sp).Autoras 2018.
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DISCUSION

Es de gran importancia resaltar que la vida en ambientes cuya temperatura
media oscila entre los 0°C y —10°C, como en el caso del Continente Antartico,
despierta un interés particular para la investigacion cientifica, que hoy en dia
centra su atencidn principalmente en los microorganismos, quienes por sus
modificaciones celulares, estructurales y fisiolégicas han logrado sobrevivir y

colonizar exitosamente diferentes nichos ecologicos.

El enfoque principal del trabajo se basé en aislar e identificar la diversidad de
microorganismos cultivables provenientes de suelos del continente antartico,
debido a que posee suelos con gran diversidad bacteriana hasta el momento

con escasa identificacion principalmente por su caracter no cultivable.

A pesar de las condiciones hostiles de los suelos Antarticos para el crecimiento
de la mayoria de microorganismos, los resultados arrojados por el estudio
evidencian, que existe gran variedad de especies cultivables presentes en el
suelo, sin embargo, tanto en el estudio como en la mayoria de los casos
descritos 213141517 'no es posible acertar correctamente con la identificacion de

los aislados utilizando unicamente técnicas microbioldgicas basicas.

Los resultados para este estudio muestran que un 25% del total de
microorganismos aislados fue identificado mediante técnicas microbioldgicas, y
para ampliar el porcentaje de identificacion se decidid, al igual que en el estudio
realizado por Tomova et al, 2014, realizar la secuenciacion parcial del gen 16S
rRNA, logrando abarcar una identificacién superior al 80%, afirmando una vez
mas que la microbiologia tradicional logra complementarse con técnicas

moleculares para obtener asi una identificaciéon mas exacta y eficaz.

En total fueron cuatro los géneros bacterianos identificados mediante el sistema
BBI crystal: Burkholderia sp., Acinetobacter sp., Salmonella sp. y Bacillus sp.,
tres de ellos fueron secuenciados Burkholderia sp., Bacillus sp. y Acinetobacter

sp., proceso que no pudo ser llevado a cabo en el género Salmonella sp., debido
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a que el producto de PCR fue insuficiente para llevar a cabo la secuenciacion.

Burkholderia sp., género aislado de la muestra proveniente de la Isla Livingston
(A1) a una temperatura de 20°C y una concentracion del 0,57% de NacCl, fue
identificado mediante la técnica de BBL Crystal con un porcentaje de
confiabilidad del 98%, y con un porcentaje inferior contrario a lo esperado del
91% generado por la secuenciacion de la amplificacion de los productos de
PCR, por lo que se decidi6 evaluar aspectos morfolégicos, bioquimicos vy
microscopicos evidenciando asi, bacilos Gram negativos a la coloracién de
Gram, la no fermentacion de lactosa en agar McConkey, y el resultado positivo a
las pruebas de catalasa y oxidasa; permitiendo determinar que la cepa aislada
pertenecia a este género, de igual forma se confirma con este caso que a pesar
de que la biologia molecular esta en auge, por si sola no es capaz de validar la

identificacion de un microorganismo cuando existen discrepancias.

Aunque la Antartida presente las temperaturas mas bajas del planeta, y dependa
de la radiacion solar durante el verano para apoyar el crecimiento de los pocos
organismos que la habitan, existe un pequefio numero de sitios donde se
identifica actividad volcanica, un ejemplo claro es la Isla Decepcién, donde se
evidencian fumarolas que alcanzan temperaturas superiores a los 100°C.En este
estudio se recuperd un microorganismo a 50°C, perteneciente al Género Bacillus
sp. (A20), del cual no se logré identificar la especie al momento de secuenciar la
amplificacion de productos de PCR, sin embargo, el género ya ha sido descrito
en el continente en estudios como el de Logan et al ®°, que ratifican la presencia
de algunas especies termofilas como es el caso de Bacillus fumarioli que
coincide con el microorganismo aislado en cuanto al grado de temperatura de
crecimiento (50°C), lo que genera gran incertidumbre frente a una especie no

descrita, sin embargo se requiere realizar pruebas adicionales para confirmarlo.

Es comun encontrar especies de Acinetobacter sp. en aguas y suelos donde su
crecimiento maximo es de 44°C; Entre las caracteristicas fenotipicas de este

género sobresalen la acidificacién de la glucosa y la hemdlisis de eritrocitos para
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la identificacion de especies 7°; En este estudio se observo el crecimiento de dos
cepas pertenecientes a la isla Livingston a diferentes temperaturas,
Acinetobacter Iwoffii (A7) que se desarrollé a 20°C y Acinetobacter albensis (A5)
con un crecimiento a 4°C; estas dos especies difieren entre si, teniendo en
cuenta que Acinetobacter Iwoffii es no productor de acido a partir de la glucosa,
y Acinetobacter albensis se caracteriza por metabolizar la glucosa a partir de la

via de los acidos mixtos.

La unica cepa que se logré identificar a través el sistema BBL Crystal con un
98% de identidad y no fue corroborada por medio de secuenciacion, pertenece
al género Salmonella sp, (A10), existen pocos estudios sobre la presencia de
esta bacteria en el continente, y teniendo en cuenta que se caracteriza por
causar enfermedades entéricas tanto en humanos como en animales !, se
sugieren dos posturas frente a este hallazgo: la primera hace referencia a que
en los ultimos anos las Islas antarticas han sido perturbadas por actividades
humanas, entre ellas el turismo y el establecimiento de nuevas bases cientificas,
lo que indicaria la introduccion de especies de origen humano pertenecientes a
este género 7?; la otra postura se fundamenta en que existen algunos registros
en donde el género ha sido encontrado en heces de pinglinos causando
salmonellosis "3, lo que sugiere que tal vez la muestra obtenida de la Isla
Decepcion podria contener heces, sin embargo en ambos casos existiria un
impacto potencial en la salud publica y en la salud animal y en la conservacién
de la fauna, por lo tanto se sugieren realizar estudios moleculares adicionales,
teniendo en cuenta el sitio de obtencion de la muestra para corroborar su

presencia.

Otros estudios como el de Marreo J et al, en el 2010 demuestra que la
Salmonella es util para procesos de biorremediacion de metales pesados en
sedimentos y en aguas subterraneas,la investigacion afirma que esta bacteria

utiliza el plasmido pMG101 para metabolizar la plata (Ag).
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Los miembros del género Oceanisphaera son aerdbicos, psicrotolerantes y
moderadamente haldfilos, la mayoria han sido aislados de sedimentos marinos.
En los resultados del presente estudio se logré evidenciar que la muestra de
sedimento de la isla Decepcion crecié una especie bacteriana de este género
(A13), presentando una homologia mediante el algoritmo Blast del 99% para
Oceanisphaera profunda sp., aislada de sedimentos de aguas profundas del mar
del sur de China por Xu et al. ,en 2014"*. Existen otras especies descritas que
comparten una estrecha similitud genética con la cepa aislada en diferentes
ubicaciones geograficas. En el mar de Bohai, cerca de Yantai (China) se logro
identificar en muestras de sedimentos costeros la especie bacteriana
Oceanisphaera psychrotolerans aislada en el estudio realizado por Zhou S et
al.”®, en otro estudio realizado por Srinivas et al. se encontré6 una cepa de
Oceanisphaera sediminis en la costa oeste de Spitsbergen, en el Océano Artico
6 Estudios demuestran que las especies nombradas se encuentran
relacionadas con la biorremediacion intrinseca de HAPs de sedimentos,

caracteristicas que podrian ser aprovechadas en el continente antartico .

Otro de los géneros bacterianos aislados es Microbacterium sp. ha sido
reportado con gran incidencia en Japoén y China, en aguas, alimentos y lodos
sedimentados. Existen reportes de algunas especies como Microbacterium
lacticum ™ la cual es resistente a altas temperaturas y crece en leches luego de
la pasteurizacion. Para el caso de estudio de la isla Decepcion, la especie mas
cercana descrita hasta el momento es Microbacterium laevaniformans, debido a
que es encontrado en aguas y lodos activos de China y Japdn, segun Yocotica

et al "°. En la muestra analizada de la isla Decepcion, se identifica Ginicamente el
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género de la cepa aislada el cual corresponde a Microbacterium sp., con un
porcentaje de similitud del 97% (A17), microorganismo hasta el momento no
reportado. Para la identificacién de la especie se sugieren nuevos estudios

teniendo en cuenta la localizacion de la muestra.

La cepa bacteriana (A 19) aislada de la isla Decepcion a 4°C fue identificada
mediante secuenciacion como Sporosarcina psychrophila con un 99% de
similitud, de este microorganismo existe un estudio particular realizado por
Wenkai et al 8, en el que presentan la secuencia completa del genoma del
microorganismo que incluye un cromosoma circular de 4674191 pb con un
contenido de GC del 40,3%, e indican que los genes que codifican la ureasa en
esta bacteria proporcionan informacion sobre el proceso de hidrdlisis,
asegurando que existe un aumento del anién carbonato y alcalinidad en el medio
ambiente, lo que induce la precipitaciéon de carbonato, caracteristica que juega
un papel clave en biorremediacion de aguas residuales ricas en calcio, y en el
control del flujo de contaminantes del suelo, con esto se demuestra una vez mas

el potencial biotecnoldgico de las cepas aisladas en la investigacion.

Los tres géneros en comun para ambas islas fueron Brevundimonas sp.,

Pseudomonas sp. y Arthrobacter sp.

Las variables establecidas en la investigacién para el crecimiento de dos cepas
pertenecientes al género Brevundimonas (A2 Livingston 4°C, A9 Decepcion
20°C), fueron similares a las del estudio realizado por So-Jung Kang et al, en el
que aislaron de suelos salinos coreanos a una temperatura de 30°C y a una
concentracion de NaCl al 1.0% una cepa de Brevundimonas bullata ?',
coincidiendo en un 99% con la unica especie que se logré identificar, aislada de
la isla Livingston (A9), creciendo a una temperatura de 4°C con concentracion de
NaCl del 1.0%, lo que sugiere que esta bacteria presenta tropismo por crecer en
ambientes salinos y logra abarcar un amplio rango de temperatura para su

crecimiento.

En la identificacion del género Arthrobacter sp., se detectaron dos cepas, (A6)
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originaria de la isla Livingston a 4°C y (A11) de la isla Decepcién a 20°C, este
género posee la capacidad para degradar moléculas como fenoles, herbicidas,
pesticidas y derivados del petréleo por medio mineralizacion; durante su ciclo de
vida presentan formas de cocos y bacilos, por esto al momento de la
identificacion microscopica se pensaba que el cultivo era mixto 82; también se
aisléo Paeniglutamicibacter sp. o Arthrobacter cryotolerans una especie
perteneciente a este género (A15). En el estudio de Ganzert del 2011 se
identificaron las mismas dos cepas bacterianas mencionadas anteriormente, de
un suelo cubierto de musgo de la Isla Livingston, cerca de la estacion bulgara St
Kliment Ohridski 8. En esta investigacién implementamos variables similares,
como la concentracion de Nacl de 0- 1.0 % y la temperatura entre -6 y 28°C, esto
indica que las variables implementadas son Optimas para el desarrollo de

bacterias psicrotolerantes de suelos antarticos y especies tolerantes a la sal.

La cepa bacteriana (A3) aislada de la isla Livingston y la cepa (A14) aislada de
la isla Decepcion pertenecen al género bacteriano Pseudomonas sp, sin
embargo, solo (A14) logré tener un acercamiento mediante secuenciacion
genética de productos de PCR del 99% a la especie Pseudomonas putida, cepa
que ha sido empleada en el tratamiento de HAPs y TPHs, obteniendo una
eficiencia del 62%®. Es importante tener en cuenta que en el archipiélago de
Svalbard situado en el polo norte, Abraham W et al, realizaron un estudio a
mediados del afio 2015 %, donde recuperaron una cepa de Pseudomonas
psychrophila MTCC 12324, lo que confirma que este género es capaz de
sobrevivir en las dos regiones mas inhdspitas y frias del planeta tierra.

En este estudio, el unico microorganismo fungico aislado pertenece al género
Penicillium, obtenido de la muestra tomada en la isla Livingston, resultado que
se diferencia del estudio realizado por Gomes et al en el ano 2014, quienes
obtuvieron 44 cepas fungicas de muestras superficiales de suelos en las islas
Robert, Nelson, Rey Jorge y Penguin en el archipiélago de las Shetland del Sur
en diferentes medios de cultivo y de las cuales no identificaron el género. Otro
estudio publicado por la revista Iberoam Micol del 2004- muestra el aislamiento

de 66 cepas fungicas de diferentes suelos de la peninsula antartica en
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Argentina, de las cuales cuatro pertenecian a Penicillium %; estas dos
investigaciones utilizaron técnicas de cultivo in vitro, con medios R2A y
Sabouraud, los cuales se implementaron en el presente estudio, lo que
evidencian el crecimiento de hongos del género Penicillium en el continente, y
ratifican que este microorganismo puede sobrevivir a muy bajas temperaturas y

ser cosmopolita.
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6. CONCLUSIONES

Se logré recuperar diversos microorganismos provenientes de muestras de
suelos de las islas Livingston y Decepcién en la Antartida, con un total de 20
cepas bacterianas puras y un microorganismo de origen fungico perteneciente al

geénero Penicillium sp.

Mediante técnicas microbioldgicas se identificaron los géneros Salmonella sp.,

Burkholderia sp., Bacillus sp. y Acinetobacter sp.

La técnica de biologia molecular seleccionada para este estudio, secuenciacion
parcial del gen 16S rRNA, permitio la identificacion de 5 géneros
correspondientes a la Isla Decepcion: Staphylococcus, Oceanisphoera,
Paeniglutamicibacter, Microbacterium, Sporosarcina y 3 géneros a la isla

Livingston: Burkholderia, Bacillus, Acinetobacter.

Dentro de los géneros identificados, se determinaron 11 aislamientos
bacterianos diferentes, distribuidos en las dos islas de la siguiente manera; 8
aislamientos de los geéneros Staphylococcus, Oceanisphoera,
Paeniglutamicibacter, Microbacterium, Sporosarcina correspondientes a la Isla
Decepcion y 6 aislamientos provenientes de la muestra de la isla Livingston

pertenecientes a los géneros Burkholderia, Bacillus, Acinetobacter.

La mayoria de las cepas puras aisladas pertenecientes a las muestras
provenientes de la isla Livingston fueron psicrotolerantes, contrario a las cepas

aisladas de la isla Decepcion que mostraron ser termotolerantes.

Se observo el crecimiento de 4 géneros bacterianos a partir de muestras de
ambas islas, Brevundimonas, Arthrobacter,  Paeniglutamicibacter y
Pseudomonas, lo que sugiere que estos géneros cuentan con caracteristicas
particulares que les han permitido adaptarse en estas dos islas, a pesar de que

las islas Livingston y Decepcion se encuentran separadas por 20 kildmetros, y
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que la primera mantiene una temperatura media de -11°C a 0 °C, y la isla
Decepcion es un volcan activo donde se pueden observar fumarolas que

alcanzan hasta los 100°C.

El género Salmonella sp. fue identificado unicamente por medio del sistema BBL
Crystal. Teniendo en cuenta que es una bacteria patégena, se podria inferir el
potencial efecto en la salud animal y en la conservacion de la fauna, por lo tanto
se sugiere realizar estudios moleculares adicionales, teniendo en cuenta el sitio

de obtencién de la muestra para corroborar su presencia.

Se logré identificar hasta especie a 5 de las cepas bacterianas aisladas, 3 de la
isla Livingston: Brevundimonas bullata, Acinetobacter albensis, Acinetobacter
Iwoffii, y dos de la isla Decepcion; Pseudomonas putida y Sporosarcina
psychrophila. Se recomienda la realizacion de posteriores estudios moleculares
tanto con el gen 16S rRNA como con otros genes que puedan llevar a la

identificacion hasta especie de las cepas restantes.

Oceanisphaera profunda sp. nov y Sporosarcina psychrophila, dos bacterias
aisladas de la isla Decepcidon, se encuentran relacionadas con estudios que
muestran su papel clave en biorremediaciéon de aguas residuales, en el control
del flujo de contaminantes del suelo, y en la biorremediacion intrinseca de HAPs
de sedimentos, lo que hace aun mas interesante el consolidado de cepas puras

aisladas debido a su potencial biotecnologico.

El Unico microorganismo que se aislé a 50°C (termdfilo) se recuperd de la isla
Decepcion, se determind que pertenece al género Bacillus sp. se sugiere
mediante estudios complementarios evaluar su importancia como biocatalizador
y otros proceso de bioprospeccion conocidos para este género. Se reitera la
importancia de que estas bacterias sean cultivables, ya que garantizan su

utilizacién en estudios de bioprospeccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Observacion microscopica de laminas de Gram correspondientes al
crecimiento en caldos Isla Livingston. Convenciones tabla 3 A. 1(A) Bacilos
gram negativos isla Livingston , B. 5(B) Bacilos gram negativos isla Livingston,
C. 17(C) Bacilos gram negativos isla Livingston, D. 7(D Bacilos gram negativos
isla Livingston), E. 4(E) Bacilos gram positivos isla Livingston,F. 6(F) Bacilos
gram positivos isla Livingston.

Anexo 2 Caracteristicas del crecimiento de microorganismos en medios sélidos
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Isla de la Medio Descripcion del
Convenciones que Temperatura | sélido medio sélido
microorganismo | proviene de enel
la crecimiento que
muestra crecio
I Livingsto 20°C Sangre | colonia cremosa
n /Nutritiv | brillante
o] superficie lisa
/Mcconk | elevacion plana,
ey borde entero,
densidad opaca
sin hemdlisis,
en agar Mc Conkey
las colonias son
incoloras y
transparentes no
fermentadoras
Il Deceptio 20°C Sangre | colonia cremosa
n /Nutritiv | translucida
o] superficie lisa
elevacion plana,
densidad
clara,borde entero
sin hemolisis
[l Deceptio 20°C Sangre | colonia cremosa
n /Nutritiv | opaca,
o] superficie lisa
/ elevacion plana,
densidad
opaca,borde entero
sin hemolisis.
v Livingsto 20°C Sangre | colonia cremosa
n /Nutritiv | amarilla
o) clara,superficie lisa
elevacion plana,
densidad
opaca,borde entero
sin hemolisis
Vv Livingsto 4°C Sangre | colonia translucida,
n /Nutritiv | superficie lisa
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elevacion plana,
borde entero sin
hemolisis

VI

Livingsto
n

4°C

Sangre
/Nutritiv
o}

colonia verde
cremosa, superficie
lisa

elevacion
plana,densidad
opaca, borde entero
sin hemolisis

VI

Livingsto
n

4°C

Sangre
/Nutritiv
o}

colonia blanca
cremosa
brillante,superficie
lisa

elevacion plana,
densidad opaca
borde entero sin
hemodlisis

VI

Livingsto
n

20°C

Sangre
/Nutritiv
o]

colonia blanca
opaca,superficie lisa
elevacion plana,
densidad opaca
borde entero sin
hemdlisis

Deceptio
n

20°C

Sangre/
Mc
Conkey

colonia cremosa
opaca,superficie lisa
elevacion plana,
densidad opaca
borde entero sin
hemdlisis en agar
Mc Conkey las
colonias son
incoloras y
transparentes no
fermentadoras

Deceptio
n

20°C

Sangre

colonia gris clara
brillante,
redonda,superficie
lisa
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elevacion plana,
densidad opaca
borde ondulado sin
hemodlisis

Xl

Deceptio
n

4°C

Sangre

colonia crema
oscura brillante
superficie lisa
elevacion plana,
densidad opaca
borde entero sin
hemolisis

Xl

Deceptio
n

20°C

Sangre

colonia crema
oscura opaca de
superficie lisa
elevacion plana,
densidad opaca
borde entero sin
hemodlisis

Xl

Deceptio
n

20°C

Sangre

colonia blanca
translucida brillante
superficie lisa
elevacion plana,
densidad borde
entero con
hemolisis Beta

VX

Deceptio
n

20°C

Sangre

colonia crema
opaca,
redonda,superficie
lisa, elevacion
plana, densidad
opaca,consistencia
viscosa, sin
hemodlisis

XV

Deceptio
n

4°C

Sangre

colonia crema
amarillenta,
redonda ,superficie
lisa, elevacion
plana, densidad
opaca,consistencia
viscosa, sin

90




hemolisis

XVI

Deceptio
n

50°C

Sangre

colonia amarilla
translucida de poco
crecimiento,redonda
,superficie lisa,
elevacion plana,
densidad
translucida,consiste
ncia viscosa, sin
hemodlisis

XVII

Livingsto
n

4°C

Sangre

colonia amarilla
cremosa, brillante,
forma irregular,
superficie
lisa,elevacion plana,
consistencia
viscosa, sin
hemolisis

XVIII

Sangre

colonia amarilla
cremosa, brillante,
forma irregular,
superficie
lisa,elevacion plana,
consistencia
viscosa, sin
hemolisis

XIX

Sangre

Colonia blancas
opacas redondas
brillantes,
cremosas,
elevacion plana,
superficie
lisa,viscosa, sin
hemolisis.

XX

Sangre

Colonias blancas
crema opacas,
puntiforme, sin
hemolisis.
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Anexo 3. Caracteristicas del crecimiento de microorganismos en medios

liquidos
Isla de la que T [] M Observacion
Convencion proviene la || Crecimiento | NaCl coloracion de
muestra Gram
1(A) Livingston 20°C 0.85 | M3 Bacilos Gram
Negativo
2 (H) Decepcion 20°C 1.1 M3 Bacilos Gram
positivos
3() Decepcion 20°C 0.57 | M1 Bacilos Gram
Negativos
4 (E) Livingston 4°C 0.57 | M3 Bacilos Gram
positivos
5(B) Livingston 4°C 0.85 | M4 Coco Bacilos
Gram negativos
6 (F) Livingston 4°C 0.57 | M4 Bacilos Gram
positivos
7 (D) Livingston 4°C 1.1 M4 Bacilos Gram
negativos
8 (G) Livingston 20°C 0 M4 Bacilos Gram
negativos
Pleomorficos
9(J) Decepcion 20°C 0 M3 Mixta (Bacilos
Gram positivos y
negativos)
10 (K) Decepcion 20°C 0.85 | M1 Bacilos Gram
positivo
(pequenos y
grandes)
11 (L) Decepcion 4°C 1,1 M1 Bacilos Gram

negativos
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12 (M) Decepcion 20°C 0,57 | M4 Bacilos Gram
negativo

13 (N) Decepcion 20°C 0,57 | M3 Bacilos Gram

positivo mixto

(pequenos y
grandes)

14 (N) Decepcion 20°C 0,85 | M3 Bacilos Gram
negativos

15 (O) Decepcion 4°C 1,1 M5 Bacilos Gram
negativos

16 (P) Decepcion 50°C 0 M6 Bacilos Gram
positivo

17 (C) Livingston 20°C 0 M6 Bacilos Gram
negativos

Anexo 4
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Anexo 4 Laminas de coloracion de Gram de microorganismos que crecieron en
los medios de cultivo.diferentes medios de cultivo con microorganismos aislados
de las dos islas livingston y decepcién A(Bacilos Gram negativos) B(Bacilos
Gram negativos) C (Bacilos Gram negativos) D (Bacilos Gram negativos) E
(Bacilos Gram positivos) F (Bacilos Gram positivos) G (Bacilos Gram positivos)
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H (Bacilos Gram positivos) | (Bacilos Gram negativos) J (Bacilos Gram
positivos) k (Bacilos Gram positivos) L (Bacilos Gram negativos) M (Bacilos
Gram positivos) N (Bacilos Gram positivos) N (Bacilos Gram negativos) O
(Bacilos Gram positivos) P (Bacilos Gram positivos).

Anexo 5 Cepas puras en Medios de cultivo solido aisladas de la islas Livingston

y Decepcion en la Antartida.




Anexo 6 Microorganismos identificado con BBL Crystal del Género Salmonella
Sp

BBL Crysrtal Agar Sangre

/“\
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Anexo 7 Microorganismos identificado con BBL Crystal del Género Burkholderia
Sp

Agar Sangre

i
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Anexo 8
Microorganismos identificado con BBL Crystal del Género Bacillus sp

Agar MacConkey Agar Sangre
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Anexo 9
PROTOCOLO EXTRACCION DNA BACTERIANO WIZARD

1. Centrifugar el tubo eppendorf previamente incubado toda la noche a
13,000 - 16,000 g descartar el sobrenadante.
A. GRAM POSITIVAS
Suspender pellet en 480 ml de EDTA 50 mM
Adicionar 120 ml de lisozima
Incubar a 37°C por 30-60 minutos
Centrifugar x 2 min o 13,000-16,000 g y descartar sobrenadante
lisis celular

bbb~

B.GRAM NEGATIVAS

Lisis celular

1. Adicionar 600 ml de solucion Nuclei Lysis . Pipetear suavemente
para mezclar.

2. Incubar por 5 min a 80°C , luego enfrie a t° ambiente .

3. Adicionar 3 ml de solucion RNasa. Mezclar, incubar a 37°C por
15-60 minutos , luego enfrie a T° ambiente .

Precipitacion de Proteinas
4. Adicionar 200 ml de solucion protein precipitation ,Vortex.
5. Incubar en Hielo por 5 minutos
6. centrifugar a 13,000-16,000 g por 3 minutos.

Precipitacion y rehidratacién de DNA .

7. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 600 ml
de isopropanol a T° ambiente . Mezclar .

8. Centrifugar por 2 min a 13,000 - 16,000 g

9. Adicionar 600 ml de etanol al 70% a T° ambiente . Mezclar .
10. Centrifugar por 2 min a 13,000 -16,000 g

11.Aspire el etanol y el aire del pellet por 10 - 15 minutos

12. Rehidrata el pellet de DNA en 100 ml de Rehydration solution por
1 hora a 65 °C o toda la noche a 4°C
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Anexo 10 secuencia A1 Burkholderia sp. THG-DD5 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Ecit_Options Help

MMMWMﬂAhMMM"M\”ﬂMMMMMMMm.HQMMM..hﬁhmnm,m hotab Dol b ol

ANEXO 11 Secuencia A2 Brevundimonas bullata strain QFF3 16S RNA
ribosomal, secuencia parcial

: XMM%W\MW%/\

ANEXO 12 Secuencia A3 Pseudomonas sp. FQ-42 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

i
I‘I’{‘ﬁll‘l‘.'m‘mIiI.JMJMIMMIMNmi,’.!”'Jlﬂ“thllﬂl““hm‘IIH“IJwMﬂhh“ﬂlﬁm|U|ilhl|HmHthl”n‘hlnIm.Uln.h”.ll.‘lMllhlll.uhlhh\.ﬂlhhMHhlmliImi.lmhuh.d.Lﬂ‘AnllllﬂﬂmmmLhmJHJLH.Jmu.l..lhm.uum.LIJm.m.MIL
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ANEXO 13 Secuencia A4 Bacillus sp. Asnod6C12 partial 16S rRNA gene, isolate
Asnod6C12

!

U

m ‘I!" ;ﬁ“hw” LK‘U\"J\;"\J‘H!J’JM‘.‘_.'m&]:‘Li.‘..».!‘..‘!.-.a.‘.cl-‘:.tl‘l:u.,.‘.,.‘..f,m Sostolos.sanstflen il & " -

“h j“m g\ UM!!J“{ '“'mf.( b \" Il" W w Ji l“m‘“ i uL ll

i

Anexo 14 Secuencia A5 Acinetobacter albensis strain KBL23 16S RNA
ribosomal, secuencia parcial

T - = 5 i = S

t W]W
H!““.l\."“"}ﬂ “““‘ll!l)ﬂ“‘}Mw“n num,nh.nm\l Nt bl et s

tu’MM‘ “

Anexo 15 Secuencia A6 Arthrobacter sp. T7E 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

- ‘H’ (N MM%MMMWMWWMMMWM%MWWM.nﬂmwanMm.ﬂMLm

ANEXO 16 secuencia A7 Acinetobacter lwoffii strain D81 16S RNA ribosoma,
Secuencia parcial.

102



|
\{ ‘ H"Jh M W ‘H\ | WMNMWMMMWWMWWMMMhulMMuMML»lﬂlll}M!.I.ﬂ b i Gt 0l s 1

ANEXO 17 Secuencia A8 Staphylococcus sp. strain S14 16S RNA ribosomal,
secuencia parcial.

W Fic fan oprions Hen
= e = i an =
Open

Export Print N Find Reverse Enhance |~

Sarmiple AB-1GS-F
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i
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ANEXO 18 Secuencia A9 Brevundimonas sp. 8 16S RNA ribosomal secuencia
parcial.

= = = Rl s = T
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:
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ANEXO 19 Secuencia A11 Arthrobacter sp. TMN-10-1 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
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ANEXO 20 Secuencia Anexo A13 Oceanisphaera sp. strain QHU10 16S

R A R

ANEXO 21 Secuencia A14 Pseudomonas putida cepa FQ-45 16S ARN
ribosomal, secuencia parcial

M ll | tré'ﬁm‘almhmMllmnlunum&mmnnmmmhmm.u

ANEXO 22 Secuencia A15 Paeniglutamicibacter sp. strain P-35-1 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

|t

ANEXO 23 Secuencia A17 Microbacterium sp. HBUM178907 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

il
| |
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ANEXO 24 Secuencia A18 Microbacterium sp. MJ18 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

ooooo

MH"WM’ | i M Ll MHu\MM\’nlm‘\llm\m.nnm.mM T TR

Anexo 25 Secuencia A19 Sporosarcina psychrophila strain COP5 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

B ric o oprans Hen
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Anexo 26 Secuenai A20 Bacillus sp. SS16.21 16S ribosomal RNA gene, partial
sequenceBacillus sp. SS16.21 16S ribosomal RNA gene, partial sequence




Anexo 27

Invitrogen 100 bp DNA Ladder esta disehado para dimensionar y cuantificar de
forma aproximada el ADN de doble cadena en el rango de 100 bp a 2,000 bp. La
escalera de ADN de 100 pb consta de 13 fragmentos de ADN purificados por
cromatografia individuales y tiene bandas de referencia a 2000, 1500 y 600 pb
para una facil orientacion.

La escalera de ADN de 100 pb es ideal para la separacién en geles de agarosa
al 1-2%.

Aspectos destacados de la escalera de ADN de 100 pb:

* Bandas nitidas y transparentes: fragmentos purificados por cromatografia para
obtener resultados consistentes y confiables

» Conveniente: provisto de 10X BlueJuice Gel Loading Buffer para el seguimiento
de la migracion de ADN de muestra

* Preciso: una cantidad exacta de ADN en cada banda
Uso del producto

La escalera de ADN de doble cadena se puede visualizar en geles de agarosa al
1-2% después de la tincion con bromo de etidio o SYBR Safe. La escalera esta
disefada con una intensidad uniforme de bandas de ADN para una visién clara
de cada banda. Una cantidad exacta de ADN en cada banda permite la
cuantificacion aproximada de las muestras de ADN.

Esta escalera puede ser radiomarcada con polinucleétido quinasa T4 o ADN
polimerasa T4.
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