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RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron 213 cepas de microhongos procedentes

del suelo de Punta Fort William, lsla Greenwich, Antártida, durante el verano

antártico de febrero del 2008. Los microhongos fueron aislados en medio

sólido de patata-dextrosa agar (PDA) a 4 oC por el método Warcup (1).

Luego de 8 a '12 dÍas de crecimiento, los microhongos se aislaron

nuevamente a 4 oC y 25 oC para discriminar entre hogos psicróflos

(crecimiento entre 0 a 20 oC) y psicrotrofos (crecimiento de 0 a más de 20

oC). Los 213 microhongos encontrados fueron catalogados por medio de

claves y artículos científicos en 5 géneros'. Antarctomyces (50,2%),

Geomyces (33,8%), Thelebolus (10,3%), Mucor (1,4o/o), y Penicillium (O,5o/ol.

Además se encontraron 2 hongos que se clasificaron como Hyphomycetos

(3,29yo), y una Levadura (0,5'l%). De las cepas identificadas sólo los

microhongos Geomyces, Hyphomyceto 2, Penicillium y la Levadura fueron

considerados psicrotrofos.

Se invest¡gó la capacidad de los microhongos identificados de inhibir el

crecim¡ento de bacterias Gram + y -, tales como'. Escherichia coli, Kebssiella

pneumonae, Staphylococcus aureus, y Enterococcus faecalis, por medio del



método corcho agar (2-6). Se encontró actividad bacteriostática en los

géneros Thelebolus, Geomyces, Hyphomyceto, Penicilium, y la Levadura.

También se pudo observar un incremento en el espectro de inhibición al

transcunir el tiempo de crecimiento de los microhongos de 40 a 60 días. Al

comparar el nivel de inhibición con discos comerciales del antibiótico

Cefpodoxime, se observó que el microhongo Thelebolus spl, Thelebolus

microsporus, y la Levadura presentaron un mayor halo de inhibición frente a

la bacteria Kebsiella pneumoniae. Además, estos dos últimos microhongos

inhibieron una cepa bacteriana de Kebsiella pneumoniae l, resistente a

varios antibióticos ¡ncluido al antibiotico Cefpodoxime. La investigación del

potencial antibacteriano de microhongos antárticos const¡tuye el primer

estudio realizado en el Ecuador.
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INTRODUCC¡ÓN

La Antártida es uno de los ecosistemas más importantes en nuestro planeta.

Posee el mayor porcentaje de agua dulce a nivel mundial, contenida en su

casquete (7). Además, los glaciares y témpanos antárticos enfrían el océano

circundante, y por efecto de las conientes marinas y del aire regulan la

temperatura global (8, 9). La exploración antártica es relativamente nueva, lo

que la conv¡erte en uno de los ecosistemas con menor impacto

antropogénico (10, I 1 ). La urgencia de preservar este ambiente, dio origen al

protocolo del tratado antártico sobre la protección del medio amb¡ente, en

Madrid en 1S91 (12).

Para la protección del ecosistema antártico es necesario estudiar sus

componentes, como el hábitat y sus especies residentes (12. 13). Es

importante la identificación de las especies existentes y el estudio de su

interacción e,on el ambiente y, de manerE¡ sosten¡ble, encontrar nuevos

recursos para beneficio del hombre, tales como los compuestos bioactivos

(14). Es por esto que el Ecuador, a través del lnstituto Antártico Ecuatoriano

(INAE), realiza expediciones científicas desde 1987, con el afán de mantener

este ecos¡stema como reserva natural, zona de paz y ciencia. Activídad

fortalecida con la participación permanente en actividades de investigac¡ón
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c¡entífica, en el contexto del sistema del tratado antártico. Sin embargo, las

investígaciones relacionadas a la comunidad microbiana, específicamente de

microhongos terrestres, no han sido suficientes. En el área de Punta Fort

William, donde se localiza la estación ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado,

sólo existe un reporte ecuatoriano sobre la identificación de microhongos

terrestres (16).

El presente proyecto de tesis titulado "Aislamiento e ldentificación de

microhongos terrestres de la lsla Greenwich, Antártida, y su potencial como

controladores biológicos," tiene como hipótesis que el suelo antártico

contiene microhongos capa@s de ser aislados en medio microbiano sólido y

a 4 0C. Adicionalmente, algunos de estos microhongos pueden presentar

actividad biológica contra bacterias Gram + y -.

El objetivo general fue el de identificar los microhongos terrestres antárticos e

investigar su potencial uso como controladores biológicos. Los objetivos

específicos fueron los siguientes:

1. Aislar e ¡dentificar microhongos en medio de cultivo sólido de PDA

de 6 muestras de suelo recolectadas en la lsla Greenwich.

2. Clasificar funcionalmente a los microhongos aislados entre

psicrófilos y psicrotrofos.
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3. Determinar el potencial de inhibición de los microhongos

identificados frente a bacterias de importancia en salud pública.

Este tema de tesis forma parte del mega proyecto denominado "Diversidad

microbiana alrededor de la estación Pedro Vicente Maldonado, Antártida:

Distribución, abundancia y fisiologla de hongos, algas, bacterias y

cianobacterias', d¡rig¡do por el INAE, el Programa Antártico de Malasia y el

Laboratorio de Biomedicina de la ESPOL.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

La Antártida es un ecosistema único. Es considerado el ecosistema más

seco y posee la mayor extensión desértica a nivel global (17). Además es

el continente con mayor cant¡dad de agua dulce contenida en su casquete

(3).

El cambio climático es una realidad en nuestro planeta, cuyo efecto

principal es el aumento de la temperatura global y la posible desaparición

del casquete polar, elevando hasta 6 m el nivel del mar (18). Estos
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cambios pondria en pel¡gro el equilibrio térmico global (8, 9, 18). Es por

ello que SCAR (Scientific Commite on Antarctic Research), en su

programa sobre la Evolución y Biodiversidad Antártica, investiga los

efectos que está causando y causará el cambio climático sobre los

organismos que en ella habitan (12). Para el estudio de este ecosistema

se requiere de un análisis exhaustivo de los factores físicos, químicos y

biológicos, que sirva de base para desanollar programas especializados

que puedan determinar la variabilidad biológica frente al cambio climático.

La Antártida se encuentra dividida por tres regiones bioclimáticas,

nombradas en relación al tipo de vegetación y clima: La Antártida

Continental, la Antártida Marftima y la región Subantártica (f 9-22) (Fig. 1).

En estas regiones viven una gran variedad de organismos con

adaptaciones fisiológica para soportar y desarollarse óptimamente en

climas frfos (16, 23). Esta gran diversidad comprende organismos como:

1) vertebrados (e.9., pingüinos, aves, elefantes y lobos marinos, y

cetáceos); 2) invertebrados (e.9., moluscos y crustáceos); y,3) Plantas

(e.9., musgos y plantas vasculares). Además, se encuentran organismos

más simples como bacterias y hongos.
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Figura l. Regiones Bioclimáticas de la Antártida: l) Antártida Continental; 2)

Antártida MarÍtima; y 3) Región Subantártica. Fuente: P¡ckard y Seppelt,

't984 (22)

I, II 3

ANTÁRTIDA

O lqx, ¡rñ.

¡rx ar §lrL

¿.

I

I

§ érá

Ar{l AIt ü}A
()STE}. T^,I-

/ sA-J¿ti4
errf,r¡m
Gr¡lxtr^l



7

1.1 Microngos Antárticos

Los microhongos son organismos eucariotes que pertenecen al reino

Fungi. La mayorla de los microhongos poseen una pared celular

provista de quitina (24). Su característica morfológica más importante

es Ia presencia de estructuras esféricas denominadas esporas y

además filamentos microscópicos llamados hifas (25).

En el ambiente extremo antártico podemos encontrar macrohongos,

microhongos filamentosos y Levaduras (16). Estos poseen

adaptaciones fisiológicos que les permiten sobrevivir las bajas

temperaturas del ecosistema antártico, tales como incremento

intracelular de trehalosa y poliol, la presencia de proteínas

anticongelantes y actividad enzimática a baja temperatura (16, 23).

Los microhongos tienen una fácil dispersión en el ambiente por la

producción de esporas, facilitando la colonización de hábitats muy

variados (26). Por ejemplo, algunos de ellos viven sobre hojas

(folfcolas) y bajo el suelo (hipogeos) (25).
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La biodiversidad fúngica identificada a nivel global es de

aproximadamente 90.000 especies (25), pero se estima que podrían

existir alrededor de 1 ,5 millones de especies (16, 25).

1,2 Clases Termales

Los microorgan¡smos son clasificados en distintas formas, una de ellas

es según su resistencia o reacción a factores físicos, qufmicos, y/o

biológicos.

La temperatura juega un papel importante en la vida de los

organismos. Según su óptimo crecimiento y umbrales de tolerancia,

existen diversos grupos termales de microorganismos: Psicrofilos;

Psicrotrofos; y Mesófilos (Fig. 2).

'l .2.1 . Psicrófilos

Los hongos psicrófilos son aquellos que crecen de manera

óptima entre 0 y 15 oC, pero no crecen a más de 20 oC (27). Los

hongos psicróf los generan metabolitos extremos, con un gran

potencial para aplicaciones biotecnológicas (14-16).
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Figura 2. Clases Termales de los Microhongos. Fuente: Morita,l975 (27).
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1.2.2. Ps¡crotrofos

La temperatura óptima de crecimiento para estos hongos es de

10 a 15 oC, con un rango que va de < 10 oC y puede sobrepasar

los 20 oC (27).

r.2.s Mesófilos

La temperatura óptima de crecimiento es a más de 20 oC.

Generalmente no crecen a menos de 10 oC (27).

1.3 Controladores Biológicos

El término de controlador biológico fue propuesto por Baker y Cook en

1974 (281. Según estos autores se entiende como controlador

biológico a aquello con capacidad de reducir la densidad o las

actividades productoras de agentes patógenos o parásitos, en su

estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a través de la

manipulación del ambiente o del hospedero, antagonizando así al

patógeno o plaga que se quiere controlar (28, 29).
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Los hongos sustentan su crecimiento gracias a los metabolitos

primarios (e.9., ácidos nucleicos y am¡noácidos), secretados por ellos

mismo (30). Sin embargo, los metabolitos secundarios (e.9.,

antibióticos y ciclosporinas) son producidos en la fase estacionaria,

confiriéndoles efectos tóxicos sobre animales y vegetales para asf

optimizar su competitividad frente a otros organismos (30).

El antibiótico es un controlador biológico que se lo puede clasificar por

su mecanismo de acción para inhibir el crecimiento bacteriano. En el

presente proyecto se ut¡lizó discos de sensibilidad del antibiót¡co

Cefpodoxima para estimar la respuesta bacteriostática de los

microhongos antárticos. La Cefpodoxima es una cefalosporina de

tercera generación, con su mecanismo de acción sobre la síntesis de

la pared celular bacteriana. Tiene un espectro de inhibición que cubre

algunas bacterias Gram -, aunque también es activa frente a bacterias

Gram + (31, 32).

Los hongos, y en especial los microhongos filamentosos extremófilos,

son organismos notables que producen una amplia gama de

metabolitos secundarios (14, 16, 33), y es por ello que una de los

obletivos de este proyecto es la observación del potencial que tienen

los microhongos terrestres antárticos como controladores biológicos.



CAPITULO 2

2.,ÁREADE ESTUDI0

El presente capftulo describe las características de Punta Fort William,

localizada en la isla Greenwich - Antártida, donde se recolectó las

muestras analizadas.

2.1. Antártida Marítima

En esta región se encuentra el archipiélago de Las lslas Shetland que

está separado del continente sudamericano por el paso Drake, y de la



13

península Antártica por el estrecho de Bransfield (Fig. 3). Este

archipiélago está conformado por once islas mayores ubicadas en la

zona más meridional de la región de la Antártida Marítima (29). Una de

las once islas mayores es la lsla Greenwich, donde se realizó el

muestreo.

2.2. Punta Fort William, Isla Greenwich

Punta Fort William se encuentra ubicada en las costas nororientales

de la lsla Greenwich, formando parte del ciene noroccidental de la

bahía de Chile. Aquí se encuentra la base ecuatoriana Pedro Vicente

Maldonado (PEVIMA) (Fig. 4).

2.3 Condiciones Ambientales

Las condiciones ambientales de la Antártida la conüerten en uno de

los ecosistemas más extremos, debido a que es el área más desért¡ca,

seca y frfa del planeta (17). Además, es el más ventoso, llegando

incluso a presentar vientos de hasta 320 km/hora (34, 35).
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Figura 3. lslas Shetland del sur. Fuente: Corne¡o, Horn, y Troian, 1993. (34)
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Las estaciones de invierno y verano son radicalmente diferentes,

alterando la composición, distribución, metabolismo, producción e

interacción de las especies que en la Antártida habitan (36). En la

Antártida marítima se registra una temperatura media mayor a 1 oC

durante el verano, y rec¡be las mayores precipitaciones del continente

que van de 400 a 600 mm anuales (36). La humedad en la zona de la

península antártica y sus alrededores mantiene una media superior al

80% (35). Otra de las características de este ecosistema es que el

hielo que lo cubre refracta el 90% de la radiación solar (35).



CAPITULO 3

3. MATERIALESYMÉTODOS

En este capílulo se describe lo realizado en el laboratorio de Biomedicina

de la ESPOL y siguen en su mayorÍa los protocolos descritos en Ordóñez

y Ordóñez (16).

3.1 Recolección de las muestras de suelo

Se seleccionaron 6 puntos de muestreos de un total de 1 1 , de la

transecta 4. Los puntos seleccionados fueron: GlT4-0, GlT4-200,



GlT4-400, GlT4-600, GlT4-800, GIT4-1K, donde Gl se refiere al

nombre de la isla, T4 al número de la transecta y sigue la distancia en

metros que separa cada punto de muestreo, a partir del punto 0

(FiS. 5). Estos puntos fueron ubicados geográficamente con

coordenadas UTM (Anexo A). En cada punto se recolectaron cinco

réplicas en un radio de 5 m. Los primeros 10 cm de suelo de cada

réplica se recolectaron con una espátula estéril, luego las réplicas se

mezclaron y tamizaron con una malla de 2 mm. Finalmente se

guardaron en fundas estériles de polietileno (Whirl-Pack) y se las

conservó a 0 "C hasta su análisis en el laborator¡o.

3.2 Sembrado y Aislamiento de los Microhongos Antárticos

Se aislaron microhongos de 6 muestras de suelo recolectadas a lo

largo de la transecta 4, en Punta Fort William-lsla Greenwitch, durante

el verano antárt¡co del 2008. Cada muestra se sembró en 5 réplicas,

en PDA. Para el aislamiento de los microhongos tenestres, se vertió

medio PDA, suplementado con cloranfenicol (100 ug/ml, concentración

final), en cajas de Petri que conlenían de 0.1 a 0.3 g de suelo por

réplica, Warcup 1950 (1).

17
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Figura 5. Ubicación de la transecta 4 y los puntos de muestreo en Punta Fort

William - lsla Greenwich. El círculo rojo representa la base Ecuatoriana

PEVIMA. Fuente: Google Earth rM.
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Las placas se incubaron a 4 oC t 2 por alrededor de 10 días, tiempo

promedio suficiente, empfri€mente determinado, para el desanollo de

las colonias fúngicas. Cada colonia fue aislada, transfiriéndola a

nuevas placas de PDA mediante el uso de una aguja enmangada, a

una densidad de tres colonias por placa. Después de 20 dfas

aproximadamente, se transfirió cada colonia a nuevas placas en forma

individual, y por duplicado. Cada cepa se las incubó en dos placas.

Una placa se incubó a 4 oC y la otra a 25 oC, para discriminar entre

hongos psicrófilos y psicrotrofos respectivamente (Fig. 6). Este

proceso se realizó en una cámara de flujo laminar, para mantener los

procesos en forma aséptica.

3.3 ldentificación

La identificación de los diversos aislados frlngicos se realizó por sus

características morfológicas macroscópicas y microscópicas. Para la

identificación de sus estructuras vegetativas y reproductivas, se colocó

en un portaobjetos, con una gota de Lugol al 40% o Azul de Lactofenol

al 60 %, un raspado fino de la colonia fúngica (F¡g. 7). Se presionó con

un cubreobjetos para provocar la liberación de esporas de los cuerpos

fructíferos, en caso que los hubiere.
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Figura 6. Esquema de la de s¡embra y aislamiento, de los m¡crohongos

antárticos
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Luego se llevó la preparación al microscopio para su observación e

identificación.

La identificación de los microhongos se realizó en base a la forma y

tamaño de las hifas, así como de sus esporas. También se documentó

las características fenotípicas de las colonias tales como coloración,

tamaño y apariencia. Las observaciones macroscópicas y

microscópicas fueron documentadas en forma fotográfica. Con el

programa Motic lmages 2.0 se realizó las mediciones microscópicas

de las hifas, sacos y esporas. Se utilizó amplificaciones de 40X y

100X. Los datos obtenidos fueron comparados con publicaciones

cientfficas y manuales de identificación para determinar, por lo menos,

el género de los aislados obtenidos.

3.4 Criopreservación

La criopreservación de los microhongos identificados se realizó

guardándolos en microtubos estériles de 1.5 ml donde se vertió

0.5 ml de Glicerol al 10% diluido en agua destilada, y un corcho

de agar con el hongo previamente identificado (Fig. 8).
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Figura 8. Criopreservac¡ón de los microhongos: A) Corchos de agar de

M¡crohongos con Glicerol en microtubos estériles; B) Congelador a - 80 oC
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3.5 Control Biológico Frente a Bacterias

Para esta prueba se utilizó 1 1 microhongos previamente

identificados a nivel de género y con diferencias marcadas en su

morfología. Para observar el posible efecto antagónico del hongo

frente al crecimiento bacteriano, las colonias fúngicas se

crecieron en presencia de bacterias Gram + y - de importancia en

salud pública. La lectura biológica de este bioensayo fue la

presencia o ausencia de un halo de inhibición (Fig. 9).

3.5.1 lnoculación Bacteriana

El crecimiento bacteriano fue realizado en placas con medio LB-

agar. Para la preparación del tapizado bacteriano, se dispersó

una colonia en 1 ml de medio LB hasta obtener una densidad

óptica (600nm) entre 0.06 y 0.08 unidades, valores óptimos para

los bioensayos de sensibilidad (37).

Se esperó 10 minutos para permitir la absorción del glicerol en el

hongo para luego guardarlo a - 80 oC.
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Figura 9. Esquema del bioensayo de control biológico contra bacter¡as Gram + y -
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Luego se tomó 100 pl de la suspensión bacteriana y se la

esparció en una placa de PDA sin cloranfenicol. El uso de este

método aseguró una estandarización del tapizado bacteriano y,

por lo tanto, una mejor interpretación de los halos de inhibición.

3.5.2 Mon¡toreo del potenc¡al bacteriostático de Ios

hongos

Para este bioensayo, fueron cultivados 1 1 aislados fúngicos en

medio PDA sin cloranfenicol por 30, 40 y 60 días. Mediante la

técnica del corcho de agar, se kansfirió un corcho de agar con

micelio a placas de PDA, previamente tapizadas con la bacteria

respectiva (2-6). Con la ayuda de un sorbete estéril se transfirió

de 3 a 4 corchos de agar, de aproximadamente 0.5 cm de

diámetro, por cada placa de PDA con la bacteria indicada. Las

placas fueron incubadas por 4 o 5 días a 4 oC, para permitir un

limitado crecimiento de los hongos, y luego fueron transferidas a

37 oC por 24 h, para permitir el crecimiento bacteriano. Además,

se realizó un duplicado del ensayo a los 30 días. Como control

se colocó discos del antibiótico Cefpodoxima (cefalosporinas)

en una concentración de 10 pg. (elegido por su amplio espectro
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de acción), para poder comparar los halos de inhibición de las

bacterias entre el antibiótico control y los microhongos.

El halo de inhibición fue medido en milímetros desde el borde

del crecimiento micel¡al hasta el borde de inhibición.



CAPITULO 4

4. RESUTTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 213 hongos de los 6 puntos de muestreo, previamente

establecidos. Las muestras se procesaron en el laboratorio de Biomedicina

de la ESPOL. A continuación se presentan los resultados y discusión de la

investigación.
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4.1 Diversidad y abundancia de hongos

Durante la siembra inicial se pudo apreciar una diferencia de tamaños

entre las colonias de cada muestra de suelo. Muchas colonias fueron

muy pequeñas, aún después de 12 dfas de incubación. Esto dio como

resultado una cantidad excesiva de hongos para su aislamiento e

identiflcación (Fig. 1 0).

Figura 10. Número total de colonias por punto de muestreo. El valor 1k

conesponde al punto de muestreo que se encuentra a mil melros de distanc¡a

del punto 0.
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Las colonias fúngicas se superponÍan unos a otros, haciendo difícil su

recolección.

Se realizó una segunda siembra, donde únicamente se recolectaron

los hongos con colonias mayores a 2 mm de diámetro

aproximadamente. En esta segunda siembra el número colonias por

estac¡ón varió de 26 a 73 (Tabla i y Anexo C).

Tabla i. Número total de colonias fúngicas, mayores a 2 mm, por cada

estación. El promedio y desviación estandar se refiere a los valores de las

cinco réplicas por cada estación.

Muestras de

9uelo
Total de

coloni¡s

Promedio

de colonias

de réplicas

Desviac¡ón

estándar

G!T4 - C Éi 1)4 1.6

6lT4 - 200 :i 1.2

:c 3.6

:4.C

a- i2.8 i.9
Total 102

Se obtuv¡eron un total de 302 colonias fúngicas de las 6 muestras de

suelo antártico. Sin embargo , al ¡ealiz el aislado de colonias

individuales sólo crecieron 213 microhongos, Io que correspondió al

70.5 % del total. Se observó que en el punto 1k se recuperó el 100%

GrT4 . 4CC

GrT4 . 600

I e.: I

lr.¿lGrT4 . 600

GrT4 - 8CC

6rT4 - 1K

1.8
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de colonias aisladas (>2mm), mientras que en el punto 0, con el 19,4

%, fue el menor porcentaje de colonias aisladas (Tabla ii).

Tabla ii. Número de colonias fúngicas >zmm por estación que crecieron

después del proceso de a¡slamiento. Porcentaje recuperado con respeclo al

número total de colonias que se transfirió a placas individuales.

Muestras de Suelo

Aislado

Número de colonias
Porcentaje

GlT4 - C 17 19.4

GrT4 - 200 l) 46.2

GrT4 - 400 22

GrT4 - 6C0 97 .8

GrT4 - 800 ió 79.5

G!T4 - 1K 64 100.0

Total 2L3

Una posible explicación sobre el bajo porcentaje de aislados podría

atribuirse al reducido lamaño de muchos microhongos y a la aparente

localización del microhongo en el fondo de la caja Petri al momento de

la transferencia. Esto últ¡mo pudo incldir en la recolección de poco

inóculo para el aislamiento de la colonia (Fig.f 1). Además, el suelo

antártico presente en el siembra inicial puede tener factores de

crecimiento que no se encontraron en las placas de PDA donde se

aislaron las colonias (38, 39).

7L.0
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Flgura 11. Esquema del crecimiento de m¡crohongos a partir de granos de

tiena de la Antártida.

1 Agórr0A

2 Gr.ña de frera

¡ Co:orra oe rcllo er rJpedir,e

2

El reducido número de aislados también se puede expl¡car por

sinergismo. Existen reportes de especies fúngicas que necesitan de

otras para desanollarse, denominándose simbiontes estrictos por

depender de otros especies para su crecimiento (40-42).

4.2 Análisis de microhongos Psicróf¡los y Psicrotrofos

Todos los microhongos fueron cultivados por 30 días. De los hongos

identificados, los géneros Antarctomyces, Thelebolus, Mucor y el

hongo Hyphomycefo I fueron considerados psicrofílicos ya que

crecieron sólo a 4 'C (Fig. l2). El género Geomyces y la Levadura

presentaron crecimiento conspicuo a 4 oC, pero debido a que

crecieron a 25 oC se catalogaron como psicrotrofos (Fig. 13 A, B, C y

D). Los hongos PenlcrTlnr m e Hyphomycefo 2 presentaron mejor

3

{Á¡,
1 I

E
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crec¡m¡ento a 25 oC (Fig. 13 E, F, G y H). A pesar de que esta

temperatura óptima de crecimiento es similar a la de los hongos

mesófilos, se los cons¡deró psicrotrofos porque crecieron también a

4 'C (43, 44). Microhongos que muestran similar rango de temperatura

para su crecimiento también se los denom¡nan mesófilos tolerantes al

frio (45).

Existen reportes de hongos psicrotrofos, con temperatura óptima de

crecimiento de 25 oC, similar a los hongos encontrados en la presente

investigación, incluso se han reportado hongos mesófilos en la

Antártida (43, 45).

Se realizó un control negativo del crecimiento de microhongos a 4 oC y

25 oC de la cámara de flujo laminar donde se trabajó. No hubo

crecimiento microbiano, demostrando la esterilidad de la cámara y del

conecto manejo de las muestras (Fig. 14). Estos controles indican que

todos los microhongos identificados fueron de procedencia del suelo

antárt¡co.
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F¡gura 12. Crecim¡ento de microhongas psicrófilos por 30 días en PDA,

aislados de la transec{a 4: A) Antardomyces sp1 a 4 'C; Bl Antarctomyces

sp1 a 25 'C; Cl Antarctqnyres sp2 a 4 oC; Dl Antarctomyces sp2 a 25 'C; E)

Thelebolus microsporus a 4 "C; F) T, microsporus a 25"C; G) Thelebolus

sp1. a 4"C;yH) Thelebolus sp1. a25"C.al Mucor sp. a 4oC; J) Mucor sp.

a 25 oC; Kl Hyphomyceto I a 4 "C; y Ll Hypho, 1 a 25 oQ.
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F¡gura 13. Crecimiento de m¡crohongos ps¡crotrofos por 30 dlas en PDA,

aislados de la transecta 4: A) Geomyces a 4 "C; B) Geomyces a 25'C; C)

Levadura a 4 oC; D) Levadura a 25 oCi El Penicillium a 4 'C; F) Penicillium a

25"C; G) Hyphomyceto 2 a a "C; y H) Hyphomyceto 2 a 25 "C.
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Figura 14. Control del medio PDA en cámara de flujo a 4oC y 25 oC después

de 30 días de incubación.

Varios reportes implican a las aves migratorias como posibles vectores

para el transporte de hongos psicrotrofos o mesófilos al continente

antárctico (46,47). Sin embargo, este tipo de clasificación puede variar

de acuerdo al medio de cultivo utilizado. El hongo tenestre Thelebolus

microsporus, previamente catalogado como psicrofÍlico, muestra

caracterlsticas de crecimiento de hongos psicrotrofos en medio cultivo

con agua de mar (48).
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4.3 ldent¡f¡cación de Microhongos

Un total de 213 hongos fueron aislados, agrupándose en 4 géneros:

Antarctomyces, Thelebolus, Geomyces, Mucot: dos hongos

imperfectos denominados Hyphomycetos, y una Levadura.

4.3.1 Fam¡l¡a: Thelebolaceae

Pertenecen al Phylum Ascomicota. Este Phylum se caracteriza

por ser el más diverso en el reino fungi. Aproximadamente

32.000 especies han sido reportadas (49). Una característica de

los hongos de este Phylum, con excepción de las Levaduras, es

la presencia de hifas septadas, además de poseer una

estructura reproductora denominada asc¿r que contiene a las

espor€¡s, denominadas ascosporas. Esta familia tiene 8

ascosporas por asca aproximadamente (50).
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4.3.1. 1 Genero i Antarctomyces, Stch igel, 200 1

Posee hifas septadas y ramificadas. Todas sus estructuras

microscópicas son hialinas o transparentes. Sus ascomas

son aparentemente rudimentarios, y puede contener de 2 a

7 ascas (46). Sus ascas son desnudas, sin excfpulo, es

decir sus ascosporas no están englobadas por tejido de

protección. Tienen forma elipsoidal o esférica. Estos

contienen I esporas que son también de forma esférica o

elipsoidal (51).

Los resultados obtenidos en este proyecto, demostraron

que en un inicio el micelio es blanco y después de 30 dÍas

aproximadamente adquiere una tonalidad azul. Se

encontraron dos variantes: Una denominada Antarctomyces

spl, que se caracterizó por tener un micelio de 33 mm de

diámetro a los 6 dfas de cultivo (Fig 15 A y B), y un asca

elipsoidal (Fig. 15 C), en donde estuvieron contenidas

esporas elipsoidales con un tamaño de 5,4 a 7,5 p, medidas

desde su diámetro más largo (Fig. 15 D).
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Figura 15. Especie Antarctomyces spl en medio PDA a 4 oC: A) Micelio bajo

el med¡o; B) Micelio encima del medio; C) Ascos; y D) Esporas. Barra (10 p).
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La especie Antarctomyces sp2 se caracter¡zó por formar un

micelio irregular de consistencia dura y de color azul

intenso, con un diámeko de 17 mm a los 6 dÍas de

crec¡miento (Fig. 16 A y B). Sus ascas tuvieron forma

esférica, con esporas elipsoidales de 5,5 a 6,5 ¡r (Fig. 16 C

y D). Todas las variantes de Antárctomyces sólo crecieron a

4 oC, por lo que se los consideró microhongos psicrofílicos.

Figura 16. Especie Antarctomyces sp2 en medio PDA a 4 oC: A) Micelio

bajo el med¡o; B) Micelio encima del medio; C) Asco; y D) Esporas.

Barra (10 p).
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4.3.1.2 Genero Thelebolus

Posee hifas septadas, sus esporas son elipsoidales y

hialinas. Los ascomas de este género pueden contener de 1

a 80 ascas y de 8 a 2.000 ascosporas (52).

La especies enc¡ntradas fueron: Iheleóolus microsporus y

Thelebolus spl. La primera cepa presentó una coloración

crema o café claro, en el centro una coloración naranja

clara, y escaso micelio aéreo (Fig. 17 A y B). El tamaño del

micelio fue de 20 mm a los 6 días en PDA a 4 oC. Sus

ascomas estiaban dispersos por todo el micelio en forma de

granos de tiena en la cual estaban conten¡das las ascas, y

en cada uno estas se encontraron I ascosporas, con un

tamaño de 6 a 7 U por espora (F¡S 17 C). Esta observación

coincide con el reportado de Leota et al.,2OO2 (53).

La especie Thelebolus spl. se caracterizó por presentar

una coloración crema rojiza y café claro o naranja pálido en

el centro y fue casi ¡nexistente el micelio aéreo (Fig. l8 A y

B). Su micelio tuvo una diámetro de 23 mm en 6 días, y sus

esporas presentaron un diámetro de 6 a 7 F (Fig.1 I C y D).



Figura 17. Especie T. m¡qosporus en med¡o PDA a 4 oC: A) bajo el

medio; B) encima del medio; y C) Ascos y esporas v¡stos a 40 x.

Barra (15 tr ).
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Figura 18. Especie Thelebolus spl. en medio PDA a 4 oC: A) balo el

medio; B) encima del medio; C) Asco visto a 100 x (Flecha); y D)

Esporas Vistas a 100 x. Barra (15 ¡r).
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4.3.2 Fam¡l¡a: Myr(otr¡chaceae. Currah (1985)

Esta familia pertenece al Phylum ascomicota y se caracteriza

por tener habilidades celuliticas. Presenta características

filamentosas, desarrollando colonias pulverulentas con

presencia de hifas septadas o no. Algunos de sus miembros

pertenecen al grupo de hongos imperfectos porque se

desconoc,e su fase sexual (16).

4.3.2.'l Género: Geomyces

Una de las características de este género es la presencia

de conidióforos que son la parte del micelio que sostiene y

da origen a las conidias, denominadas artroconidias (16,

54). El conjunto de artroconidias y conidióforos forman

ramificaciones (Fig. 19). Las artroconidias tienen forma

navicular al desprenderse de su ramificación.

En el presente trabajo este género mostró una coloración

café claro o café oscura. Presentó hifas aéreas en forma de

algodón con ciertas diferencias observadas entre especies

del mismo género.
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Figura 19. Ramificaciones. Fuente: Tsuneda (2004) (54).

Estas variantes mantuvieron sus diferenc¡as durante el

desarrollo del proyecto, por lo que se consideraron dos

especies distintas del género Geomyces.

La especie Geomyces. spl. presentó una coloración café

oscura bajo el medio e hifas aéreas en forma de algodón

(Fig. 20 A y B). Geomyces. sp2. presentó una coloración

café claro bajo el medio e hifas aéreas en forma de ésped

blanco (Fig. 20 C y D). A pesar de mantener estas

diferencias, presentaron las mismas estructuras

microscopicas (Fig. 2f ). Su micelio tuvo un crecimiento de

10 mm a los 6 días, y sus artroconidias tuvieron un rango de

tamaño de 3,2 a 4,5 ¡r.
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Figura 20. Género Geomyces en medio PDA a 4 oC alrededor de 20

días de incubación. Geomyces spl: A) bajo el medio; y B) encima del

medio. Geomyces sp2: C) bajo el medio; y D) encima del medio.
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Figura 21. Artroconidias y conidióforos del Género Geomyces Vistos a 100x

Barras (10 p): A) Artroconidias(flecha); y B) Conidioforos (flecha)
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Este género presentó crecimiento a 25" C, y su crecimiento

fue evidentemente menor que a 4 oC. Por lo que se lo

consideró psicrotrofo, lo que coincide con reportes preüos

(16, 55).

Este género ha sido aislado del suelo, plumas y guano de

aves, musgos, algas y llquenes, presentes en distintas

regiones de la Antártida (23, 56). Debido a la amplia

distribución y abundancia del género Geomyces, se ha

suger¡do que se traten de microhongos propios de

Antártida, a pesar de ser un género psicrotrofo (57).

4.3.3 Fam¡l¡a Trichocomaceae

Esta familia es otra de las integrantes del gran Phylum

Ascomycota. En esta familia se encuentran los dos géneros

más abundantes de hongos anamórficos: Aspergr//us y

Penicillium (58). Muchos de sus miembros son importantes

descomponedores de alimentos (59). Algunas de las

caracterfst¡cas microscópicas de esta familia son: La presencia

de hifas septadas hialinas y de conidióforos que pueden o no
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terminar en una vesÍcula. De los conidióforos nacen hileras de

fialides que dan origen a los conidios. Esta estructura les da una

apariencia de brocha (60) (Fig 22 Ay B\.

Figura 22. Esquema de la morfolog¡a de Trichocomaceae típicos. A)

Aspergillus, mostrando una vesicula dilatada (a). B) Penicillum mostrando

sus Conida (b), Fiálides (c), y Conidioforos (d). Fuente Samson et a/., 1984.

(56)
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4.3.3.1 Género Penicillium

Posee hifas septadas hialinas y conidióforos con ausencia

de vesícula en su sección term¡nal. La estructura de los

conidióforos con las fialides y conidias, le dan una

apariencia de brocha (60) (ver Fig 22 B).
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Este género presentó una coloración amarillo intensa bajo

el medio y una coloración azul marino con bordes blancos

sobre el medio. Su micelio tuvo un crecimiento de 24 mm a

los 6 días, y sus artroconidias tuvieron un rango de tamaño

de 3,5 a 4,6 p (Fig. 23).

Se identificó sólo una cepa con estas características. Creció

tanto a 4 oC como a 25 oC por lo que se lo cons¡deró

psicrotrofo, a pesar de crecer mejor a 25 oC. Esto coincide

con algunos reportes de este género, donde se indica que

puede crecer a 5oC, pero su temperatura de crecimiento

óptima se encuentra alrededor de los 20 oC (61 - 63).



Figura 23. Géne¡o Penicillium en med¡o PDA a 4 oC alrededor de los 20 dias

de incubación: A) bajo el medio; B) encima del medio; C) Esporas v¡stas a

100 x; y D) Conidióforos vistos a 40 x. Barras (10 p).
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4.a.¿. Familia Mucoraceae

Esta familia pertenece al Phylum Zygomycota y al Orden de los

Mucorales. El Phylum Zygomycota posee aproximadamente

900 especies. Se caractérizan por tener zygosporas, formadas

de un zygosporangio después de la fusión de dos hifas

especializadas, llamadas gametangias, durante el ciclo sexual

(6a) (Fig 241. Una sola zygospora es formada a partir del

zygosporangio. Esta zygospora normalmente tiene una pared

gruesa (64). Otra caracterfstica importante es que sus hifas son

cenocÍticas o sin tabiques (65). Además esta familia al igual que

el resto de familias del orden de los Mucorales se caracteriza

por crecer Épidamente en PDA (66),

Figu¡a 24. Esquema del ciclo serual generalizado del Phy,lum

Zygomycota. Fuente: James ef a/. (61).

IN

2N

l



E2

Se podría considerar al grupo ecológicamente más diverso ya

que se lo puede encontrar como saprófitos en diferentes

sustratos tales como frutas, suelo, y estiércol. También se

presentan como inofensivos hospederos en los artrópodos, en

interacciones mutual¡stas con plantas y como patógenos en

animales, plantas, así como en otros hongos (67).

4,3.4.1 Genero Mucor

Es el género más grande del Orden de los Mucorales,

conteniendo 60 especies (68). Muchas de las especies

pertenecientes a este género son saprófitas, principalmente

descomponedoras de materia orgánica. Pocas especies son

patógenas de plantas y animales (68). Forman delicados

filamentos tubulares con zygosporangios esféricos, en los

cuales están contenidas las esporangiosporas (f6)

(F¡g. 25).

Se encontró una sola variante a la que se denominó Mucor

sp. Mostró una coloración blanquecina bajo y sobre el

med¡o de agar (Fig. 26).
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Figura 25. Morfología del Género Mucor. A) Zygosporangio; y B)

esporangiosporas. Fuente Bailey ef al, 2007 (69)

Figura 26. Género Mucor en medio PDA a 4 oC alrededor de los 30

días de incubación: A) bajo el med¡o; y B) encima del medio.
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Se observó también hifas aéreas que se extendían hasta la

tapa, llegando incluso a cubrirla totalmente

El tamaño del micelio fue de 41 mm, a los 6 días de

crecimiento, y sus esporas tuvieron un diámetro de 6,8 a 7,8

u (Fig. 27).

Figura 27. Esporangiosporas y Zrgosporangios de la especie Mucor

sp.; A) Esporang iosporas; y B) Zigosporangios. Barra (12 p).
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4.3.5 Hyphomycetos

Esta clase pertenece a un grupo llamado Deutoromicota u

hongos imperfectos. Estos se caracterizan por presentar una

reproducción asexual por mitosis (70).

Los Hyphomycetos tienen forma micelial y poseen conidias

nacidas directamente de las hifas llamadas conidióforos. Sus

conidias pueden ser formadas individualmente o en forma

grupal (70).

En el presente estudio se encontró dos hongos imperfectos que

no se los pudo agrupar dentro de la clasificación ordinaria de

Phylums: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota. A estos

hongos se los denominó Hyphomyceto 1 e Hyphomyceto 2. Los

dos hongos tienen una coloración similar del micelio. Sin

embargo difieren en algunos aspectos: El Hyphomyceto 1

presentó una coloración del micelio blanquecina bajo y sobre el

agar, con un tamaño de 25 mm a los 6 dfas de crecimiento en

PDA a 10 oC (Fig. 28 A y B). Sus hifas y esporas son septadas.

El tamaño de sus conidias o esporas fue de 8,8 a 14,6 pm (Fig.

28 C y D). No presentó crecimiento a 25 oC, por lo que se lo

considera psicrofílico.

a
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Figura 28. Hyphomyceto 1 en medio PDA a 4 oC a los 20 días de

incubación: A) bajo el medio; B) sobre el medio; C) Conidias (Flecha); y D)

Brote de conidia (Flecha). Barras ('12 U).
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El hyphomyceto 2 presentó una coloración melón, con hifas

aéreas al inicio del aislamiento. Sin embargo, al repicarla una y

otra vez, su coloración melón se fue perdiendo y cambió a una

coloración blanquecina (Fig. 29 A y B).. Este hongo presentó un

crecimiento de 22 mm a los 6 días. El tamaño de sus con¡d¡as

fue de 5,4 a 6 ¡rm (Fig. 29 C y D).

F¡gura 29. Hyphomyceto 2 en medio PDA a 4 oC, a los 20 días de

incubación: A) bajo el medio; B) sobre el medio; C) Conid¡as teñ¡das

con azul de lactofenol; D) Conidióforo (1) y Brote de Conidia (2);

Bana (9 p).
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4.3.6 Levadura

Las Levaduras son organismos unicelulares que pueden

pertenecer al grupo de los Ascomycetos, Basidiomycetos, y

también al grupo de los Deutoromycetos (59).

La especie que se encontró en el presente trabajo, presentó

una coloración blanca de aspecto cremoso, con un diámetro de

9 mm a los 6 dÍas (Fig. 30). El tamaño de sus esporas tuvo un

rango de 2,6 a 3,1 pm, con una coloración verdosa a los 30 días

(Fig. 31). Creció también a25oC. Sin embargo su crecimiento

fue menor, por lo que se lo catalogó como psicrótrofo.

Figura 30. Levadura en PDA a 4 oC: A) bajo el medio; y B) sobre el

medio,
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F¡gura 31. Esporas de Levadura: A) Esporas teñidas con azul de lactofenol;

y B) Esporas sin teñir con coloración verduzca. Banas (5 g).
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4.4 Porcentaje de Ocurrencia de las especies identificadas

El análisis de Ocurrencia se lo realizó para estimar la predominancia

de las especies por punto de muestreo bajo las condiciones de cultivo

uülizadas. La fórmula para este cálculo fue:

x 100

Total de microhongos encontrados

En el punto 0 se encontró como especie representativa al microhongo

Hyphomyceto I, conformando el 50% de la población, seguido por

Antarctomyces spl, con el 33,3%, Mucor sp. con el 8.3% y Geomyces

sp. con el 8.3ol" (Fig. 32).

GtT4 - 0

----fvlucor 
ap

AñE rb- 91
333%llypho- I

ffi

6corr.yce ,p. 8.3%

8,3%

fotal de microhongos por especie

Figura 32. Porcentaje de ocunencia de microhongos aislados en
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En el punto 200, la especie representativa fue Antarctomyces spl. con

58,3%, seguidos por Lmicrosporus y Thelebolus spl(T. spl). con el

16,7%. Se debe indicar que, sólo en este punto se encontró a la

Levadura con un 8,3% (Fig. 33).

Figura 33. Porcentaje de ocunencia de microhongos asilados en GlT4

-200

T. rr¡crosporur
76.7.Á

Levaduro
8.3%

T. sp1

16,7

En el punto 400 la especie representativa fue también Antarctomyces

spl. con el77%, seguido por Geomyces sp. con el 9% de ocurrencia.

Además se encontraron las especies Penicillium sp., Mucor sp., y L

microsporus, cada una con el 4,5%. Cabe recalcar que solamente en

este punto se encontró a la especie Penicillium sp. (Fig. 34).

AnErdo- §pl
58.3X
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F¡gura 34. Porcentaje de ocunencia de microhongos aislados en GlT4

- 400

4,5?ú

Pcn¡.illi!r sp

4.59É
Tlii

9.L%

En el punto 600 se encontró, nuevamente predominó la especie

Antarctomyces spl., lo que coincide con los primeros puntos de

muestreo. La especie Geomyces sp. mostró 25o/o de ocurrencia, el T.

microsporus y Mucor sp. con 2oA cr,da una. Además se encontró por

primera vez al microh ongo Antarctomyces sp2. con el 9% de

ocurrencia (Fig. 35).

Figura 35. Porcentaje de ocunencia de microhongos aislados en GlT4

- 600 T, ñicrotporu,
2\

Mucor 9p

2%

.l

A¡rhno- spl
77X

Anbdo- spl
67t

Ant¿rcto Sp2

9%

aroryceÉpl
23
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En el punto 800, a diferencia de los puntos anteriores, la especie

dominante fue Geomyces sp. con un 67%, seguido por el microhongo

T .microsporus cnn el 22o/o y Antarctomyces spl. con el 9%. El hongo

Hyphomyceto 2 presentó una ocunencia del 2%, apareciendo por

primera vez en las muestras realizadas (Fig. 36).

Figura 36, Porcentaje de ocurrencia de microhongos aislados en

GtT4 - 800

A¡brcto. rp1
9%

Gao¡ny(e ipl
67'ó

En el último punto de muestreo, 1K, se mantuvo la predominancia del

microhongo Antarctomyces spl , representando el 61% de la

población, seguido por la especie Geomyces sp. con el 3oo/o, T.

microsporus con el 5o/o y Antarctomyces sp2 con el 4% (Fig. 37).

Hypho

2
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Figura 37. Porcentaje de ocurrencia de microhongos aislados en

GIT4 - 1K

an!¡fdo. 5F2

4%

En el análisis de todas los puntos de muestreo se observó

predominancia de la especie Antarctomyces sp7, correspondiendo al

46,9%, seguido por Geornyces sp. con el 33,8 %, L microsporus con

el 9,4 o/o, Antarctomyces sp2. con el 3,3%, Hyphomiceto 1 con el 2,8Yo,

Mucor sp. oon el 1,4o/o, Thelebolus spl. con el 0,9%, Penicillium sp, y

la Levadura e Hyphomiceto 2 con el 0,5% cada una. Las especies que

sólo aparecieron una vez fueron los microhongos Hyphomyceto 2 y

Penicillium sp. (Fig. 38 y Anexo C).

anffi.*l
619É

Gaoñyca rpl
3{rt.
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Figura 38. Porcentaje global de ocunencia de los microhongos

aislados en todas las muestras de suelo

Penicilliun'rp,
Hypho. 1 ntarcto. rpl.

2,E.i 3,3 ii
I lT¡cro5poru5

.eYrdura
0,5%

T- sp1

o9%

Jiypho.2
0.596

Mucor 5p

1.4%

4.5 Potencial de los microhongos como controladores

biológicos

Se realizaron 3 pruebas bacteriostáticas (bioensayos) con 11 cepas

fungicas representativas para el proyecto de tesis (Tabla iii). Los

hongos fueron expuestos a 6 bacterias patógenas humanas, aisladas

de muestras cllnicas. Cuatro bacterias Gram -'. Escherichia coli

(E.coli), Kebssiella pneumoniae, K. pneumoniae 1 y K. pneumonae

2. Estas dos últimas presentan resistencia a algunos antibióticos (ver

Geornyce sp

3 3.8X

ArLrf,to. Sl
/¡689É
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anexo G y H). También se probaron dos bacterias Gram +: S. aureus y

E. faecalis.

Tabla iii. Especies y codigos de microhongos Antárticos usados para las

pruebas de control biológico frente a bácterias.

Microhongos Codificación del Aislado

Antotdomyces sp7 20G2C;¡tOG3O

Antorctomyces sp2 1k-1A

Geomyces spl G2d
Geomyces sp2 80s1k

Thelebolus microsporus 80G18;80G,5A;1k-1G,

Thelebolus.spl 2@48
Hyphomyceto 7 G2E

Hyphomyceto 2 8OG4F

Mucor sp. 6OG5J

Levoduro 2@38
Penicillium 4OG5E

Los 3 bioensayos para observar el potencial de los hongos como

controladores biológicos se detallan a continuación.
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4.5.1 Bioensayo l: Potencial bacteriostático en dos

medios de cultivo: PDA y LB-agar

En este experimento se monitoreó el crecimiento de las 6

bacterias antes mencionadas, en los medios de cultivo PDA y

LB-agar, y su sensibilidad frente a las cepas de microhongos

Antarctomyces sp1 . (200-2C, 400-3D), Antarctomyces. sp2.,

Geomyces sp1., Geomyces sp?., Thelebolus microsporus (800-

18, 800-54, 1K-lG), Thelebolus sp1., Levadura, Penicillium sp.,

e Hyphomyceto 2, de 40 dfas de incubación, que se enfrentaron

como se muestra en la tabla iv. Se midió el halo de inhibición

producido por los microhongos y se comparó con el producido

por el disco de inhibición del antibiótico cefpodoxime (Tabla iv).

Los microhongos solo inhibieron a las bacterias sembradas en

medio PDA, a diferencia del antibiótico control, que inhibió a

las bacterias en los dos medios utilizados, presentando un

mayor halo de inhibición en el medio PDA comparado a LB-

agar.

Las bacterias K. pneumoniael y K. pneumonrae 2, las cuales

son resistentes a algunos antibióticos (ver anexo G y H),
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tampoco mostraron inhibición frente al antibiótico control

cefpodoxima.

Las bacterias R. pneumoniae. y K. pneumonrbe 2 no fueron

inhibidas por ningún microhongo. Sin embargo la bacteria K.

pneumon¡ae. fue inhibida por el antibiótico control en los dos

medios, presentando mayor susceptibilidad en medio LB-agar

(ver tabla iv y Fig. 39).

Tabla iv. Respuesta bacteriostática frente a microhongos Antárticos

cultivados por 40 dÍas en medios PDA y LB-agar. Halo de inhibición

en mm. Anübiót¡co control cefpodoxime. Lqs valores de inhibición de

las especies mn más de una cepa ensayada fueron promediadas (7.

microsporus y Antarctomyces spf .). (-) no hubo expos¡c¡ón a bacteria.
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Figura 39. Estado del Halo de inhibición de la bacteria K- pneumoniae'frenle

al antibiótico cefpodoxima: A) Escasa inhibición en PDA (flecha); y B)

Presencia de inhibición en LB (flecha).
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Las bacterias tuvieron un mejor crecimiento en el medio LB-

agar que en PDA, observándose un tapizado bacteriano más

denso y homogéneo (Fig. a0).

El mayor potencial de los microhongos en el medio PDA puede

deberse a que este med¡o no es ideal para el crecimiento

bacteriano, posiblemente por ser menos nutritivo (71),

incapacitando su resistencia al antib¡ótico secretado por los

microhongos (Fig. af ). Además, estos corchos con micelio

pudieron haber producido mayor e¡ncentración de antibiótico en

su medio y temperatura ideal al colocarlos en PDA a 4 oC por 5

días previo a la incubación de las bacterias ( ver 3.5.2).
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F¡gura 40. Diferencias de crecimiento bac{eriano en PDA y LB-agar: A) PDA

con tapizado bacteriano menos denso; B) LB-agar con tapizado bacteriano

más denso.

Figura 41. Efecto de dos tipos de medio de cultivo sólido (PDA y LB) en el

espectro de inhibición de T. microsporus (800-18, 800-5A,1K-1G) frente a la

bacteria E colr':. A) Se observa ¡nhibic¡ón con los aislados 800-18 y 1k-1G en

PDA; B) No se observa ninguna inhibición en LB-agar.
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Pa¡a analizar el potencial de inhibición de los microhongos se

comparó con el halo del antibiótico control (medido desde el

centro del disco hasta el borde del halo) para cada bacteria,

considerándolo a este último como el máximo referente de

inhibición (100 o/o), como indica la fórmula:

Halo del microhongo

% de lnhibición =
por microhongo

Halo del Antibiótico control

En este bioensayo se puede apreciar que la levadura y

T. micrcsporus presentaron los mayores porcentajes de

inhibición frente a las bacterias S. aureus. y E. coli (Tabla v).

En la bacteria Enfero. solo el microhongo Geomyces sp7. pudo

inhibirla, presentando un valor de 87o ( ver Tabla v).

x 100
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Tabla v. Porcentaje de inhibición bacteriana frente a microhongos

Antárticos cultivados por 40 días en medios PDA y LB-agar. Las

bacterias K. pneumoniae 1 y 2 no fueron incluidas porque no se pudo

calcular sus porcentajes debido a que no fueron inhibidas por el

antib¡ót¡co control. (-) no hubo exposición a bacteria.
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La bacteria K. pneumoniae I no presentó crecimiento al dejarla

incubar pot 24 h a 37 oC en medio PDA, por lo que se le dejo

crecer por 48 h en total para poder observar la inhibición de los

hongos (Fig. 42 A-D).

Las bacterias K. pneumoniae. 1 y 2 no fueron inhibidas por el

antibiótico control, sin embargo los microhongos L mrbrosporus

y Levadura pud¡eron inhibir a la bacteria K. pneumoniae 1, por

lo que se los consideró como los microhongos con mayor

potencial de inhibición en el presente bioensayo.
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El microhongo 800-5A fue identificado morfológicamente como

T. microsporus, sin embargo al comparar la respuesta inhibitoria

de otros microhongos identificados como L microsporus (800-

18 y 1K-1G) frente a la bacteria E.coli, no fue la misma (Fig.

43).

Figura tl2. lnhibición de la bacteria K. pneumoniae I en PDA expuesta al

microhongo T. microsporus (800-54, 800-18, 1K-1G) y a Levadura (200-38):

A) Crec¡miento de la bacteria pot 24 h expuesta a T. microsporus', Bl

Crec¡m¡ento de la bacteria por 48 h expuesta a T. microsporus; C) Crecimiento

de bacter¡a por 24h expuesta a la Levadura (200-38); y D) Crecim¡ento de

Bacteria por 48 h expuesta a la Levadura y ausencia de inh¡bición por antib¡ótico

control (Flecha).

7

tl1 f)

rl r
- 7D

F
L¡

I



77

Figura 43. Diferencias del potenc¡al de inhibición de cepas (800-5A, 800-

18, 1K-1G) del microhongo T. microsporus, frente a la bacteria E. coli: Ay

B) lnhibición de la bacteria E. coli. por las cepas (800-18,1K-1G); y C)

Ausencia de lnhibición en cepa 800- 54.
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4.5.2 Bioensayo 2: Potencial bacteriostático en PDA por

Duplicado

Se realizó un bioensayo por duplicado del potencial

bacteriostático con todos los 1 1 microhongos representativos

para el presente proyecto: Geomyces spl., Geomyces spZ.,

Antarctomyces sp1.(200-2C, 400-3D), Antarctomyces sp2.,

Mucor sp., Hyphomyceto 1, Hyphomycelo 2, Penicillium sp.

Levadura, Thelebolus sp1 ., y T. microsporus(999-l8, , 800-5A,

1K-1G). Fueron cultivados en medio PDA por 30 días, y se los

expuso a las bacterias Escherichia. coli, Kebsiella

pneumoniae., Enterococcus faecalis., y Staphylococcus aureus.

(Tabla vi).

Se observó que los microhongos Antartomyces. spl.,

Antarctomyces. sp2., Geomyces. sp2., y Mucor sp. no tuvieron

actividad bacteriostática. Los microhongos que inhibieron más

bacterias tueron: Penicillium. sp., T. m¡crosporus, Geomyces.

spl, y la Levadura (l'abla vi). Los microhongos lhelebolus spl.,

T. microsporus, y la Levadura, al menos en una de sus réplicas,

lograron superar al antibiótico control frente a la bacteria K.

pneumoniae. El resto de microhongos tuvieron un porcentaje s

al 75% fiabla vii).
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Tabla vi. Respuesta bac{eriostática de microhongos Antárticos de 30 días en

medio de cultivo PDA (por duplicado). Halo de inhibición en mm. Como

referencia se incluye los valores de los halos de inhibición del antibiótico

control del bioensayo 1 en PDA. Los valores de inhibición de las especies

con más de una cepa ensayada fueron promediadas (L mrbrosporus y

Antarctomyces spl .1.

Tabla vii. Porcentaje de inhibición bacteriana en el b¡oensayo 2 en medio de

cultivo PDA. Se uso para el ciálculo los valores de los halos de inhibición del

antibiótico control del bioensayo 1 en PDA.
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El halo de inhibición de los microhongos difirió en longitud entre

las mismas especies de las réplicas del bioensayo 2, por tal

motivo la cantidad del antibiótico que segregó el microhongo se

consideró irregular, a pesar de haber sido cultivado en un

mismo medio de cultivo y periodo de tiempo.

Se conoce que las bacterias Kebsiella. y E. coli producen beta-

lactamasas que les pueden confer¡r resistencia hacia el

antibiótico cefalosporina (72), esto podría explicar la inhibición

reducida de la bacteria K. pneumoniae frente al antibiótico

control. El microhongo Thelebolus spl. no pudo inhibir a la

bacteria K. pneumoniae. en una de sus réplicas. El crecimiento

inegular de esta bacteria en PDA pudo provocar este resultado

4.5.3. Bioensayos: Potencial bacteriostático en 40 y 60

días en PDA.

Todos los microhongos, con excepción del microhongo Mucor

sp., fueron cultivados en medio PDA por 40 y 60 días, antes de

ser transferidos a un medio PDA con las bacterias S. aureus. ,
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E. faecalis., K. pneumoniae. y E. coli, que se enfrentaron como

se muestra en la tabla viii.

En este bioensayo no se observó potencial de inhibición en los

microhongos Antarctomyces sp1., Antarctomyces sp2., y

Thelebolus spl. en los dos periodos (Tabla viii).

Trbla vii¡. Respuesta bacteriostática de los microhongos Antárt¡cos

cultivados por 40 y 60 días. Halo de inhibición en mm. El término Dif., en gris,

se refiere a que la inhibición fue difusa y no se pudo medir. Se uso como

referencia los valores de los halos de inhibición del antibiótico control del

bioensayo 1 en PDA. El símbolo (-) indica que no hubo exposición a

bacteria.
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Se observó claramente que en la mayoría de los casos el halo

de inhibición se favoreció con el tiempo de crecimiento del

microhongo (Fig. aa). La bacteria K. pneumoniae fue la única

bacteria que presentó mayor inhibición a los 40 días, frente al

microhongo Geomyces sp2. Sin embargo, al igual que en los

anteriores bioensayos, su crecimiento irregular pudo afectar la

lectura adecuada de inhibición.

Figura 44. lncremento del espectro de inhibición por los microhongos

Geomyces spl. (O-2d) y Levadura (200-38) observado en med¡o de cultivo

PDA frente a bacteria S. aureus. enj A) Hongos de 40 días de edad; y B)

Hongos de 60 días de edad. El incremento de inhibición en levadura fue

mínimo.
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La relación entre el aumento de actividad antibacteriana de los

microhongos debido a la prolongación de su crecimiento en un

medio de cultivo es un factor conocido, y puede ser atribuido al

posible aumento de concentración de las sustancias secretadas

por los microhongos (73 -76).

Los hongos Geomyces sp1., Geomyces sp2., e Hypho. 2

presentaron mayor inhibición frente a las bacterias E. faecalis y

S. aureus. con halos mayores a 7 mm. En contraste, el hongo

Hypho. 2 presentó la menor inhibición frente a la bacteria S.

aureus., llegando a medir 1 mm.

La Levadura y el hongo Geomyces sp2 fueron considerados

hongos de inhibición de amplio espectro. La Levadura inhibió a

3 de las 4 bacterias utilizadas y el hongo Geomyces sp2 pudo

inhibir a todas las bacterias a los 60 días de crecimiento.

Al comparar los halos de inhibición causada por los

microhongos con los del antibiótico control, se observa que

ninguno de los microhongos supera el 100% del control. El

microhongo con mayor porcentaje de inhibición fue la Levadura

frente a K. pneumoniae, llegando a igualar al control con el
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100% a 60 días. El resto de microhongos tuvieron un porcentaje

de inhibición 3 al75 o/o (Tabla ix).

Tabla ix. Porcentaie de inhibición bacteriana en el b¡oensayo 3 en

medio de cultivo PDA. El disco de inhibición utilizado fue copodox¡me.

El asterisco en gris indica que a pesar de una aparente inhibic¡ón no

pudo ser comparado debido a que el halo no fue medido.

No se encontró información sobre el método de corcho agar para el

monitoreo de actividad ant¡bacteriana de microhongos, solo existe

información sobre ese método en otro tipo de bioensayos (2-6). Sin

embargo se encontró gue el género Geomyces presenta bioactividad

frente a bacterias Gram + como Sfapáylo coccus y Enterococcus. Y
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Gram - como E. coli y Kebsiella (77), lo cual coincide con los

resultados obtenidos en los bioensayos realizados (Tabla x).

Se ha reportado que el microhongo Penicillium inhibe a la bacteria E

.coli, pero no a Kebsiella (78), además presenta actividad frente a la

bacteria Staphylococcus (79, 80), concordando con los resultados

obtenidos (Tabla x).

Otro reporte observó actividad bacteriostática frente a las bacterias

Staphylococcus y E. coli en microhongos Hyphomycetos (81). Este

microhongo, además de inhibir a la bacteria S. aureus, también inhibió

a K. pneumoniae, y E. faecalis en el presente proyecto (Tabla x).

Se ha reportado Levaduras c¡n potencial de inhibir la bacteria

Staphylococcus (8a). La Levadura encontrada en el presente además

de inhibir a la bacteria S. aureus, también inhibió a la bacteria E

El microhongo Mucor rouxii muestra actividad inhibitoria frente a la

bacteria E. coli (82\, y frente a la bacteria Staphylococcus (83), sin

embargo no hubo respuestia inhibitoria en el bioensayo respectivo

(Tabla x).



86

faecalis y a /as Gram (-l:. E. coli, K. pneumoniae, y K. pneumoniae 1

(Tabla x)

No se encontró información documentada acerca del potencial

antibacteriano del género Thelebolus, sin embargo se conoce que

cont¡ene amilasas y proteasas (85), y que pudiera inhibir el crecimiento

bacteriano (86). En este proyecto se observó inhibición de las

bacterias E coli K. pneumoniae, K. pneumoniae 1., y S. aureus por

este microhongo (Tabla x).

Tabla x. Resumen del potencial bacteriostático de los microhongos

antárticos frente a las bacterias ensayadas. Se indica con un Si, la

presencia de inhibición en al menos uno de los bioensayos. (, lndica

que no hubo exposición a la esa bacteria.
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CAPITULO 5

S.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSTONES

1. Se aislaron un total de 213 hongos que se agruparon en 10

especies, con el siguiente porcentaje de ocurrencia:

Antarctomyces spl (46,9%), Geomyces sp. (33,87o), Thelebolus

microsporus (9,4o/ol, Antarctomyces sp? (3,3%), el Hyphomyceto

1 (2,8o/o), Mucor sp.(1.4Yo), y las especies Thelebolus spl,
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Penicillium sp., Levadura e Hyphomycefo 2 presentiaron

porcentajes menores a 1olo.

2. Las especies Goemyces sp., Penicillium sp., Levadura, e

Hyphomyceto 2 mostraron crecimiento a 4oC y 25 oC que

corresponde el 35,3 % del total de cepas aisladas. La especie

Geomyces sp. y Levadura fueron consideradas psicrotrofas al

igual que los microhongos Penicillium sp. e Hyphomycefo 2, sin

embargo estas presentaron mejor crecimiento a 25 oC.

3. Los Géneros Antarctomyces, Thelebolus, Hyphomyceto 1 y

Mucor presentaron crecimiento sólo a 4 oC, que conesponden al

64,7o/o, por lo que fueron catalogados como psicróf los.

4. Los Géneros representativos fueron Geomyces y

Antarctomyces. Estos fueron encontrados en todos los puntos

de muestreo. Similares resultados fueron reportados por

Ordoñez y Ordóñez (9).
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5. Al comparar los medios de cultivo LB-agar y PDA en los

bioensayos de potencial de inhibición de los microhongos se

observó que sólo en PDA hubo respuesta inhibitoria.

6. K. pneumonlae fue la bacteria que tuvo mayores problemas de

crecimiento en el medio de cultivo PDA.

7. El disco del antibiotico Cefpodox¡me no inhibió la K. pneumoniae

1, y K. pneumoniae 2. Sin embargo, si se observó inhibición de

K. pneumoniae 1 por parte de los hongos Thelebolus sp1 y

Levadura de 40 días de edad.

8. La presencia de un mayor halo de inhibición se relacionó

directamente con la mayor edad del microhongo, debido

posiblemente al incremento de metabolitos producidos por el

microhongo. Se observó una inhibición más clara a los 60 dias

de crecimiento que a los 40 días, donde se detectó una tenue o

ausente inhibición.

9. Es interesante observar respuesta bacteriostática por los hongos

antárt¡cos sin la necesidad de concentrar sus metabolitos, lo que

puede indicar un gran potencial de inhibición.



90

10.La metodología del corcho agar para observar el potencial de

microhongos antárticos frente a bacterias patógenas humanas

podría ser considerado un método ideal por ser un análisis

rápido y económico.

11. El diámetro del halo de los microhongos difirió entre las réplicas

del bioensayo 2, posiblemente por las diferencias de densidad

bacteriana observada entre réplicas

5.2 RECOMENDACIONES

1 . Estimular a la esporulación y la obtención de estructuras

reproduct¡vas para su identificación en aquellos microhongos

que no lo presentaron.

2. Prevenir la contaminación con esporas de los microhongos al

transferir múltiples corchos de agar en una misma placa en los

bioensayos bacteriostáticos.

3. Procurar un tapizado bacteriano homogéneo en todos los

bioensayos.
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4. Corroborar la identificación morfológica con las secuencias

genéticas de las regiones transcritas intemas (lTS, siglas en

lnglés).

5. Extraer e Identificar las sustancias bioactivas de los

microhongos con potencial antibacteriano.
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Anexo A. Coordenadas UTM de las estaciones de muestreo de la

transecta 4 recolectados durante el verano antártico en Punta Fort

William, lsla Greenwich

E st.'rci olt L. atrxl {St Lo[Uiftr(l {Ol F ech.r Tt
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Anexo B. Colonias encontradas en replicas por punto de muestreo de la lsla

Greenwich, transecta 4 (GlT4). Las barras más oscuras son la siembra y las

más claras el aislado.
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Anexo G. Resumen de ocurrencia de microhongos encontrados por punto de

muestreo. En el género geomyces no se especifica las dos especies

encontradas debido a que se las identifico después de haber sido observado

su crecimiento micelial diferenciado. El Genero esta abreviado al nombrarla

por segunda vez.

Anexo D. Tamaño de esporas y micelio de los géneros idenüficados, y su

respuestia más fuerte de inhibición
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Anexo E. Estadística descriptiva de los halos de inhibición (radio en

mm) para las bacterias E.coli., Kebsiella, Staphylococcus,

Enterococcus.
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Anexo F, Códigos del Aislado y crioreservado de los microhongos

identifcados. El nombre cientff¡co del género de los microhongos

están abreviados al nombrarlos por segunda vez.

codigo del Aislado
GIT4

co(xco
Crlopr!s!rvado

G1d AG-O&1 Antordomyces sp7.

G1e AG-0&2 Hyphomyceto 7

G2E AG-G3 Hypho. 1

s2d AG-0&4 Geomyces sp,

G3d Hypho.l
G4a AG-0&8 Hypho.l
G4b AG-08-9 A. sp7.

G4c aG-@10 A. sp7.

G5d AG'@11 A. sp7.

2OG 1A AG-08-12 A. sp1.

2OG1B AG-@13 A. spl.
20G1C ac-o& 14 Thelebolus sp7.

2OG1D A6-@15
2OGTG AG-0&16 T, m¡crcsporus

20G2C AG.B17 A. sp1.

2@3A AG-0&18 A. sp1.

2OG3B A6-08-19 Levoduro
2@48 AG-@20 T. sp1.

zOG4D AG-@21 A- sp7.

2qI5A AG-0S22 A. sp7
2@58 AG-08-23 A. spl.
20G5C A6-08-24 T. mkrosporus
4oG 1a AG-O&25 G. sp.

4(D1D AG-@26 A. sp1.

40' 1E AG.G27 A. sp1.

&24 AG-O&28 A. sp1.
,rOG2B AGÉ.29 A. sp1,

40G2C A6-0&30 A. sp1.

4&20 AG-@31 A- sp1.

4&2E AG-0&32 A. sp1.
m-2F aG-oa-33 A. sp1.
iloG2G AG-08-34 A. sp1.
¡lOG3C AG-0&36 A. sp1.
,loG3D AG-@37 A. sp1.

4G3E A6-0&38 A. sp1
4tD36 AG-G39 A- sp1.

4OG3H AG-@¡O A. sp1.

4OG4B AG-08-41 A. sp1.
zlOG4C AG-@-42 G. sp.
¡lOG5C AG-@45 T. microsporus
4@5E AG-@46 Pen¡cillium sp

M¡crohonto

AG-08-7
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Continuación...

6C0'18 AG-0&47 A. sp1.

60e1c AG-@rA A. sp2.

6OG 1E AG-@49 A. sp1.

6@1F AG-0S50 A. sp2.

6@1G AG-0&51 A. sp1

600.2A AG-@52 A. sp1.

6OG2B AG-0&s3 A. sp1.

6Cn'2C AG-I854 A. spl.
6@2D AG-0S55 A. sp2.

AG-0&56 A. sp1.

60G2E1 AG-@s7 G. sp

6OG2F AG-0&58 A. sp1.

6üL2F 1 AG-0&59 G' sp.

6@34 AG-(}&60 A. sp1.

60G3A2 AG-0&61 G. sp.

6OG3B AG-@62 A. sp1.

6m382 AG-@53 G. sp

60G3C AG-0&64 A. sp1.

6@3C2 AG-0&65 G. sp.

60G4A AG-0&66 A. spl.
60G4a AG-0&67 A. sp1.

60G.48 AGo&68 A. sp1.

60G4b AG@69 A- sp1.

60G4b1 AG-@70 G. sp.

600'4c AG"0&71 A. sp1.

6{¡G¿lC1 AG-0&.72 G. sp.

6004D A. sp1.

6OG4E AG-0&74 A. sp1.

6{p4F AG-@75 A. sp1

6OG¡TG AG-@76 T, m¡üosporus
6@4H AG-@-77 A. sp1.

6@41 AG-0&.78 A. sp2.

6oGsA AG-0&79 A. sp1.

60GsA1 AG0&80 G. sp.

60G5C AG-@81 A. sp1

60G5C1 AG-0&82 G. sp.

6@50 AG0&83 A. spl.
6OG5E AG-0&84 A. sp1.

AG-@85 A. sp1.

6@.5F1 AG-08-86 G. sp.

60G56 AG-@87 A. sp1

6OG5H AG-0&88 A. sp1.

6@5t AG@89 A. sp1.

6@5J1 AG-0990 G. sp-

6005J AG-@91 Mucór sp

@2E

AG-0&73

6@5F
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Contlnuación...
8O(}1A AG-0&92 T. microsporus

8OG 18 aG,08-93 f- microsporus

8&1C a6-o&94 A, sp1

8G1E AG.B95 T. r¡ictosporus
8OG1F aG-m!x l. m¡crosporus

80G 1c AG-08-97 G. sp

80G 1f AG-0&98 G. rp
80G1k AG-0&99 G. sp2.

8OG2A AG-0&1m T. mic¡osporus

8OG2B AGO8.101 A. sp1

80G2C aG-0&102 A. sp1

8OG2D A6 @103 T. m¡crospoaus

8OG2E AG-(8104 G. 5p

8{}2G AG-0&105 G. rp
801!2H AG-0& 106 G. sp

&D2l( AG 08- 107 G, sp.

atn 2a1 46-0& IOSA G. sp.

8&-Za2 A6-B10AB G. 5p.

80G2b AG-0&109 G. sp.

80G2c A6-08-110 G. sp.

80G2d aG-o9111 6. rp
80G2e AG-@.112 G. sp

8OG3A AG-0&113 T. microsporus

8OG3B aG-@114 A. sp1.

80G3C AG-G115 T, ñicrosporus
8G3D AG @116 G. sp.

8fi)3E AG-@117 G. sp.

8OG3F aG-o&114 G. sp

8OG3G aG-09119 G. sp.

80G3a AG-@120 G- sp.

8e3b AG-G121 G- sp.
8{X}3c AG-0&122 G. sp.

8{X}3d AG-0&123 G. sp

8@3f aG-0&124 G. sp.

8G4A AG-@125 A. sp1
8OG48 AG-08-126 G. sp,

80G4C AG-@-127 6. sp

8@4D AG-0&128 T. microsporus

8@4E AC-@129 I rnicrosporus

8@4F A6,@130 Hypho- 2
8tr}46 A6-0&131 G. sp

8OG4H aG'08-132 G. sp

am4t AG,@-133 G. sp

8oG4a aG,@134 G. rp
80G4b A6-OS135 G. sp

8(»rk ac-@137 G. sp.

80G,ld AG-@138 G. sp

80G4e aG-@139 6. sp

8(D4f aG-@ 140 6. tp
80G4h AG-@-141 f. microsporus
8G5A AG-@142 f, mlcrospoaus
8&58 A6-0&143 T. mi€rosporus

AG-@1¡14 6. sp

8@5D aG-&145 G. sp

MG5E AG-0&1¡16 6. sp

8@5d AG-@147 G. sp

A6-0&144 G. sp

gD5C

SOGSe
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Continuac¡ón...
1K.14 aG@ 149

1K.18 a6-m-150
lt(-1c AGOa-ú1
1X-1D AG,O&1S2

1K.18 aG.@153
1K-1r AG,08-1S4 A. sp7.

1t(-16 AG@155
1K- 1a aG-0& 155

1K,1b AG-O&157

1K-1c a6-0&t5a G. sp
1K-1d aGo&159 G- sp
1X-1e AG-O&1@ G. sp.
1X-1f aG-09161 G- rp.
1X-28 aG-@162
1K-2C aGo&163
1(,2D aG-o&164
1K.2E aG o& 165

1K.2F aG-0&166
1K.2H aG-o&167
1K-2t AG G16A A. sp2.
1(-2J AG-OE 169

1X-2K AG-t)&170
1K-2t AG O& 171 G. rp
XK-2¿ aG-o&172 6. sp
lK,2b aG-o& 173 G. sp

1l('2. A6-0&174 G. sp
1K-2d AGO&r75 G. sp
lK-34 A6-O&176
1K-38 AG-@tn
1t(-3C aG-oa.17l8

1K.3D a6-o& 179

1K.3E AG-O9180 G. sp

1X-3F AG-0&181 G. sp-

1K.3G a6,08.182 G. sp

lK.3H AC-@1a3 G. sp.
1X-31 AG-O&U¿ G. $p

1K-3a aG-oa-185 A. sp1.
1K-3b aG-oa-1tl6
rK-3. aG-Gg.1a7

1K-3d AG-0A.1a8

1K-¿[A AG.G189
1X-48 AG-08-190

1X-4C A6,t&191
1X 4E aG-rta.1q2 G. sp
1X-4F AG@193 G. sp.
1K-1rá aG-0&194
1X-4b aG-B-19S
rX-41
1K,4d a6-08-197
1X-¿l¡e AG-O&úa
1K-4f AG-0&199
1K-4h AG.B.2@ G. rp
1K.54 AGG.201
1K-58 aG-09202
1r(-sc aG-04-2113 G. sp.
1K'53 A6'O&20r
1K'5. AG-@2f)5
1X-5d aG @206
1(-5e a6-G207
1K.Sf AG-@ZB
1K-5i AGOS2fD G. sP.



Anexo G. Prueba de Susceptibilidad de

real¡zado por Dra. Glenda Casko.
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la bacteria Kebsielta pneumoniae 1

r

.. LABOSATO}IIOCLINICOAACTtrRIOLOGICO

*--\"<' fu&b,e@",h@"á.*
Js. fE,,- IIEDICA BACIERIoLOGo

DEL IÑSNÍUTO IIACIOiIAL DE HIGIETIE

ESPECIATIZAOA EI¡ JAPOI' Y CUEA

B(AMETT:

FECHA:

GERllE{ I'EIIIIFICAOOi

Pn¡6bo do suscerribrlldád

13 de s€disrnbre del2011

t<L,6ldl, petntoaiee Muestrá 1698

PRUEBA DE SUACEPTIBILIOAD

I'lg(odo: Kiñy Ba¡icr (Mélodo ds disco)

ndodeq¡nip: AB'r Udl€r- Hinlo{l. 2ol. iL É¡¡to¡ d.lra..trá..lL d. b.
ilLmctor ri$!

&rübiorico3: R.rull¡do3 &mibL lñbnhadio Raralarto
Añpiiln610 üg 6mm (R) ¿ 17 14- 16 < 13

Anoxis:lltr€+tu- ClavúlarÍco Z)/10 ug 12 l¡m ( R ) : 18 74 - 17 3 l3
Ampidliña.SulD.clrm 10/10W 8mm(fi) >¡5 12-14 <11

Pio€r.cillnr+Tazobrc¡¿m 100/t0 ug 17.¡m(Rl >¡1 18-20 <17
Ce{¿lol¡na 30 qg 6rnn¡ln) ¡$ $-u !14
cefepim¡ 30 q 13mm(R) :14 ú-t7 <14

Cefol*ifli¡ 30 ug lomm{R) >26 23-25 3?2
Cefioaroft 30 ug 6mm(R) >23 20-22 s19
cera¡it*ú 30 ug 20 mm ( S ) : 18 15 ' 17 < 14

Cellar¡(lme 30 ug 9 ñm { i, > 2r lE - 20 < 17

C6rurox¡¡m 3ollg 5ññ{R} ¿23 1s.22 <14
Aár.or.m 30 üg 6rnñ(tr) ¿21 1a.20 t17
Erl¡p.oom l0 $ 25ñm(s) ¿23 20-21 s19
lmiponem l0lrg lommlsl >23 70-72 É19

fll€mp€r|eñ lo !g 30 mm ( s J ¿ 23 20 - a2 < 19

G6r¡unlcln510 ug 5mm{R) ¿15 13'14 3t2
Tokanidn6l0 ug 6mú18) ?15 l3-r.¡l 512
aÍd€.nr 30 ug 6mrn(R) >17 15-16 <14
iñnoddlñ. 30 .g 16 mm ( S ) > 16 13 - 15 < 12

C¡D(olloxacln.s uo 6rnm(n) ¡21 16-20 l1S
Levsllo¡.ána 5 sg omn(R) >17 lrl-16 !13
l,¡orfloxa{iná 10 ug 6r¡mlR} >17 13-16 <1?

Aodo ndld¡xico 30 ug 6m,n{fiI 219 l4-l8 <13
Suf8lñmeroprim 1.2t23.75 $ 8mm (R ) ¿ 16 11- 15 < 10

FGfü¡lcinr 20O ug 17 ñrñ ( s , ¿ 1.6 13 - 15 3 12

iürof¡¡n¡{oiñt 3ü¡ úg 6mrn(R) a17 15.16 <14
llot¡: C!F¡¡.&r¡aÉ pÉdudoñ ¡L illE.
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Anexo H. Prueba de Susceptibilidad de la bac{eria Kebsiella pneumon¡ae 2

real¡zado por Dra. Glenda Castro.

LAEoRATORIO CLINICO AACTf,nlOLO§lCO

8*.&a¿.@*%,*
UEDICA BACIERIOLOGO

DEL Iil§NIUTO IIACIONAL DE HIGIET{E

ESPECIAUzADA EN JAPOII Y CUBA

OGfilEt{: Pru€b3 r. suscrpttbil¡ded

FECHA: f3 rl-. sBpl¡ernbre del 2011

GER ET{lDEilnflCAIrO: rúaaÉrerrapde.rrno,rrte Muestra 1699

PRI'IEBA OE SI§CEPTIBIUOAO

lldodo: Kirb), Báuer (Maoóo de {risco)

l¡lqfo & ariivo: Aglr Múller - iliñton. zoñe de f¡nto! de ¡nt.rltct¡clón dc bs
d¡¡ñatroi lnm.

Artibidico3i Re3ult do3 San¡¡bL lrt rm.db Rc.lnetrt
Ampkilir¿ t0 u! 6mm(R) >17 14'16 s13

Araoricilin&+ác. CtEvúlanico Zyto qg 6mm(R) ¿18 14.77 113
A¡ñÉidl¡ñ.+§Ilb.clarn 10/!0 ug 6rrñlR) ¿15 12"14 511

Prp€rEcil¡na.Tozob¡dam lO0/10 u§ 15mm(R) ¿21 LA.2O <11
Csfalollde 30 úg 6mm(R) ¿l8 15-17 <14
Colepií¡a $ u9 10mm l¡ ) ¿ 18 15 - 17 114

Celol8xlma 30 ug 6 mm (R ) ¿ 26 23 - 25 <a2

Ceffrirxom 30 úg Bmm(R) >2J Zo-22 s19
Celoxilina 30 ug 20 mm ( S ) ¡ 18 15 - 17 < 14

C€fiá,¿i(Im. 30 u0 lo rnn ( R ) > 21 18 - 20 < 11

Csfuro¡iña 30 u0 6 mrñ { R ) ¿21 15.22 < 14

Aáreonsm «) uO 6 rnrn (R ) > 21 18 ' 20 t17
l¡nlperiom 10 ug ¿6 rñm I s I ¿ 23 20 - 12 I 19

Meroponem fow 30mm(s) ¿23 20'27 r19
Gent¡mi.l¡.1o ug 2orhrF(S, ¿15 13.14 112
fobfám¡ciña 10 u0 6mr¡(n) >15 13-14 r12
Arnhac¡ía 30 r¡S 13 mrñ { R ) a 17 15 - 15 I 14

Minoc¡clin8 30 r¡0 Imm{R| }16 13-15 5l2
c¡profloxacios 5 l4 6mm(RI ¿21 16-20 s15
tfvol¡o¡ác¡r¿ 5 ug 6mr¡(Rl ¿17 14-16 <13
Norlbxaclna t0 r¡g 6rím(Rl ?17 13-16 s12

Aqt o rgliá¡nco 30 oO 6mrn(R) ¡19 l4-¡8 513
Sulfelrir¡ltopírh t.?5t23-75 ug 14 íim ( I ) ¿ 16 11 - 15 I t0

Foslomiciná m0 ug 18 mm ( S I 2 15 l3 - 15 s 12

Nnrofi¡ranloins 3{)0 úg 8 mm ( R ) >17 15 - 16 s 14

C¿p¡¡ it.rian¡ 
productoró d. aLE€,Note:

FIRMA
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Anexo l. Fotos de inhibiciones en el Bioensayo l, En las fotografias se observa el

código del microhongo y el tipo de cult¡vo (PDA o LB). Solo se colocó las placas con

halos de inhibic¡ón
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Anexo J, Fotos de inhibiciones en el Bioensayo 2. En las réplicas I el

microhongo de la izquierda de cada placa fue crecido en medio de cultivo v8,

y no fue considerado para el estudio de la presente investigación
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K.pneumoniae réplica 1
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K.pneumoniae réplica 2
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S. aureus. Réplica I

109

¡^11 r
0.¿f

I

I

I

/

I /
't
\

li

7
tt

t'(.

(

¡.
\

t

-

I

7
§¡?f,tI

Á

Pllt

@ .lt f



1't0
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Anexo K. Fotos de inhibiciones en el Bioensayo 3. A) Golumna de

microhongos crecidos por 40 días; y B) Columna de microhongos crecidos

por 60 días
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Anexo L, Promedio de lnhibición de las cepas del microhongo

T. microsporus en los 3 bioensayos.

Bioensayo 1

80G18 (mm) 80G5A (mm) 1K-1G (mm) Promedio

E. coli 0 9 6

K. pneumonioe 7 9 8 10 9

Bioensayo 2

E. coli RL 9 1 8 6

E. coli R2 1 4 4

K- pneumon¡oe R\ 9 0 6 5

K. pneumoniae R? 8 5 6 6

S. oureus Rt 3 2 0 2

S. oureus Rz 3 2 1 2

Bioe nsayo 3

E. coli ñ días 3 0 2 2
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