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Resumen

Los microorganismos colonizan y prosperan en la mayoria de ecosistemas a nivel
global, incluso aquellos en condiciones extremas como las cavernas. Modificar
internamente estos ambientes subterrdneos es su funcién geomicrobiolégica principal,
porque favorecen la formacién de espeleotemas al promover la precipitacion de
carbonato de calcio. En esta investigacidn se describe por primera vez las comunidades
bacterianas y fungicas cultivables asociadas a espeleotemas de tres cavernas karsticas
de la Amazonia ecuatoriana; con el fin de comprender su relacidn con la composicién
guimica de los espeleotemas. Para ello, se aislé bacterias y hongos cultivables y se
secuencié su ADN gendmico; ademas se determind la composicidon elemental de los
espeleotemas empleando fluorescencia de rayos X. En el contexto microbiolégico, los
resultados mostraron la prevalencia de los filos bacterianos Firmicutes (75%) y
Proteobacteria (25%) y de los filos fungicos Ascomycoya (66.7%) y Basidiomycota
(33.3%). Se aislo 3 especies bacterianas asociadas a la precipitacidon de carbonato de
calcio: Bacillus licheniformis, Bacillus cereus y Lysinibacillus fusiformis. En el contexto
geoquimico, se cuantificaron hasta 24 elementos quimicos en todos los espeleotemas,
los cuales estan dominados por el mineral calcita, aragonita y alto contenido de
minerales arcillosos y oxihidréxidos; deducido a través de su concentracion elemental.
En el contexto geomicrobiolégico, la similitud de la composicidn quimica de los
espeleotemas del punto 3 de todas las cavernas seria clave para el desarrollo de
bacterias biomineralizantes que influenciarian la formacién de los minerales presentes
en los espeleotemas. Con estos resultados, se contribuye a la comprension de las
interacciones microorganismo-espeleotema e imitacion de rutas metabdlicas
especificas para desarrollar tecnologias de alto impacto como biocemento producido a

través de la precipitacién de carbonato microbiano.

Palabras clave: bacterias, hongos, geoquimica, espeleotemas, cavernas karsticas.



Abstract

Microorganisms colonize most ecosystems globally, even those in extreme
conditions such as caves. Internally, microorganism modifying subterranean
environments as the main geomicrobiological function, because favor the formation of
speleothems by promoting the precipitation of calcium carbonate. This research
describes for the first time, the cultivable bacterial and fungal communities associated
with speleothems from three karst caves in the Ecuadorian Amazon; in order to
understand its relationship with the chemical composition of speleothems. To do this,
the genomic DNA of bacteria and fungi was isolated and sequenced; in addition, the
elemental composition of the speleothems was determined using X-ray fluorescence. In
the microbiological context, the results showed the prevalence of the bacterial phyla
Firmicutes (75%) and Proteobacteria (25%) and the fungal phyla Ascomycoya (66.7%)
and Basidiomycota (33.3%). Three bacterial species associated with calcium carbonate
precipitation were isolated: Bacillus licheniformis, Bacillus cereus and Lysinibacillus
fusiformis. In the geochemical context, up to 24 chemical elements were quantified in
all the speleothems, which are dominated by the mineral calcite, aragonite, clay
minerals and oxyhydroxides; deduced through its elemental concentration. In the
geomicrobiological context, the similarity of the chemical composition of the
speleothems of point 3 of all the caves would be key for the development of
biomineralizing bacteria that would influence the formation of the minerals present in
the speleothems. These results contribute to the understanding microorganism-
speleothem interactions and imitation of specific metabolic pathways to develop high-
impact technologies such as biocement produced through microbial carbonate

precipitation

Key words: bacteria, fungi, geochemistry, speleothems, karstics caves



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

La Geomicrobiologia examina el rol de los microorganismos en los procesos
geoldgicos [1]. Algunos microrganismos como bacterias, hongos, algas y protozoos
actuan como agentes geoquimicos al favorecer la disolucion y formacién de rocas, la
transformacion de suelo y sedimentos, la acumulaciéon de combustibles fdsiles, la
génesis y la biomineralizacién [1,2]. La biomineralizacidon consiste en la formacién de
minerales por precipitacion y nucleacion de cristales, sea intra o extracelular. Un
ejemplo relevante de este proceso es la precipitacion de carbonato de calcio (CaCO3)
impulsada por microrganismos, sean bacterias u hongos, en ambientes naturales

subterraneos como las cavernas [2,3].

Estudios demuestran que los microorganismos quimiolitétrofos de cavernas
participan en los ciclos biogeoquimicos al fijar didoxido de carbono, nitrégeno o
transformar azufre[4—6]. Sin embargo, su funcién geomicrobiolégica principal en estos
ambientes subterrdneos es modificar las superficies rocosas internas al provocar el
depdsito de ferromanganeso en las paredes a través de la oxidacion de Fe?* y Mn?* o la
formacién de espeleotemas al promover la precipitacion de CaCOs [7,8]. Durante la
precipitacion, pueden ocurrir varias vias metabdlicas microbianas que incluye uredlisis,
desnitrificacion, amonificacidon, oxidacion del metano y reduccién de sulfato. Por
ejemplo, bacterias ureoliticas o reductoras de sulfuro secretan productos metabdlicos
como iones carbonato (CO3%) que al reaccionar con iones de Ca?* del medio ambiente,
precipita en forma de CaCOs[3,9]. Un segundo mecanismo que induce la formacidn de
CaCOs;, es la regulacidon de entrada y salida de calcio, en las bacterias, a través de los
canales de proteinas y bombas dependientes de ATP antiportador de calcio. Los iones
de Ca?* provenientes de las bacterias en presencia de CO3* inducen la formacion de

CaCOs (calcita) [10].

Se ha demostrado que las células microbianas precipitan minerales polimorfos
de carbonato como la calcita, aragonito o vaterita al actuar como sitios de nucleacién;
siendo este un tercer mecanismo de formacidon de minerales carbonaticos. [3,11]. Esto

ocurre porque las superficies o paredes celulares de los microorganismos albergan



grupos exopoliméricos o sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Los Grupos
funcionales exopolimericos (carboxilo, hidroxilo, aminas, amidas y fosfonatos)
generalmente se cargan negativamente y actuan enlazando cationes divalentes (Ca®*,
Mg?*), resultando en sitios de nucleacion ideales [12]. En las bacterias, por ejemplo,
después de la unidon del catidn, este reacciona con aniones como el carbonato para
formar carbonato de calcio en forma insoluble [9]. Los hongos por su parte, favorecen
la deposicidon de minerales calciticos debido a que la quitina, un polimero abundante de

sus paredes celulares, adsorben cationes como el Ca%*[13]

Minerales como el carbonato de calcio, son abundantes dentro de cavernas y
dan lugar a morfologias karsticas como los espeleotemas. Los espeleotemas son
depdsitos de CaCOs en forma de estalactitas, estalagmitas, leches de luna, banderas,
coladas y otros provenientes de la disolucion de las rocas calizas al contacto con agua
acidificada [14]. Aunque la formacidn de espeleotemas se ha considerado como un
proceso abiogénico durante mucho tiempo, se ha reportado que los microorganismos
desempefian un papel importante durante su crecimiento [15]. Estos depdsitos
carbonadticos albergan un diverso microbioma, haciéndoles atractivos para la

biosprospeccién.

Bacterias y hongos son algunos de los organismos mas dominantes en las
cavernas. Varios estudios reportan a Actinobacterias, Proteobacterias, Firmicutes y
Streptomyces como las comunidades bacterianas mas frecuentes en espeleotemas
[10,16,17]. Streptomyces, junto con Actinobacterias, promueven la formacién de redes
de filamentos en la estructura interna del espeleotema leche de luna [18]. [17] aislaron
de este espeleotema una nueva especie de Streptomyces; considerada como fuente
valiosa de compuestos bioactivos debido a su prolifico metabolismo secundario. A la
vez, se aislado Actinobacterias productoras de antibidticos [15] y nuevas cepas con
potencial para la produccidn de compuestos naturales [19] . En cuevas alrededor del
mundo se han registrado 1029 especies (518 géneros) de hongos, mohos y levaduras
pertenecientes a la divisidn Ascomycota, Basidiomycota y Zygomycota [20]. Estudios
reportan al género Aspergillus y Penicillium como las comunidades fungicas mas

dominantes en las superficies de espeleotemas [21,22].



Ademads de la diversidad microbiana en depdsitos minerales de cavernas, su
composicidon quimica juega un determinante papel. Estos depdsitos carbondticos cémo
los espeleotemas, pueden ser caracterizados geoquimicamente empleando
espectroscopia de fluorescencia de rayos X como una alternativa no destructiva,
econémica y rapida a las técnicas convencionales de espectrometria de masas;
obteniéndose resultados satisfactorios [23] . Conocer la geoquimica de los
espeleotemas facilita la compresion de su composicion mineral para encontrar

relaciones geomicrobioldgicas y biogeoquimicas.

Las formaciones geoldgicas cémo las cavernas representan laboratorios
geomicrobioldgicos naturales para estudiar procesos de biominezalizacion, y son de
diversos tipos: volcanicas, glaciares, de clastos, estructurales o karsticas, cada una con
distintas condiciones ambientales y quimicas [14]. En Ecuador, se destacan las cavernas
karsticas formadas por roca caliza o carbonatica [24]. Depdsitos significativos de caliza
se localizan en las provincias de Guayas y Manabi y varias franjas de carbonatos se
encuentran en las provincias de Carchi y Esmeraldas. Sin embargo, es en la cuenca
Oriente de Ecuador donde se encuentran los afloramientos mas extensos de roca caliza
o carbonatica; ubicadas especificamente al este de los Andes, en las provincias de Napo,
Pastaza y Morona Santiago [24]. Esto provoca que las cavernas karsticas sean el tipo mas
comun en la provincia de Napo [14]. Segun la Guia Espeleoldgica de la Provincia de Napo,
se han inventariado 35 cavernas karsticas presentes hacia el oeste de la provincia,
principalmente en los cantones de Archidona, Tena y parte del cantén Arosemena Tola

[14].

Con estos antecedentes y teniendo en cuenta que las cavernas de la provincia de
Napo constituyen ecosistemas inexplorados respecto a las comunidades microbianas
presentes en ellas, asi como su relaciéon con la formacién de espeleotemas y su
geoquimica, nuestra propuesta investigativa -la primera sobre diversidad microbiana y
geoanalisis en cavernas amazdnicas- se enfoca en conocer las comunidades microbianas

y su relacion con la composicidn quimica de los espeleotemas.
1.2.  Planteamiento del problema

Las cavernas albergan una gran diversidad de comunidades microbianas. Estas
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comprenden aproximadamente una amplia gama de los filos bacterianos reconocidos,
la mitad de los filos de arqueas y eucariotas microbianos. Estos microorganismos
desempeiian un rol clave en los ciclos biogeoquimicos e influyen en la formacién y

acumulacién de carbonatos, minerales de rocas sedimentarias y espeleotemas [25].

Las comunidades microbianas no colonizan simplemente de forma pasiva los
habitats extremdfilos del subsuelo, como los espeleotemas, sino que ejercen un efecto
significativo sobre su litologia y geoquimica, convirtiéndose en responsables de las
propiedades fisicas y quimicas de sus habitats. Sin embargo, las funciones
geomicrobianas y biogeoquimicas de los microorganismos en cavernas karsticas es poco
conocida, incluso nula en ecosistemas karsticos amazoénicos ecuatorianos [26—28]. Esto
provoca que el avance de las ciencias Bioespeleoldgicas en el Ecuador sea muy lento. La
presente investigacidon busca aportar al progreso de la Espeleologia en la provincia de
Napo al revelar la diversidad microbiana cultivable del habitat kdrstico amazdnico para
comprender su rol biogeoquimico en este tipo de ecosistemas, basados en sus

caracteristicas funcionales y la bioprospeccién de las comunidades microbianas.
1.3.  Justificacion de la investigacion

En Ecuador, la zona karstica estd alojada casi exclusivamente dentro de la
secuencia carbondtica de la Formacidén Napo, la cual consiste en secuencias ciclicas de
rocas calizas, lodolitas y areniscas, depositadas en una plataforma marina entre el
Albiano y el Campaniano [24]. Los depdsitos de roca carbondtica mas extensos se
encuentran en la Cuenca del Oriente alrededor de las localidades de Loreto, Archidona,
y Tena; esto permite que las cavernas karsticas sean las mas comunes en la provincia de

Napo [14].

Las cavernas amazodnicas karsticas, practicamente inexploradas, representan una
fuente ideal para descubrir y estudiar la diversidad microbiana asociada a espeleotemas
y su metabolismo en condiciones oligotréficas no fotosintéticas; apuntando a revelar
nuevo conocimiento en sus rutas metabdlicas y en los ciclos biogeoquimicos.
Conociendo el rol ecolégico de las bacterias y hongos en estos ambientes inhdspitos,
nos acercamos mas a comprender las interacciones microorganismo-formacién mineral,

teniendo en cuenta sus funcionalidades (meteorizacion, uredlisis o reduccién de
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sulfato), para desarrollar tecnologias de alto impacto, en especial, biocemento
producido a través de la precipitacion de carbonato de calcio inducida por
microrganismos (MICP) [29-31]. Actualmente, la tecnologia MICP se aplica en: (l)
remediacién de suelos y agua contaminada por metales pesados, metaloides y cationes;
por ejemplo, Kocuria flava ha eliminado exitosamente hasta el 97% de cobre con una
concentracion inicial de 1000mg/L [32]; mientras que Lysinibacillus sphaericus elimind
el 99.95% de cadmio [33], (II) bioconsolidacién de suelos; por ejemplo, la bacteria
ureolitica biomineralizante Sporasarcina pasteurii ha mejorado las propiedades
mecanicas (rigidez y resistencia al corte), de tres tipos de suelos de grano fino (arcillas y
laterita) [34]y ha aumentado significativamente la resistencia [35]. A su vez, MICP se ha
empleado como una técnica de refuerzo del suelo en arena de grano fino [36,37], (lll)
secuestro de CO;; por ejemplo, empleando cianobacterias en biorreactores microbianos
fotosintéticos es posible secuestrar CO; a razén de 33 ton de C/ha/afio [38], hasta (IV)
hormigdn autocurativo; por ejemplo, empleando esporas de Bacillus sp. y nutrientes de
lactato de calcio se ha desarrollado un concreto de reparacion auténomo. Ademds, MICP
ha aumentado significativamente la resistencia a la comprension; uno de los parametros

mas importantes que evaluan la calidad del hormigén. [8,39].

Teniendo como base estos argumentos, desentrafiar el microbioma cultivable de
cavernas karsticas, no solo contribuye al conocimiento de microrganismos asociados a
estos ecosistemas vulnerables, a la vez, permite determinar la relacidn existente entre
los patrones microbioldgicos que se llevan a cabo en estas condiciones de conjunto con
su potencial bioquimico y fisioldgico. De esta forma, se sientan las bases para el uso de
la funcionalidad microbiana y su bioprospeccion biotecnolégica para establecer

procesos sostenibles, tales como biocemento.

1.3.1. Pregunta de investigacion
¢Cuales son las principales comunidades microbianas asociadas a espeleotemas y su

relacion con la composicion quimica de los mismos?

1.3.2. Hipdtesis

La diversidad microbiana encontrada en espeleotemas de caverna en la provincia de
Napo influencian en su estructura y composicion quimica, basado en el aporte de los
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grupos funcionales presentes en estos ecosistemas.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Objetivos de la investigacion

General

Determinar las comunidades microbianas en los espeleotemas de cavernas en la
provincia de Napo-Ecuador y su relaciéon con la composicidon quimica de los

mismos.

Especificos

Cuantificar comunidades de bacterias y hongos presentes en muestras de
espeleotemas de cavernas de la provincia de Napo-Ecuador.

Caracterizar morfolégicamente e identificar genéticamente las colonias de
bacterias y hongos mas diversas presentes en muestras de espeleotemas de
cavernas de la provincia de Napo-Ecuador.

Determinar la composicién quimica de espeleotemas muestreados y su relacién

con los grupos funcionales microbianos hallados en las zonas de estudio.

CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1.

Georreferenciacion

Se seleccionaron tres cavernas de la cuenca Oriente Amazdnica ecuatoriana

ubicadas en los cantones de Archidona y Tena, provincia de Napo (Figura 1). La

georreferenciacién de cada caverna se muestra en la Tabla 1. Los criterios de seleccién

de las cavernas fueron geologia, litologia, abundancia y diversidad de espeleotemas,

buen estado de conservacidn y ubicacidén geografica.
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Figura 1. Mapa de ubicacién de las tres cavernas seleccionadas para el muestreo.

Tabla 1. Ubicacidén de las tres cavernas escogidas como zona de estudio.

Caverna Coordenadas Longitud Cantén de
en UTM (m) ubicacion
1(C1) 18 M 188635 ~1000 Tena
9892751
2(C2) 18 M 192599 ~25 Archidona
9899981
3 (C3) 18 M 192674 ~500 Archidona
9899996

2.2. Muestreo de espeleotemas de cavernas kdrsticas

A lo largo de cada caverna se selecciond tres puntos de muestreos al azar y en
cada punto se escogid tres muestras individuales de estalactitas o banderas que
constituyeron una muestra compuesta (Figura 2). Las muestras se tomaron siguiendo la
metodologia propuesta en [4]. Para la toma de muestra, se raspo directamente sobre el
espeleotema con ayuda de un bisturi estéril hasta obtener 1 g. y se deposité en tubos
Eppendorf de 2 mL previamente etiquetados. Todas las muestras se recolectaron
asépticamente, se conservaron a 4°C durante su transporte hasta el laboratorio de

Biologia de la Universidad Regional Amazdnica lkiam y se procesaron antes de las 24
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horas de tomadas las muestras. Ademas, en cada punto de cada caverna se extrajo una
muestra de espeleotema para los andlisis geoquimicos.

Punto 1 Punto 2 Punto 3

Caverna l

g
f

’_‘

Caverna 2

Caverna 3

Figura 2. Espeleotemas muestreados en los tres puntos de las tres cavernas. La mayoria
de espeleotemas muestreados son estalactitas, a excepcion del Punto 2 y 3 de la caverna
2 que son espeleotemas banderas.
2.3.  Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en espeleotemas
Para la cuantificacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo
de espeleotema de las cavernas muestreadas, se siguid la metodologia propuesta por
[40], la cual consistid en el método de diluciones seriadas y siembra en placas Petri

(Figura 3).
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Figura 3. Método de diluciones seriadas y siembra en placas Petri.

Para la siembra, por triplicado, se empled el método de fondo de placa, que
consistid en extraer 1 mL de la dilucidn respectiva (104, 10 10°® para bacterias y 103,10
4 107 para hongos) y depositarlo en la placa Petri, seguido se agregé aproximadamente
20 mL de medio de cultivo (agar nutritivo para bacterias y rosa bengala para hongos). La
cantidad empleada de cada medio de cultivo se calculé siguiendo las recomendaciones
del fabricante como se muestran en la Tabla 2. Luego de la siembra de las diluciones en

placas Petri, estas se incubaron a 30°C para bacterias y 28°C para hongos por 7 dias.

Tabla 2. Cantidades de medio de cultivo empleado para la siembra de bacterias y
hongos.

Colonias Medio de cultivo Cantidad (g)  Volumen de agua
destilada (mL)

Fungicas Agar Rosa Bengala 20.48 650
Bacterianas Agar Nutritivo 18.2 650

Las colonias microbianas fueron contabilizadas durante cuatro intervalos de
tiempo de incubacién: 24, 48, 72 horas y 7 dias. Se construyd una matriz de datos que
posteriormente fue utilizada para la cuantificacidén y cinética de crecimiento microbiano.
Para la cuantificacion se utilizo la siguiente férmula:

Y N°CpP
N°P

FD
v x

UFC g espeleotema
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Donde:

N°CpP: nimero de colonias por cada placa Petri.
N°P: nimero de placa Petri.

V: volumen inoculado en la placa Petri.

FD: factor de dilucion.

Se determind las diferencias estadisticas de UFC para la cinética y grupos
microbianos por cavernas usando el programa IBM SPSS Statistics v.27, utilizandose el
analisis de varianza ANOVA y la prueba Tukey con nivel de significacién p<0.05. En todos
los casos se realizaron anadlisis de homogeneidad de varianza y la normalidad de los

datos empleados.

2.4.  Andlisis morfoldgicos y diversidad de colonias microbianas

Los analisis morfolégicos de colonias microbianas se evaluaron siguiendo la
metodologia propuesta por [41] para bacterias y [42] para hongos. Las caracteristicas
morfolégicas evaluadas para las colonias bacterianas fueron: color, apariencia,
densidad, bordes, elevacion y tincion de Gram. Para las colonias de hongos fueron: color,
tipo de micelio aéreo y densidad. Los pardmetros morfoldgicos de las colonias, tanto
para bacterias como hongos, fueron la base para el calculo de los indices de diversidad
de Simpson (1-D) y Shannon (H’) presentes en las muestras de espeleotemas de las
cavernas muestreadas.

Indice de diversidad de Simpson [43]:
S
1-D=1- z pi?
i=1

Donde:
pi: proporcién de individuos de la especie i; representa la probabilidad de que un
individuo de la especie i esté presente en la muestra, siendo entonces la sumatoria de

piigual a 1.
nl
P =—
"N
ni: numero de individuos de la especie i
N: nimero total de individuos para todas las especies en la comunidad

indice de Shannon [44]:

s
H = —Z(Pi JAnp;)
=1
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pi: abundancia proporcional de la iésima especie

2.5. Identificacion molecular de las colonias microbianas
2.5.1. Extraccién de ADN gendmico de colonias de bacterias y hongos

Para la extraccion de ADN gendmico, primero se aislod las colonias bacterianas y
fungicas en medios de cultivos especificos (ver Tabla 2). Posterior al aislamiento, se
obtuvo un total de 17 cepas aisladas de bacterias y 16 aislados de hongos. Todos los
aislados microbianos se cultivaron en medio liquido para obtener mayor numero celular.
La Tabla 3 muestra los medios utilizados para cada grupo microbiano. Luego de la
siembra, se incubé las bacterias a 30°C con agitaciéon de 150 rpm y para los hongos a
28°C; ambas durante 7 dias. Adicional, de las 16 cepas fungicas, a 11 cepas se las
resembrd en 100 mL del mismo medio liquido durante 7 dias a 28°C y 250rpm para

conseguir mayor masa micelial.

Tabla 3. Cantidades de medio liquido empleados para la siembra de colonias

microbianas.
Colonias Medio de cultivo Cantidad Volumen de agua
(g) destilada (mL)
Flngicas Caldo papa dextrosa 10.58 335
Bacterianas Caldo nutritivo 2.05 85

La extraccion de ADN gendmico de los 17 aislados bacterianas se realizd
empleando el protocolo de aislamiento de ADN gendmico para bacterias Gram-
negativas del kit de purificacion de ADN gendmico Wizard de Promega, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las células bacterias se obtuvieron por centrifugacién a 10
000 rpm, las cuales fueron cultivadas para establecer el protocolo de extraccion.
Posterior a la elucion del ADN gendmico, este se cuantific6 usando un
espectrofotémetro Nanodrop de microvolumen, empleando 2 uL por muestra. Ademas
de la cuantificacion, se realizé electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (0.8 g de agarosa
en 50 mL de TBE 1X). Una vez cargados los pocillos del gel de agarosa con 9 uL de ADN
bacterianoy 1 uL de loading dye, se realizé la corrida a 80 V por 20 min y después a 120V
por 15 min para la visualizacién del ADN. El marcador molecular empleado fue de 100

pb.
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Para los hongos, los cultivos liquidos se filtraron con gasa estéril en camara de
flujo laminar, de los cuales se pesaron 100 mg de micelio. Posteriormente se maceraron
los micelios empleando morteros con nitrégeno liquido y pistilos. El proceso descrito se
realizé con 5 cepas fungicas. Mientras que los 100 mg de micelio requeridos paralas 11
cepas restantes fueron filtrados del medio liquido, lavados con 100 mL de NaCl al 0.9%
y almacenados en el ultracongelador a -80°C. Finalmente, se liofilizé el micelio durante
7 dias para proceder a la extraccidén y cuantificacion de ADN. La extraccién de ADN
gendmico se realizé empleando el protocolo de aislamiento de ADN fungico E.Z.N.A de
Omega, siguiendo las instrucciones del fabricante. Posterior a la elucion del ADN
gendmico, este se cuantificd usando un espectrofotometro Nanodrop de microvolumen,
empleando 2 uL por muestra. No se realizé el proceso de electroforesis debido a la falta
de insumos.

2.5.2. Secuenciacion de aislados bacterianos y fungicos

Para la secuenciacion de los aislados, se envié las muestras de ADN gendmico de
bacterias y hongos a la empresa GenWiz/AZENTA. En total se secuenciaron 13 y 15
aislados bacterianos y fungicos, respectivamente. Los primers amplificaron la regiéon V1-
V9 del gen bacteriano 16S rRNA para bacterias y la region altamente variable ITS1 e ITS2
para los hongos. Obtenidos los archivos FASTA de las secuencias gendmicas, se
ensambld las secuencias de los cebadores forward y reserve para obtener secuencias

consenso mediante el programa SnapGene.

Para la identificacion filogenética de los aislados, se compard las secuencias
consenso con las bases de datos depositadas en el Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI), empleando el algoritmo BLASTn. Ademas, se utilizd el software
Bioedit Sequence Aligment Editor verssiéon 7.2.5 y Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA versidn 7) para los andlisis filogenéticos. El método de unidn de vecinos
cercados disponible en MEGA se empled para construir los arboles filogenéticos de

bacterias y hongos [45,46]

2.6.  Andlisis quimico de espeleotemas

Para la caracterizacion quimica composicional de los espeleotemas se empleé el

espectrofotdémetro portatil de fluorescencia de rayos X marca Bruker-modelo S1 Titan
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600 [47].El equipo, con una resolucién de 150 eV, detectd hasta 24 elementos quimicos
presentes en cada espeleotema, con lo cual se cuantificé los elementos mayoritarios
(>1000) y minoritarios (<1000) en parte por millén (ppm). En cada espeleotema se
realizé tres mediciones, especificamente sobre el drea donde se tomd la muestra para
el analisis microbioldgico. Para representar los datos, se calculd la media y la desviacidon

estandar de los datos y se empled el programa R version 4.1.2.

2.7. Andlisis de relacidon entre la microbiologia y geoquimica

Para conocer la similitud entre puntos 1, 2 y 3 de las tres cavernas en base a sus
concentraciones elementales y relacionar con las cepas asociados a la precipitacién de
carbonato de calcio aislados en estos puntos, se realizé el analisis de componentes
principales (PCA) empleando el software R. Las concentraciones de elementos
guimicos que no fueron detectadas por el equipo en todos los puntos o espeleotemas
de las tres cavernas, se rellend con valores iguales a cero. Un valor “cero” no significa
que el elemento no esté presente, sino que el elemento se encuentra fuera del limite

de deteccién del equipo empleado.

CAPITULO lil: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1.  Andlisis microbiolégico de espeleotemas
3.1.1. Cuantificacidn y cinética de crecimiento microbiano

La cuantificacion de bacterias y hongos cultivables en los espeleotemas
muestreados por cada una de las cavernas, evidencié la presencia de ambos grupos
microbianos en estos ecosistemas de la provincia de Napo. La Figura 4 muestra como las
UFC promedio de bacterias son mdas abundantes en la caverna 2 (5.8 x 10°8) en
comparacion con la caverna 3 y 1 con diferencias significativas. Para hongos, se observa
un patron similar, pero no se evidencid diferencias significativas. Ademas, se encuentra
una diferencia mayor al 92% de incremento de bacterias con respecto a hongos en las
tres cavernas; es decir, el promedio de UFC de bacterias en todas las cavernas evaluadas

supera significativamente la cantidad de hongos encontrados.
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Figura 4. Cuantificacion UFC promedio de bacterias y hongos en las cavernas
muestreadas. Letras desiguales en las columnas difieren para p<0.05 por Tukey

HSD.

Curiosamente, cuando se cuantificé las UFC g de espeleotemas™ de un mismo

punto de cada caverna, se descubrié una alta abundancia de comunidades bacterianas,

contrastante con una baja o nula abundancia de comunidades fungicas en ese mismo

punto y viceversa. Cuando coexisten ambos grupos microbianos en los espeleotemas de

un mismo punto, las UFC son bajas (Figura 5).
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Figura 5. Abundancia de bacterias y hongos (UFC g de espeleotemas™) en los puntos 1
(P1), 2 (P2) y 3 (P3) de la Caverna 1 (C1), Caverna 2 (C2) y Caverna 3 (C3). Cada punto
representa un grupo de 3 espeleotemas muestreados.

La Figuras 6 y 7 muestran la cinética del crecimiento de bacterias y hongos en los
tiempos evaluados. Aunque la diferencia de las UFC a las 24 horas, 72 horas y 7 dias para
bacterias fue marcada, no existieron diferencias significativas entre las cavernas (Figura
6). De igual forma se observa a las 72 horas y 7 dias para la cinética de crecimiento de
los hongos (Figura 7). Adicionalmente, se destaca la variabilidad del comportamiento de
las colonias entre cavernas respecto a la curva de crecimiento en el tiempo. El nUmero
de colonias obtenidas en la Caverna 1 fue homogénea, siendo la de menor valores en
comparacion con la Caverna 2 (maximos valores) y la 3, destacandose esta ultima como

la mayor cantidad de UFC a los 7 dias de cultivo (Figura 6). Para los hongos se observa
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un lento crecimiento de las colonias, asi como la diferencia en los patrones de

crecimiento entre cavernas.
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Figura 6. Cinética del crecimiento bacterias asociadas a espeleotemas de cavernas
muestreadas. No se obtienen diferencias significativas por Tukey HSD p<0.05.
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Figura 7. Cinética del crecimiento hongos asociados a espeleotemas de cavernas
muestreadas. No se obtienen diferencias significativas por Tukey HSD p<0.05.

3.1.2. Analisis morfolégico y diversidad microbiana
El andlisis morfoldgico reveldé que las colonias bacterianas se agrupan

principalmente en dos tipos de apariencia: irregulares de color beige y circulares de
diversos colores (Anexo 1). Se encontrd que la mayoria de colonias bacterianas (82.4%)

son gram-positivas (Anexo 1). Por su parte, las colonias fungicas se agrupan en dos tipos
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de micelio: floculoso y algodonoso de diversos colores (Anexo 2). Algunos aislados
bacterianos y fungicos cultivables de espeleotemas provenientes de cavernas karsticas

se muestran en la Figura 8 y 9.

Las caracteristicas morfoldgicas de los aislados de bacterias y hongos descritas
previamente, fueron la base para el calculo del indice de diversidad de Simpson (1-D) y
Shannon (H’). Estos indices mostraron que los espeleotemas de la caverna 3 albergan
las comunidades bacterianas mas diversas (1-D= 0.74 y H’= 2.51), seguidas por los
espeleotemas de la caverna 1 y caverna 2 (Tabla 4). En cuanto a las comunidades

fungicas, la mayor diversidad se encuentra en los espeleotemas de la caverna 1, seguida

de la caverna 2 y la 3 (Tabla 4).

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos de la superficie de
espeleotemas

espeleotemas.
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Tabla 4. Puntuaciones de indices de diversidad basadas en el analisis morfolégico

indices Caverna-1 Caverna-2 Caverna-3
Bacterias Simpson (1-D) 0.61 0.46 0.74

Shannon (H’) 1.75 0.95 2.51
Hongos Simpson (1-D) 0.75 065 0.82

Shannon (H") 2 1.89 1.27

3.1.3. Identificacion molecular de las cepas microbianas

Se obtuvieron 24 secuencias consenso de un total de 28 cepas secuenciadas. Tres
secuencias (una de bacterias y tres de hongos) no pudieron ser ensambladas con los
primers forward y revese. El uso de la herramienta BLASTn para conocer la identidad de
los aislados bacterianos y fungicos arrojé porcentajes de identidad mayores al 98% en
la mayoria de las secuencias analizadas (Tabla 5y Tabla 6). Para los aislados bacterianos,
75% pertenecen al filo Firmutes y el resto (25%) al filo Proteobacteria. De los 12 aislados
secuenciados, ocho pertenecen al género Bacillus y uno a los géneros Lysinbacillus,
Caulobacter, Aminobacter y Lysobacter, respectivamente. Las especies de cepas

bacterianas identificadas se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Identificacidn genética de aislados bacterianos de la superficie de espeleotemas

Codigo Identificacion Filo % N° Acceso
identidad
C1P2B1  Bacillus xiamenensis Firmicutes 100 MK129312.1
C1P3B1 Lysinbacillus fusiformis  Firmicutes 99.91 MF784478.1
C1P3B2  Bacillus licheniformis Firmicutes 99.15 MK564699.1
C1P3B3  Bacillus cereus Firmicutes 99.43 MT378166.1
C2P1B1 Bacillus licheniformis Firmicutes 99.75 CP042252.1
C3P1B1  Bacillus xiamenensis Firmicutes 99.92 MK129312.1
C3P3B1 Caulobacter sp. Proteobacteria 99.83 JN609445.2
C3P3B2  Bacillus altitudinis Firmicutes 99.91 MK521064.1
C3P3B3  Aminobacter Proteobacteria 99.92 MT525237.1
carboxidus
C3P3B4  Bacillus xiamenensis Firmicutes 99.85 MT186232.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK129312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37EK3S2R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN609445.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37E94BJP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK521064.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37DWF3R3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT525237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37DG9PXM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT186232.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37E8PN0U016

C3P3B5
C3P3B6

Lysobacter sp.

Bacillus xiamenensis

Proteobacteria

Firmicutes

99.49
99.91

DQ993327.1
MT186232.1

Para los aislados fungicos, el 66.7% forman parte del filo Ascomycota y 33.3%

del filo Basidiomycota. De los doce aislados fungicos secuenciados tres pertenecen al

género Cladosporium y Aspergillus y uno a los géneros Penicillium, Coprenillus, Eutipa,

Tinctoporellus,

Nemania y Scopoloides,

respectivamente.

Dos de

los aislados

correspondientes a los dos Ultimos géneros mencionados (C3P1H1 y C3P3H2),

presentan porcentajes de identidad menores al 97%, por lo que podrian corresponder a

dos nuevas especies. Las especies de cepas fungicas identificadas se describen en la

Tabla 6.

Tabla 6. Identificacidn genética de aislados fungicos de la superficie de espeleotemas

Cddigo Identificacion Filo % N° Acceso
identidad
C1P1H1  Penicillium brevissimum Ascomycota 100 J1X841249.1
C1P1H2  Aspergillus austraafricanus ~ Ascomycota 100 0L711848.1
C2P2H1  Cladosporium halotolerans ~ Ascomycota 100 MT875274.
1
C2P2H2  Tinctoporellus epimiltinus Basidiomycota 99.50 KY948721.1
C2P2H3  Cladosporium halotolerans ~ Ascomycota 100 MT529175.
1
C2P3H1  Aspergillus austraafricanus ~ Ascomycota 98.95 0L711848.1
C2P3H2  Aspergillus niger Ascomycota 100 MT588793.
1
C3P1H1  Nemania abortive Ascomycota 96.40 NR 121350.
1
C3P1H2  Cladosporium halotolerans ~ Ascomycota 100 MT875274.
1
C3P2H1  Eutipa scoparia Basidiomycota 98.49 MW132061
A
C3P3H1  Coprenillus disseminates Basidiomycota 99.70 MK843946.
1
C3P3H2  Scopuloides dimorpha Basidiomycota 96.69 MZ637083.
1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ993327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37DX4YVE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT186232.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37DW76VD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX841249.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2HU67VFS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL711848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2HSX69JY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT875274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2HVZDKR7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT875274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2HVZDKR7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY948721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=2HV42FDE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2HUKWNGG01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2HUKWNGG01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL711848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2HSX69JY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT588793.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=39XB4FVN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT588793.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=39XB4FVN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=2HRG6DGP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_121350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=2HRG6DGP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT875274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2HU87CU101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT875274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2HU87CU101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW132061.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2HVTM9PB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW132061.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2HVTM9PB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK843946.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2HUXW1V801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK843946.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2HUXW1V801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ637083.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=2HV2CAFJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ637083.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=2HV2CAFJ01R

El analisis filogenético de las cepas bacterianas aisladas de cavernas karsticas
amazonica reveld que se agrupan en 2 grandes clados. El clado 1 abarca las cepas
C3P3B4, C3P1B1, C3P3B2, C3P3B6, C1P2B1, C1P3B2, C2P1B1, C2P1B1 y C1P3B3 y
confirma su parentesco con los géneros Bacillus y Lysinibacillus. Las cepas restantes
C3P3B5, C3P3B1 y C3P3B3 se emparentan con los géneros Lysobacter, Caulobacter y

Aminobacter (Figura 10).

C3P3B4

C3IP1B1

MN582996.1:47-1221 Bacillus xiamenensis strain RPW31
MT186232.1:17-1191 Bacillus xiamenensis strain HB2
C3P3B2

C3P3B6

MK521064.1:21-1154 Bacillus altitudinis strain HTI 13

4| MT534000.1:19-1153 Bacillus sp. (in: Bacteria) strain Tm-P4
C1PZE1

MKEE64699.1:343-1286 Bacillus licheniformis strain ICHB3
C1P3B2

LKY608164_1 :305-1247 Bacillus licheniformis strain PSTJ-119

C2P1B1
MK970555.1:54-1236 Bacillus licheniformis strain K1
MF784478.1:16-1152 Lysinibacillus fusiformis strain LHXYBROWN2
*{ C1P3E1

MF784468.1:15-1152 Lysinibacillus sp. strain SMU2UP
‘{ C1P3B3

MT378166.1:31-1439 Bacillus cereus strain 117gite
AB921269.1:42-1450 Bacillus sp. NA11027
DQ993327.1:1-1376 Lysobacter sp. MHS036
MMN197751.1:15-1390 Lysobacter sp. strain 51
C3F3B5
C3P3E1
JNB09445 2:21-1209 Caulobacter sp. LBAS16
MT525237.1:48-1332 Carbophilus carboxidus strain QMAB2
C3F3E3
MT160400.1:29-1313 Aminobacter aminovorans strain FW305-C-20-5
—— AY149598.1 Halorubrum tibetense strain 8WWE

—

0.080

Figura 10. Arbol filogenético bacteriano de vecinos cercanos. Se observan 2 clados

importantes. Halorubrum tibetense se usé como outgroup.

Por su parte, el analisis filogenético de las cepas fungicas aisladas de cavernas
karsticas amazédnica reveld que se agrupan en 3 grandes clados. El clado 1 abarca las

cepas: C2H2P3, C2P2H1, C3P1H2 relacionadas con el género Cladosporium. El clado 2
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abarca las cepas C3P2H1, C3P1H1 emparentadas con los géneros Eutypella y Nemania.
En el ultimo clado se agrupan (en dos subclados) las cepas C3P3H2, C3H3P1, C2P2H2,
C2P3H2, C1P1H1, C2P3H1 y C1P1H2 con los géneros Scopuloides, Coprinellus,

Tinctoporellus y Penicillum. (Figura 11).

Tree scale: 01—

Arthrospira platensis strain PCC 7345
C2P2H3

Cladosporium halotolerans isolate DC03

Cladosporium halotolerans clone EF 526

C2P2H1

C3P1H2

Cladosporium endophyticum MFLUCC

Cladosporium halotolerans isolate C11

EEutypelIa sp. strain 19LSOL021
C3P2H1
Nemania abortiva ATCC MYA-4108
4[[:Xylana sp. strain LCM 947.01
C3P1H1

C3P3H2
TScopuloides sp. FD-389
— Scopuloides dimorpha F33358

C3P3H1
Coprinellus sp. strain SDJ2021-8-12
Coprinellus disseminatus voucher BLBS
C2H2P2
Tinctoporellus sp. strain JHGBO1
Tinctoporellus epimiltinus voucher PR1147
Aspergillus niger strain SF-6354
C2P3H2
C1H1P1
Penicillium brevissimum strain CBS 763.68
Penicillium ramusculum strain CBS 251.56
C2P3H1
C1P1H2
Aspergillus versicolor isolate SAU-BCC001
Aspergillus austroafricanus strain IBT 32289

Figura 11. Arbol filogenético fingico de vecinos cercanos. Se observan 3 clados
importantes. Arhtrospira platensis se usé como outgroup.

3.2.  Andlisis geoquimicos de espeleotemas

Los resultados de la cuantificacién de elementos mayoritarios y minoritarios o
trazas estan basados en la repetitividad de la medicién. La medida de concentracion
elemental se realizd por triplicado en el area de cada espeleotema muestreado. El
analisis estadistico de los datos refleja una baja variabilidad y dispersion en las
mediciones de cada espeleotema; por lo tanto, los valores bajos de la desviacién
estandar obtenidos demuestran que los resultados son representativos. Para los
elementos mayoritarios el valor promedio de la desviacidn estandar constituye entre el
4-10% del total de la muestra. Se exceptuaron metales como Ba, Pb o Sb donde Ia
desviacion estandar es alta (50-70%), pudiendo estar relacionada a la sensibilidad del
equipo para detectar estos metales en las concentraciones que se encuentran. A su vez,

la caracterizaciéon geoquimica de los espeleotemas revela una similitud en sus

23



concentraciones elementales, donde la proporcidn relativa de concentracidon entre
espeleotemas de las 3 cavernas parece ser siempre la misma en los elementos
mayoritarios. Como se esperaba, el Calcio (Ca) es el elemento mds abundante. Por otro
lado, la proporcion relativa de los elementos minoritarios no es conservada, pero se
puede distinguir un patrén de concentracién.

Mediante el anadlisis por espectrometria de fluorescencia de rayos X se logré
cuantificar hasta 24 elementos quimicos, de los cuales siete (Ca, Al, Mg, P, S, Si, Fe) se
presentan en concentraciones mayoritarias (>1000ppm) y representan ~99.74% de toda
la muestra. Los 15-17 elementos restantes (K, Ba, Sr, Sb, Cu, Zn, Sn, Pb, V, Rb, Zr, Hg, Co,
Ni, Se, Tl, As) se presentan en concentraciones minoritarias o trazas (<1000ppm) vy
representan ~0.26% del total. Las concentraciones de elementos metalicos en los tres
puntos (P1, P2, P3) de cada caverna se muestran en las Figuras 12, 13y 14.

La jerarquia de concentracién de elementos mayoritarios en los diferentes
espeleotemas de las 3 cavernas tiende a ser: Ca>Al>Si>Mg>P>S>Fe; mientras que la
jerarquia de concentracién de elementos minoritarios o trazas en los espeleotemas de
las 3 cavernas tiende a ser: K>Ba>Sr>Zn>Sn>Sb>Ni>Cu>Zr>Pb>Rb>Se>Hg>As con
variaciones en los elementos Sr, Ti, Mn, K.

Es importante mencionar que metales pesados cdémo Hg o As no fueron
detectados en al menos 2 puntos de muestreo de la caverna 2 (P2 y P3) y de la caverna
3 (P1y P3). Se destaca la mayor concentracion de Sr en comparacion con K en el P3 la
caverna 1 (Figura 12) mientras que las concentraciones de Sr o Ba se ven superadas por
TiyMn en el P1 de las cavernas 2 y 3 (Figura 13 y Figura 14), incluso la concentracion de
Ti es mayor al Ken el P1 de la caverna 2 (Figura 13). Curiosamente, sélo la caverna 1 no

presenta niveles detectables de Ti o Mn (Figura 12).
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Caverna 1
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Figura 12. Concentracién en partes por milléon (ppm) de elementos mayoritarios y
minoritarios en los 3 puntos de la caverna 1. P1=punto 1, P2= punto 2, P3= punto 3.

Caverna 2
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Figura 13. Concentracion en partes por millén (ppm) de elementos mayoritarios y
minoritarios en los 3 puntos de la caverna 2. P1=punto 1, P2= punto 2, P3= punto 3.

25



Caverna 3
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Figura 14. Concentracién en partes por millén (ppm) de elementos mayoritarios y
minoritarios en los 3 puntos de la caverna 3. P1=punto 1, P2= punto 2, P3= punto 3.

3.3.  Relacién entre las comunidades microbianas y geoquimica de los espeleotemas
En esta seccidon hacemos un andlisis exploratorio de componentes principales

(ACP) para identificar las relaciones entre las concentraciones elementales de los
espeleotemas analizados y las cepas bacterianas aisladas que previamente se han
informado como biomineralizantes de carbonato de calcio. No exploramos informacién
sobre las cepas fungicas aisladas en esta investigacién porque hasta donde se conoce no
se han informado previamente como biomineralizantes de carbonato de calcio. Las dos
primeras componentes del ACP (PC1 y PC2) explican el 50,33% de la variacion de los
datos, por lo que se han utilizado solo estas dos para buscar agrupaciones o clister. A
través de estos componentes, se logra distinguir patrones que diferencian los puntos
1,2 y 3 de las cavernas muestreadas. Estos patrones revelan que los puntos (o
espeleotemas) 1 y 2 de las tres cavernas presentan similitudes en la composicién
guimica de elementos minoritarios, tales como: Co, Ba, Sb y Hg, los cuales son los
mayores contribuidores de los componentes principales 1 y 2 en los espeleotemas

analizados (Figura 15). En estos espeleotemas se logrd aislar 1 especie bacteriana
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biomineralizante. Los puntos 3 muestran otro agrupamiento, evidenciando diferencias
significativas en las composicionales elementales con respecto a los puntos 1y 2. En este
caso, los puntos 3 de la caverna tres (C3) y dos (C2), muestran similitudes en la
composicion quimica de elementos mayoritarios, tales como: P, Ca, Al y Si y en
elementos minoritarios, tales como: Ni y Cu, siendo todos estos los principales
contribuidores de los componentes principales 1y 2 (Figura 15). Finalmente, el punto 3
de la caverna 1 (C1) se muestra separado de los agrupamientos antes descritos y
pareciera que los contribuidores principales de este agrupamiento son el Sr, Mg, Rb y
Pb (Figura 15). De hecho, este agrupamiento aislado puede estar correlacionado con la
presencia del mineral aragonito identificado solo en este punto. En todos los puntos 3
de las tres cavernas fueron aisladas tres cepas bacterianas biomineralizantes. Las
especies asociadas a la precipitacion de carbonato de calcio en estos puntos se

describen en la Tabla 7.
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Figura 15. Andlisis de componentes principales de los elementos quimicos detectados
en los espeleotemas muestreados. P1=puntos 1, P2= puntos 2, P3= puntos 3. Las flechas
representan los elementos quimicos por los cuales estdn mas relacionados o regidos
cada punto.
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Tabla 7. Morfotipos microbianos aislados de espeleotemas en cavernas karsticas
agrupados por puntos: P1=punto 1, P2= punto 2, P3= punto 3. Las especies marcadas en
negro se asocian con la precipitacidon de carbonato de calcio.

Puntos  Taxones bacterianos Puntos Taxones fungicos
C2P1B1 Bacillus licheniformis C1P1H1 Penicillium brevissimum
C3P1B1 Bacillus xiamenensis C1P1H2 Aspergillus austraafricanus

C3P1H1 Nemania sp
C3P1H2 Cladosporium halotolerans
C1P2B1 Bacillus xiamenensis C2P2H1 Cladosporium halotolerans
C2P2H2 Tinctoporellus epimiltinus
C3P2H1 Eutipa scoparia
C1P3B1 Lysinbacillus fusiformis = C2P3H1 “Aspergillus austraafricanus”
C1P3B2 Bacillus licheniformis C2P3H2 Aspergillus niger
C1P3B3 Bacillus cereus C3P3H1 Coprenillus disseminates
C3P3B1 Caulobacter sp. C3P3H2 Scopuloides sp
C3P3B2 Bacillus altitudinis
C3P3B3 Aminobacter carboxidus
C3P3B4 Bacillus xiamenensis
C3P3B5 Lysobacter sp.

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1.  Analisis Microbioldgico de espeleotemas

4.1.1. Cuantificacidn y cinética de crecimiento microbiano
El analisis de las UFC por caverna para cada grupo microbiano demostré la

abundancia de bacterias y hongos en los ecosistemas de cavernas de la provincia de
Napo comparado con otras investigaciones. En este estudio se encontré que el mayor
crecimiento bacteriano y flngico se derivd de estalactitas y banderas de la caverna 2
con mayores titulos en comparacion con investigaciones previas (Tabla 8). Las bacterias
son los microorganismos mas abundantes en las tres cavernas muestreadas, lo que pone

de manifiesto la abundancia de procariotas en espeleotemas de cavernas.
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Tabla 8. Cuadro comparativo de los resultados obtenidos sobre UFC microbianas
asociadas a superficies de espeleotemas con estudios anteriores.

Microorganismo  Espeleotema UFCg! Zona Referencia
geografica

Bacterias Estalactita 5.8x10° Ecuador En este estudio
Estalactita 8.5x10? Alemania [19]
Estalactita 3.9x10° India [11]
Leche de luna 5x10° Bélgica [48]

Hongos Banderas 3.4x10* Ecuador En este estudio
--------- 2.9x10? Malasia [21]

La abundancia microbiana en espeleotemas de la caverna 2 pudo estar asociado
a que ésta es una caverna de aproximadamente 20 metros; por lo que las corrientes de
agua, aire y animales como los murciélagos pueden fluir con facilidad dentro de la
caverna, provocando el flujo de hongos y bacterias que se encuentran en el exterior
hacia el interior de la caverna [21,49,50]. La caverna 1 presenta la segunda mayor
abundancia de hongos, pero menor abundancia de bacterias, esto puede explicarse
porque al ser una caverna abierta al turismo, la accidn antropogénica se puede
correlacionar con la dispersion aerotransportada de esporas de hongos y su
consecuente proliferacién al interior de la caverna [51] y una menor proporcién de
titulos de bacterias en el aire [49]. Cabe mencionar que los murciélagos habitantes de
cavernas son considerados vectores importantes en la dispersion de hongos en cuevas;
por lo tanto, también ejercerian influencia en la diversidad y abundancia fungica en
estos ambientes subterraneos [50]. En la caverna 3, al ser una caverna con minima
afluencia de visitas (buen estado de conservacion), se observa un patrén inverso a la
caverna 1. Aunque no existen datos precisos respecto a la antropizacion, al estado de
conservacion y la fauna de cavernas, estos resultados pudieran estar asociados con estos
tres factores.

Si bien el crecimiento de colonias microbianas ocurrié en todas las muestras de
espeleotemas procesadas, en su mayoria albergaban sélo 1 tipo de microorganismo, sea
bacteria u hongo, pero rara vez a ambos. La inhibicién del crecimiento de bacterias por
hongos o viceversa en los espeleotemas muestreados sugiere que los microorganismos

estarian secretando agentes antibacterianos o antifungicos bioactivos. Se ha
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documentado que las bacterias producen metabolitos secundarios que inhibe el
crecimiento de hongos a sus alrededores [52]. Por ejemplo, Lysinibacillu sp, exhibe un
comportamiento antagdnico frente a Aspergillus sp [53].

Con respecto a la cinética de crecimiento de las comunidades microbiana, se
manifiesta la diferencia en el patrdn de crecimiento de las colonias bacterianas respecto
a los hongos, asi como la adaptabilidad de las bacterias y su rapido crecimiento en
comparacion con los hongos, ya que a las 24 y 48 horas de incubacién se cuantificaron
colonias bacterianas, no siendo asi para hongos. Con este pardametro se puede
determinar la adaptabilidad y patrones de crecimiento de microorganismos cultivables
en condiciones estandares de temperatura, pH y nutrientes. Diversos estudios han
reportado un intervalo de 7 a 69 dias de incubacién para favorecer el crecimiento de

bacterias y hongos aislados de espeleotemas o cavernas de roca caliza [3,10,19,21,45].

4.1.2. Morfologiay diversidad microbiana
El analisis morfoldgico revelé una variedad de colores y apariencia en las

comunidades bacterianas y fungicas. Las comunidades microbianas de las cavernas son
variables dependiendo de los microhdabitats o sustratos [6]. En este estudio, la
morfologia de las comunidades bacterianas aisladas de superficies de espeleotemas
muestra una distincion. Las dos principales apariencias de las comunidades bacterianas
se relacionan con el filo al que pertenecen: irregulares de color beige distinguen a los
Firmicutes y circular de diversos colores a las Proteobacterias. Por el contrario, las
comunidades flngicas que se agrupan de acuerdo a su tipo micelio algodonoso vy
floculoso con diversos colores de micelio aéreo (verde, blanco y negro) sin alguna
distincion relacionada con el filo al que pertenecen.

La diversidad microbiana de los espeleotemas estalactitas y banderas
muestreados presenta altas y medias diversidades, medidas a través de los indices de
Simpson (1-D= 0.74, valor cercano a 1 que representa alta diversidad) y Shannon (H'=
2.51 valor entre el rango de 2 a 3.5 que representa diversidad media); en concordancia
con diversos estudios que reportan una mayor diversidad de bacterias y hongos en
sustratos cdmo los espeleotemas comparados con el agua de goteo, agua, guano y
paredes dentro de cavernas [21,54]. Se ha sugerido que los aportes nutricionales, las

perturbaciones naturales o antropogénicas y la geoquimica de la roca pueden
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determinar la diversidad microbiana de las cuevas; sin embargo, el mecanismo de

diversidad microbiana en estos ambientes subterraneos aiin no es bien conocido [6].

4.1.3. ldentificacion molecular
Las 24 secuencias obtenidas se alinearon con la base de datos de referencia del

NCBI para derivar los perfiles taxondmicos. Los filos bacterianos representados en
nuestro estudio (Firmicutes y Proteobacteria) son similares a otros estudios donde
reportan que los Firmicutes, pertenecientes al género Bacillus, y Proteobacteria son los
filo mas dominantes en sistemas de cavernas [3,10,54]. Se aislé de los espeleotemas
estalactita, dos de las bacterias ureoliticas mas importantes involucradas en la
biomineralizacién de carbonato de calcio: Bacillus cereus y Lysinibacillus fusiformis;
ambas especies con potencial para auto reparar hormigoén [55,56]. Otras de las especies
aisladas que se asocian con la produccién in vitro de carbonato de calcio (calcita) es
Bacillus licheniformis [57]. Esta especie es industrial y biotecnolégicamente importante
debido a su uso para fabricar bioquimicos, enzimas, antibiéticos y aminopeptidasa [58].
La secuenciacion del genoma completo de las tres especies mencionadas anteriormente
constituye un apartado investigativo de relevancia para contribuir a su funcionalidad
genética e identificar caracteristicas Unicas de estos microorganismos que ayuden a
comprender su especificidad.

Si bien los aislados Bacillus altitudinis y Bacillus xiamenensis no se reportan
como especies biomineralizantes de carbonato de calcio, se las encuentran dentro de
cavernas por ser bacterias aerotransportadas [49,59]. Se ha informado que B. altitudinis
y B. xiamenensis, al ser aisladas de suelos, actian como bacterias promotoras del
crecimiento de plantas (PGPB) [60,61]; otorgandoles aplicaciones prometedoras en los
sistemas agricolas.

La colonizacion de Proteobacteria en varios entornos de cuevas puede atribuirse
a su naturaleza quimioheterdtrofa y a su capacidad para degradar una amplia gama de
compuestos organicos, fijar carbén atmosférico y transformar nitrégeno [3]. Se logré
aislar Lysobacter sp., Aminobacter carboxidus y Caulobacter sp. pertenecientes a la
subclase gammaproteobacteria y alfaproteobacteria, en concordancia con [62,63] que
han informado una abundancia de la subclase alfa, beta, delta y gammaproteobacterias

en cuevas karsticas de Espafia y Alemania.
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Por otro lado, se encontrd que los filos fungicos principales en los espeleotemas
de cavernas karsticas amazdnicas son Ascomycota y Basidiomycota en concordancia con
[20,21]. Se ha determinado que la mayoria de los taxones fungicos cominmente
reportados de cavernas son oportunistas y cosmopolitas asociados con suelos, material
vegetal o insectos [20].Los géneros mas comunes del filo Ascomycota representados en
nuestra investigacion (Cladosporium y Aspergillus), son similares a los encontrados en
otros estudios de sistemas de cuevas [21,49,59,64]. El género Cladosporium es de los
mas frecuentes en ambientes al aire libre, por lo que su presencia en el interior de
cavernas se le atribuye al transporte a través de las corrientes de aire [49,59] [51,52]. La
especie Aspergillus niger reportada en este estudio es similar a otra investigacion donde
se identificé a esta especie en superficies rocosas de una mina en Polonia [65]. [20]
mencionan a esta especie como proveniente de cavernas. Aspergillus niger es una
especie potencialmente valiosa porque posee un complejo enzimatico celulolitico
eficiente en procesos de fermentacién o sacarificacion [66]. A su vez, es un
microorganismo ideal para biorremediacidn ya que puede lixiviar metales cdmo Cd, Mn,
Pb, Zn, Cr y Fe [67]. Esta especie, junto con Cladosporium halotolerans, podrian ser
usados cdmo biorremediadores de agua residuales con altas concentraciones de
manganeso (Mn) provenientes de la mineria [68].

Con respecto a las cepas aisladas pertenecientes al filo Basidiomycota:
Tinctoporellus epimiltinus, Coprinellus disseminautus, Eutypella scoparia y Scopuloides
sp, todos estos géneros han sido aislados previamente de muestras de cavernas, pero
en menor frecuencia [20,46]. Hasta donde se conoce, estas especies no estdn asociadas
a la biomineralizacion de carbonato de calcio, siendo necesarios estudios mas a detalle
para validar posibles aplicaciones MICP. En base a una explotacidn bibliografica, nuestro
estudio sugiere que C. disseminautus es la primera especie reportada en cavernas
karsticas.

Las dos cepas identificadas como Scopuloides dimorpha, y Nemania abortiva,
podrian ser dos nuevas especies potenciales asociadas a estos dos géneros, debido a
que su similitud es del 97 %. Sin embargo, para afirmarlo con mayor confianza, es
necesario realizar andlisis polifasicos y filogenéticos de multiples locus amplificando

regiones distintas al ITS cdmo regiones parciales 28S de la subunidad larga del nrRNA
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(LSU), la tubulina B (TUB2), el factor de alargamiento 1a (EF-1 a) y la segunda subunidad
mas grande la ARN polimerasa Il (RPB2)[46,69]. [20] y [46] han reportado a estos

géneros como habitante de cavernas, a pesar que son hongos enddfitos .

4.2.  Andlisis geoquimicos de espeleotemas

El andlisis quimico de los espeleotemas muestreados nos proporciona un
contexto importante para evaluar su variacién de la concentraciéon elemental. Dicha
variacion puede expresarse de diferentes formas dependiendo de su entorno geoldgico-
hidrolégico-climatico [70]; por lo tanto: (1) la variacién quimica y disponibilidad del agua
de goteo de los espeleotemas, asociada a la cantidad de precipitacion meteoroldgica
anual, influencia la incorporacion de elementos quimicos al espeleotema. Por ejemplo,
el contenido de Mg -elemento derivado del lecho rocoso, asi como el Sr y Ba- es
directamente proporcional al Mg/Ca de la solucién, siendo la temperatura la principal
variable que afecta la particion [23]; si la temperatura es de 25°C vy la relacién 1:4 £ 0,1
se formara calcita. En base a las concentraciones obtenidas de Mg y Ca se sugiere que
todos los espeleotemas estdn constituidos por minerales carbonaticos como calcita,
indicado por el predominio de Ca (81-82% del total) en todas las muestras. Las trazas
detectadas de Sr y Ba también nos dan un indicio que los espeleotemas contienen
aragonito porque este mineral se caracteriza por asociatividad y altas concentraciones
de Sr (y Ba) [23], por lo que el espeleotema del punto 3 de la caverna 1 también estaria
formado por cristales de aragonito.

Las concentraciones de Al y Si proporcionan evidencia de la impureza de los
espeleotemas muestreados; es decir, no son totalmente calciticos. Los metales Al, Siy K
estan asociados con la presencia de minerales de arcilla, siendo los principales
responsables de los colores marrones en los espeleotemas (Figura 2) [71]. La presencia
de Mn en espeleotemas también se deriva de minerales arcillosos y oxihidroxidos [71];
por lo tanto, se sugiere que los espeleotemas de las cavernas 2 y 3 también estarian
formados por este tipo de minerales. [72] sefiala que espeleotemas endokarsticos, cdmo
las leches de luna, estdn compuestas por diferentes especies mineraldgicas: en su
mayoria carbonaticas (calcita-aragonita) y, en ocasiones, minerales de arcilla. Ademas,

estos minerales arcillosos y oxihidroxidos contienen en su estructura cristalina metales
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como Fe, S o P [71]. Es importante mencionar que la incorporacién de P —elemento
derivado principalmente del suelo, asi como el Zn o Pb- también es sensible a la
concentracion de fosfatos en la solucidn [23,70]; porque el P y diversos grupos de
elementos se unen libremente a especies organicas y son transportados libremente a
los sitios de goteo de los espeleotemas; en contraste, el transporte de elementos como
el Cu, Pb, o Zn depende especificamente de periodos mas cortos de infiltracidn intensa
a través de flujos rapidos del acuifero karstico hasta estos sitios [73]. En sintesis,
elementos electronegativos como P y metales pesados cémo Zn, Cu, o Pb, muestran un
fuerte comportamiento de sorcién en los suelos y, el cambio de sus concentraciones en
los espeleotemas se relaciona con los cambios en la composicidn del agua de goteo y el
flujo de infiltracién al endokarst. (ll) los cambios cristalograficos que dependen de la
fabrica del cristal, provocan variaciones en la composicidon quimica [73]. Varios son los
minerales presentes en los espeleotemas (calcita, aragonita, vaterita), asi como
diferentes los tipos de fabrica (columnar, fibrosa y microcristalina) y habito del cristal
(rombohedrica, ortorrombica), lo que da lugar a una matriz altamente cristalina [74].
[75] manifiestan que, cuando se emplean métodos espectroscopicos directos (como
FRX) los espectros obtenidos contienen informaciéon de la composicion quimica vy la
cristalinidad de la matriz, produciendo variaciones; por lo tanto, la composicién quimica
de los espeleotemas varia en funcién del tipo de fabrica del cristal [74,75]. En resumen,
nuestro estudio pudo determinar que todos los espeleotemas muestreados de cavernas
karsticas estan dominados por el mineral calcita, uno de ellos por aragonito (cavernal-
punto3), y alto contenido de minerales arcillosos; deducido a través de su concentracién
elemental que puede estar controlada por la composicidén del agua de goteo, las tasas

de infiltracidn y los factores cristalograficos.

4.3.  Relacidon entre la microbiologia y geoquimica de espeleotemas

Un total de 24 elementos quimicos fueron cuantificados en los espeleotemas
muestreados. Varios de los elementos detectados (Ca, Al, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Se, Sn,
V, Zn) son esenciales y requeridos por los microorganismos (eucariotas y procariotas)
para sus funciones estructurales o cataliticas [12,76]. Algunos procariotas emplean
metales cémo el Cr, Mn, Fe, Co, Cu, As y Se como donadores o aceptores de electrones

en su metabolismo energético. Otros metales que reducen es Hg?*y Ag* pero sin la
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conservaciéon de energia en estas reacciones [76]. El Ca, por ejemplo, actia de manera
intracelular como una molécula de sefalizacidn, regulado estrictamente por el gradiente
de concentracién de Ca® inter y extracelular [77]. Otras funciones especificas son las
proteinas de unién de Ca?*, la motilidad, la germinacion de esporas, la deteccion de
quorum sensing, produccién de exopolisacdridos (EPS) y la formacion de biopeliculas
[77].

Elementos como Hg, Pb, As, Ni pueden son téxicos para las células microbianas.
ElHgy Pb, por ejemplo, dafian el ADN, inhiben la actividad enzimatica y la divisidn celular
o desnaturalizan las proteinas [12]. Sin embargo, los microrganismos han desarrollado
mecanismos de resistencia para protegerse de la toxicidad metalica. La produccion de
una capa extracelular que rodea las células bacterianas es un mecanismo de defensa
para evitar el ingreso de metales a las células; ademds les ayuda en procesos de
adhesion superficial [12].

Se ha caracterizado anteriormente que Bacillus licheniformis, cepa aislada de los
puntos 1y 3 donde sus composiciones quimicas no son similares, alberga en su pared
celular gram-positiva, componentes glicopolimeros anidnicos cémo el acido teicurdnico
y acido teicoico siendo los sitios principales del blindaje con elementos cémo Na, K, Mg,
Ca, Mn, Fe(lll), y Ni; promoviendo que su pared sea un sistema abierto de intercambio
de iones [78]. [79] reporta que la unidn de Fe con la capa bacteriana da como resultado
el desarrollo del mineral ferrihidrita; lo que sugiere que espeleotemas de los puntos 1y
3 (delas cavernas 1y 3, respectivamente), donde se aislo esta bacteria, también estarian
formados por este mineral. La ferrihidrita es un mineral oxihidroxido de hierro
abundante en suelos, rocas, fondo marino y organismos. Posee una reactividad
superficial alta hacia la adsorcién de cationes de importancia ambiental como el Cr o Cd;
por tal razén es ampliamente estudiado en aplicaciones ambientales e industriales [80].
Otras investigaciones han demostrado que en Bacillus cereus, cepa aislada del punto 3-
cavernal, la interaccion con metales presentes en el medio ambiente como Mg?*y Co?*
, resulta en el estimulo y activacién de la esfingomielinasa, una fosfolipasa C de esta
especie [81]

Bacillus licheniformis, Bacillus cereus y Lysinibacillus fusiformis se aislaron del

Punto 3-caverna 3 espeleotemas donde se sugiere que los espeleotemas estan formados
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por

minerales de calcita, aragonita y minerales arcillosos y oxihidréxidos.

Presumiblemente, estos tres morfotipos podrian influenciar la formacién de los

minerales presentes en estos espeleotemas.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion permiten llegara a las siguientes
conclusiones:

Es la primera investigacidn realizada con el objetivo de determinar las
comunidades microbianas asociadas a espeleotemas de cavernas karsticas
amazonicas.

En el contexto microbioldgico, existe una alta cantidad de bacterias y hongos
presentes en los espeleotemas de cavernas kdrsticas, predominando las
comunidades bacterianas en comparacion con los hongos.

Los indices de Shannon y Simpson demostraron que no existe una marcada
influencia respecto a la diversidad de bacterias y hongos en las cavernas
evaluadas. La diversidad podria estar influenciada por el efecto de las corrientes
de aire, por la fauna cavernicola (murciélagos) y por la actividad antropogénica
dentro de la caverna y su longitud.

Los andlisis moleculares determinaron que los filos cultivables presentes en
espeleotemas son Firmicutes y Proteobacteria y los phyllum flangicos son
Ascomycota y Basidiomycota. El género bacteriano mas frecuentemente aislado
fue Bacillus con los tres morfotipos bacterianos mineralizantes asociados a la
precipitacion de carbonatos de calcio (Bacillus licheniformis, Bacillus cereus y
Lysinibacillus fusiformis) y el género fungico fue Cladosporium. No se aislaron
morfotipos fungicos biomineralizantes.

En el contexto geoquimico, a partir de la cuantificacién de 24 elementos
quimicos en los espeleotemas y el andlisis bibliografico, se evidencid la
preponderancia del mineral calcita y en uno de ellos aragonito (cavernal-
punto3). De igual manera, a través de la concentracidon de Al, se deduce la
presencia de minerales arcillosos y oxihidréxidos. La presencia de estos
minerales puede estar controlada por la composicién del agua de goteo, las tasas

de infiltracion y los factores cristalograficos.
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En el contexto geomicrobioldogico, se determina que la similitud de la
composicion quimica de los espeleotemas del punto 3 de todas las cavernas seria
clave para el desarrollo de bacterias biomineralizantes de calcita, aragonita y
minerales arcillosos y oxihidréxidos (ferrihidrita) en los espeleotemas
muestreados; deducido a través de la funcionalidad y patrones bioquimicos de

los aislados bacterianos identificados.

Se recomienda:

Realizar analisis metagendmicos en otras cavernas de la regién amazoénica para
determinar microorganismos cultivables, no cultivables y nuevas especies
valiosas presentes en estos ecosistemas.

Secuenciar el genoma completo de los aislados pertenecientes a los géneros
Nemania y Scopuloides para determinar si pertenecen a nuevas especies de
microorganismos en estas condiciones extremdfilas. De ser el caso, las
secuencias permitirdn revelar caracteristicas genéticas y expresiones génicas
gue dan lugar a enzimas, metabolitos o genes, posiblemente, no conocidos y con
ello, evaluar el valor biotecnolégico de estos microorganismos para aprovechar
completamente su potencial industrial, comercial y ambiental; dando paso a la
necesidad de mayores investigaciones en torno a estas cepas aisladas. El trabajo
futuro sobre estos aspectos ayudara al desarrollo de nuevas cepas microbianas
mediante Ingenieria Genética.

Validar los datos de concentraciones elementales obtenidas por espectrometria
de fluorescencia de Rayos X con otras técnicas analiticas de elementos coémo ICP-
MS, ICP-OES, AAS.

Evaluar la mineralogia de los espeleotemas muestreados con técnicas cémo
seccidon delgada, SEM, TEM, XRD, fotomicrografias o analisis TIMA para una
interpretacion cruzada de los resultados quimicos y las relaciones

geomicrobioldgicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis morfoldgico de las colonias bacterianas aisladas de las superficies de
espeleotemas de cavernas karsticas. C=caverna, A= aislado, B=bacteria.

Cepas Color Apariencia n° Densidad Bordes Elevacion gra
m

C1P3B1 beige rizoide 1 ++ lobulado elevada -
C1P3B2 beige puntiforme 1 + entero convexa +
C1P2B1 beige fusiforme 3 + ondulado elevada +
C1P2B4 beige circular 8 ++ entero convexa +
C1P3B3 beige circular 1 + entero convexa +
C2P1B1 beige irregular 14 +++ erosionado  elevada +
C2P1B2 beige irregular 8 +++ lobulado elevada +
C3P3B1 amarill circular 1 +++ entero elevada -

a
C3P3B2 beige circular 16 ++ entero elevada +

bordes

blancos
C3P3B3 rosa circular 1 ++ entero convexa
C3P3B4 beige circular 1 ++ regular convexa +
C3P3B5 café circular 2 +++ entero elevada -
C3P3B7 beige fusiforme 4 +++ lobulados plana +
C3P3B6 <crema irregular 2 + erosionado elevada +
C3P3B8 beige circular 1 entero elevada +
C3P3B9 blanca irregular 1 erosionado elevada +
C3P1B1 blanca irregular 6 +++ erosionado  plana +
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Anexo 2. Analisis morfoldgico de colonias fungicas aisladas de la superficie de

espeleotemas de cavernas karsticas. C=caverna, A= aislado, H= hongo.

Cepas Color Micelio aereo Densidad n
C1P1H1 blanco algodonoso +++ 1
C1P1H2 verde claro borde floculoso ++ 1

blanco
C1P2HO blanco floculoso ++ 1
C1P3HO transparente levaduriforme ++ 1
C2P2H1 verde oscuro floculoso ++ 4
C2P2HO transparente levaduriforme + 2
C2P3HO transparente levaduriforme ++ 2
C2P2H2 blanco algodonoso ++ 1
C2P3H1 verde claro borde floculoso ++ 21
blanco
C2P3H2 negro algodonoso +++ 36
C2P2H3 verde oscuro floculoso ++ 5
C3P2H3 rosado levaduriforme +++ 3
C3P2H4 rosado levaduriforme +++ 3
C3P3H2 blanco floculoso +++ 1
C3P2H1 blanco algodonoso +++ 1
C3P1H5 verde oscuro floculoso ++ 5
C3P3H1 blanco algodonoso +++ 1
C3P3H2 transparente algodonoso +++ 1
C3P1H1 blanco algodonoso +++ 4
C3P1H2 verde oscuro floculoso ++ 9
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