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RESUMEN

Ecuador es un pais megadiverso, ubicado en el Cinturén de Fuego del
Pacifico. Los flujos magmaticos originan cientos de fuentes geotermales. En
el pais, hay pocos estudios sobre los microorganismos que habitan en
ambientes extremos. Esta investigacion se enfocd en el aislamiento e
identificacion de bacterias microalgas y hongos termdéfilos de la fuente
geotermal Aguas Hediondas. Se analiz6 las caracteristicas fisicoquimicas de
la fuente. Se recogieron muestras de agua y sedimentos de 3 diferentes
puntos de la fuente. Se midi6 la temperatura y el pH de cada punto de
muestreo. Las muestras fueron inoculadas en medios de cultivo generales
para el crecimiento de bacterias, microalgas y hongos. Se obtuvo un total de
40 cultivos puros: 37 de bacterias, 2 de microalgas y 1 de hongos. Para la
identificacion molecular se extrajo el ADN genémico de cada cepa, se
amplificé y secuenci6 los genes 16S rRNA, 23S rRNA e ITS. Se realizd un
andlisis de similitud con las secuencias de la base de datos GenBank del NCBI
y se construyd tres arboles filogenéticos. Se identificd tres cepas bacterianas:
Bacillus licheniformis, Bacillus thermoamylovorans, Bacillus sp.; dos cepas de
microalgas: una a nivel de género Chroococcidiopsis, y otra a nivel de familia
Clorofita y una cepa fangica: Talaromyces thermophilus. Los microorganismos
aislados tienen varias aplicaciones biotecnologicas potenciales, entre ellas:
producciébn de enzimas termoestables, biocombustibles, biopolimeros,

farmacos y nanoparticulas.
PALABRAS CLAVE:

o TERMOFILOS

e SECUENCIACION
e GEN 16S rRNA
e GEN 23S rRNA
e GENITS
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ABSTRACT

Ecuador is a megadiverse country, located in the Pacific Ring of Fire.
Magmatic flows originate hundreds of thermal springs. In the country, there are
few studies about microorganisms which can live in extreme environments.
This research focused on the isolation and identification of thermophilic
bacteria, microalgae and fungi from the Aguas Hediondas thermal springs. The
physicochemical characteristics of the source were analyzed. The temperature
and pH of each sampling point were measured. Water and sediment samples
were collected from different points in the source. The samples were
inoculated in general culture media for the growth of bacteria, microalgae and
fungi. A total of 40 pure cultures were obtained: 37 strains of bacteria, 2 of
microalgae and 1 fungi. For molecular identification the genomic DNA was
extracted from each strain, the 16S rRNA, 23S rRNA and ITS genes were
amplified and sequenced. A similarity analysis was performed with the
sequences from the NCBI GenBank database and three phylogenetic trees
were constructed. Three bacterial strains were identified as: Bacillus
licheniformis, Bacillus thermoamylovorans, Bacillus sp.; two strains of
microalgae: one at the genus Chroococcidiopsis sp., and another at the
Chlorophyta filum and a fungal strain: Talaromyces thermophilus. The isolated
microorganisms have several potential biotechnological applications:
production of thermostable enzymes, biofuels, biopolymers, drugs and

nanoparticles.
KEY WORDS:

e THERMOPHILES
e SEQUENCING

e 16S rRNA GENE
e 23S rRNA GENE
e ITS GENE



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

Ecuador es un pais con intensas actividades sismicas y volcéanicas debido
a su ubicacién geografica en el Cinturon de Fuego del Pacifico. Los flujos
magmaticos originan cientos de fuentes geotermales en varias ciudades del
pais. Los principales usos de estos manantiales son terapéuticos vy
recreacionales. Hay pocos estudios sobre las caracteristicas fisicoquimicas
de las aguas termales y sus potenciales usos como fuentes de energia.

En contraste, la informacibn en la literatura cientifica sobre
microorganismos extremdfilos en las aguas termales del pais es casi

inexistente.

La fuente geotermal Aguas Hediondas presenta condiciones adecuadas
de pH y temperatura para el crecimiento de bacterias, microalgas y hongos
termdfilos. En esta investigacion se pretende aislar e identificar estos

microorganismos.

1.2. Justificacion del problema

Los amplios rangos de temperatura, pH y concentraciones de metales
pesados en las fuentes geotermales, permite el crecimiento de

microorganismos extremofilos.

A nivel mundial el aislamiento y analisis de microorganismos extremafilos
ha cobrado gran interés dado que presentan caracteristicas Unicas que los

han vuelto organismos de gran valor industrial y ambiental.

Al identificar y aislar los microorganismos que se encuentran en ambientes
geotermales se podra buscar potenciales aplicaciones biotecnolégicas e
industriales como: produccion de extremozimas, descontaminacion de agua 'y
suelos contaminados con metales pesados o radioactivos, produccion de
biosensores, elaboracion de nuevas medicinas, estudios de extremolitos,

entre otros.



1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general

Aislar e identificar bacterias, microalgas y hongos terméfilos de la fuente

geotermal Aguas Hediondas.

1.3.2. Objetivos especificos

e Aplicar técnicas dependientes de cultivo para el aislamiento de cepas
de bacterias, microalgas y hongos termofilos.

o Amplificar y secuenciar el gen 16S rRNA, 23S rRNA y el gen ITS para
la identificacion de bacterias, microalgas y hongos terméfilos aislados.

e Construir un cepario con los microorganismos aislados de la fuente
geotermal Aguas Hediondas para futuras investigaciones.

1.4. Marco tedrico
1.4.1. Microorganismos extremofilos

Los extremofilos se desarrollan bajo condiciones de temperatura, pH,
salinidad y concentraciones de metales pesados que podria matar a la
mayoria de los organismos superiores y muchos no pueden sobrevivir en los
ambientes considerados globalmente normales (Ramirez, Serrano, &
Sandoval, 2006).

En afos recientes, los microorganismos que viven bajo condiciones
extremas se han vuelto el foco de atencidn de los investigadores. Existe un
gran interés de los cientificos por comprender los mecanismos de adaptaciéon
bioquimica de dichos organismos, asi como también el uso potencial de los
extreméfilos y extremozimas en la biotecnologia (Morozkina, 2010).



1.4.2. Adaptaciones de microorganismos a condiciones ambientales

extremas
1.4.2.1. Factor temperatura

La temperatura es uno de las condiciones mas importantes para la
existencia de vida, su variacién influencia diferentes procesos fisicos y
biolégicos. Bajo altas temperaturas, se incrementa la fluidez de membrana, la
desnaturalizacidén de proteinas y acidos nucleicos ocurre, y la solubilidad de
gases necesaria para las funciones vitales de los microorganismos (Oz2y COz2)
cambian; cuando hay bajas temperaturas, se forman cristales de hielo, que
danan a las membranas citoplasmaticas (Morozkina, 2010).

Considerando el factor temperatura, los microorganismos se dividen en
psicrofilos (con temperaturas éptimas de crecimiento = Top < 15°C), mesofilos
(Top = 37°C), termdfilos (Top = 50°C), e hipertermdfilos (Top > 80°C). Los
termofilicos, que son mas comunes que los hiperterméfilos, son
representados por varios especies bacterianas, incluyendo bacterias
fotosintéticas (cianobacteria, bacterias purpura y bacterias verde), Firmicutes
(Bacillus, Clostridium, y algunos otros), bacterias tibnicas (Thiobacillus), y
arqueabacteria (Pyrococcus, Thermoccocus, Sulfolobus, metanogénicas)
(Vieille & Zeikus, 2001).

Hasta el ano 2010, mas de 70 especies, 29 géneros, y 10 érdenes de
termoéfilos se conocen, la mayoria de ellos pertenece al dominio Arquea. La
temperatura maxima limite de crecimiento (113 °C) se encontr6 en un arquea
reductora de nitrato quimioautotréfica Pyrolobus fumarii. Luego, se
encontraron bacterias hipertermofilas que crecen a 121 °C y no pueden vivir
a temperaturas menores de 80 y 90°C (Kashefi & Lovley, 2003).

Entre los organismos eucariotas, solo pocas especies de hongos tienen la
habilidad de prosperar a temperaturas entre 45 y 55 °C. Los hongos terméfilos
tienen una temperatura minima sobre los 20 °C y crecen a temperaturas
maximas sobre 50°C. Los hongos termdéfilos no son tan extremos como

algunas especies de bacterias 0 arqueas que pueden sobrevivir sobre los
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100°C, sin embargo, existen unas 30 de 50,000 especies de hongos descritas
que resisten estas elevadas temperaturas, entre ella estan: Canariomyces
thermophila, Chaetomium thermophile, Coonemeria crustacea, Corynascus
thermophilus, Dactylomyces thermophilus, Melanocarpus albomyces,
Myceliophthora hinnulea, Thizomucor pusillus, Talaromyces emersonii,
Thielavia australiensis, y otros (Maheshwari, Bharadwaj, & Bhat, 2000).

La capacidad de sobrevivir bajo condiciones extremas de temperatura se
debe a cambios de la estructura de la membrana citoplasmatica, y también a
la sintesis de extremozimas y proteinas de choque térmico (Hickey & Singer,
2004).

1.4.2.2. Presion

Bajo condiciones de presidén altas se produce una densificacion de lipidos,
que lleva al dafno de la pared celular y la membrana citoplasmatica. Elevadas
presiones pueden ser razén de un descenso de la velocidad de crecimiento
celular y produccion de biomasa debido a la supresion de interaccién de
proteinas con sustratos, ademas de la inactivacién enzimatica (Abe F. , 2007).

Las bardfilas pueden crecer a profundidades mayores a 10 km (La fosa de
las Marianas a — 10 898 m) bajo presiones de 130 MPa. La presién 6ptima
obligada de las baréfilas esta entre 70 y 80 MPa vy, para algunas de ellas, 100
— 200 MPa, mientras que valores de presidén menores que 50 MPa es critico
para su crecimiento (Abe F. &., 2001).

Las aguas profundas en océanos se caracterizan, no solo por altas
presiones, sino también por valores de temperatura extremos (desde 1-2 °C
hasta 400 °C en fuentes hidrotermales), es por esto que las baséfilas pueden
ser divididas en psicrofilas, meséfilas y termofilicas de acuerdo con su
temperatura de crecimiento (Morozkina, 2010).

La comparacién de los microorganismos barofilicos con las bacterias, que
viven a presion atmosférica, E. coli en particular, muestran la presencia de un
sistema conservado regulatorio, responsable de la adaptacién a elevadas
presiones (Robinson & Sligar, 1995).



1.4.2.3. pH del ambiente

Dependiendo del pH del ambiente, varios microorganismos se conocen
como aciddfilos (crecimiento éptimo a pH < 5), neutrdfilos (crecimiento 6ptimo
a pH 6 — 8) y alcaldfilos (activos a pH>9) (Michaux, y otros, 2010).

Diferentes especies eucariotas y procariotas son organismos acidéfilos. El
hongo Acontium cylatium, Cephalosporium sp. 'y Trichosporon cerebriae son
capaces de vivir bajo condiciones extremadamente acidas (pH 0). Las
arqueobacterias pueden crecer bajo pH muy bajos. La arqueobacteria
heterotréfica aerobia Picrophilus oshimae y Picrophilus torridus son capaces
de crecer a pH 0.7 y 60°C; fueron aisladas de suelos humedos con acido
sulfarico (1.2M), resultado de la oxidacién del sulfuro de hidrégeno por
bacterias sulfuoxidantes. Estos microorganismos mantienen un pH
intracelular de 4.6, mientras otros acidofilos extremos a 6.0 (Schleper, Pihler,
Kihlmorgen, & Zillig, 1995).

Los efluentes acidos de minas son fuente de termdfilos acidéfilos, capaces
de oxidar (Leptospirillum thermoferrooxidans) y reducir (Acidiphilum spp.)
hierro. Las arqueobacterias Sulfolobus acidocaldaris crecen a pH 3.0 y 80 °C.
La bacteria haloalcalotolerante Anaerobranca spp. fue aislada de nichos
ecolégicos con altas concentraciones de sal y valores extremos de pH y
temperatura (Engle, Li, Woese, & Wiegel, 1995).

Los microorganismos acidofilos y alcaléfilos tienen mecanismos efectivos
para mantener la homeostasis iénica intracelular y para mantener valores de
pH cercanos al neutral en el interior de la célula (Michaux, y otros, 2010).

1.4.3. Identificacion de microorganismos mediante técnicas

independientes de cultivo
1.4.3.1. Extraccion de ADN

En general, la mayoria de protocolos de extraccion de ADN inician con un
paso de lisis celular donde se rompen las membranas celulares y nucleares.

Luego las proteinas celulares son removidas por precipitacién con sales o
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degradadas por procesos enzimaticos. Un paso adicional de digestion de ARN
es opcional con la enzima ARNasa. EI ADN gendmico remanente en la
solucién luego es precipitado por adicién de alcohol. EI ADN precipitado es
aislado y rehidratado. Se almacena entre -20 y -80°C para su posterior analisis
(Bruns, Ashwood, & Burtis, 2007).

1.4.3.2. PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa, o PCR por sus siglas en inglés,
es una poderosa técnica de laboratorio inventada por Kary Mullis en 1983 que
permite amplificar una secuencia especifica de ADN y aislarla del genoma. A
pesar de las numerosas variaciones de PCR, la reaccion esta compuesta por
solo unos pocos componentes, entre ellos: agua, buffer de PCR, MgClz,
dNTPs, cebador delantero, cebador reverso, ADN molde y la enzima
polimerasa (Watson et al., 2012).

En general, consta de 30 a 40 ciclos repetitivos de tres etapas:
desnaturalizacién, alineamiento y extensién o elongacién. El primer paso es
para desnaturalizar el ADN molde, es decir, para separarlo en cadenas
simples y dejar al descubierto las secuencias complementarias de los
cebadores. Esto se logra a 94 6 95°C por un tiempo igual o mayor a 90
segundos. El segundo paso es para la hibridacién de los cebadores a las
cadenas moldes complementarias. Se debe escoger una temperatura de
annealing o de unién del cebador, esta temperatura es especifica para los
cebadores que se utilicen en la reaccion y suele ubicarse en el rango de 35 a
60°C y puede durar mas de 30 segundos. Finalmente en la etapa de extension
se logra a 72°C, la temperatura 6ptima de la Taq polimerasa (figura 1). La
duracién de este paso final es determinada por la longitud del amplicon. Como
regla general se necesitan unos 30 segundos por cada 500pb de producto
(Integrated DNA Technologies, 2011).
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Figura 1 Esquema de la técnica de PCR

Fuente: (ASA, 2017)

1.4.3.3. Gen ribosomal 16S

El ribosoma bacteriano esta formado por dos subunidades, una de 50Sy
la otra de 30S. La subunidad 30S tiene una molécula de rRNA 16S (figura 2)
(Janda & Abbott, 2007).

Se conoce bien que genes codificadores de 5S, 16S, 23S rRNA, y los
espacios entre ellos son significativos para la identificacion de bacterias,
microalgas y arqueas. Entre estos fragmentos estables, el gen 16S rRNA es
el marcador mas frecuentemente usado para propésitos taxonémicos en
bacterias (Tortoli, 2003).

Figura 2 Ribosoma procariota.
Fuente: (ChunLab, 2017).
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La secuencia del gen 16S rRNA es de aproximadamente 1.5 kb, y esta
compuesta de regiones variables y conservadas (figura 3). Tiene mayor grado
de conservacion que genes que codifican enzimas. El gen 16S rRNA tiene
gran importancia en la fisiologia de las bacterias y es ampliamente aceptado
que una mutacion importante en una region “altamente conservada” conduce
a una forma de vida no viable, o una forma que es eliminada a través de

seleccion natural (Clarridge, 2004).

68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435

B

& | L sick 052 M 507 L 11007 | L 1as2r

Figura 3 Gen 16S rRNA.
Fuente: (ChunLab, 2017).

Nota: Rojo: regiones variables. Celeste: regiones conservadas. Verde: cebadores delanteros. Anaranjado:
cebadores reversos.

La secuencia del gen 16S rRNA permite evaluar la distancia evolutiva y
las relaciones entre organismos, y provee de evidencias validas y estadisticas
para la identificacién bacteriana, mostrando suficientes polimorfismos entre
especies. El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA entre cepas
bacterianas es mejor que los métodos fenotipicos, permitiendo una
identificacibn mas precisa de cepas raras, poco descritas o aberrantes.
Adicionalmente, este marcador puede ser usado para la identificacion de
bacterias no cultivadas, cianobacterias y arqueas (Kimura, 1980).

Sin embargo, algunos investigadores han encontrado que el gen 16S
rBNA no tiene buenos resultados para diferenciar unas pocas especies, que
se pueden identificar por el gen 23S rRNA o 16S-23S rDNA ISR (intergenic

spacer region) mas precisamente (Woese, 1987).

Se plantea que al obtener un 97% de identidad de una secuencia del gen
rRNA 16S comparada con las bases de datos se tiene una alta probabilidad
de que sean de la misma especie (Vasek, Hebert, De Giori, Rata, & Fusco,
2005).



1.4.3.4. 23S rRNA

El gen 23S rRNA es dos veces mas grande que el gen 16S rRNA, mide
unas 2,9kb aproximadamente (figuras 2 y 4). Su andlisis puede arrojar mucha
informacion sobre la filogenia de ciertas especies de microalgas y bacterias
debido a que tiene regiones mas variables. Sin embargo su uso se ha visto
obstaculizado principalmente debido a su gran tamano (Sallen, Rajoharison,
Desvarenne, Quinn, & Mabilat, 1996).

16S 23S 55
rRNA tRNA rRNA rRNA

A\ \ \
]

Figura 4 Gen 23S rRNA.
Fuente: (Ahern, 2017).

Douglas y colaboradores han reportado la utilidad del gen 23S rRNA
para la identificacidn molecular de microalgas (Douglas, 1984).

1.4.3.5.ITS

ITS (siglas en inglés de: Internal Transcribed Spacer Region), son
regiones del genoma que se localizan entre los genes ribosomales 18S y 28S,
es un marcador genético versétil. Pueden ser amplificadas y el producto de
amplificacion es digerido con enzimas de restriccion para observar
polimorfismos genéticos. Es ampliamente utilizado en la construccion de
arboles filogenéticos, evaluacion de procesos evolutivos y determinacién de
la identidad taxondémica en diversos organismos eucariotas como hongos,

algas, protozoos, vertebrados, entre otros (Powers, y otros, 1997).

E1H%-3 5.851 SITS2
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Figura 5 Gen ITS

Fuente: (Quaedvlieg, y otros, 2011).
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1.4.3.6. RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism)

RFLPs, o Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion, es una
técnica en la cual el ADN es tratado con una o mas enzimas de restriccion que
cortan el ADN en cualquier lugar que presente una secuencia especifica de
bases (cada enzima de restriccion cortara en un Unico sitio de restriccion),

generando un numero de fragmentos de ADN de diferentes longitudes (figura

6) (Narayanan, 1991).

aondgeiogor A KK KK
VANV NN NNV NN NN NN NN NN NN\

48,5 kb + Digestion con EcoRl
NNV 21,2 kb 3,6 kb WA\
7.5 kb NN
5,7 kb NN
5,6 kb WYY
4,9 kb WY

ﬂ fago 2/EcoRl

l “ faqo » entero

l ' I"U marcador
‘I-

e ——
Corrida electroforética Electroforesis Esquema de la
en gel del corrida electroforética

faco +1/EcoRl

Figura 6 Esquema de analisis por RFLPs.
Fuente: (Posik, Ripoli, Garcia, & Giovambattista, 2007).

En algunos individuos, las mutaciones aleatorias en el ADN causaran la
pérdida de uno o mas sitios de restriccidn, es decir, una variacion en la
longitud de los fragmentos. Si el ADN se coloca en un gel y se le aplica un
campo eléctrico, los fragmentos de diferentes longitudes se moveran a lo largo
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del gel dependiendo de su peso. El ADN puede visualizarse mediante varios
métodos, revelando un patrén de bandas, similar a un cédigo de barras de un
supermercado. Es relativamente facil determinar que dos muestras son
diferentes, si una tiene una banda que la otra no posee, pero es un poco mas
complicado determinar si dos muestras con el mismo patron de bandas

provienen del mismo individuo (Panneerchelvam & Norazmi, 2003).

1.4.3.7. Secuenciacion Sanger

Previo a la secuenciacion de Sanger, se necesita el fragmento de DNA
que se quiere secuenciar. Luego, se anade los primers, los cuatro nucleétidos
y la DNA polimerasa. En el método original de Sanger, se realizan cuatro
reacciones separadas. Cada reaccion contiene un nucleétido modificado que
una vez incorporado resulta en la terminaciéon de la cadena, que permite la
identificacion de la base final. Estas muestras luego se someten a una corrida

electroforética (Let's Talk Science, 2013).

Nuevos avances en este método incorporaron el uso de fluoréforos, que
son componentes quimicos que emiten luces de color caracteristico.
Asignandole diferentes fluoréforos coloreados a cada nucleétido, la
secuenciacion se puede realizar en una sola reaccion y en un solo carril del
gel, identificando el color de cada banda, como se observa en la figura 8
(Janitz M. , 2011).

1.4.3.8. Alineamiento multiple de secuencias (MSA)

Consiste en alinear multiples secuencias de ADN, ARN o proteinas y es
una herramienta esencial que tiene varias aplicaciones, entre ellas: determinar
la similitud entre varios organismos, construccion de arboles filogenéticos,
determinar la estructura de proteinas, prediccion de funcién de proteinas,
blusqueda de regiones conservadas, entre otras. Varios programas
bioinformaticos (MEGA, ClustalX, BioEdit, Strap, etc) permiten realizar MSA
mediante algoritmos matematicos (Edgar & Batzoglou, 2006).
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(b)
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Figura 7 Secuenciacion Sanger.
Fuente: (Janitz M. , 2011).

Nota: a.- Método original, b.- Método modificado.

1.4.3.9. Arboles filogenéticos

El arbol filogenético, también conocido como filogenia, es un diagrama que
representa las lineas de descendencia evolutiva de diferentes especies,
organismos, o0 genes de a partir de un ancestro comun. Los arboles
filogenéticos son Uutiles para organizar el conocimiento de la diversidad
biolégica, para la estructuracion de clasificaciones, y para dar ideas sobre
eventos que ocurrieron durante la evolucion (figura 9), (Baum, 2008).

Animales Fungi Firmicutes
Mohe mucilaginoso Chlamydiae )
Plantas Chlorobi /Bacteroidetes
Alga roja Actinobacteria

Planctomycetes

Protozoarios Spirochaetes
Fusobacteria
Crenarchaeota — -, - Aquifex/Thermatoga
Nanoarchaeota 3 { E&a&gmﬂa
EHRchaceia; Chloroflexi
Hadobacteria
BY a g § Acdobacteria

Protecbacteria

Figura 8 Arbol filogenético.

Fuente: (Ciccarelli, y otros, 2006).
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1.4.3.10. Aplicaciones

Los extremofilos poseen muchas aplicaciones biotecnolégicas vy
comerciales debido a su capacidad para sintetizar enzimas, que muestran alta
actividad y estabilidad, sustancias bioldgicas activas y también para la
destruccion o eliminacion de xenobibticos, incluyendo la acumulacién de iones

de metales pesados (Podar & Reysenbach, 2006).

Las enzimas termofilas son las mas prometedoras para aplicaciones
industriales. Durante su cultivo (temperaturas de fermentacion mayores a
60°C) el riesgo de contaminacion microbial decrece, la solubilidad de los
sustratos aumenta, y la viscosidad de los medios de cultivo disminuyen. La
mayoria de las enzimas termofilas tienen alta termoestabilidad de 70 hasta
125°C. Los microorganismos terméfilos e hiperterméfilos sirven como fuente
de hidrolasas altamente termoestables: celulasas, xilasas, proteasas, lipasas,
glucoisomerasas, alcohol dehidrogenasas, y esterasas. Se han aplicado en la
biologia molecular y la medicina enzimas termoestables como: DNA
polimerasas, DNA ligasas, restrictasas y fosfatasas (Margesin & Schinner,
2001).

También se estudia la produccion de “extremolitos” que producen los
microorganismos extremdfilos para protegerse de la influencia de ambientes
hostiles. Algunos ejemplos son: clicerina, betaina, ectoina e hidroxiectoina y
se estan utilizando ampliamente en la industria alimenticia, cosmetoldgica,

farmacéutica y de biologia molecular (de Champdoré et al., 2007).

En anos recientes, mucha informacién ha aparecido acerca de
microorganismos extremafilos que participan en remediacion de agua y suelos
contaminados con metales pesados y radionucleidos (Al-Maghrabi, Islam, &
Chaalal, 1999).

1.4.3.11. Terma Aguas Hediondas
Las Termas Aguas Hediondas se encuentran ubicadas en la parroquia

Tufifo, provincia Carchi, cantén Tulcan, se originan por el contacto de aguas
subterraneas con flujos magmaticos del volcan Chiles. La temperatura de las
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termas alcanza en promedio 50 - 55°C. Son aguas sulfatadas, sdédicas,
célcicas, cloruradas y magnésicas, como se observa en la tabla 1 (Beate &
Salgado, 2005).

Tabla 1

Composicion quimica de las aguas de la fuente geotermal Aguas
Hediondas.

Fuente Tufino 1 (Aguas Tufino Tufiho

Hediondas) 2 3

TeC 41 53 40
pH 3.1 5.9 6.2
Na 78 149 134

K 18 34 3.1
Ca 328 100 104
Mg 64 70.6 70.7
HCO3 -- 350 670

Cl 320 110 74
S04 1300 550 2100
Si02 226 159 157
Altitud 3850 3530 3260

Fuente: Beate et al., 2015

1.5. Hipotesis de la investigacion

En el aguay el sedimento de la fuente geotermal Aguas Hediondas existen
bacterias, microalgas y hongos termofilos.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1, Participantes

El proyecto de tesis fue desarrollado por Roque Guillermo Rivas Parraga,
con la colaboracién de Andrés Izquierdo, Ph.D., director del proyecto y Alma
Koch Kaiser, MSc., asesora cientifica.

2.2. Zona de estudio

La investigacién se realiz6 en campo y a nivel de laboratorio.

2.2.1. Fase de campo

Se llevo a cabo en la fuente geotermal Aguas Hediondas ubicada en la
parroquia Tufino, cantén Tulcan, provincia del Carchi, Ecuador; con
coordenadas geograficas Latitud: 00°48.578'N; Longitud: 077°54.362'W;
Altura media: 3428 m.s.n.m. Aguas Hediondas se encuentra a 3,5km de

distancia del Volcan Chiles, Colombia (figuras 9y 10).
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Figura 9 Ubicacion geografica de las termas Aguas Hediondas

Fuente: (GoogleMaps, 2017).
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Figura 10 Distancia entre Aguas Hediondas y el Volcan Chiles.

Fuente: (GoogleMaps, 2017)

2.2.2. Fase de laboratorio

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental
de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas — ESPE, ubicado en la Av. El Progreso s/n, parroquia Sangolqui,
canton Ruminahui, provincia de Pichincha, Ecuador; con coordenadas
geograficas Latitud: 0°18'53.5"S, Longitud: 78°26'36.5"0, Altura Media: 2700

m.s.n.m.

2.3. Periodo de investigacion

La investigacion se desarrollé desde mayo de 2016 hasta febrero de 2017,
con una duracion de 10 meses.

2.4. Procedimientos de aislamiento
2.4.1. Preparacion de medios de cultivo

Para la toma de muestras de sedimentos se prepard medios liquidos: M9
y caldo nutriente (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989).

Dependiendo del tipo de microorganismo a aislar se preparé los siguientes
medios solidos:
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e Bacterias aerobias: Agar nutriente y Agar M9 (Sambrook, Fritsch, &
Maniatis, 1989).

e Hongos: medio PDA (Rinaldi, 1982).

e Microalgas: BG11 (Morales, 2012).

Se ajusto el pH de los medios a 5, correspondiente al de la terma Aguas

Hediondas. Los componentes de cada medio se presentan en el Anexo A.

2.4.2. Toma de muestras

La toma de muestras se realizé el 29 de abril de 2016. Se localizaron 3
ojos o vertientes de la fuente geotermal correspondientes a cada punto de

muestreo (figura 12).

Figura 11 Fuente geotermal Aguas Hediondas.
Fuente: (Rivas, 2017).
Para evitar la contaminacién de las muestras, se mantuvo condiciones
estériles y usé implementos de proteccion personal: guantes, mascarilla y

mandil.
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s ¢

Figura 12 Recoleccion de muestras.

Fuente: (Rivas, 2017).

2.4.2.1. Muestras para aislamiento de bacterias y hongos

Se recolect6 50 mL de agua superficial y profunda en tubos falcon estériles
por cada punto y por triplicado. Para la toma de muestras de sedimentos, se
realizé un raspado del suelo por cada punto con un hisopo estéril y luego se
inocul6 en tubos con caldo nutriente y M9. Se mantuvo las muestras a 50°C
aproximadamente hasta su procesamiento en el laboratorio.

2.4.2.2. Muestras para aislamiento de microalgas

Se recolecté 50mL de agua con sedimento por cada punto y por triplicado.
No se colocé reactivos para preservar la muestra. Se mantuvo a 50°C hasta

su procesamiento en el laboratorio.
2.4.2.3. Muestras para analisis de propiedades fisicoquimicas

Se recolectd dos litros de agua y 1 Kg de sedimentos en recipientes
estériles. Se almacenaron a 4°C hasta llegar al laboratorio del Centro de
Servicios Ambientales y Quimicos (CESAQ) de la Pontificia Universidad
Catélica del Ecuador.
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2.4.3. Procesamiento de las muestras

Las muestras se inocularon en medios de cultivo sélidos 6 horas después
de su recoleccion debido a la distancia entre el laboratorio y la fuente

geotermal.

De las muestras destinadas al aislamiento de bacterias y hongos, se
inoculdé 100uL en medios de cultivo sélidos (Agar Nutriente, Agar M9 y PDA)
mediante la técnica de extensidn. Los cultivos del punto 2 se incubaron a 51°C
y los de los puntos 1 y 3 a 56°C por 72 horas, monitoreando el crecimiento

cada 12 horas.

Para la obtencion de microalgas, se sembré cada muestra en medio solido
BG11. Se agité la muestra, y posteriormente se inoculé tres gotas en el medio
esparciendo el liquido mediante la técnica de extension. Cada caja se
mantuvo a temperatura ambiente con iluminacién entre 2000 y 1000 lux y

fotoperiodo de 24 horas de luz y 24 horas de oscuridad.

2.4.4. Obtencion de cultivos puros

Para la obtencion de cepas bacterianas puras se observo los cultivos
iniciales y se resembré una sola colonia en un nuevo medio estéril igual al del
cultivo inicial, por la técnica de estriado. Se dejé incubar a 51 y 56°C por 12

horas y se observo el crecimiento.

Para obtener microalgas puras, se observé en el microscopio los cultivos
iniciales y con la ayuda de un asa, se seleccioné colonias aisladas de
microorganismos, que fueron transferidos a otra caja Petri con el mismo medio
hasta obtener axenizacién. Posteriormente, se traspas6 las colonias de
microalgas ya aisladas en 3mL del medio BG11 liquido. Se mantuvo los tubos
a las mismas condiciones de crecimiento. Al observar aumento de biomasa,
se procedié a anadir mas medio hasta cambiar a matraces de 25mL.

2.4.5. Determinacidn de las caracteristicas macroscopicas del cultivo

Se evalud las cepas de bacterias y microalgas segun los siguientes
criterios: pigmentacion (color), aspecto (brillante, transltcida, opaca, mucosa),
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borde (liso o irregular), elevacioén (plana, convexa, acuminada, plano-convexa)
y forma de las colonias (circular, rizoide, filamentosa, irregular, puntiforme).

De la cepa fungica se observé la pigmentacién y el aspecto del micelio.

2.4.6. Determinacion de las caracteristicas microscoépicas del cultivo

Se realiz6 una tincion Gram a todas las cepas bacterianas puras para
identificar si son Gram positivas o Gram negativas y para determinar su
morfologia. También se observé al microscopio (Olympus CX21), con un
aumento de 100X, las caracteristicas que presentan los hongos y microalgas.

2.4.7. Preparacion del cepario

Las cepas de bacterias y microalgas fueron conservadas por
criopreservacion en glicerol. Se sembraron en medio liquido hasta obtener
abundante biomasa. Se coloc6 800uL de caldo con la cepa desarrollada y
200uL de glicerol en tubos ependorf de 2mL, se dejé a -20 °C por una semana
y posteriormente se las guardd a -80°C. La cepa fungica se sembr6 en medio
PDA inclinado y se cubrié completamente con aceite mineral. Se mantuvo a
4°C.

2.5. Extraccion de ADN

2.5.1. A partir de cepas aisladas

Se extrajo ADN de las cepas bacterianas con el protocolo “Protocolo CTAB
para la extraccion de ADN gendmico bacteriano” (Moore, Arnscheidt, KrUger,
StrOmpl, & Mau, 2008), anexo B.

El ADN de las cepas fungicas se extrajo utilizando el protocolo de
“Minipreparacion de ADN”, segun (Weising, Nybom, Wolff, & Meyer, 1995),
descrito en el anexo B.

El aislamiento de ADN de cada microalga se realiz6 siguiendo el método
basado en la ruptura con perlas de vidrio descrito por (Cai & Wolk, 1990). Los
pasos se describen en el anexo B.
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El ADN extraido se cuantifico en el espectofotometro NanoDrop 8000UV-

Vis para determinar su concentracién y radios de pureza.

2.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se amplificé los genes 16S rRNA, 23S rRNA y el gen ITS de las cepas
aisladas. Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 25uL.
Se prepar6é un master mix con el kit GoTag® GreenMasterMix de Promega

(tabla 2). Los cebadores utilizados se describen en la tabla 3.

Tabla 2

Componentes de la PCR.

Componente Volumen (pL) Concentracion Final
GoTaqg® Green Master Mix, 2X 125 1X
Cebador delantero, 10uM 1,5 0,1-1,0 uM
Cebador reverso, 10uM 1,5 0,1-1,0 uM
Muestra de ADN 2,5 <250ng
Agua ultra pura 7 N.A
Volumen final por muestra 25

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial
a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, Temperatura de
annealing (55°C) por 1min, 72°C por 1min y 72 por 7,5min. Finalmente se

mantuvo a 4°C por 10min.

Tabla 3

Cebadores para PCR de Bacterias, microalgas y hongos.

Gen Cebador Secuencia (5'-3") Organism Tamano* Referencia
o *
16S 27F AGATTTGATYMTGGCTCAG Bacteria ~1500pb Cihan et
rRNA al., 2012

1492R ACGGYTACCTTGTTACGACTT
23S p23SrV_f1  GGA CAG AAA GAC CCT ATG AA  Microalgas ~410pb Sherwood

RNA [
' p23SrV_r1 TCA GCC TGT TAT CCC TAG AG & P2I’88t7lng,
ITS ITS1F-Bt1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Hongos ~650pb White,
1990

ITS4Rbt TCCTCCGCTTATTGATATGC

**Tamafo del fragmento de amplificado.
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Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1% con
visualizador GelStar™ 10X concentrado en DMSO, en el equipo High
Performance UV - transiluminador. La electroforesis se configuré a 100V,
300mA y 40 minutos. Se utilizd un marcador molecular 1kb DNA Ladder

(Promega).

2.7. Analisis de RFLPs

Se realizé un analisis de RFLPs de los productos de PCR de las cepas
bacterianas. Los amplicones del gen 16S rRNA fueron digeridos por la enzima
Mspl (BioLabs) que reconoce la secuencia CCGC en la hebra superior y
GGCC en la cadena complementaria, (Tabla 4) (Adley, 2006).

Tabla 4

Componentes de la reaccion de RFLPs.

Componente Volumen (pL)
10X NE buffer 2

BSA 100X 0,2
Mspl 0,25
Agua ultra pura 7,55
Producto de 10
PCR

Volumen final 20

Se incubd las reacciones a 37°C por 2 horas. Los fragmentos de
restriccién se visualizaron en un gel de agarosa al 1%. La electroforesis se
configuré a 100V y 300mA por 50 minutos. Se utilizd6 un marcador molecular
1kb DNA ladder (Promega). Las cepas se clasificaron en grupos de acuerdo
a la similitud en los patrones de corte.

2.8 Secuenciacion

Los productos de PCR se enviaron a la compafiia Macrogen en Korea,
para su posterior purificacidon y secuenciacién. Se envié 20uL de cada
producto de PCR no purificado a una concentracién aproximada de 100ng/uL
y 25uL de cada cebador a una concentracion 10nM (tabla 3).
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2.9. Analisis de secuencias
2.9.1. Limpieza y ensamblaje

Las secuencias de DNA resultantes, enviadas por Macrogen Korea, se
limpiaron en el software Geneious 10.0.8. Se ensamblaron las secuencias
forward y reverse para construir los contigs con una alta sensibilidad,
utilizando un limite de probabilidad de error de 0.02. Finalmente, se generaron

secuencias consenso.

2.9.2. Analisis de similitud y homologia

Se corrié un BLASTN de las secuencias consenso para compararlas con
secuencias de material tipo de la base de datos NCBI, es decir, organismos
autentificados y cultivables. Se analizaron los parametros de porcentaje de
identidad y porcentaje de cobertura de las secuencias.

2.9.3. Analisis filogenético

En el andlisis filogenético se utilizaron las secuencias de especimenes tipo

con mayor porcentaje de identidad y de cobertura sugeridas por el NCBI.

Utilizando la herramienta MUSCLE del software MEGA 7, se realizaron los
alineamientos de las secuencias. Se purgd las regiones ambiguas mediante
el software de acceso online Gblocks. En el programa MEGA 7 se analiz6 las
secuencias para encontrar el modelo de evoluciéon que mas se ajusta para la
construccién de la filogenia. Finalmente se construyé los arboles filogenéticos

usando el método probabilistico de méaxima verosimilitud.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Evaluacidén de cada punto de muestreo

La fuente geotermal se encuentra a la intemperie. Se ubicé tres ojos o
vertientes de agua. Se midi6é la temperatura y el pH de cada ojo de agua,
correspondiente a cada punto de muestreo, asi como también las

coordenadas geograficas y la altura, los datos se detallan en la tabla 5.

Tabla 5

Datos de cada punto de muestreo.

Ojodeagua T[°C] pH Coordenadas Altura

1 56,2 5,64

’ ) N 00°48.578’
2 51,4 6,5 o , 3428 m.s.n.m
3 56.4 5 W 077°54.362

3.1. Analisis fisicoquimico

En las tablas siguientes se resumen los resultados de los analisis
fisicoquimicos de las muestras de agua y sedimentos de la fuente geotermal

Aguas Hediondas.



Tabla 6

Analisis fisicoquimico de muestras de agua.

Parametro Método analitico
Arsénico SM 3112 B/ SM3114 C/ CP-PEE-A009
Cloruros SM 4500 CI / CP-PEEAO13
Cobre SM 3111 B/ CP-PEE-A013
Conductividad Eléctrica SM 2510 B / CP-PEE-A033
Hierro SM 3111 B/ CP-PEE-A010
Manganeso SM 3111 B/ CP-PEE-A010
pH SM 4500-H+ B /CP-PEE-A042
Solidos sedimentables SM2540 F / CP-PEE-A061
Soélidos totales SM 2540 B / CP-PEE-A063
Solidos volatiles SM 2540 E / CP-PEE-A015
Sdlidos no volatiles SM 2540 E / CP-PEE-A015
Sodio SM 3120 B /PEE/ANNCY/74
Potasio SM 3120 B /PEE/ANNCY/74
Magnesio SM 3111 B/ MEAG-13
Calcio SM 3111 B/ MEAG-13
Sulfatos EPA 375.4 SO2 / PA-17.00
Alcalinidad total SM 2320 B / MEAG-54

*Resultados proporcionados por CESAQ.

Tabla 7

Unidad
mg/L
mg/L
mg/L

uS/cm
mg/L
mg/L
unidad pH
mL/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

Anadlisis fisicoquimico de muestras de sedimentos.

Parametro Método analitico
Cadmio EPA 3051/7000A / CP-PEE-S002
Cloruros ASTM 1411-09/ SM 4500 CI D
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos CP-PEE-S009 SM 6440 B
Materia Organica ASTM D 2974 / CP-PEE-S008
pH EPA 9045 D / CP-PEE-S012
Cobre SM 3120 B /PEE/ANNCY/59
Conductividad SM 2510 B /PEE/ANNCY/13
Potasio SM 3120 B /PEE/ANNCY/59
Zinc SM 3120 B /PEE/ANNCY/59
Calcio SM 3050 B / MESS-01
Nitréeno Total AOAC 955.04 / MESS-03
Hierro SM 3120 B, EPA 3050B
Manganeso SM 3120 B, EPA 3050B
Magnesio SM 3050 B / MESS-01

*Resultados proporcionados por CESAQ.

Unidad
mg/kg
mg/kg
mg/kg

%
unidad pH
mg/kg
uS/cm
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg

25

Resultado
0,054
83,1
<0,05
1725
0,53
2,5
4,8
<1
1556
120
1290
225
454
168,44
72
744.8
16

Resultado
1,3
<250,0
<0,50
60,59
5,8
29,3
1164
312
28,4
<8
< 2530
12500
79
1860
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3.1. Cultivos puros obtenidos

Se obtuvo un total de 43 cultivos puros: 37 cepas de bacterias, 2 de
microalgas y una fangica. En el anexo C se presenta el punto del que provino
cada cultivo y el tipo de muestra del que fue aislado (agua o sedimento). Las
caracteristicas macroscépicas de cada aislado se detallan en el anexo D. En
la figura 13 se puede observar fotografias de cultivos puros obtenidos.

Figura 13 Cultivos puros obtenidos.

Nota: A: cepa bacteriana 14 (Bacillus licheniformis). B: cepa fangica 1 (Talaromyces thermophilus). C: cepa de
microalga 2 (Clorofita).

3.2. Caracteristicas microscopicas de los cultivos

Mediante tincién Gram, se determind que las 37 cepas bacterianas tienen
morfologia de bacilos Gram positivos, de entre 1 y 3um de longitud; ademas
se pudo evidenciar la formacién de esporas. En las siguientes figuras se
observan fotografias, capturadas con la camara MotiCam 10MP, de las
tinciones Gram de distintas cepas bacterianas vistas al microscopio.



Figura 14 Tincion Gram de la cepa bacteriana #9 (Bacillus
licheniformis), 100X.
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Figura 15 Tincion Gram, cepa bacteriana #14
(Bacillus licheniformis), 100X.

Figura 16 Tincion Gram, cepa bacteriana #36 (Bacillus
thermoamylovorans), 100X.
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También se observo las cepas de microalgas aisladas en el
microscopio, las caracteristicas de cada una se describen en el anexo C. A
continuacién se presentan capturas fotograficas.

Figura 18 Microalga #2 (Clorofita), 100X.



En la figura 19 se observa una captura fotografica de la cepa fungica

vista al microscopio con un aumento de 100X.

Figura 19 Cepa fungica
(Talaromyces thermophilus), 100X.

3.3. Extraccion de ADN

30

Para proceder con la identificacibn molecular, se obtuvo ADN de alta

calidad a partir de los cultivos puros asi como también a partir de muestras de

sedimentos y agua. La concentracién de ADN y sus respectivos radios de

pureza se resumen en el anexo E.

3.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la identificacién molecular de cepas bacterianas se amplifico el gen

16S rRNA de 1500pb aproximadamente (figura 20).

MCN‘1 2 3 4 5 6 7 8 9'10 11 12 13 14 15 16 17 18

1500pb —P>

1500pb —p»

Figura 20 Gen 16S rRNA.

Nota: M: Marcador molecular. 1-37: cepas bacterianas.
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Los productos de PCR del gen 23S rRNA de 410pb para microalgas y el
gen ITS de 650pb para la cepa fungica se presentan en la figura 21.

Figura 21 Electroforesis gen 23S rRNA y gen ITS.

Nota: A. Gen 23S rRNA. M: Marcador molecular. CN: control negativo. 1y 2: cepas de microalgas. B. Gen ITS. M:
Marcador molecular. CN: control negativo. 1: cepas fungica.

3.6. RFLPs en gel de agarosa

Los productos de PCR del gen 16S rRNA de las 37 cepas bacterianas se
sometieron a un analisis de RFLPs. Los amplicones fueron digeridos con la
enzima Mspl. Los fragmentos resultantes se visualizaron en un gel de agarosa
(figura 22).
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1000pb

oy e . v e ey

500pb —p
250pb — P

M 1-2 3 45 6 7 8 91011-12 13 14 15 16 17 18 19

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Figura 22 RFLPs, con la enzima Mspl, del gen 16S rRNA de las cepas
bacterianas aisladas.

Nota: M: Marcador molecular. 1-37: cepas bacterianas.

Se identificaron los patrones de corte iguales y se agruparon las cepas

bacterianas como se observa en la tabla 8.

Tabla 8
Resumen comparativo de fragmentos de restriccion.

Grupo 1 1*, 2% 3%, 4,5 6%, 7%,8,9,10% 11,12, 13%, 14, 15, 16*, 17,
18*, 19%, 20*, 21*, 22, 23, 24*, 25*, 26, 27, 28*, 29, 30*, 31,
33, 34*, 35*, 37*

Grupo 2 32*, 36"

*Cepas enviadas a secuenciar a la empresa Macrogen — Korea.

Se observaron dos patrones de corte distintos. Para confirmar estos
resultados se envié a secuenciar los productos de PCR de 20 de las 32 cepas

del grupo 1y también las 2 cepas del grupo 2.
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3.7. Analisis de similitud

Los resultados de la secuenciacion, enviados por Macrogen-Korea, se
procesaron en el software Geneious 10.0.8 para obtener las secuencias
consenso; posteriormente, éstas se sometieron a un analisis de similitud con
secuencias de la base de datos del NCBI, utilizando la herramienta Nucleotide
BLAST (blastn). Un resumen de los organismos mas préximos se presenta en
la tabla 9.

Tabla 9

Analisis de secuencias de microorganismos aislados con la herramienta
BLAST del NCBI.

Cep Cepas Organismos mas Query Max Filo
a iguales proéximos. Coverage Ident
Numero de acceso
Bacterias
A 1-31, 33-35, Bacillus licheniformis 100% 99% Firmicutes
37 KY174334.1
B 32 Bacillus 98% 87% Firmicutes
thermoamylovorans
NR_117028.1
C 36 Bacillus 100% 98% Firmicutes
thermoamylovorans
NR_117028.1
Microalgas
D AHA1 Chroococcidiopsis 100% 95% Cyanobacteri
thermalis a
NR_102537.1
E AH2 Chlorella mirabilis 99% 94% Clorofita
KM462865.1
Hongos
F H1 Talaromyces thermophilus 100% 99% Ascomycota
JF412001.1

3.8. Analisis filogenético

Para construir los arboles filogenéticos se escogieron las secuencias
consenso de mejor calidad de cada cepa identificada. Ademas se descargé
de la base de datos del NCBI las secuencias de los organismos mas cercanos
taxonobmicamente a cada cepa. Se seleccion6 la bacteria Arthrobacter
enclensis (JF421614.1) como outgroup.

Se eliminé las regiones ambiguas con el software online Gblocks.
Posteriormente alinedé las secuencias con la herramienta MUSCLE del
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programa MEGA 7. Se construy6 la filogenia en el programa MEGA 7
utilizando el método de maxima verosimilitud Neighbor-Joining y el modelo de

evolucion Kimura 2.

En la figura 23 se muestra el arbol filogenético, construido con secuencias
del gen 16S rRNA de bacterias, teorizado utilizando el método de maxima

verosimilitud basado en el modelo de evolucién de Kimura 2.

Bacillus licheniformis (NR 074923 1)
Bacillus licheniformis (NR 116023 1)
99 | Cepa A
Bacillus licheniformis (NR 113588 1)
B.licheniformis (X68416.1)
Bacillus licheniformis (NR 118996.1)
50 Cepa C
g | Bacillus thermoamylovorans (NR 117028 1)
Bacillus thermoamylovorans (KX499669.1) S
Cepa B
3| Bacillus andreraoultii (NR 144713.1)
Bacillus thermolactis (NR 115226.1)
1001 Bacillus kokeshiiformis (NR 133975.1)
Bacillus subtilis (KR818221.1)

Firmicutes

Bacillus tequilensis (NR 117611.1)
Bacillus pumilus (NR 112637.1)
Bacillus aerius (NR 118439.1)
Bacillus xiamenensis (JX680066. 1)
Arthrobacter enclensis (JF421614.1)  Actinobacteria

—_

0.05
Figura 23 Arbol filogenético de secuencias del gen 16S rRNA de
bacterias.

En la figura 24 se muestra el arbol filogenético, construido con secuencias
del gen 23S rRNA de microalgas y del gen ITS de hongos, teorizados
utilizando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo de
evolucion de Kimura 2. En los arboles filogenéticos de microalgas y hongos
los outgroups probados dafnaron la topologia de los arboles filogenéticos por

lo que no se selecciond outgroup.



—— CEPAD

% Uncultured Chroococeidiopsis sp. (KM458357.1)

56 Uncultured Chroococcidiopsis sp. (KM458310.1)

Chroococcidiopsis thermalis (NR 102537.1)

Chroococcidiopsidales

Cyanobacteria

Leptolyngbya boryana (AY584526.1)
Nostoc punctiforme (NR 076575.1)

100 L Anabaena cylindrica (NR 102531.1)

J |

r Pabia signiensis (KM462866.1)

5 Chiorella mirabilis (KM462865.1)

Parachlorella kessleri (FJ968741.1) L

=1 CEPAE
9 [ Uncultured organism (KC284845.1)

Clorofita

0.050

B Cepa F

190} Talaromyces thermophilus (JF412001.1)

98

Themmomyces lanuginosus (NR 121309.1)

L. Rasamsonia emersonii (JF417478.1)

L—— Phialosimplex chlamydosporus (GQ169326.1)
&5 [Aspergirrus oerlinghausenensis (NR 138362.1)

Aspergillus felis (NR 138341.1)

|
Ascomycota

100 —— NR 144915.1 Thermoascus crustaceus

3 Rasamsonia argillacea (NR 103623.1)

i
=
Rasamsonia piperina (NR 120176.1)

78 Penicillium hispanicum (NR 138307.1)
29 L Penicillium sub lateritium (JX841245.1)

0.05

Figura 24 Arboles filogenéticos.

Nota: A: secuencias del gen 23S rRNA de microalgas. B: secuencias del gen ITS de
hongos.

En la tabla 10 se resume el porcentaje de microorganismos aislados en
la fuente geotermal Aguas Hediondas.
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Tabla 10

Numero de cepas aisladas de cada microorganismo.

Microorganismo Numero de %
cepas aisladas

Bacillus licheniformis 35 87,5
Bacillus thermoamylovorans 1 25
Bacillus sp. 1 2,5
Chroococcidiopsis sp. 1 2,5
Clorofita 1 25
Talaromyces thermophilus 1 2,5
Total 40 100

3.9. Construccion de cepario

Se establecié un cepario con los microorganismos aislados: bacterias (37),
microalgas (2) y hongos (1). Se mantienen en criopreservacion a -80°C en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad de las Fuerzas
Armadas — ESPE (figura 25).

Figura 25 Cepario de la fuente geotermal Aguas Hediondas.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la fuente geotermal

La temperatura del agua se ubic6 en el rango de 51,4°C a 56,4°C; con una
temperatura promedio de 53,9°C. La temperatura maxima de 56,4°C se
observé en el punto 3, seguida de 56,2°C en el punto 1y 51,4°C en el punto
2. La temperatura de la fuente geotermal Aguas Hediondas se ubica entre las
mas altas comparada con otras fuentes geotermales del pais (INAMHI, 2013).

La conductividad eléctrica (CE) es un indicador de la calidad del agua en
relacion a constituyentes inorganicos que aumentan la concentracion total de
sélidos disueltos (TSD). La CE en el agua es de 1725uS/cm. Mientras que en
los sedimentos se observd una CE de 1164uS/cm. El agua actua como medio
conductor mientras tenga sélidos disueltos. Como en el sedimento la cantidad
de agua es mucho menor, se ve disminuida la CE. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por (Orellana, 2015), la CE de las la fuente
geotermal Aguas Hediondas (1725uS/cm) es mayor a las del sector: Lagunas
Verdes (45uS/cm), Potrerillos (3,918uS/cm) y Arteséon (1585,2uS/cm). La
elevada CE puede deberse a elevadas concentraciones de sales minerales
en las aguas subterraneas que originan este manantial (Lim, 1995).

El pH en el agua fue de 4,8; mientras que en el sedimento se observd un
pH de 5,8. La acidez en aguas termales de origen volcanico se asocia con la
formacién de acido sulfurico debido a la oxidacién de sulfuros presentes en
las aguas subterraneas (Castenholz, 1969). En el andlisis fisicoquimico se
pudo determinar una elevada concentracién de sulfatos 744,8 mg/L. Al realizar
el muestreo se pudo percibir emanaciones sulfurosas. En ambientes con altas
concentraciones de sulfatos existen microorganismos sulfato reductores
(Compeau & Bartha, 1985). Sin embargo, en esta investigacion no se logré
aislar sulfato reductores, probablemente debido a la falta de azufre en los
medios de cultivo utilizados.

La concentracion de cloruros fue de 83,1 mg/L. La concentracion de iones
sodios es de 225 mg/L; el sodio es el elemento alcalino mas abundante, y
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existe en los minerales. Estas medidas se utilizan como indicadores de la
influencia de agua de origen maritimo. Al dividir las concentraciones de Na y
Cl se obtiene la relacién Na/Cl (2,7) que es mayor a la del agua de mar (0,55),
es decir, existe poca influencia de agua de mar. Elevados radios Na/Cl son
tipicos de aguas de rio, lluvia, subterraneas y aguas halitas (Nordstrom, Ball,
Donahoe, & Whittemore, 1989). Valores pequenos en los radios Na/Cl ocurren
cuando otro cation, usualmente el Ca, se encuentra en igual o mayor
concentracion que los iones de Na. La concentracion de iones Ca2* en el agua
es de 72mg/L.

La concentracion de potasio en el agua es de 45,4 mg/L, mientras que en
el sedimento es de 312 mg/L. La presencia del ibn K+ se relaciona con la
disolucion de potasio proveniente de feldespato o mica, minerales que se
encuentra dentro de rocas generalmente duras (Suck, Se-Yeong, Byeong,
Byong, & Myong, 1999).

Se detectd 168,44 mg/L de Mg?* en el agua y 1860 mg/L en el sedimento.
En general la principal fuente de Mg?* es la disolucién de dolomita o minerales

que contienen Mg (Suck, Se-Yeong, Byeong, Byong, & Myong, 1999).

La concentracion de metales pesados (As, Cu, Fe, Mn) en el agua resulté
practicamente nula (tabla 3.2). Esto se debe a que por su elevada masa
tienden a sedimentarse. Por este motivo la concentracion de estos elementos
en los sedimentos se vio incrementada notablemente (Cd=1,3mg/kg;
Cu=29,3mg/kg; Mn=79mg/kg; Zn=28,4mg/kg de Zn y Fe=12500mg/kg).

4.2. Aislamiento

El aislamiento de bacterias, microalgas y hongos se realizd a partir de
muestras de agua y sedimentos de la fuente geotermal Aguas Hediondas. La
temperatura oscil6 entre 51,4 y 56,4°C (tabla 5); condiciones idéneas para el
crecimiento de microorganismos termdfilos. El pH del manantial fue de
aproximadamente 5. Los parametros de crecimiento se ajustaron a estas

condiciones para aislar el maximo numero de microorganismos.
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Se aislaron un total de 37 cepas bacterianas con morfologia de bacilos
Gram positivos. Se obtuvo mejores resultados con el medio mineral M9 para
el crecimiento de bacterias. Esto se debe a que incorpora Cl, Na, Mg, Ca, K,
carbonatos y sulfatos en su composicion (Sambrook, Fritsch, & Maniatis,
1989). En el analisis fisicoquimico se determind la presencia de estos
elementos. Por lo tanto, el medio mineral M9 suple mas efectivamente las
necesidades nutricionales de las bacterias de la fuente geotermal Aguas
Hediondas en comparacion al medio Agar Nutriente.

El medio general BG11 también incorpora N, asi como los elementos
antes mencionados y permitié el aislamiento de dos cepas de microalgas
(Morales, 2012). Mientras que el medio PDA proporcioné los nutrientes
necesarios para el crecimiento de una cepa fungica (Rinaldi, 1982). La
incorporacion del agua y el sedimento de la fuente en los medios de cultivo
pueden ser de ayuda en préximos muestreos para aislar un mayor niumero de
cepas, ya que éstos poseen los minerales necesarios para el desarrollo de los

microorganismos.

4.3. Identificacion molecular

Las técnicas moleculares son de gran importancia en muchos laboratorios
del mundo para la identificacién de microorganismos. La Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) permite la caracterizacion de diferentes
microorganismos mediante la amplificacion de secuencias especificas de
ADN. La identificacién de bacterias, microalgas y hongos se pueden realizar
por analisis de los productos amplificados de PCR mediante varias
herramientas como RFLPs, secuenciacion, y otras (Gardes & Bruns, 1991).

Para la identificacién de bacterias se amplifico el gen 16S rRNA, para
microalgas el 23S rRNA y para hongos el ITS. La PCR permite amplificar estos
genes a partir del ADN de los microorganismos usando cebadores universales
que tienen la peculiaridad de unirse a las regiones conservadas al inicio y al
final de cada gen (Liu, Marsh, Cheng, & Forney, 1997). Se puede establecer
las relaciones filogenéticas entre los organismos comparando las regiones

conservadas y variables de las secuencias obtenidas. El analisis de estas
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secuencias proporciona medidas estadisticas validas para la identificacion de
organismos mostrando los polimorfismos entre especies (Kimura, 1980).

Secuenciar los 37 productos de PCR del gen 16S rRNA, resultaria
demasiado costoso, por lo que primero se sometieron a un analisis de RFLPs
para averiguar qué bacterias son las mismas. Los amplicones fueron digeridos
con la enzima de restriccion Mspl. Se observaron 2 patrones de corte (figura
22; tabla 8). Se envié a Macrogen — Korea 22 productos de PCR del gen 16S
rRNA, 2 del gen 23S rRNA y 1 del gen ITS para su secuenciacioén.

Las secuencias del gen 16S rRNA, 23S rRNA y el ITS se sometieron a un
andlisis de similitud con secuencias de la base de datos GenBank del NCBI.
Una herramienta bioinformatica muy potente y util para la comparacién de
secuencias es el BLASTn (Buhler, Lancaster, Jacob, & Chamberlain, 2007).
Como resultado de este andlisis se identifico las cepas aisladas como:
A=Bacillus licheniformis con un 99% de identidad, B=Bacillus
thermoamylovorans  (87%), C=Bacillus thermoamylovorans (98%),
D=Chroococcidiopsis thermalis (95%), E=Chlorella mirabilis (94%),
F=Talaromyces thermophilus (99%).

Para corroborar estos resultados se necesita de un analisis filogenético.
El método mas frecuentemente utilizado es el Neighbor-Joining (Hebert,
2004). Como primer paso se realizd un alineamiento multiple de secuencias
en el software Mega 7. Sin embargo, en los alineamientos se observé regiones
divergentes, que no son homodlogas o han sido saturadas por multiples
substituciones, también conocidas como regiones ambiguas que dificultan el
andlisis y que se eliminaron con la herramienta online Gblocks (Castresana,
2000). Una vez purgadas las secuencias se construyd los arboles
filogenéticos usando el método Neighbor-jounin de méaxima verosimilitud, con
un bolstraps de 1000 y modelo de Kimura-2.

Al observar la topologia de los arboles filogenéticos y los porcentajes bajos
de identidad se concluyé que los aislados B, D y E no corresponden a las
secuencias obtenidas de NCBI. Esto puede deberse a la falta de informacion

sobre estos taxones en la base de datos o0 a que estos aislados sean nuevas
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especies. Seria recomendable obtener mas informacion a partir de la
secuenciacion de otros genes como el 5S rRNA, 16S rRNA, ISRy el gen ITS

para corroborar estos resultados (Tortoli, 2003).

Del analisis filogenético se logré identificar hasta especie a las cepas:
A=Bacillus licheniformis, C=Bacillus thermoamylovorans, F=Talaromyces
thermophilus. A nivel de género las cepas: B=Bacillus, D=Chroococcidiopsis

y a nivel de filum la cepa E= Clorofita.

4.4. Cepas identificadas en Aguas Hediondas presentes en otras fuentes
geotermales del mundo

Los microorganismos identificados en la fuente geotermal Aguas
Hediondas concuerdan con numerosos estudios alrededor del mundo sobre
la diversidad de microorganismos en fuentes geotermales, en los que se ha
descrito la capacidad de los géneros Bacillus, Talaromyces,
Chroococcidiopsis y el filum Clorofita para soportar condiciones de

temperatura extremas.

Darland y colaboradores aislaron bacterias de siete fuentes geotermales
del Parque Nacional Yellowstone similares a Aguas Hediondas, con elevas
temperaturas (44-72°C) y bajo pH (2-5). Observaron que predomina el género
Bacillus, especialmente Gram-positivos o0 Gram-variables y con pronunciada
tendencia a formar endosporas (Darland & Brock, 1971). Bacillus licheniformis
y Bacillus thermoamylovorans presentan estas caracteristicas que les permite

habitar en manantiales acidos con elevadas temperaturas.

Bacillus licheniformis se aislé de la fuente geotermal Aguas Hediondas a
temperaturas de 51-56°C y pH 5. Varios investigadores reportan condiciones
de crecimiento similares. Narayan y colaboradores aislaron B. licheniformis de
la fuente termal Savusavu en Fiji a temperaturas entre 60 y 73°C y pH de 6,5
a 7,5 (Narayan, 2008). Lee y colaboradores observaron la presencia de B.
licheniformis en la fuente Borax Lake ubicada en Oregon, Estados Unidos, a
temperaturas entre 40 y 50°C y pH de 5 — 7 (Lee, Smith, Wagschal, Orts, &
Wong, 2008). También se logré aislar, a 60°C aerdbicamente, a partir de
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muestras de 18 fuentes termales de Bulgaria (Derekova, Mandeva, &
Kambourova, 2008).

Bacillus thermoamylovorans se obtuvo de la fuente Aguas Hediondas a
56°C y pH 5. También se ha identificado en la fuente geotermal Chavasqueira
en Galicia, Espafa a temperaturas superiores de 50°C y pH neutro (Deive,
Alvarez, Moran, Sanroméan, & Longo, 2012). Ademaés se ha logrado aislar de
varias fuentes geotermales de Arabia Saudita con un crecimiento 6ptimo a
60°C, logrando crecer hasta temperaturas de 90°C (Khiyami, Serour, Shehata,
& Bahklia, 2012). Se ha observado la presencia de B. thermoamylovorans en
las fuentes geotermales Tanjung Sakti, Indonesia a temperaturas de 80-91°C
y pH=7-8 (Yohandini, 2015).

Talaromyces thermophilus se logré aislar a partir de muestras de
sedimentos de fuentes termales, similares a Aguas Hediondas, en el Parque
Nacional Tengchong Rehai. Los investigadores establecieron una
temperatura Optima de crecimiento de entre 45 y 50°C y rangos de pH
tolerables de entre 4 y 12 (Pan, y otros, 2010).

El género Chroococcidiopsis se ha aislado principalmente del interior y
exterior de las rocas en desiertos calientes y frios del planeta. Parece ser
extremadamente tolerante a la desecacion (Caiola, Billi, & Friedmann, 1996).
También hay reportes de cepas de Chroococcidiopsis caldariorum aisladas de
fuentes geotermales en indonesia (Geitler, 1933; Geitler et al., 1935). En
estudios mas recientes se ha identificado cepas del género Chroococcidiopsis
en las fuentes geotermales del norte de Tailandia con una temperatura éptima
de crecimiento de 50°C y pH 8 (Hayashi, y otros, 1994).

En una investigacion sobre algas verdes en las fuentes geotermales de
Bulgaria se establece que el filum Clorofita tiene un rol importante en las
comunidades de algas termales. Los datos mostraron que 75 de 200 especies
encuestadas corresponden al filum Clorofita y pueden crecer a temperaturas
entre 30 y 101°C y pH entre 1-10 (Stoyneva, 2003). Se han aislado Clorofitas
de fuentes termales del este de Africa a temperaturas entre 30 y 40°C
(Krienitz, Bock, Kotut, & Luo, 2012).
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4.5. Potenciales aplicaciones biotecnolégicas de las cepas aisladas

A continuacion se resumen varias de las potenciales aplicaciones

biotecnologicas de los microorganismos aislados en este estudio.

Bacillus licheniformis

Es un Gram-positivo formador de endosporas que puede ser aislado de
suelos y plantas en todo el mundo. Nunca se ha reportado patogenicidad en
animales o plantas y es usado ampliamente para la produccién a gran escala
de exoenzimas, una de sus cualidades que lo convierten en microorganismo
con importantes usos industriales es que puede secretar grandes cantidades
de proteinas, entre 20 y 25 g/l (Veith, y otros, 2004).

B. licheniformis posee genes codificadores de: proteasas, pectato liasas,
lipasas y varias enzimas degradadoras de polisacaridos; con potenciales usos

en la industria biotecnolégica (Veith, y otros, 2004).

Un grupo de Investigadores del Departamento de Botanica y Microbiologia
de la Universidad de Oklahoma, en 1985, reportaron la utilidad de cultivos
anaerobios de la cepa JF-2 Bacillus licheniformis para la produccion de
biosurfactantes. El interés cientifico en los biosurfactantes se ha incrementado
en los ultimos anos debido al sus potenciales aplicaciones para mejorar la
recuperacion de aceites, especialmente quimicos, muchos de los cuales
contaminan ecosistemas o son recalcitrantes. Estas sustancias reducen
significativamente la tension superficial entre el agua y el aceite (Javaheri,
Jenneman, Mclnerney, & Knapp, 1985).

Lin, X., y colaboradores; aislaron, purificaron y caracterizaron la enzima
keratinasa a partir de una cepa de Bacillus licheniformis. EI componente mas
abundante en las plumas de las aves es la keratina. Debido a uniones muy
fuertes entre cisteinas mediante puentes disulfuro e interacciones
hidrofébicas, la keratina es insoluble en agua y, por lo tanto, dificiimente
degradable por enzimas proteoliticas como la tripsina, pepsina y papaina. La
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biodegradaciéon de plumas por este microorganismo representa un método
para la utilizacion de este tipo de desechos organicos con el fin de producir
proteinas destinadas a la alimentaciéon animal (Lin, Lee, Casale, & Shih,
1992).

Kloepper y colaboradores en 1993 describié ciertas bacterias del suelo
con la capacidad de liberar factores de crecimiento de plantas. En el afio 2000,
un grupo de investigadores espafoles logran producir giberelinas, un factor
de crecimiento de plantas, a partir de cultivos de Bacillus pumilus y Bacillus
licheniformis. La produccidn a nivel industrial de este tipo de sustancias podria

beneficiar al sector agricola en el pais (Gutiérrez-Marero, y otros, 2001).

Bacillus licheniformis también se ha utilizado en el campo de los
nanomateriales. La nanotecnologia se enfoca al desarrollo de materiales a un
nivel atobmico para concederle unas propiedades Unicas, que pueden ser
manipuladas para las aplicaciones deseadas. En la actualidad, crece cada dia
la necesidad de desarrollar procesos de sintesis de nanoparticulas
benevolentes con el medioambiente, que no utilicen quimicos toxicos en sus
protocolos. Un grupo de investigadores de la India ha sintetizado nanocristales
de plata utilizando la biomasa del microorganismo Bacillus licheniformis. La
enzima que permite la sintesis de la nanoparticula podria ser la nitrato

reductasa (Kalimuthu, Babu, Venkataraman, Bilal, & Gurunathan, 2008).

Cientificos de la Universidad Da-Yeh en Taiwan estudiaron la produccion
de biopolimeros floculantes y sus propiedades a partir del microorganismo
Bacillus licheniformis. Los floculantes son frecuentemente utilizados en el
tratamiento de aguas residuales y en un amplio rango de procesos
industriales. Entre los floculantes mas utilizados hay polimeros sintéticos
organicos, generalmente, porque son econdémicos y altamente efectivos. Sin
embargo, su uso aumenta el riesgo de problemas ambientales debido a que
son dificiles de degradar y ademas muchos de sus mondémeros, como la
acrilamida, resultan neurotéxicos e inclusive carcinogénicos. El uso de

microorganismos para la produccion de floculantes biodegradables y seguros,
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minimizan los riesgos de salud y ambientales (Shih, Van, Yeh, Lin, & Chang,
2001).

Matsui, T. y colaboradores aplicaron una proteasa alcalina aislada de
Bacillus licheniformis para hidrolizar un preparado de musculo de sardina.
Posteriormente, evaluaron cédmo este hidrolizado influye en la actividad de la
Enzima Convertidora de Angiotensina I'. El hidrolizado resulté inhibidor de la
ACE, rico en amin&cidos &cidos, pobre en hidrofobicos y con alto potencial
para la produccién de material alimenticio rico en proteinas y con efecto
reductor de presion arterial (Matsui, y otros, 1993).

Bacillus thermoamylovorans

La bacteria Bacillus thermoamylovorans produce esporas que le permiten
resistir elevadas temperaturas, es un organismo anaerdébico facultativo y tiene
la habilidad de crecer a temperaturas entre 40 y 58°C (Berendsen, y otros,
2015).

El consumo desmesurado de combustibles fosiles ha causado varias crisis
econémicas, guerras y cambios climaticos graves a nivel mundial. El
hidrégeno y el etanol son alternativas energéticas sugeridas para resolver este
problema en el futuro. El uso de biomasa como recurso renovable para la
produccién de sustancias quimicas y energia puede al mismo tiempo reducir
los desechos organicos que ocasionan dafios ambientales. Chang, J. y
colaboradores demostraron que un cultivo combinado de B.
thermoamylovoransy C. beijerinckii L9 se puede utilizar para la produccion de

hidrégeno a partir de desechos de levadura de cerveza (Chang, y otros, 2008).

Las lipasas son enzimas clave en la industria biotecnoldgica. Se conoce
que promueven un rango amplio de reacciones: hidrélisis, interestirificacion,
estirificacion, alcoholisis, aciddlisis y amindlisis. Por todas estas
caracteristicas, son muy interesantes y representan uno de los tres mas
importantes grupos de enzimas en el mercado. Un grupo de cientificos de la

L ACE por sus siglas en inglés. Enzima reguladora de la presién arterial. Convierte la angiotensina | en
angiotensina ll, esto incrementa la accidn vasoconstrictora.
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Universidad de Vigo en Espana han desarrollado un proceso para la
produccidon de lipasa extracelular a partir de Bacillus thermoamylovorans

(Deive, Alvarez, Moran, Sanroman, & Longo, 2012).

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las
plantas. Es un carbohidrato que contiene diferentes azucares como
monomeros (celulosa, hemicelulosa, lignina). Es el material mas abundante
en el planeta disponible para la producciéon de biocombustibles,
principalmente bioetanol. Un grupo de investigadores de China identificé a B.
thermoamylovorans como integrante de un consorcio bacteriano con la

capacidad de degradar lignocelulosa (Wang, y otros, 2011).

Bacillus thermoamylovorans también es un microorganismo con
prometedoras aplicaciones para remediacién de contaminacién ambiental. El
cromo (VI), telurio (IV) y selenio (IV) son mas téxicos que sus formas menos
oxidadas y menos solubles. Slobodkina, G. y colaboradores encontraron que
la cepa B. thermoamylovorans SKC1 es capaz de reducir el cromato utilizando
como donador de electrones la L-arabinosa a una temperatura éptima de 50°C
y pH neutral. Ademas este microorganismo tiene la capacidad de reducir
seleniatos, teluratos y también formas solubles de Fe(lll). La reduccién de
estos aniones permite la detoxificacion de efluentes con este tipo de
contaminantes (Slobodkina, Bonch-Osmolovskaya, & Slobodkin, 2007).

Wang, J. y colaboradores utilizaron el microorganismos B.
thermoamylovorans, con excelentes resultados, para la bioconversion de
lodos activados de aguas residuales municipales y desechos alimenticios en
fertilizantes organicos libres de patégenos y con elevadas cargas de
nutrientes (Wang, Stabnikova, Tay, lvanov, & Tay, 2003).

Talaromyces thermophilus

El xilano es el segundo mas abundante biopolimero en la pared celular
vegetal y el mayor polisacarido de hemicelulosa. Se conoce una amplia
variedad de microorganismos que producen enzimas degradadoras de xilano.

Entre estos microorganismos, los hongos termdéfilos son muy atractivos por su
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potencial como fuente de xilanasas termoestables. Maalej, |. y colaboradores
en 2008 lograron aislar xilasas altamente termoestables del hongo T.
thermophilus. En 2009 usando esta enzima inmovilizada produjeron xilo-
oligosacaridos (xilobiosa y xilotriosa) a partir de residuos agricolas a escala
industrial (Maalej, Belhaj, Masmoudi, & Belghith, 2009).

En 2012, utilizaron la xilanasa aislada a partir de T. thermophilus en el
proceso de blanqueado de la industria del papel. Observaron que utilizando
20U de enzima por gramo de pulpa seca se puede disminuir el uso de
hipoclorito de sodio en un 57%. Esta cantidad de xilanasa actia sobre la
hemicelulosa, liberando croméforos y reduciendo azucares (Maalej-Achouri,
Guerfali, Romdhane, Gargouri, & Belghith, 2012).

Nakkharat, P. y colaboradores purificaron y caracterizaron una enzima
intracelular con actividad B-glucosidasa y B-galactosidasa a partir del hongo
T. thermophilus. La enzima podria ser Gtil para una hidrolisis eficiente de la
lactosa en la leche y el suero, asi como también en la produccién de
oligosacéridos derivados de lactosa en la industria alimenticia (Nakkharat &
Haltrich, 2006).

Una lipasa thermotolerante y alcalina, con su maxima actividad a pH 9.5,
se aisl6 del hongo T. thermophilus en Africa. Las principales aplicaciones de
esta enzima pueden ser la adicidon a detergentes e ingredientes alimenticios,
asi como también el desarrollo de aromas y sabores en diferentes productos
(Romdhane, Fendri, Gargouri, Gargouri, & Belghith, 2010).

Otra potencial aplicacion biotecnolégica para el hongo T. thermophilus
es el aislamiento de la enzima fitasa. Un grupo de investigadores de F.
Hoffman - La Roche Ltd. clonaron fitasas a partir de E. nidulans y del hongo
T. thermophilus (Pasamontes, Haiker, Henriquez-Huecas, Mitchell, & van
Loon, 1997).

Las plantas almacenan la mayor parte del fésforo inorganico en sus
semillas en forma de &cido fitico. El fésforo fitico no es de facil asimilacion
para los animales monogastricos, de hecho, es eliminado casi en su totalidad
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en sus heces y contribuye a problemas ambientales graves como la
eutrofizacién. En la industria de alimento de animales suele afiadir fésforo a
los concentrados, lo que resulta muy costoso. Las fitasas son una solucién a
este problema, ya que tienen la capacidad de liberar eficientemente el fosforo
del acido fitico; se puede afiadir esta enzima al alimento de los animales para
promover la disponibilidad de este elemento. Nelson, T. y colaboradores
utilizaron la enzima fitasa como suplemento alimenticio en gallinas vy
observaron un incremento significativo en la asimilacién de fésforo (Nelson et
al., 2011; Golovan et al., 2001).

Chroococcidiopsis sp.

Chroococcidiopsis sp. es una cianobacteria de gran interés en el estudio
de la vida en ambientes extremos. Puede hacer uso de pequenos periodos de
disponibilidad de agua y detener su metabolismo en respuesta a condiciones
ambientales adversas (Caiola, Billi, & Friedmann, 1996).

Un grupo de investigadores estudi6 la capacidad del género
Chroococcidiopsis para producir fosfatasas. Esta habilidad le permite a este
organismo liberar fésforo para su nutricion a partir de rocas de su entorno
(Banerjee & Sharma, 2004).

Las cianobacterias se han utilizado para producir gas hidrégeno. Esta
sustancia constituye una fuente de energia alterna a los combustibles fésiles.
Serebryakova, L. y colaboradores observaron la capacidad del género
Chroococcidiopsis para producir hidrogeno molecular (Serebryakova,
Sheremetieva, & Lindblad, 2000).

Estos microorganismos son una de las formas de vida mas antiguas en el
planeta. Este filum es capaz de realizar fotosintesis y dependen de la radiacién
solar para sobrevivir. Se ha encontrado que bajo diversas condiciones
climaticas los rayos ultravioleta (UV) pueden dafar la maquinaria celular. Para
protegerse de la radiacion, varias cianobacterias producen compuestos
absorbentes de radiacion UV (Mishra et al, 2015). ElI género
Chroococcidiopsis tiene la capacidad de sintetizar el pigmento scytonemin.
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Una vez producido, es estable por largos periodos de tiempo. Este pigmento
protege efectivamente al microorganismo de la radiacion de longitudes de
onda ultravioleta (Dillon, Tatsumi, Tandingan, & Castenholz, 2002). Una de las
aplicaciones potenciales de este compuesto, que ha despertado mucho
interés en el campo de la dermatologia, es la elaboracion de protectores
solares (Karlsson, 2011). También se esta investigando varias aplicaciones
biomédicas, entre ellas: componente de medicamentos, accion
antiinflamatoria y anti proliferativa (Stevenson, 2002), ademds de su actividad
anticancerigena (Mclnnes, Mezna, & Fischer, 2005).

Por las caracteristicas del género Chroococcidiopsis, este organismo tiene
aplicaciones potenciales en la astrobiologia. Un grupo de investigadores
sometieron una cianobacteria Chroococcidiopsis a condiciones simuladas de
vacio espacial, atmésfera de Marte, radiacion UV y temperaturas extremas.
Observaron que el microorganismo puede sobrevivir a todas estas
condiciones (Baqué, de Vera, Rettberg, & Billi, 2013).

Clorofita

El filum Clorofita es rico en proteinas y contiene todos los aminoacidos
esenciales. También posee considerable concentracion de acidos grasos,
fibra, carotenoides, vitaminas, minerales, y otros compuestos bioactivos que
lo hacen atractivo para la nutricion (Lin L. P., 2005). Se ha utlizado como
alimento para animales (Gouveia et al., 19962; Gouveia et al., 1996b).
También es considerado como una materia prima alternativa prometedora
para la produccion de biodiesel debido a su rapido crecimiento y altos
contenidos de aceites (Phukan, Chutia, Konwar, & Kataki, 2011).

Las Clorofitas tienen la capacidad de fijar el diéoxido de carbono
eficientemente y de remover nutrientes como el nitrégeno y el fosforo,
haciéndolo un gran candidato para la mitigacion del efecto invernadero y
también para la biorremediacién de aguas residuales (Doucha et al., 2005;
Meheta et al., 2005).
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Ademas, se esta investigando el uso de Clorofitas como biorreactores
para la produccién de proteinas recombinantes (Chen, Wang, Sun, Zhang, &
Li, 2001), entre ellas: hormona de crecimiento humano (Hawkins & Nakamura,

1999), reductasa mercurica de Bacillus megaterium (Huang, y otros, 2006), y
otras.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron bacterias, microalgas y hongos termofilos
presentes en la fuente geotermal Aguas Hediondas. Las bacterias son los
microorganismos mas abundantes con un total de 37 aislados, seguido por las
microalgas (2) y finalmente los hongos (1).

Mediante técnicas de biologia molecuar, se identific6 hasta nivel de
especie a dos cepas bacterianas y una fungica: Bacillus licheniformis, Bacillus

thermoamylovorans'y Talaromyces thermophilus.

Se identifico a nivel de género una cepa bacteriana y una cepa de
microalga procariota: Bacillus y Chroococcidiopsis.

Se identific6 una cepa de microalga eucariota hasta nivel de filum:

Clorofita.

Los microorganismos aislados de la fuente geotermal Aguas Hediondas

han sido identificados en otras fuentes termales alrededor del mundo.

Entre las potenciales aplicaciones de las cepas aisladas destacan su uso
en la astrobiologia y la biorremediacion, asi como también la produccién de
enzimas termoestables, alimento animal, factores de crecimiento de plantas,

biosurfactantes, nanoparticulas, biopolimeros y farmacos.

La produccion de fuentes de energia renovables (hidrégeno vy
biocombustibles) a partir de las cepas aisladas, puede contribuir a la reduccion
del uso de combustibles fosiles.

Se construy6 un cepario con los microorganismos termdfilos aislados para

futuras investigaciones.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Para la elaboraciéon de medios de cultivo en futuras investigaciones se
recomienda utilizar el agua y los sedimentos de la fuente geotermal como
componentes del medio de cultivo para suplir las demandas de minerales de

los microorganismos y obtener un mayor nimero de cepas aisladas.

La fuente geotermal Aguas Hediondas presenta elevadas concentraciones
de sulfatos (744,8ppm) por lo que se debe investigar la presencia de

microorganismos sulfato reductores.

Es recomendable amplificar y secuenciar los genes ITS y 16S rRNA para
la identificacion a nivel de especie de las cepas: D=Chroococcidiopsis sp. y
E=Clorofita y el gen 23S rRNA para la identificacion a nivel de especie de la
cepa B= Bacillus.

Se recomienda seguir con la investigacion de aplicaciones biotecnoldgicas
de las cepas aisladas de la fuente geotermal Aguas Hediondas. Estos
microorganismos pueden contribuir al desarrollo de varias industrias, y por lo
tanto, al cambio de la matriz productiva del pais y se encuentran almacenados
en el cepario del laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad de
las Fuerzas Armadas — ESPE.
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