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Introducción

http://www.t13.cl/noticia/mundo/aguas-termales-yellowstone-disuelven-cuerpo-joven-caido-pozo http://turismo5tosemestremodulo1.blogspot.com/p/aguas-termales-y-manantiales-en-mexico.html

GEOTERMAL

http://www.taringa.net/posts/turismo/5422373/Peru-Megapost.html



Introducción

Termófilos

Hipertermófilos

45 °C - 80 °C

> 80 ° C

MICROORGANISMOS

TERMOFILOS

MICROORGANISMO 

TERMÓFILOS

Microorganismos 

extremófilos

Bacillus stearothermophilus

Thermus aquaticus-Bacterias

-Hongos

-Arqueas

-Microalgas

(Agave BioSystems, 2011)

(Diane, 1976)



Introducción

Medio Ambiente

Industrial Medicina

Enzimas termoestables 

utilizadas en la medicina 

como biocatalizadores 

Sintetizar  biopolímeros 

(bioplásticos)  degradables

• Enzimas: simplifican procesos 

industriales

• Taq polimerasa: técnicas de 

biología molecular

APLICACIONES

http://apuntesbiotecnologiageneral.blogspot.com/201

4/05/tencologia-de-la-fermentacion-o.html



Introducción

Fuente geotermal Chachimbiro (Santagua, 2017)

Ubicación: En la provincia de

Imbabura, cantón Urcuquí, al

noroeste del Ecuador

La temperatura varía entre 

los 45 y 60ºC

Altura Media: 3050 m.s.n.m. 

Contienen altas 

concentraciones de 

bicarbonatos y carbonatos

(Brígida.R & Vallejo.C, 2007).

Fuente geotermal Chachimbiro



Introducción

(Brígida.R & Vallejo.C, 2007).

Fuente geotermal Chachimbiro



GENERAL:

• Identificar bacterias, microalgas y hongos termófilos presentes en la fuente 

geotermal Chachimbiro mediante técnicas microbiológicas y moleculares.

Objetivos



ESPECÍFICOS

• Caracterizar comunidades microbianas aplicando técnicas dependientes de

cultivo microbiológico.

• Identificar microorganismos termófilos mediante técnicas moleculares.

• Elaborar un cepario de las cepas aisladas presentes en la fuente geotermal

Chachimbiro.

Objetivos



Materiales y métodos
Muestreo

Ojo de la terma del punto P1 Ojo de la termal del punto P2

Bacterias y Hongos 

+

Microalgas

+

Agua

Sedimento

Análisis 

Moleculares 

(Pirosecuenciación)

pH, temperatura y 

coordenadas 

geográficas

Análisis 

fisicoquímico

• 1 Kg sedimento

• 2 L agua

• 1 Kg sedimento

• 1 L agua



Materiales y métodos

Procesamiento de muestras

Siembra en medio sólido Aislamiento

Cultivos puros

Se evaluó las 

características 

macro y 

microscópicas de 

las cepas aisladas 

Medios
BACTERIAS: LB y R2A

MICROALGAS: BG11

HONGOS: PDA



Materiales y métodos
Identificación molecular

Extracción 

de ADN Cuantificación PCR RLFPs

Secuenciación

Secuencia 

consenso

Análisis de 

similitud

Análisis

filogenético

ADN 

genómico 

(cepas 

aisladas)



Materiales y métodos
Identificación molecular

Extracción 

de ADN Cuantificación

Pirosecuenciación

Muestras de 

agua y 

sedimento 



Resultados y discusión

Ojo de la terma del punto P1 Ojo de la termal del punto P2

Ojo de la terma T [°C] pH Coordenadas Altura Hora

P1 58,8 7,28 N 00°25.705’ 13:00:00.

P2 56 7,7 W 078°11.906’ 13:30:00.
2539 m.s.n.m

Características físicas de la fuente geotermal Chachimbiro



Resultados y discusión

Análisis fisicoquímico agua

Análisis fisicoquímico

Análisis fisicoquímico sedimentos

*Resultados proporcionados por CESAQ.



Resultados y discusión

Aislamiento

28 cepas 

Bacterianas

5 colonias 

Microalgas

Ningún hongo

Cepa (H4) Fischerella, 100XCepa (25) Bacillus

Presencia de hongos 

no cultivables. 



Resultados y discusión

Características microscópicas

Tinción Gram. Cepa (8) 

Fictibacillus gelatini, bacilos Gram 

(+), 100X

Tinción Gram. Cepa (15) Bacillus

licheniformis, bacilo Gram (+), 

100X. 

Cepa  (H5) Stanieria

cyanosphaera, 100X



Resultados y discusión
Identificación molecular (Bacterias)

Productos amplificados por PCR del gen 16S rRNA

RFLPs del gen 16S rRNA con la enzima MspI

* Cepas enviadas a secuenciar a la

compañía Macrogen-Korea



Resultados y discusión

22 

productos 

de PCR 

Identificación molecular (Bacterias)



Resultados y discusión
Identificación molecular (Bacterias)

* Organismo más próximo a la base de datos GenBank.

** Cepas iguales entre los organismos más próximos



Resultados y discusión

Productos amplificados por PCR del gen 23S rRNA

Identificación molecular (Microalgas)

* Organismo más próximo a la base de datos GenBank.

** Clasificación según el NCBI.



Resultados y discusión
Análisis filogenético

Gen 16S rRNA, bacterias

Método de máxima 

verosimilitud Neighbor-

Joining y con un 

modelo  evolutivo 

Hasegawa-Kishino-

Yano. 



Resultados y discusiónAnálisis filogenético

Gen 23S rRNA, microalgas

Método de máxima verosimilitud Neighbor-

Joining y con un modelo  evolutivo 

Hasegawa-Kishino-Yano. 

• H3 y H4  identificó a nivel de género

• cepa H5  identificó a nivel de especie 

• H1 y H2  identificó a nivel de orden y 

familia respectivamente



Resultados y discusión

Pirosecuenciación

Las secuencias genómicas

obtenidas mediante la técnica de

pirosecuenciación se clasificaron

en unidades taxonómicas

operativas (OTUs) usando un

umbral de similitud del 97%

Los filos proteobacteria, 

firmicutes y bacteroidetes

Comunidad bacteriana



Resultados y discusión

Pirosecuenciación

Burkholderia pyrrocinia y 

Nitrosomonas spp. fueron 

las especies que mayor 

número de OTUs

presentaron en las muestras 

analizadas. 

Comunidad bacteriana

Proteobacteria



Resultados y discusión
Pirosecuenciación

Firmicutes

La especie Thermolithobacter

spp. (Figura B) presento el 

mayor número de OTUs

dentro del filo firmicutes

Las cepas aisladas Geobacillus caldoxylosilyticus, 

Anoxybacillus genensis, Bacillus licheniformis, Bacillus

tequilensis y Fictibacillus gelatini, coinciden con los 

resultados de la técnica de pirosecuenciación



Resultados y discusión
Pirosecuenciación

M1=8500 y M2=3520.

Hongos

Se observaron  

cinco filos: 

Gomeromycota, 

Cryptomycota, 

Mucoromycota, 

Basidiomycota y 

Ascomycota)

Paramicrosporidium

fungal sp., 

Hygrocybe

persistens y 

Hydnotryopsis

setchellii



Resultados y discusión
Pirosecuenciación

Microalgas

Se observaron  

cuatro filos 

cyanobacteria, 

chlorophyta, 

ctreptophyta y 

euglenida

El filo 

cianobacteria

obtuvo el mayor 

número de 

OTUs.

M1=86428 y M2=6125



Resultados y discusión

Arqueas

Pirosecuenciación

M1=92734 y M2=39787.

Se observaron  cuatro 

filos crenarchaeota,  

korarchaeota, 

euryarchaeota y 

thaumarchaeota

La especie Candidatus

nitrososphaera

gargensis presento el 

mayor número de 

OTUs



Resultados y discusión

Aplicaciones de las cepas identificadas en la fuente geotermal Chachimbiro

Anoxybacillus gonensis

• Turquía (50-70 °C) (Belduz et al., 2003)

• Bacilo Gram-positivo 

• Formador de endoesporas

Producir biopolímeros 

(Poly-3-hydroxybutyrate 

(P3HB)

Biodegradables

Absorber iones 

metálicos en 

soluciones acuosas

Bacillus licheniformis

• India (40-60 °C). (Acharya et al.,  2012)

• Bacilo Gram-positivo 

• Formador de endoesporas

Producción de enzimas 

termoestables (proteasas y 

amilasas)  grandes 

cantidades



Resultados y discusión

Aplicaciones de las cepas identificadas en la fuente geotermal Chachimbiro

Geobacillus caldoxylosilyticus

• Bacilo Gram-positivo 

• Formador de endoesporasAsilado de hábitat halófilos

Control biológico 

Lactonasas

(metalo-I²-

lactamasa (GCL)

Degradar
Diversas lactonas N-

acylhomoserine (AHL) 
Bacterias Gram-negativas

Regular la 

expresión de genes 

virulentos

Quórum (capacidad de 

inactivar la comunicación 

química)



Resultados y discusión

Aplicaciones de las cepas identificadas en la fuente geotermal Chachimbiro

Producen compuestos con 

actividades antibacteriales y 

antifúngicas

Cianobacterias 

Microalgas

Fischerella muscico

Produce metabolitos inhibitorios 

intracelulares en todas las etapas 

de su ciclo de crecimiento

Inhiben el crecimiento de 

algunos microorganismos



Resultados y discusión

Cepario

Se realizó un cepario, con las 

cepas aisladas, para futuras 

investigaciones.



Conclusiones

• Se aislaron e identificaron seis cepas bacterianas, cinco a nivel de especie Anoxybacillus gonensis,

Bacillus tequilensis, Bacillus licheniformis, Geobacillus caldoxylosilyticus, Fictibacillus gelatini y una

a nivel de género Bacillus.

• Se aislaron e identificaron cinco microalgas. El filo Cianobacteria (microalgas procariotas) fue el

grupo dominante.

• Mediante la técnica de pirosecuenciación se identicaron cinco filos (Gomeromycota, Cryptomycota,

Mucoromycota, Basidiomycota y Ascomycota), pertenecientes al reino Fungi.

• Además de la identificación de bacterias, hongos y microalgas, se identificaron cuatro filos

(Euryarchaeota, Korarchaeota, Thaumarchaeota y Crenarchaeota) dentro del reino Arquea,

mediante la técnica de pirosecuención.



Conclusiones

• Las cepas aisladas poseen aplicaciones biotecnológicas descritas en investigaciones científicas en

todo el mundo, principalmente por sus moléculas termoestables, como es el caso de la bacteria

Geobacillus caldoxylosilyticus, recientemente descubierta y estudiada por su relación al control de

enfermedades patógenas, ya que puede regular la expresión de genes virulentos.

• Con las cepas identificadas se realizó un cepario, se les asignó un código y se los archivó en una

base de datos, con el propósito de obtener una colección de todas las cepas termófilas aisladas de la

fuente geotermal Chachimbiro, para futuras investigaciones.



Recomendaciones

• Es necesario realizar la identificación molecular de las cepas bacterianas, con la ayuda de otros

genes, como la amplificación de los genes rpoB (subunidad β de la ARN polimerasa) y gyrB

(subunidad ß de la ADN girasa).

• Se recomienda secuenciar los seis productos de PCR bacterianos restantes (1, 7, 10, 13, 18 y

20).

• Se deja establecido que esta investigación abre posibles estudios, como la extracción de

nuevas enzimas termoestables, para emplearlas en el campo biotecnológico.
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