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ABSTRACT

The Rincon of Parangueco is a Quaternary maar lecated in Valle of Santiage in a Michoacan-
Guanajuato volcanic field in the central part of the Trans Mexican Volcanic Belt [2]. The Rincon of
Parangueo crater-lake has a phreatomagmatic origin. The water’s chemistry of this lake has a high
salinity and pH, mainly because of desiccation process which is intensified by anthropogenic
activities. The physicochemical parameters of this crater-lake and the geographic isolation could to
facilitate the evolve the microorganisms with physiclogy highly specialized to the extreme conditions
of this environment. This site is of special interest to the extreme-microorganisms applied on
biotechnological researches, which can be used as source of extreme-enzymes, other compounds,
and to study the origin of the live and the live out off the earth. Here we show the preliminary
researches of the bioprospection of anaerobic microorganisms of Rincon of Parangueo crater-lake
for the isolating sulfate reducing bacteria (BSR). The bacterial isolates were obtained using the Roll-
Tube technique, the minimal mineral media used was enriched with Parangueo's water, and the
anaerobic atmosphere was obtained with M. gas o optimize the BSR isolation. Subsequently, the
genomic DMA will be extracted and the gene 165 rDNA will be amplified for phylogenetic
identification of these isclates. Additionally, we show the sample characterization. We determined
the content of heavy metals (Zn, Fe, Cu y Mn), the bacterial biomass and the content of
exopolysaccharide (69% y 31% respectively) of the samples used as inoculum.

Keywords: Biotechnology, bicprospecting, BSR, anaerobic, Roll- tube, alkaline, extremophile
RESUMEN

El Rincon de Parangueo es un maar cuaternario localizado en el Vale de Santiago, una region
volcanica de Michoacan-Guanajuate que hace parte central del cinturén volcanico transmexicano
[2]. El origen del lago crater de Rincon de Parangueo es freatomagmatico [3]; La quimica del agua
muestra una alta salinidad y pH, los culaes se formaron devido al elevado proceso de desecacion,
incrementadas por las actividades antropogénicas actuales [1]. Por otra parte, el aislamiento
geografico y parametros fisico-guimicos presentes en ese lago crater lo clasifica como un habitat
extremo, los cuales permitieron la evolucion de microorganismos especializados conocidos como
extremofilos (Valerdi et 2013). Estos habitats extremos son de interés biotecnologico por la
diversidad microbiana y las caracteristicas fisiologicas que puedan presentar. En el presente
trabajo se realizd la bioprospeccion de microrganismos anaerobicos del lago crater Rincén de
Parangueo para el aislamiento de bacterias sulfato reductoras (BSR). Adicionalmente se determing
las concentraciones de los metales (Zn, Fe, Cu y Mn), de biomasa bacteriana y de
exopolisacaridos (69% y 31%, respectivamente) de las muestras utilizadas como indculo. Los
aislados bacterianos se obtuvieron con la técnica Roll-Tube utilizande medios minimes mineral
para las BSR. Posteriormente se realizd la extraccion de ADN genémico y se amplifico el gen ADMr
165. Ese se envio a secuenciar, para la futura identificacion filogenetica de estos aislados.
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INTRODUCCION

Hoya de Rincon de Parangueo es un lago maar cuaternario ubicado en el Valle de Santiago,
Guanajuato. En los afos 1980, los lagos maar de la region del Valle de santiago, mas
precisamente La Alberca, Cintora, San Micolas y Rincon de Parangueo secando. Parte es debido a
propria geotectonica lical, pero grande parte es resultado de actividades anfropogénicas tal como
la sobre-explotacion de sus aguas.

El agua de los lagos de crateres en regiones subarido y templado-aridas muestran una
combinacion de salinidad y pH elevados, hacen que estos cuerpos acuaticos sean clasificados
como habitats extremos, en donde sdlo pueden habitar microrganismoes altamente especializados,
los alcaldfilos. El lago-crater de Rincon de Parangueo presenta material volcanico, con
bicarbonatos, carbonatos, cloruros, sodio y magnesic como iones predominantes. Dichas
caracteristicas mineralogicas aporta al lago alta salinidad y pHs superiores a 9. Una descripcion
adicional, en el interior del crater-lago Rincon de Parangueo sustenta colonias de estromatolitos,
los cuales actualmente tiene riesgo de ser destruidos por las actividades antropogénicas sobretodo
de turismo. A pesar de hacer parte de patrimonio natural, la falta de informacion hace que la
poblacion local exploten de manera poco ecologica el sitio, por ejemplo, son ofrecidos recorridos
de cavalo gque destroyen los stromatolitos. Dichas actividades, pueden estar destruyendo el
patrimio local, ademas de estarem probablemente interferir en el proceso natural de aislamento
geografico natural del sitio.

Las condiciones naturales de un habitat extremo facilitan el desarrollo de microrganismos
extremos, las caacteristicas desarrolladas dependen de estas condiciones ambientales. En el
Rincon de Parangueo, se espera que haya evolucionado microorganismos alcaloficos, con
resistencias a pression osmotica, debido a elavada concentracion de sales y tambien resistentes a
radiacion solar y a pericdos de disecacion. Se ha verfficado la presencia en los tapetes
microbianos alrededor de los lagos asi com entre estromatoltos ligeramente umedos. Las
condiciones y caracteristicas observadas en campo (p.e|., olor de sulfuro y capas de colores rojas y
negras) nos hizo hipotetizar que dicho ambiente existen microorganismos sulfato reductores.

La capacidad de la sulfato reducion esta presente en varios procariotas anaerobicas, tanto del
dominio bacterias como arqueas. Estos poseen una amplia fisiologia, pero en general son capaces
utilizar una variedad de compuestos organicos sencillos como fuente de carbon, asi como, varios
compuestos del azufre para la sulfato-reducion. El objetivo del presente trabajo fue realizar la
bioprospecion de bacterias extremdfilos anaerobias del lago-crater del Rincon de Parangueo
sobretodo las Bacterias Sulfato-reductoras (BSR).

METODOLOGIA

Colecta — El lago del Rincén de Parangueo (2025'N-101"15'W y 1700 m s.n.m} es uno de loa
crateres volcanicos del Valle de Santiago, Guanajuato, Mexico. En setiembre de 2013 se
colectaron muestras de sedimento superficial de sus lagos para utiizrlo como fuente de
microorganismos. Ademas, tambien se colecto el agua de ese sitio, y muestras de sedimento para
la caracterizacion de algunos metales y metaloides. Se determinaron in situ los parametros
fisicoguimicos de conductividad eléctrica, pH, temperatura, oxigeno disuelto y salinidad con
instumentos de campo.

Para la caracterizacion quimica y microbiologica se almacenaron las muestras en tubos falcén
esteriles de 50 ml. Para la bioprospeccion de las bacterias, se colectaron las muestras en
condiciones de esterilidad mantenicas (en campo) con auxilio de un mechero a gas. Estas fueron
depositadas directamente en frascos de vidrio de penicilina previamente estériles, los cuales se
cerraron con tampones de butil. Una vez en laboratorio, se burbujed Nz gasecso por 5 min., y de
esa forma, se mantuvo las condiciones reductoras y anaerobicas.

Caracterizacion fisicoquimica y quimica. Ademas de las condiciones fisicoguimicas
determinadas en campo (conductividad eléctrica, pH, temperatura, oxigeno disuelto y la salinidad),
tambien se tomaron muetras para el analisis de los nutrientes. Los nutrientes estudiados fiveron: &l
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nitrégeno amoniacal (N-NH3), el nitrato (N-NO3) y el fosfato (P-PO,”). Para estos se utilizé kits
comerciales HASCH® cuya determinacion se realiza por espectofotometria, siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Para la evaluacion de los metales, se enviaron las muestras al Laboratorio de Radicisdtopos
Eduardo Penna Franca (LREPF) de la Universidad Federal do Rio de Janerio (UFRJ - Brasil). Las
muestras fueron sometidas a una digestion acida, y después se determinaron los metales extraidos
por absorcion atomica de flama (Malm y col, 1989).

Caracterizacion microbiologica — El analisis microbioloogica de las muestras se realizé el mismo
dia de la colecta. La actividad microbiana activa del sedimento superificial se determing a partir de
la preduccion de las enzimas esterasas. Estas se midieron a partir del la hidrolisis de diacetato de
fluoresceina (FDA), el cual se determino por espectrofotometro de luz visible y se cuantifico con
curba padron como referencia externa. Adicionalmente, tambien se determinaron el Mamero Mas
Probable (NMP) con medio mineral MMB y tres replicas.

Medio de cultivo - Se utilizaron medios de cultivo selectivos para bacterias sulfato reductoras
(BSR). Se mezclaron medios minimos mineral y una solucién mineral obtenido a partir del agua
del sitio (filtrada y esterilizada 3 veces con intervalos de 24h entre cada autoclave). La proporcion
utilizada de agua destilada y el agua del medio fue de 1:1. Esta solucion se burbujed de N
gaseoso para mantener la condicion anaerébica. También se le adicionaron el FeS0, y S” para
actuar como aceptadores de electrones, 0.5 ml de lactato, piruvato, glicerol y acetato (1M} como
fuente de carbono, y resarzurina como indicador de oxidacion-reduccion. Con ese medio, cuyo pH
era superior 2 9, se prepard un pre-cultivo inoculade con la mustra de sedimento superficial,
anteriormente descrita. Se dejo a incubar por 15 dias. De esa suspension se realizaron diluciones
seriadas (1 mL del pre-inoculo para 9 ml de medio fresco), en frascos de penicilina y en
condiciones  anaerdbicas. Estos fueron utilizade para aislamiento de los microorganismos
anaerobicos restrictos con la técnica del Roll- Tube.

Roll-Tube (Hungate, 1960). Iniciaimente se lavo el agar bacteriano con agua destilada (5X), para
asegurar una capa realmente frasnparente de agar-solido. En tubos de Hungate, se prepard 4 mL
agar lavado (30g/L). Se esterilizé en autoclave, y aun caliente, se le afiadié 6 ml de la solucién del
medio, y se le inyectd 10 pL de la suspension del indoulo en diferentes diluciones. Inmediatamente
se le sometié a un bano de hielo para rollar el tubo hasta formar una ligera y delgada capa de agar
solidificada sobre la superficie del tubo. Posteriormente se inyecto, por 2 minutos, N: gaseoso al
tubo para mantener la condicién anaerobica. Los cultivos realizados se incubaron a 37 °C por 15
dias. Las colonias aisladas vistas en los tubos en roll tube, se colectaron en atmosfera de
anaerobiosis, y se las transfirieron individualmente a un medio liquido. Se dejaron incubar hasta la
observacion del aumento de biomasa.

PONGA AQUI LA FOTO DEL ROLL TUBE, EL ESQUEMA Y UNA FOTO TUYA TRABAJANDO EN
LA BOLSA

Observacion microscopica - Se tomé muestra del medio liquido para ocbservar en microscopia en
campo claro {aumento de 1000x). Se realizo la tincion de Gram para verificar la morfologia de los
aislados. Los aislados con una unica morfologia celular, y con biomasa suficiente para formar una
pastilla, se utilizaron para la extracion de su ADN genomico.

Extraccion de DNA- La extraccion de ADM genomico se realizo con el kit Wizard @ Genomic DMA
seguindo las recomendaciones del provedor del producto. El DMA obtenido se wverifico por
electroforesis (75 volts durante 45 minutos) en gel agarosa al 1%. Estos fueron ultizados como
molde para la amplificacion del gen ADNr 165 la cual se realizd por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Para la PCR se  utlizaron los oligonucledtidos 8F  (5-
GGATCCAGACTTTGATYMTGGCTCA G) y 907R (5- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT). Se
probaron varias concentraciones de ADN (0.5 pl, 1 pl y 2 pl). La reaccion de amplificacion inicio
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con una desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min seguida de 33 ciclos del siguiente patron de
incubacion: 94 2C durante 1 min, 52 *C durante 45s y 72 C durante 1 min., despues se aplico una
extension final a 72 2C por 10 minutos. Estos productos se verificaron por electroforesis (75 volts
durante 45 minutos) en gel agarosa al 1.5%. Antes de enviar a secuenciacion estos productos
fueron sometidos a una purificacion con el kit comercial MoBio, el cual elimina los primers y
productos de reacion no utilizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el dia de la colecta la conductividad eléctrica estubo en 333 mS/icm, el pH 1007, la
temperatura del agua entre 22.3 - 24.4 °C, el oxigeno disuelio 7.6 mg/L y la salinidad de 22.35 g/L
(Tabla 1). El lago del Rincon de Parangueo es un lago razo formado por agua acumulada durante
el periodo de las lluvias y por algua de runoff. La conductividad, pH y salinidad de estas aguas son
resultados de la disolucion de los minerales del proprio crater. Como anteriormente descrito, el lago
pose varios iones con prodominancia de los bicarbonatos, carbonatos, cloruros, sodio y magnesio.
La temperatura y el oxigeno de estas aguas, por su vez, es resultante de caracteristicas climaticas
del momento en que se estuvo realizando la colecta. La temperatura del lago resulta del
calentamento diurno por la absorcion de la energia del sol, y el oxigeno parte de las micro-algas y
miscroorganismos autoitroficos del lago, pero tambien por la interaccion del agua del lago con la
atmosfera. Como ho hay impediemtnos y anteparos para el aire en moviento, ese es responsable
por grand parte del contenido de oxigeno del lago. Desafortunadamente no teniamos intrumentos
para hacer la caracterizacion quimica del sedimento. El contenido de los nutrientes (Tabla 1),
clasifica el lago como oligotrofico. Tal cual ocurre con los parametros fisico-guimicos ya descritos,
el aporte de nutriente para el lago proviene principalmente con el agua de lluvia y de runoff. Los
metales estudados tambien mostraron valores no muy elevados compatibles con el esperado. Los
valores elevados de Fe son normales.

Tabla 1. Valores observados en la determinacion de los pardmetros quimicas y fisico-quimicos en el dia de

muestreo.
Parametros fisico-quimicos™ Caracterizacion quimica
Conductividad eléctrica (mSiem) 333 MN-MH5 (mg'L) 24875
pH 10.07 N-NO(mg/L) 265"
Temperatura (*C) 223244 P-PO." (mglL) 30"
Oxigeno disuelto (mgiL) 780 Zn (mgig) Mo detectable
Salinidad (g/L) 22.35 Cu (mg'g) 673+1119
Mn (mgig) 218 +4%
Fe (mg /q) 500 79

La caracterizacion microbiclogica de las muestas de los sediemtnos superficiales sugieren gue a
pesar de las caracteristicas extremadamente alcalinas y de la elevada salinidad, ese sedimento
presenta elevada actividad bacteriana como se puede observar a partir de la determinacion del
FDA hidrolizado (Tabla 2). Los resultados de la actividad microbiana y la estimacion del numero
mas probable de los microorganismos heterotroficos tuvieron en praticamente en misma orden, a
pesar de que en trabajos anteriores tenemos observados que 1a tecnica del NMP no ser ideal para
ambientes exfremos, lo mismos no se observo en el caso de ese muestreo. Se determino, por
diferencia de peso natural y liofilizada, que la muestra del tapete microbiano estudiado presentaba
elevado contenido de agua (83%). Adicionalmente, apos liofilizacion se extrajo de ese tapero la
fraccion de los exopolisacaridos, y identificamos que aproximadamente 70% de ese tapete se
forma de biomasa y que tan solo 30% es de EPS.
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Tabla 2. Valores observados en la determinacion de los pardmetros microbiologicos para las muestras del
tapete microbiano estudiado y que se utilizo como fuente de microorganismos en ese trabajo.

FDA hidrolizado 9.5x 107 % biomasa 69
MMP 2x10° % EPS Kh
% humedad B3

Se realizaron 12 réplicas con la técnica de Roll-Tube en distintas concentraciones, y se utlizaron
diverentes volumenes del inoculos disluido (10pl, 20pl, 50 pl y 100 pl). De estas réplicas se
aislaron 8 colonias, las cuales se trasladaron al medio liguido manteniendo las condiciones de
anerobiosis. Tras el analisis morfolégico de estos aislados (con Tincion de Gram) se determing que
solo se obtuvo un aislado (Figura 1). Estas en aumento de 1000x se trataban de microcos gram
negativos, pero algunas en fase de division, o sea, visualizados aqui como diplococos (Figura 1A).
El ADN genomico de este microorganismo fue extraido, y utilizado para amplificar el gene ADMNr
165 (Figura 1B). De |a varias concentraciones probadas para amplificar el gen de ADNr 165, se
observa una banda muy ligera en el carril B de la Figura 2B, correspondente al volumen de 1 pl de
ADNM. Para los volumenes de 0.5pL y 2pL de DMNA (Carril A y C; Figura 2B), no se obtuvo
amplificacion visible en la electroforesis. Asi, se utilizo las condiciones del la muestra del carril B
para lograr mas del gene ADNr 165, el cual se purifico y se envio a sequenciacion en le laboratorio
de LangeBio, en el CINESTAVY Irapuato, para realizar un estudio taxonomico de ese aislado. Segln
las informaciones del laboratorio, no se ha logrado realizar la reaccion de para la secuenciacion de
la muestra. El posible causa para eso puede ter sido devido a grande cuantidad de sales en la
mustra. Para eliminar esta hipotesis, a seguir, se realizara a un dialisis del ADN de ese aislado con
una membrana especial. Otra posibilidad es mejorar la eficiencia de purificacion y eliminacion de
las proteinas. Para eliminar estos riesgos se cambiara de tecnica por otra, con etapas mas
eficientes en la eliminacion de las proteinas.

(B)

Figura 1. En A se cbserva la modologia celular de aislado obtenido (Microscopia dptica de campo claro;
ocular de 10x y objectiva de 100«). (B) folografia de la electroforesis del producto de la PCR con los
oligosnuclides 8F y el 907R. El fragmento esperado es de aproximadamente 900 pares de bases (segln se
obsernaen el segln carril, del control pasitiva). Se utilizaron 3 concentraciones de ADN: 0.5 pL, 1 gL y 2 pL
(ilustrados en la foto comacarril A, B y C, respectivamente); el primero carril s el contral negativo .

Para terminar, los cultives que aun no se logro obtener una unica morfologia celular seran
aplicadas a ofra metodologia, hasta lograr morfologias celulares uniformes.

CONCLUSIONES

Se logrd obtener varias colonia de BSR, las cuales se detectaron por la presencia de colonias
negras. De estas se logro aislar una bacteria, la cual se observo gue son micrococos y
microdiplococos gran negatives. Con |la secuenciacion se analizara si se trata de una especie.

Se pretende aumentar el ndmero de diluciones con las probabilidades de encontrar mas aislados
con la téecnica de Roll—tube.
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