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ABSTRACT

Rincon de Parangueo is a Quaternary maar located in Valle de Santiago, Guanajuato
inside the Michoacan-Guanajuato volcanic field in the central part of the Trans Mexican
Volcanic Belt [2]. Rincdn de Parangueo crater-lake is considered phreoatomagmatic be-
cause was originated by the explosive interaction between magma and underground water.
It can be deduced by its local geology that was formed by the eruption of six volcanoes.
This maar is the largest crater lake in this volcanic region [2, 3]. In the last decades the
crater lakes have presented dessication caused by the drawdown in the Valle de Santiago-
Salamanca aquifer. Rincdon de Parangueo crater lake water’s showed high salinity, for-
mation of carbonates/bicarbonates crystals and pH 9 to 12 (during the dry season) [1].
Moreover, geographic isolation and the physical-chemical parameters, the crater-lake is
classified as an extreme habitat that allows the development of specialized microorganisms
that tolerate osmotic stress. These extreme habitats are of biotechnological interest, for
microbial diversity studies and for physiological studies in extreme conditions, due to the
characteristics they can present [4]. In the present project the bioprospection of anaerobic
microorganisms of Rincon de Parangueo crater-lake was performed, especially with regard
to the isolation of Sulfate-Reducing Bacteria (SRB). In addition, the chemical (concentra-
tions of Zn, Fe, Cu and Mn) and microbiological (bacterial biomass and exopolysaccharide
85.5% y 14.4% in weigh, respectively) characterization was made. And the total biodiver-
sity was verified by NGS (MiSeq). The obtained isolates were related (by 16S rDNA gene
sequencing) to Tindallia californesis, Alkalibacterium psychrotolerans, Ectothiorhodospira
variabilis and Clostridium bifermentans species.
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RESUMEN

El Rincén de Parangueo es un maar Cuarternario localizado en Valle de Santiago, Guana-
juato dentro del Campo Volcanico Michoacan-Guanajuato, en la parte central de la Faja
Volcdnica Transmexicana (FVTM). El crater lago Rincén de Parangueo es considerado
freatomagmatico porque fue originado por una interaccién explosiva entre el magma y el
agua subterranea. Se puede deducir por su geologia local que fue formado por la erupcién
de seis volcanes. Este es el crater lago més grande en la regién volcdnica FVTM [2, 3]. En
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las ultimas décadas los crateres lagos han presentado desecacion causada por la sobreex-
plotacién del acuifero del Valle de Santiago- Salamanca. La quimica del agua del lago créater
del Rincon de Parangueo muestra una alta salinidad, formacién de cristales de carbona-
tos/bicarbonatos y un pH elevado de 9 a 12 (durante la estacién seca) [1]. Sin embargo, el
aislamiento geogréfico y los parametros fisicoquimico, el crater lago es clasificado como un
habitat extremo que permite el desarrollo de microorganismos especializados que toleran
el estrés osmoético. Estos habitats extremos son de interés biotecnolégico, la diversidad
microbiana y las caracteristicas fisiol6gicas que presentan [4]. En este proyecto se abordd
la biosprospecciéon de microorganismos anaerébicos del crater lago Rincén de Parangueo,
especialmente el aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). Ademads, se realizé la
caracterizacién quimica (concentraciones de Zn, Fe, Cu y Mn) y microbiolégica (biomasa
bacteriana y exopolisacaridos, 85.5% y 14.5% en peso, respectivamente). La biodiversidad
total fue analizada por NGS (MiSeq). Los aislados obtenidos fueron identificados (por la
secuenciacion del gen 16S ADNr) a Tindallia californesis, Alkalibacterium psychrotolerans,
Ectothiorhodospira variabilis y Clostridium bifermentans

Palabras clave: Bioprospeccion, biotecnologia, BSR, SNG

INTRODUCCION de azufre como aceptores de electrones
(por ejemplo, el SO, , S,0,*", S°, en-
tre otros) . Los microorganismos son om-
nipresente en el planeta, siendo encontra-
dos en ambientes considerados extremos.
A pesar de su omnipresencia, en el lab-
oratorio son muy dificiles de ser cultiva-
dos e incluso, se estima que tan solo 1%
de los microorganismos del suelo son cul-
tivables en laboratorio, lo que limita el
conocimiento de éstos. Por otro lado, ac-
tualmente existen hierramientas molecu-
lares que nos permite accesar a esa di-
versidad, como por ejemplo, la secuen-
ciacion masiva de los genes de una mues-
tra ambiental. La ecologia microbiana es
poco explotada en México, atin menos de
los ambientes extremos, destacandose al-
gunos trabajos de Cuatrociénegas, lago
Achichica y el lago de Texcoco. El lago
crater de Parangueo, también es un am-
biente extremo y carece de informacién
respecto de la biodiversidad microbiana
presente en el sitio. Una descripcién adi-
cional, el interior del lago crater Rincon
de Parangueo albergan estromatolitos, y
actualmente tiene riesgo de ser destruido

El agua de los lagos de crateres en
regiones subaridas y templado-aridas
muestra una combinacion de salinidad
y pH elevados [1], lo cual hace que
estos cuerpos acuaticos sean clasifica-
dos como héabitats extremos, en donde
s6lo pueden habitar microrganismos es-
pecializados llamados exremofilos [4]. De
acuerdo a las condiciones en un habitat
extremo se tiene la posibilidad de en-
contrar microrganismos con una apli-
cacion biotecnolégica, por ejemplo, en
la transformacién de metales y de met-
aloides. Este ambiente es ideal para
el desarrollo de las bacterias sulfato re-
ductoras (BSR), muy importantes desde
un punto de vista ecologico para la
degradacion de la materia organica. Es-
tos microorganismos normalmente son
organotroficos, con una gran plastici-
dad metabdlica, o sea, pueden utilizar
variedad de compuestos organicos como
el piruvato, acetato, glicerol, lactato,
acidos organicos, etc. Ademas, en condi-
ciones anaerdbicas, utilizan compuestos
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por las actividades antropogénicas y a la
subsidencia del créter [4]. Asi, el objetivo
del presente trabajo fue realizar un estu-
dio de metagendémica del gen ADNr 163
por medio de la secuenciacién masiva (Il-
lumina MiSeq) para estudiar la biodiver-
sidad bacteriana de los sedimentos super-
ficiales de los lagos del crater de Rincén
de Parangueo. Adicionalmente, se ais-
laron BSR de este sitio y se realizdé un
estudio filogenético de estas cepas.

METODOLOGIA

Colecta y caracterizacion de las
muestras

En septiembre de 2013 se colectaron
muestras de sedimento superficial y del
agua del lago crater del Rincon de
Parangueo (20°25" N - 101°15° W y 1700
m s.n.m) Valle de Santiago, Guanajua-
to, Mexico. Se determinaron in situ los
parametros fisicoquimicos (conductivi-
dad eléctrica, pH, temperatura, oxigeno
disuelto y salinidad) con instrumentos de
campo. Para el andlisis de los nutri-
entes [nitrégeno amoniacal (N-NH;), ni-
trato (N-NO,) y fosfatos (P-PO,; )] se
utilizé el kit comercial HACHY. Los
metales se extrajeron por digestion acida,
y se determinaron por espectrofotometria
de absorcién atémica de flama (Malm y
col, 1989). Se determiné la actividad mi-
crobiana activa a partir de determinacion
de las enzimas esterasas (hidrdlisis de di-
acetato de fluoresceina, FDA).

Aislamiento de las BSR

Se utiliz6 un medio minimo mineral
anaerdbico enriquecido con agua del sitio
(filtrada y esterilizada a un proporcién de
1:1), suplementada con FeSO, y S" (acep-
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tor de electrones), con lactato, piruvato,
glicerol y acetato, como fuentes de car-
bono. Se adicioné al medio resazurina
como indicador de oxidacién-reduccion.
Se mezcl6 la muestra de agua del lago
crater del Rincén de Parangueo con el
medio de cultivo en proporcién 1:1 y de
este medio de cultivo se le anadié al pre
cultivo; después de un pre-cultivo (15
dias de incubacién) fue utilizado como
in6culo preparando diluciones seriadas
con medio de cultivo, las cuales se apli-
caron en Roll- Tube para el aislamento
de las BSR anaerdbicas estrictas.

Extraccién de DNA

Se extrajo DNA de las muestras de suelo
con el Kit comercial MoBio y de las
bacterias aisladas con el kit Wizard
Genomic DNA. Estos DNAs fueron uti-
lizados como templado para amplificar
el gen ADNr 16S por la Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), uti-
lizando los oligonucleétidos 8F (5- GGA
TCC AGA CTT TGA TYM TGG CTC
AG -’3) y 1513R (5~ ATC GGY TAC
CTT GTT ACG ACT TC -3’). Las
condiciones de amplificacién se describen
en Rivera-Martinez et al, (2014)[7]. El
amplicon obtenido de los aislados se
envio a secuenciar en el LANGEBIO-
CINVESTAV, mientras que el DNA de
las muestras de suelo se envi6 al Labora-
torio de TANDEM (INRA, INP en Tou-
llouse, Francia) para la secuenciacién ma-
siva del fragmento V3V4 del gen ADNr
16S.

Secuenciacion masiva

El DNA total de las muestras de los se-
dimentos superficiales fue extraido con el
kit comercial PowerSoil MoBioY Labo-

49



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

ratories; este DNA se utiliz6 como tem-
plado para la amplificacion por PCR del
gen ADNr 16S con los oligonucledtidos
8F y 1513R. Este, después de purificado,
fue utlizado como templado para am-
plificar la regiéon V3V4 con los oligonu-
cledtidos 515F y 785R, éstos recibieron
sus adaptadores para ser secuenciados
en la plataforma Illumina MiSeq. Este
analisis se realizé en el Laboratorio de
TANDEM (INRA, INP Toulouse, Fran-
cia).  Para el andlisis de los datos
se utilizaron los sofware libres Fastqc
(http://goo.gl/6TUgD). Luego, se uti-
liz6 un conjunto de lineas de comando en
secuencia (pipeline) desarrollado por el
M. Pierre Bertin de la Université de Paris
Sul (comunicacién personal del asesor).
Para procesar el andlisis y el tratamiento
de estos datos, la primera etapa con-
siste en un analisis previo con el Userach
(Robert C. Edgar® ). Se aplicé un filtro
para eliminar las secuencias quiméricas,
comparando nuestras secuencias con las
del banco de datos gold.fa. Después, con
la tabla de las OTUs resultantes, se rea-
liz6 un analisis filogenético comparando
(por BLAST) con los datos del NCBI
para encontrar un perfil de reparticion de
la biodiversidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

El crater lago de Parangueo se carac-
teriza como extremo de pH, salinidad
y conductividad (10, 22.35 g/L y 33.3
mS/cm, respectivamente). La concen-
traciéon de metales vari6 entre no de-
tectable para el Zn, hasta 500 mg/g de
Fe (Rivera-Martinez et al 2014[7]). El
Numero Mas Probable (NMP) de los
sedimentos superficiales fue de 2 x 103
cel.ml™! y la actividad bacteriana de 9.5
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x 10® pug de FDA hidrolizado min~'g=!
de muestra. Las muestras presentaron
um 86.5% en peso de humedad, 85.5%
en peso de biomasa celular y 14.4% de
exopolisacaridos. Con respecto a la con-
centracion de los nutrientes se determiné
una concentracién de 0.25 mg/L de N-
NH,; , 0.265 mg/L N-NO, y 0.300 mg/L
de PO,* .Basado en estos datos se puede
concluir que el Lago de Parangueo es oli-
gotréfico.  Posiblemente, la entrada de
nutrientes para este puede provenir desde
el deslave de las lluvias o por la actividad
antropogénica.

La secuenciacion masiva (Illumina
MiSeq) de los sedimentos superficiales
de los lagos produjo 35 061 reads: 20 526
reads para la muestra LG y 14535 reads
para LP, los cuales, después de aplicar el
Pipeline desarrollado por Pierre Bertin
(atin no publicado), se redujo a 18 994
reads para LG y 14 466 reads para LP.
En este tratamiento se agruparon las se-
cuencias idénticas y se eliminaron las
secuencias que aparecen una vez (single-
tones) y las quimeras, las ultimas compa-
rando nuestros resultados con los datos
del gold.fa (http://goo.gl/NUAxxn).
Finalmente, las secuencias resultantes
con similitud 97% se agruparon como
una unidad taxénomica (OTU’s), obte-
niendo 353 OTUs.De estas mismas mues-
tras, se logrd aislar 5 cepas bacterianas
anaerobicas, las cuales, se identificaron
similares (Figura 8.1) a las especies T'in-
dallia californesis (99% de similitud), Al-
kalibacterium psychrotolerans (99% de
similitud), Ectothiorhodospira variabilis
(99% de similitud) y Clostridium bifer-
mentans (99% de similitud).
Comparando la diversidad bacteriana de
los dos lagos estudiados, y juntando en
un unico grupo las poblaciones minori-
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tarias del <1% de abudancia relativa.
Se pudo observar que estos lagos presen-
tan pequena diversidad total (6 clases en
el lago grande y 8 en el lago pequeno),
donde 5 de éstas son comunes a los dos la-

LG
Nitriliruptoria (7.4%)
<1% abundancia relativa
(2.3%)

CLASES COMUNES
Bacilli (LC 7.9;LP 2.8%) [*]
Clostridia (LG 54;LP 12.6%) [*]
Deltaproteobacteria(LG 2.7;LP 1.7%)
Alphaproteobacteria(LG 11.6;LP 54.6%)
Gammaproteobacteria(LG 14.1;LP 7.9%)[*]

LG
<1% abundancia relativa (7.3%)
Tissierella (1.1%)
Nitriliruptor(7.1%)
Dokdonella (10%)

GENEROS COMUNES >
Alkaliphilus (LG 52.3;,LP 9.4%)
Rhodobaca (LG 8.5%;LP 50.5%)
Thioalbus (LG 1.2%;LP 3.0%)
Alkalibacterium (LG 7.7%:LP 2.7%)[*]
Chelatococcus (LG 2.8%;LP 3.7%)
Desulfonatrum (LG 2.0%;LP 1.2%)

gos (Figura 8.2). Estos datos no difieren
respecto a la clasificacién de los géneros
(9 y 11, respectivamente para lago grande
y lago pequeno).

LP
Sphingobacteria (2.5%)
Bacteroidea(2.6%)
Cytophagia (13.7%)
<1% de Abundancia
relativa (1.6%)

LP

<1% abundancia relativa (7.3%)
Halomonas (4.4%)
Mongoliicoccus (13.3%)
Gracilimonas (1.9%)
Bacteroides (1.6%)
Anaerobranca (1.3%)

Figura 8.1: Diversidad bacteriana del lago grande (LG) y pequeno (LP) del crater de
Rincén de Parangueo. Se realizé la secuenciacién masiva de las muestras y después del

analisis se obtuvieron las distintas clases taxondémicas y su abundancia relativa. En la

parte superior se construyé el diagrama de Venn con los datos de las clases y en la parte

inferior con los datos de los géneros; en ambos casos, entre paréntesis se indica el porcentaje

relativo de cada uno de éstos.

En el diagrama de Venn se ilustra
que dentro de la diversidad bacteria-
na de la muestra de sedimento superfi-
cial, el grupo méas abundante pertenece
al filo Proteobacteria (LG 52.7%; LP
58.  3%) y el segundo grupo es el
filo Firmicutes (LG 61.9%; LP 15.4%).
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El primero de éstos, el filo Proteobac-
teria, esta dividido en cinco clases
(alfaproteobacteria, betaproteobacteria,
gammaproteobacteria, deltaproteobacte-
ria y épsilonproteobacteria). Sin em-
bargo, los datos obtenidos indicaron que
en el lago de Parangueo no se encuentran
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presentes las clases betaproteobacteria y
épsilonproteobacteria. Todos los miem-
bros de este grupo son gram negativos, y
tienen distinta capacidades metabdlicas
(quimiolitotrofia, quimiorganotrofia y fo-
totrofia) y fisiolégicas (aerébicos, micro
acrofilos y aerdbicos facultativos). Den-
tro del filo se encuentran el género FEc-
tothiorhodospira, perteneciente al grupo
de bacterias purpuras del azufre y a la
clase Gammaproteobacteria, las cuales
realizan la fotosintesis anoxigénica y con-
tienen los pigmentos como la bacterio-
clorofila y carotenoides. Estos pigmen-
tos son los que dan el color impresio-
nante (rojo, morado y café) normalmente
observados en lagos salinos,alcalinos y
salmueras. Este color ha sido observado
en el lago de Parangueo. Completando
este resultado se ha logrado aislar una
cepa bacteriana (PSNZ04) similar a Ec-
tothiorhodospira variabilis que a su vez
pertenece a familia Ectothiordospiraceae,
la cual presenté una abundancia relativa
2.4% en LG y 3.1 % en LP. Desde un
punto de vista biotecnoldgico, esta cepa

La familia Clostridiaceae (estd dentro
del orden Clostridiales, de la clase Clos-
tidia) son anaerobios obligados y usual-
mente son gram positivos, las especies
termofilas son especialmente gram nega-
tivas. Puesto que muchas especies de
Clostridiaceae forma esporas resistentes
al calor y a la desecacion, los microorgan-
imos de esa familia son omnipresente en
distintos habitats con dichas caracteris-
ticas; sin embargo, hay algunas especies
que sélo se desarrollan en su hébitat, bajo
condiciones muy especificas. Como se es-
peraba, esta familia tuvo representativi-
dad dentro de la biodiversidad bacteria-
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es interesante ya que es similar a es-
pecimenes reconocidas por su capacidad
en la transformacién de metales pesados
e incluso se ha reportado [2] la presen-
cia de una especie de Ectothiorhodospira
con capacidad de transformar el arsenito
a arseniato acoplado con el crecimiento
autotréfico (fijacion de CO,).

El segundo grupo bacteriano mas repre-
sentativo en las muestras de sedimento
pertenece al filo Firmicutes, representa-
dos por dos (Bacilli y Clostridia) de las
tres clases de ese filo. El filo firmi-
cutes es fenotipicamente diverso, donde
es comun observar microorganismos ca-
paces de formar endosporas resistentes
al calor. Existen aerobios faculta-
tivos y anaerobios estrictos, algunos son
termdfilos y /o haléfilos. Mas de ellos, son
quimioorganotrofos, unos pocos son foto-
heterétrofos.

La mayoria de los microorganismos de la
clase Bacilli (separado por dos drdenes:
Bacillales y Lactobacillales) es gram po-
sitivo, pero hay algunos que son gram ne-
gativos.

na total de las muestras, con 52.3% en
LG y 9.5% en LP. Ademas, se aislé una
cepa (PSNZ02) relacionada a esta fa-
milia perteneciente al género Tindallia.
Respecto a éste, sus miembros son anae-
robios estrictos u organotrofos, son ca-
paces de degradar compuestos organicos
de bajo peso molecular, los cuales son
usados por los anaerobios secundarios
(metandgenos, sulfato reductores y ho-
moacetogénicos) en la cadena tréfica
ecologica, motivo por lo cual son consi-
derados descomponedore primarios. Por
ejemplo, en la descomposicion de la ma-
teria organica realizada por Tindallia ca-
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Figura 8.2: Arbol filogenético de los aislados de este trabajo, basado en la secuencia

del gen ADNr 16S. Aproximadamente 1200 pares de bases fueron utilizadas para la cons-

truccion del arbol con bootstrap de 1000 repeticiones, realizado con el modelo estadistico
Méxima Verosimilitud y con el método Juker-Cantor.

lifornesis APQO el principal producto fi-
nal es el acetato, seguido por la pro-
duccion del propianato, lactato y etanol.
Ademas, estas bacterias requieren de ex-
tracto de levadura para su crecimiento.
Similar a la Ectothiorhodospira, la Tin-
dallia californesis también fue un ais-
lado del Mono Lake (USA); sin embargo,
esta no presenta la capacidad de sulfato-
reduccién [6].

Los otros dos aislados (PSNSO01 y
PSNSO05) obtenidos en este trabajo
pertenecen al género Alkalibacterium, el
cual posee una representatividad no muy
elevada (LG 7.7%; LP 2.7%). Estas cepas
son similares a la especie A. psychrotole-
rans. Mientras que el aislado PSNAO03
es relacionado al orden Clostridiales (LG
53.8%; LP 11.6%) similar al C. bifirmen-
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tans. Como ejemplo de una aplicaciéon in-
dustrial de la especie C. bifirmentans, es
su empleo en la produccion de hidrogeno
durante el tratamiento de aguas residua-
les [9]. De éstos, los aislados similares
a Alkalibacterium psychrotolerans son in-
teresantes porque tienen un papel muy
importante en el ciclo del azufre y del
carbono. Ademds, esta cepa, que fue
aislada en Japén [8], es una bacteria al-
calofila, anaerobia facultativa, gram posi-
tiva y es un psicrotolerante. Esta bacte-
ria mostro ser capaz de reducir el tinte
azul indigo (producido por una planta
indigo japonesa, Polygonum tinctorium
Lour). En el proceso, el tinte es fermen-
tado bajo condiciones alcalinas (pH>10)
y durante la oxidacién del indigo se forma
un producto insoluble, que es convertido
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por estos microorganismos a una forma
reducida soluble.

CONCLUSIONES

Los lagos del crater de Rincon de
Parangueo son hipersalinos e hiperalcali-
nos, albergan diversidad bacteriana rela-
tivamente baja. Destacan los filos Pro-
teobacteria y firmicutes, con especies re-
conocidas como extreméfilas alcaléfilas y
alcalinas. Se obtuvieron 5 aislados anae-
robios similares a las Tindallia californe-
sis, Alkalibacterium psychrotolerans, Ec-
tothiorhodospira variabilis y Clostridium
bifermentans.
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