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ABSTRACT

The Magnetotactic Bacterias (MTB) are a group of Gram negative microorganisms that
inhabit aquatic environments with microaerobic conditions, including hypersaline and al-
kaline [4]. These bacteria are capable to migrate through the geomagnetic field, due to the
presence of magnetosomes, e.g., structures containing a magnetic mineral that could be
of magnetite (Fe,O;) or greigite (Fe,S) [11] . In Valle de Santiago, Guanajuato there is a
complex of crater-lakes with the potential of being an idyllic habitat for MTB. The main
objective of this work was to verify the presence of MTB in two of these lakes: Rincén de
Parangueo and San Nicolas de Parangueo. The sediment samples were collected of these
lakes for the observation and isolation of M'T'B, beside the physicochemical, microbiological
and chemical characteristics were measured. After observation of magnetotatic behavior,
which was recorded in video-microscopy, the samples were inoculated in semisolid medium
to future isolation of the MTB. This is the first work to observe the M'TB on the crater-lake
of Guanajuato state.

Keywords: Biothecnology, Environmental bioprospect, Magnetotactic bacteria, Magne-
totatic behavior.

RESUMEN

Las bacterias magnetotacticas (MTB) son un grupo de microorganismos Gram negativas
que habitan ambientes acuaticos con condiciones microaerdbicas, incluyendo hipersalinos
y alcalinos [4]. Estas bacterias son capaces de migrar a través del campo geomagnético,
debido a la presencia de magnetosomas, por ejemplo, estructuras que contienen un min-
eral magnético que podria ser de magnetita (Fe,O4) o greigita (Fe,S) [11]. En Valle de
Santiago, Guanajuato hay un complejo de lagos-crateres con el potencial de ser un habitat
idilico para MTB. El principal objetivo de este trabajo fue verificar la presencia de MTB
en dos de estos lagos: Rincon de Parangueo y San Nicolas de Parangueo. Las muestras de
sedimentos fueron recolectados de estos lagos para la observacién y el aislamiento de MTB,
al par se midieron las caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas y quimicas. Después
de la observacién de la conducta magnetotitica, que fue grabado en video-microscopia,
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las muestras se inocularon en medio semisélido para el futuro aislamiento de MTB. Este
es el primer trabajo de observaciéon de MTB en el lago-crater del estado de Guanajuato.

Palabras clave:
comportamiento magnetotdtico.

INTRODUCCION

Las bacterias magnetotacticas son un
grupo de microorganismos Gram nega-
tivos que habitan ambientes acuaticos
poco profundos, sobre todo hipersalinos
y alcaldfilos en condiciones de microaero-
filia [4,1]; ademds son capaces de orien-
tarse y migrar a lo largo de las lineas
del campo geomagnético, éste compor-
tamiento recibe el nombre de magneto-
taxia y se basa en la presencia de mag-
netosomas, estructuras internas rodeadas
de una membrana lipoproteica que con-
tienen un mineral magnético, ya sea
magnetita (6xido de hierro, Fe;O,) o
greigita (sulfuro de hierro, Fe;S,) [4,11].
Las bacterias magnetotacticas consti-
tuyen un grupo heterogéneo de procar-
iotas pertenecientes al reino Bacteria,
con morfologias muy diferentes, pudiendo
presentarse como cocos, bacilos, vibrios o
espirilos [4]. Ademads son un interesante
grupo, puesto que su ecofisiologia las em-
parenta con las bacterias que pudieron
vivir en los ambientes microoxicos del
Arqueano antiguo en la Tierra (entre
3900 y 3500 millones de anos) [11]; éstos
organismos se han encontrado en ele-
vada densidad poblacional en la zona
de transicion oxico-anoxica de marismas,
agua salobres, pantanos, ciénagas, es-
tanques de oxidacién de aguas resid-
uales y en aguas termales [4]. Las
propiedades magnéticas de la magnetita
bacteriana, hacen que éste mineral sea
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usado en multiples aplicaciones biotec-
nolégicas, que van desde la fabricacion
de discos duros y la elaboracién de
nuevos materiales para ingenierfa [10,4];
en biomedicina, para el transporte de
farmacos a través del torrente sanguineo
y en las estrategias hipertérmicas contra
el cancer [3,8]; hasta agente de contraste
en resonancia magnética nuclear, o como
un geomarcador, para intentar demostrar
la presencia de una antigua vida mi-
croscopica en Marte [13,9]. Sin embargo
en la actualidad esta alternativa biologica
para la produccién de magnetita no se
ha explotado a escala comercial, princi-
palmente debido a problemas relaciona-
dos con su aislamiento y cultivo masivo
[4,11]. En el Valle de Santiago, Guanaju-
ato, hay un conjunto de lagos-crater con
potencial de ser habitat idoneo para estas
bacterias. Por lo tanto, el principal obje-
tivo de este trabajo fue verificar la pres-
encia de bacterias magnetotacticas en
dos de estos lagos: Rincon de Parangueo
y San Nicolas de Parangueo.

METODOLOGIA

Los lagos crater seleccionados para el
estudio, se encuentran ubicados en la
porciéon sur del estado de Guanajuato,
muy cerca de su colindancia con el Es-
tado de Michoacan. El primero, Rincén
de Parangueo con un pH basico y una el-
evada concentracion de sales, principal-
mente: carbonato y bicarbonato de so-
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dio (NaHCO; y Na,COs), cloruro de so-
dio (NaCl) y sulfato de sodio (Na,SO,),
se encuentra a 20°25° N — 101°15" W y
1700 m s.n.m. Y el segundo, San Nicolas
de Parangueo con un pH casi neutro y
una concentracion de sales en agua y sus-
trato normales, se encuentra a 20°23" N
- 101°15> W y 1700 m s.n.m. [5,12].
Para efectuar las investigaciones de Bac-
terias Magnetotacticas presentes en los
crateres volcanicos, se llevo a cabo una
visita a los sitios de muestreo para reg-
istrar sus caracteristicas fisico-quimicas,
ademas de recuperar sedimento y agua.
En el crater Rincén de Parangueo nos en-
contramos con dos lagunas a las que nos
referiremos como Laguna Chica (LC) y
Laguna Grande (LG) puesto que de am-
bas se tomaron muestras y se realizaron
las pruebas por separado. Se hizo uso
del soplete portatil, guantes de latex y
espatulas de acero para mantener un am-
biente estéril durante el muestreo. En
cada una de las lagunas, el sedimento re-
cuperado se guardé en: 2 frascos de peni-
cilina, de los cuales 1 fue destinado al
cultivos de bacterias anaerobias y el otro
para el cultivo de bacterias aerobias, y en
1 tubo falcon de 50 mL para destinarlo a
pruebas de microbiologia.

Mediante el uso de botas de hule y un
azadén se obtuvo sedimento de la in-
terfase 6xico-andxica (aproximadamente
a 30 cm de profundidad) y se guard
en un frasco de cristal con capacidad
de 1 Lt con tapa de rosca y boca an-
cha. Ademas, se llenaron con agua de
la orilla de cada sitio visitado botellas
de cristal de cuello largo con capacidad
de 750 mL y frascos de 350 mL, para
la elaboracion de los medios de cultivo
y pruebas bioquimicas. Al terminar las
actividades en campo, en el laborato-
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rio se llevd a cabo la preparaciéon y re-
frigeracion de las muestras: Los fras-
cos de penicilina se lacraron (a los fras-
cos destinados a cultivos de bacterias
anaerobias se les extrajo el oxigeno me-
diante la inyecciéon de nitrégeno). To-
das las muestras destinadas a las pruebas
microbiolégicas de Numero més Prob-
able (NMP) y Unidad Formadora de
Colonias (UFC) se envolvieron en pa-
pel aluminio para guardarlas en obscuri-
dad a 4 °C hasta el momento de su uso.
Los frascos de 1Lt con sedimento para
la Bioprospecciéon de bacterias magne-
totacticas, se envolvieron en papel alu-
minio y se almacenaron con la tapa so-
brepuesta (para conservar las condiciones
de micro-aerofilia) en una caja de cartén
a temperatura ambiente para posterior-
mente realizar con ellos la bioprospeccién
de bacterias magnetotacticas.

Por otro lado, el agua recuperada en las
botellas de cuello alto fue sometida a
varias filtraciones: La primer filtracion
es mediante el uso de filtros para café, la
segunda es mediante papel filtro y, final-
mente el liquido resultante se hace pasa
por filtros Millipore de 0.45 pm.

Para intentar aislar y observar bacte-
rias magnetotacticas se utilizo el proced-
imiento propuesto por el Dr. Ulysses
Garcia Casado Lins de la Universi-
dad Federal de Rio de Janeiro, y la
metodologia detallada en el Volumen 2
del libro: “The Prokaryotes. FEcophysiol-
ogy and Biochemistry” [2]. Se marcaron
los polos Norte y Sur de los imanes de
neodimio mediante el uso de una brujula.
En la interfase oxico-anoxica generada en
el frasco de la muestra colectada se colocd
el iman con el polo norte por 30min.
Transcurrido el tiempo, en un ambiente
esteril, se recuperé una alicuota de 1
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mL, la cual fue transferida a un tubo
eppendorf®, se le coloco nuevamente el
polo norte de un imén de neodimio, esta
vez por 20 min. Transcurrido el tiempo,
con una jeringa para insulina se recuper-
aron aproximadamente 700 pL de la in-
terfase donde estaba el iman. En cam-
pana de flujo laminar se prepard un capi-
lar que consistié en una pipeta Pasteur
cortada (aproximadamente a 7mm antes
del comienzo de la parte angosta), con
la punta sellada al fuego y con un tapén
de algodén estéril. Con la jeringa de in-
sulina y con una aguja lumbar de 0.40 x
119mm, se inyecté en el fondo del capilar
la muestra recuperada, cuidando de no
dejar burbujas de aire dentro. El capi-
lar con la muestra, se colocé dentro de
un electro iman con la parte mas an-
gosta apuntando al polo norte durante
10min. El electroimén estaba alimentado
con una pila de 1.5 V que generaba un
campo magnético paralelo a la resisten-
cia. Una vez cumplido el tiempo, en
la campana de flujo laminar se rompio
con las manos la punta del capilar (de-
jando aproximadamente 2cm de punta).
Con una jeringa nueva de 1mL se re-
cupero la muestra de la punta que es-
tuvo orientada hacia el polo norte. En
un cubre objetos se colocé una pequena
gota de muestra junto con una gota de
agua estéril del sitio para su posterior
observacién en microscopio optico. (El
comportamiento magnetotictico se reg-
istré con video-microscopia). El resto de
la muestra recuperada del capilar sirvio
de inéculo para un medio semisolido,
del cual posteriormente se hacieron dilu-
ciones para el aislamiento de las mismas.
Para la Bioprospeccién de bacterias mag-
netotacticas se prepararé un medio de
cultivo que contenga: 27.25 mL de Agua
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del Sitio filtrada y estéril + 2.75 mL de
Agar Bacteriano + 30 uL de cada com-
puesto del Medio Minimo del Sitio + 30
L Fe, SO, 1M.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ambos lagos son cuerpos de agua olig-
otréficos, San Nicolas resultd ser un lago-
crater de pH neutro, a diferencia de éste
las dos lagunas de Rincén de Parangueo
son un ambiente de pH basico y haldfilo,
con muy bajas concentraciones de fosfato
y bacterias entéricas que se desarrollan
mejor en medios sélidos que liquidos, tal
como se muestra en la Tabla 10.1.

Con respecto a las bacterias magne-
totacticas, se logré observarlas asi como
registrar su comportamiento magnético
mediante video-microscopia. Se logro
generar la interfase Oxico-andxica de
los medios semisélidos para Rincon de
Parangueo (Figura 10.1); sin embargo
para San Nicolds de Parangueo hasta
el momento se desconocen las canti-
dades necesarias para lograr la consis-
tencia adecuada del medio, posiblemente
por interferencia del pH, la diferencia
de caracteristicas fisico-quimicas o por
necesitar una concentracion distinta de
agarosa, ademas no se pudo observar la
formacion de colonias debido al corto
tiempo de incubacién de 50 dias. Por
otro lado, logrando encontrar las condi-
ciones idoneas del medio es posible la ob-
tencién de bactterias magnetotacticas de
estos lagos puesto que Lefevre y colabo-
radores (2011) lograron aislar bacterias
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Tabla 10.1: Resultados de las pruebas fsico-qumicas, bioqumicas y microbiolgicas de
San Nicols de Parangueo, Laguna Chica de Rincn de Parangueo y Laguna Grande

de Rincn de Parangueo.

San Nicolas

Rincén de Parangueo Rincén de Parangueo

L.C. L.G.?2
Temperatura 320C-35.0C 26.5 - 28.0 C 27.4 - 28.0
Salinidad 1 11 35
pH 7.80 10.29 10.30
Nitrato mg/L 0.75 22.60 18.45
Amonio mg/L 0.08 0.07 0.12
Fosfato mg/L 1.04 Debajo del rango 0.06

NMP? (liquido)
UFC* (s6lido)

10° células/ml
10° células/ml

10? células/ml
10* células/ml

10? células/ml
10* células/ml

I L. C. - Laguna Chica

2 L. G. - Laguna Grande

3 NMP — Ntmero Més Probable

4 UFC - Unidad Formadora de Colonias

San Nicolas

Rincon de Parangueo

Figura 10.1: Fotografias de algunos de
los medios semi—sélidos realizados, donde
el color rosa de las muestras de Rincén de
Parangueo indica la parte éxica del medio
y la seccién verde corresponde a la parte
andxica. En las muestras de San Nicolas se
observa que el medio es casi traslucido y la
fase 6xico—andxica se encuentra indefinida.

magnetotacticas de un manantial de agua
salobre en el Parque Nacional Death Val-
ley , California , EE.UU., y encontraron
que la cepa BW -1, fue capaz de biomin-
eralizar magnetita o greigite dependiendo
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de las condiciones de cultivo; asi como
enocntrarén que la cepa magneto-ovoide
MO-1 creci6 en la zona de transicion-
dxica andxica en un medio minimo [6,7].

CONCLUSIONES

Se realiz6 trabajo de campo, obte-
niendo muestras para estudiar las bac-
terias magnetotacticas.  Se caracteri-
zaron, quimica y microbiolégicamente las
muestras colectadas.  Se logré regis-
trar en video-microscopia el movimiento
de bacterias magnetotacticas influenci-
adas por el campo magnético de imanes
de mneodimio, tales bacterias fueron
empleadas como indculos para medios
semisélidos, esperando su exitoso ais-
lamiento. Debido al corto tiempo de in-
cubacién de 50 dias, no se pudo observar
la formacion de las colonias.
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