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ABSTRACT

In this paper a phylogenetic study of bacterial populations that develop within the Pa-
ricutin volcano fumaroles was performed. Using the technique of T-RFLP profile was
visualized the main bacterial populations of this site. Also we did a phylogenetic study
based of the similarity of 16S rDNA gene. The population study revealed variation in
the diversity and the relative size of the populations of the Paricutin volcano system.
Four anaerobic bacterial strains were obtained belong to the classes Bacilli and Clostri-
dium. According to the literature, 2 of these strains (sulfate reducing bacteria) could have
potential biotechnological application in the treatment of wastewater.
Keywords: Bioprospection, sulphate-reducing bacterial (SRB), biomat, T-RFLP (Termi-
nal Restriciton Length Plymorfism).

RESUMEN

En el presente trabajo se realizó un estudio filogenético de las poblaciones bacterianas
que se desarrollan dentro de las fumarolas del volcán Paricut́ın. Utilizando la técnica del
T-RFLP se visualizaron los perfiles poblacionales del sitio. Para el estudio filogenético
se utilizó la secuenciación del fragmento del gen ADNr 16S. El estudio poblacional reveló
variación en cuanto a la diversidad y el tamaño relativo de las poblaciones del sistema del
volcán Paricut́ın. Se lograron aislar 4 cepas bacterianas anaeróbicas, pertenecientes a las
clases Clostridium y Bacilli. De acuerdo a la literatura, 2 de estas cepas (bacterias sulfato
reductoras) podŕıan tener una potencial aplicación biotecnológica para el tratamiento de
agua residual.

Palabras clave: Bioprospección, bacterias sulfato-reductoras (BSR), biomat, T-RFLP

(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción–Terminales)

INTRODUCCIÓN

Las bacterias y arqueas pueden habitar
virtualmente cualquier superficie de la
Tierra, incluyendo aquellas áreas en
donde el entorno es extremadamente hos-
til [1]. La habilidad de persistir en toda

la biosfera se debe, en parte a su inigual-
able versatibilidad metabólica y plasti-
cidad fenot́ıpica. Un elemento clave de
esa adaptabilidad en la habilidad de posi-
cionarse en un nicho en donde puedan
propagarse [2].
Los ambientes resultantes de la activi-
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dad volcánica son diversos, desde flujos
termales ácidos hasta hábitats basálticos
profundos en el océano. Estos ambientes
volcánicos se encuentran ampliamente
distribuidos sobre la Tierra y son de im-
portancia geomicrobiológica para enten-
der la diversidad y caracteŕısticas de la
vida microbiana que albergan. Éstos
pueden ser utilizados como modelos para
comprender más acerca de los patrones
generales en la diversidad y distribución
de los procariotas en el tiempo [3].
El volcán Paricut́ın se encuentra ubicado
en el Campo Volcánico de Michoacán-
Guanajuato (CVMG) y sobre la Franja
Volcánica Trans-Mexicana (FVTM). El
vulcanismo de la FVTM está relacionado
con la subducción de las placas de Cocos
y Rivera debajo de la fosa Mesoameri-
cana en México [4]. El volcán apareció
por primera vez el 20 de febrero de 1943
cerca del pueblo de San Juan Parangar-
icutiro, en el estado de Michoacán. La
actividad volcánica se extendió de 1943 a
1952. El campo de lava se desarrolló en
términos de 23 episodios eruptivos, con
una duración de varios meses. La ac-
tividad fumarólica ha continuado hasta
la actualidad [5].
Las bacterias sulfato reductoras (BSR)
son microorganismos anaeróbicos que se
extienden en ambientes anóxicos, donde
utilizan el sulfato como aceptor final de
electrones para la degradación de com-
puestos orgánicos, resultando en la pro-
ducción de sulfuro y tienen una partici-
pación importante en los ciclos del azufre
y del carbono [6]. Estas poblaciones
bacterianas se han detectado sobre sed-
imento marino,ventanas hidrotermales,
filtraciones de hidrocarburos, en volcanes
de lodo y tapetes microbianos presentes
en ambientes hipersalinos [6]. Una apli-

cación biotecnológica de las poblaciones
de BSR consiste en la remoción de com-
puestos de azufre de las aguas y gases
residuales o la precipitación de metales
pesados en diferentes sistemas de biorre-
actores [6].
Con base en lo anterior, se reali-
zó un estudio filogenético de bacterias
anaeróbicas de las fumarolas del volcán
Paricut́ın.

METODOLOGÍA

Muestreo

La bisprospección se realizó sobre el sis-
tema del volcán Paricut́ın (19◦29’35”N
102◦15’04”O) situado en el estado de Mi-
choacán, México. Espećıficamente se se-
leccionaron 2 fumarolas del volcán Pari-
cut́ın (Tex: tapete externo; Tin: tapete
interno) y 2 fumarolas de su satélite
Sapichu (SI: sapichu uno; SII: sapichu
dos). El material biológico obtenido con-
sistió en tapete microbiano que se desa-
rrollaba al interior de las paredes de la
fumarola. La extracción se realizó uti-
lizando cucharas de metal estériles, ras-
pando la superficie de la roca. Su almace-
namiento y pre cultivo se realizó en viales
de vidrio estériles (∼30 mL, sellados con
tapones de Butil) utilizando medio de
cultivo espećıfico para BSR. Se desplazó
el O2 de los sistemas y se mantuvo una
condición anaeróbica inyectando gas N2.

Extracción de ADN total y análisis

poblacional por T-RFLP

Parte del tapete microbiano colectado se
utilizó para realizar la extracción de ADN
genómico utilizando el kit comercial Mo-
Bio Power Soil R© y siguiendo el proto-
colo que describe el fabricante. El mate-
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rial genético obtenido se utilizó para rea-
lizar el estudio de poblaciones mediante
la técnica del T-RFLP [7, 8]. Para esta
técnica se utilizaron los oligonucleótidos
8F y 1489R y las enzimas de restricción
AluI y HinfI. Los datos obtenidos fueron
tratados según las metodoloǵıas descritas
en Caretta y Brito (2011)[9].

Cultivo y aislamiento de

microorganismo anaeróbicos

Los medios de cultivo seleccionados
para el crecimiento de microorganismos
anaeróbicos fueron: medio Remy [10]
y el medio Fude [11]. La técnica del
Roll Tube, descrita por Hungate (1969)
[12], fue empleada para el aislamiento
de microorganismos anaeróbicos. La
condición anaeróbica dentro de los sis-
temas y medios de cultivo se mantuvo
con la inyección de gas N2 semanalmente.

Extracción de ADN y

amplificación del gen ADNr 16S

A partir de los cultivos puros (mi-
croorganismos aislados) se realizó la ex-

tracción de ADN utilizando la técnica La

Porta CTAB [13]. A partir del mate-
rial genético obtenido se realizó la ampli-
ficación del fragmento del gen ADNr 16S
utilizando los oligonucleótidos 8F, 536F y
1513R. Los amplicones obtenidos fueron
enviados a la unidad de secuenciación
del LANGEBIO, CINVESTAV Irapua-
to. Las secuencias obtenidas fueron edi-
tadas y analizadas mediante los progra-
mas Bioedit (v. 7.2.5) y MAFFT (en:
http://goo.gl/Egf7aY).

Análisis filogenético

Las secuencias consenso obtenidas fueron
sometidas a un BLAST utilizando el por-
tal en ĺınea del NCBI (National Cen-

ter for Biotechnology Information) (en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Uti-
lizando cepas de referencia (cepas con
mayor similitud a los aislados) se realizó
la construcción del árbol filogenético
a través del programa Mega 6 [14]
y utilizando los modelos evolutivos de
Junkes-Cantor (1969)[15] y Kimura-Ney
2 parámetros (2008)[8].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Figura 7.1: Colecta de tapete microbiano so-

bre las fumarolas del volcán Paricut́ın. Las
caracteŕısticas del tapete microbiano variaban de
acuerdo a la profundidad de la fumarola. Las capas
externas eran delgadas y sus coloraciones claras
(verdes, amarillas y blancas). En las capas inter-
nas el grosor del tapete era mayor y sus coloracio-
nes oscuras (cafés, rojas y negras).
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Figura 7.2: Análisis clúster del T-RFLP. De acuerdo con el T-RFLP, el tamaño
de las poblaciones de los sistemas SI y SII es relativamente pequeño, sin embargo
presentan mayor diversidad. Por el contrario, el tamaño de las poblaciones de los
sistemas Tin y Tex es relativamente grande, sin embargo su diversidad es menor. De
acuerdo al análisis clúster, los 4 sistemas presentan diferencias significativas. Los
sistemas Tin y SPI presentan poblaciones similares, mientras que las poblaciones
del Tex presentan la mayor diferencia con los demás sistemas.

Tabla 7.1: Caracterización biológica y molecular de las cepas aisladas.

Identificación Molecular
Cepa* SA(a) MC(b) M Cel(c) TG(d) ER(e) SR(f) Sim. Cepa Ref.

VPTFN01 Par. MF Bacilo + ES NP 97% Clostridium

swelfunanium

VPTFN02 Par. MF Bacilo + ES NP 94% Clostridium

jejuense

VPTFN03 Par. MF Bacilo Variable ENS + 99% Dsulfotomaculum

guttoideum

VPTFN04 Par. MF Bacilo – ES + 99% Paenibacillus

azoredunces

∗ Código de laboratorio. VP: volcán Paricut́ın; T: tapete microbiano; F: medio Fude; N: nitrógeno.
a Sitio de aislamiento; Par. = Paricut́ın.
b Medio de cultivo; MF= Medio Fude.
c Morfoloǵıa celular.
d Tinción de Gram; (+) Gram positivo; (–) Gram negativo.
e Estructura de resistencia; ES= Espora; ENS=Endospora.
f Presencia de sulfato reducción; NP= no presenta; (+) Presenta.
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Figura 7.3: Análisis filo-

genético. árbol filogenético
de las cepas bacterianas ais-
ladas. El árbol se construyó
con el programa MEGA 6
comparando las secuencias
del gen ADNr 16S de las
cepas aisladas con las de-
positadas en el banco de
datos en ĺınea del NCBI. Des-
pués del alineamiento, las se-
cuencias fueron editadas y
se utilizaron 1,400 pb con
el método de parsimonia y
máxima verosimilitud (Boot-
strap de 1000 veces) y el mo-
delo de Kimura 2 parámetros
(2008).

CONCLUSIONES

Se logró el aislamiento de 4 cepas
anaeróbicas del sistema del volcán Pa-
ricut́ın, las cuales se agruparon den-
tro del filo Firmicutes. Tres de ellas
(VPTFN01, VPTFN02 y VPTFN03) se
agruparon dentro de la clase Clostridia,
mientras que la cepa VPTFN04 se agrupó
dentro de la clase Bacilli. Se pre-
tende continuar con estudios molecu-
lares, metabólicos y bioqúımicos que per-
mitan identificar las cepas que presen-
taron similitud baja con las cepas de
referencia. Aśı mismo se plantearan
nuevos experimentos que permitan detec-
tar los genes dsrAB en las cepas que pre-
sentaron sulfato-reducción para plantear
una posible aplicación biotecnológica en
el tratamiento de aguas residuales con
presencia de metales pesados.
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Castro, Julio-Cesar; Gutiérrez-Corona, Félix


