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Introducción. Los estudios de biodiversidad a través de 
métodos  independientes  del  cultivo  son  especialmente 
útiles  cuando  se  trabaja  con  organismos  extremófilos 
debido  a  la  dificultad  que  representa  emular  sus 
condiciones  fisicoquímicas  y  nutricionales  en  el 
laboratorio. Este tipo de estudios son previos cuando se 
pretende  realizar  bioprospección  para  fines  de 
biorremediación  u  otros  (1).  Para  la  presente 
investigación  se  utilizaron  las  técnicas  de  TRFLP 
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) y 
banco de genes para estudiar la biodiversidad de un sitio 
extremo localizado en Los Azufres, en Michoacán. Este 
es el segundo campo geotérmico de mayor importancia 
en México, además de ser un sitio recreativo.
Objetivo:  Identificar, en base al fragmento 16S del ADN 
ribosomal,  y  a  través  técnicas  moleculares 
independientes  del  cultivo,  las  especies  microbianas 
extremófilas  formadoras  de  biopelículas  naturales, 
presentes en un punto del balneario “Los Azufres”.

Metodología.  La toma de muestra se realizó  en tubos 
Falcon estériles que se almacenaron en un termo durante 
su transporte al laboratorio donde la muestra se guardó a 
-20°C  hasta  ser  procesada.  Además  se  midieron 
variables fisicoquímicas de temperatura, oxígeno disuelto 
y pH, in situ. Parte de la muestra fue destinada al análisis 
elemental  de metales y metaloides.  En primer lugar se 
extrajo el ADN total utilizando el método, modificado, de 
Tsai y  Griffit (2),  este  ADN  fue  amplificado  por  PCR 
(Polymerase Chain Reaction) con oligonucleótidos (8F y 
907R) marcados fluorescentemente para el análisis por 
TRFLP (3), y sin marcar para la creación del banco de 
genes. Para este último caso el producto fue purificado, y 
posteriormente clonado utilizando el  sistema  TOPO TA 
cloning (Invitrogen).  Se verificó  la  presencia  del  vector 
con el  fragmento inserto en las células a través de un 
PCR en colonia. Las clonas positivas fueron sometidas a 
un análisis ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis) 
para discriminar entre grupos de clonas idénticas a través 
del patrón de bandeo obtenido por restricción enzimática. 
El  ADN plasmídico fue extraído (sistema Fermentas)  y 
enviado a  secuenciar  (CINVESTAV,  Irapuato).  Con  las 
secuencias editadas se elaboró un árbol filogenético (4).

Resultados.  El  sitio  de  estudio  es  catalogado  como 
extremo  y  los  organismos  que  ahí  habitan,  como 

extremófilos: microaerofílicos (posiblemente anaerobios), 
extremófilos químicos, y acidófilos; mesófilos en cuanto a 
la temperatura a la viven. Los resultados arrojados por el 
análisis elemental de metales y metaloides indican que la 
muestra  sobrepasa  los  límites  permitidos  por  la  NOM-
OO1-ECOL. Los resultados obtenidos del análisis TRFLP 
hablan de la poca biodiversidad presente en el sitio de 
estudio, 15 comunidades con cada una de las enzimas 
HinP 1I  y  Hae III,  esto  se  confirma  con  el  banco  de 
genes, el cual arrojó 13 clonas distintas, las cuales una 
vez  secuenciadas  pudieron  agruparse  en  7  grupos  de 
acuerdo a sus similitudes con organismos ya catalogados 
(base de datos del NCBI).

Fig. 1. ADN ribosomal 16 S amplificado por PCR, utilizado para 
elaborar el banco de genes.

Conclusiones.  Las  comunidades  bacterianas 
formadoras  de  biopelículas  halladas  en  el  sitio  de 
estudio,  están  compuestas  por  bacterias  de  la  clase 
Chlorobia y proteobacterias de la clase alfa, beta, delta y 
épsilon.
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