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RESUMEN

DIVERSIDAD BACTERIANA DE LOS H[ERVIDEROS DE APASEDO,
GUANAJUATO, MEXICO
Los ambientes hidrotermales subaéreos son importantes desde el punto de vista
econdmico, bioldgico, evolutivo y astrobiolégico. Por ello, es importante conocer la
biodiversidad asociada a estos ambientes, sobre todo la microbiana (que es la mas
relevante en estos ambientes), para entender las relaciones que pudieran existir entre la
biologia y las condiciones fisicoquimicas del sistema. A pesar de ello, en México
practicamente no existen este tipo de estudios. De manera preliminar, en esta tesis se
han utilizado técnicas de ecologia molecular (PCR-DGGE) para analizar la composicion
de las comunidades bacterianas que habitan a diferentes temperaturas en las fuentes
termales del campo hidrotermal “Los Hervideros de Apaseo” en Guanajuato, México
(abreviado LH) y asi conocer mas acerca sobre el numero de filotipos presentes y su
distribucion. Fragmentos del gen 16S ribosomal (16S rRNA) de bacterias en biopeliculas
y tapetes microbianos, presentes en fuentes hidrotermales con pH alcalino (7.1-9.2) y a
diferentes temperaturas (50 a 94 °C), fueron amplificados y analizados por electroforesis
en un gel con gradiente desnaturalizante o DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). La repeticion de algunos grupos de bandas en el DGGE en muestras
que oscilaron de 50 a 80 °C, sugiere que algunos tipos de bacterias habitan en un amplio
gradiente térmico. En general se observé un menor numero de bandas a temperaturas
mas elevadas y mayor numero a temperaturas mas bajas. Esto sugiere que la
temperatura es un factor que influencia el patron de bandeo de las comunidades

bacterianas de estas fuentes hidrotermales.

Este trabajo representa una contribucion al conocimiento de la biodiversidad microbiana

de los ambientes hidrotermales en México.



ABSTRACT

BACTERIAL DIVERSITY OF LOS HERVIDEROS DE APASEO, GUANAJUATO,
MEXICO

The subaerial hydrothermal environments are important from an economic, biological,
evolutive and astrobiological point of view. It is important then to know the biodiversity
associated to these environments, especially to describe the microbial component wich
is (the most relevant in these environments), in order to understand the relationships that
may exist between the biological composition and the physicochemical conditions of the
system. However, in Mexico there are practically no such studies. In this thesis, molecular
ecology techniques have been used to preliminarly analyze the composition of the
bacterial communities inhabiting hydrothermal hot springs from "Los Hervideros Apaseo"
in Guanajuato, Mexico (abbreviated LH) at different temperatures and get to know more
about the number of present phylotypes and their distribution. Fragments of bacterial 16S
ribosomal gene (16S rRNA) from biofilms and microbial mats, present in alkaline pH (7.1-
9.2) and at different temperatures (50-94 °C), were amplified and processed by DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). The banding pattern observed in the DGGE
showed that bacteria are abundant in the pools and their abundance varies depending on
the temperature. Repeating groups of DGGE bands in the samples ranged from 50 to 80
°C, suggesting that some types of bacteria inhabit a large thermal gradients. In general,
it was observed that a smaller band diversity was present at higher temperatures and
increased at lower temperatures. This suggests that temperature is a factor influencing

the pattern band of bacterial communities of these hydrothermal vents.

This work is a contribution to the knowledge of microbial biodiversity of hydrothermal

environments in Mexico.



1.- Introduccién

1.1. Sistemas hidrotermales subaéreos

Los sistemas hidrotermales son producto de la circulacion y conveccion del agua
(marina, meteodrica, asociada al magma o a cuerpos metamorficos, etc.), promovida por
una fuente de calor (ej. camaras y plumas magmaticas) en los kildmetros mas
superficiales de la corteza terrestre, ya sea oceanica o continental (Pirajno, 2010) (Figura
1). Los fluidos hidrotermales generalmente disuelven minerales de las rocas
encajonantes por donde fluyen y terminan por ser eyectados en la superficie de la
corteza. Al ser eyectados, los fluidos saturados de solutos promueven la precipitacion y
acumulaciéon de nuevos minerales en los alrededores de las superficies de descarga
(Pirajno, 2010). En los ambientes marinos profundos y someros, estas descargas se
denominan como ‘ventilas o chimeneas hidrotermales’ y SEDEX (Sedimentary exhalative
deposits), respectivamente; y en sus alrededores pueden encontrarse una gran variedad

de precipitados minerales (Canet et al., 2005; Pirajno, 2010; Mehay et al., 2013).
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Figura 1. Esquema de un sistema hidrotermal subaéreo. La fuente de calor (magma) calienta el agua meteérica y
se genera un gradiente térmico (en este caso de 400 a 200° C). Los fluidos son expulsados hacia la superficie. En
ocasiones se forman depdsitos sedimentarios asociados al hidrotermalismo (sinter, travertino). Imagen modificada
de United Nations University (http://www.unugtp.is)



A diferencia de los sistemas hidrotermales subacuaticos en donde la descarga de fluidos
ocurre debajo del agua, la descarga de fluidos (agua o vapor) en los sistemas
hidrotermales continentales o terrestres ocurre ‘debajo del aire’ o expuestos a la
atmosfera, de ahi su denominacién de ‘subaéreos’. En esta tesis se estudio un sistema
hidrotermal subaéreo. Estos sistemas han sido explorados mayoritariamente desde el
punto de vista econémico (formaciéon de minerales explotables, generacién de energia
geotérmica), aunque poco se ha investigado acerca de la participacion bioldgica en la
formacion de estructuras mineralizadas en las pozas. Por otra parte, en las ultimas
décadas el numero de estudios llevados a cabo en estos ambientes se ha incrementado
considerablemente (Reysenbach et al., 2002; Roeselers et al., 2007; Ross et al., 2012;
Sahm et al., 2013).

Actualmente, las principales zonas de actividad hidrotermal subaérea existen en las
fronteras entre placas tectonicas, aunque no son exclusivas de estas regiones y pueden
encontrarse también al interior de los continentes, generalmente asociadas a plumas
magmaticas o hot spots (Pirajno, 2010). En estos sistemas, los minerales predominantes
son el silice amorfo, el carbonato de calcio, los sulfuros metalicos, los Oxidos
(principalmente de Fe y Mn) y una gran variedad de arcillas (Pirajno, 2010). Esta
mineralogia depende de la composicidn de la roca encajonante, la temperatura del fluido,
el pH del fluido y su potencial de 6xido reduccién (Pantoja y Gomez, 2004). Ademas de
multiples factores, como son la procedencia del agua, la fuente de calor, su profundidad
y temperatura minima, el tipo de sustrato que atraviesan los fluidos, las reacciones
quimicas locales y los patrones de flujo, conducen al desarrollo de variadas expresiones
hidricas en la superficie (pozas o albercas de agua y lodo, canales, fumarolas, geysers),
morfolégicas y topograficas (cascadas, terrazas, terracetas, monticulos, albercas,
crestas, ventilas y fisuras, etc.), e incluso llegan a alterar los suelos de los alrededores
(lamados suelos geotérmicos) (Pirajno, 2010). Asi, las caracteristicas que se observan
en la superficie de un sistema hidrotermal varian segun su contexto geoldgico, espacial
y temporal en el que ocurren (Farmer y Des Marais, 1999; Fouke et al., 2000; Konhauser
et al., 2001, 2003, 2007; Kyle et al., 2007; Heasler et al., 2009; Hammed et al., 2001;
Pirajno, 2010).
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Aunque los sistemas hidrotermales subaéreos son localizados y suelen ser poco
extensos, ocurren en todos los continentes. Los mas famosos incluyen los de Taupo
(Nueva Zelandia), Yellowstone (Estados Unidos), El Tatio (Chile), Kamchatka (Rusia), y
varios sitios en Islandia, Japon, Indonesia y las islas Azores (Staley y Reysenbach, 2002
y referencias ahi citadas; Fernandez et al., 2005; Cody, 2007; Ross et al., 2012) (Figura
2).

Figura 2. Localizacion de los principales sistemas hidrotermales subaéreos del mundo. 1. Meager Mt.; 2. Los Geysers;
3. Yellowstone; 4. Salton Sea; 5. Cerro Prieto; 6. Los Humeros; 7. La Primavera; 8. Los Azufres; 9. Ahuachapan; 10.
Momotombo; 11. Bouillante; 12. El Tatio; 13. Krafla; 14: Namafjal; 15. Svartsengi; 16. Larderello; 17. Makhashcala; 18.
Kizildere; 19. Puga; 20. Aluto; 21. Langano; 22. Olkaria; 23. Pauzhetskiy; 24. Matzukawa; 25. Otake; 26. Tatun; 27.
Makban; 28. Tiwi/Bacman; 29. Tongonan/Palinpinon; 30. Dieng; 31. Kawah Kamodjang; 32. Broadlands; 33. Wairakei.
(Imagen tomada de Prol-Ledesma, 2002).

En México, la historia tectdnica y volcanica del territorio ha producido variados sistemas
hidrotermales a lo largo del tiempo, de los cuales algunos continuan activos,
especialmente en la Faja Volcanica Transmexicana (Prol-Ledesma, 2002; Aragon, 2003;
Camprubi y Albinson, 2007; Clark y Fitch, 2009; Santoyo-Gutiérrez y Torres- Alvarado
2010; Hiriart, 2011) (Figura 3). Uno de ellos, el campo hidrotermal de Los Hervideros de
Apaseo (de ahora en adelante denominado LH), ha sido muy poco estudiado. De éste

se ignora completamente la microbiologia, a pesar de contar con un magnifico
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afloramiento para su estudio, razén por la cual ha servido como area de estudio para el

presente trabajo.
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Figura 3. Distribucion y edad de los principales sistemas epitermales en México. Todos los sistemas epitermales
implican hidrotermalismo. Los numeros indican su antigiiedad en millones de afios. El contorno rojo punteado
indica la distribucion aproximada de la Faja Volcanica Transmexicana. Imagen modificada de Camprubi y
Albinson, 2007.

1.2. Los microorganismos de ambientes hidrotermales subaéreos

La presencia de microorganismos en sistemas hidrotermales subaéreos es bien conocida
(Reysenbach et al., 2001 y referencias ahi citadas) y su influencia en la formacién y/o
precipitacion de minerales y desarrollo de estructuras sedimentarias (ej. sinters vy
travertinos), aunque todavia en estudio, se ha observado en numerosos ambientes
hidrotermales con variables fisicoquimicas completamente distintas entre si (ej. Jones y
Renaut, 2006; Konhauser et al., 2003, 2004; Bonny y Jones, 2008; Pirajno, 2010).
Algunos de los procesos microbianos que se han observado en estos ambientes incluyen
la precipitacion de minerales (Konhauser y Ferris, 1996; Konhauser et al., 1998; Guidry
y Chafetz 2003; Pentecost, 2005), la formacidén pasiva de minerales a partir de la
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nucleacion sobre estructuras celulares y organicas (Cady y Farmer, 1996; Konhauser et
al., 1998; Farmer, 1999), la disolucién de minerales (Phillips et al., 2014), y el desarrollo
de fabricas y texturas particulares en los depdsitos, como la porosidad (Konhauser et al.,
2004), el desarrollo de depdsitos laminados (Konhauser et al., 2004; Pirajno, 2010), la
fragmentacion y brechamiento de clastos que luego pueden ser cementados in situ
(Pirajno, 2010), el desarrollo de rugosidad superficial (Jones y Renaut, 2006; Pirajno,
2010), y el desarrollo de bulbos y estructuras estromatoliticas (Jones y Renaut, 2006).
Estas observaciones aplicadas en un contexto geoldgico, permiten entender los procesos
actuales de biomineralizacidén y patrones de crecimiento que pudieran ser analogos a la
formacion de estructuras biosedimentarias en la Tierra temprana (Konhauser et al.,
2001), asi como de evidencia de primeras formas de vida en rocas antiguas e incluso la
presencia de estos depdsitos fuera de la Tierra. El estudio de estos sistemas en la Tierra
es relevante porque permiten hipotetizar los habitats y las condiciones ambientales en
que posiblemente las primeras formas de vida se desarrollaron en el planeta, y porque
la vida incluso pudo originarse en ese tipo de escenarios hace millones de afios (Russell
et al.,, 2013). El reconocimiento de la mediacidn microbiana en estos procesos y la
caracterizacion de las estructuras sedimentarias que se desarrollan en estos ambientes
con relacion a las especies que las forman, resulta entonces esencial para poder
reconocer procesos similares, asociados a la mediacién biolégica de depdsitos de origen
hidrotermal, en el pasado remoto de la Tierra y en otros planetas (Cady et al., 2003;
Konhauser et al., 2004; Squyres, et al., 2008), de ahi su importancia para la Geobiologia
y la Astrobiologia. Ademas, el estudio de las comunidades microbianas en este tipo de

ambientes también es una fuente importante de investigacion médica y biotecnoldgica.

Las altas temperaturas implican desafios para las células, pues puede ocurrir la
desnaturalizacion de biomoléculas. A temperaturas elevadas normalmente las proteinas
y los acidos nucleicos se desnaturalizan, la fluidez de la membrana incrementa, la
mayoria de los pigmentos, como la clorofila, se degradan cerca de los 75 °C, y procesos
metabdlicos importantes, como la fotosintesis, no ocurren (Rothschild y Mancinelli,
2001). Ademas, la solubilidad de los gases en el agua esta correlacionada con el
gradiente termal, siendo estos menos disponibles cuanto mas aumenta la temperatura y

comprometiendo a los organismos acuaticos que requieren Oz o CO2. Sin embargo, los
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termofilos estan adaptados a estas condiciones. Los microorganismos mejor
caracterizados que habitan a temperaturas > 100 °C son las arqueas Pyrolobus fumarii
y Methanopyrus kandleri, organismos quimiolitoautétrofos, oxidadores de Hz y reductores
de NOs y COz2, respectivamente. También estan las bacterias Aquifex pyrophilus y
Thermotoga maritima, que crecen a temperaturas de 95 y 90 °C, respectivamente
(Madigan y Oren 1999; Stetter, 1999; Rothschild y Mancinelli, 2001). Los eucariontes
termofilos (hongos, algas, protozoarios) son menos comunes y crecen generalmente en

temperaturas maximas de 65 °C (Mehta y Satyanarayana, 2013).

La habilidad de los organismos termofilos para crecer optimamente en temperaturas
mayores a las del rango mesdfilo, se ha explicado con hipétesis que tratan sobre la
termoestabilidad de los componentes celulares (Vasquez et al., 1984). Entre las mas
importantes destacan la teoria lipidica (Brock, 1978), que establece que la membrana
plasmatica puede proteger la integridad de estructuras intracelulares, modificando las
cadenas de fosfolipidos y originando un decremento de su fluidez (Kogut, 1980); y la
teoria macromolecular (Koffler, 1957), que propone que existen diferencias fisico-
quimicas en la estructura de proteinas y acidos nucleicos en termaofilos con respecto a
los mesdfilos. En los lipidos, por ejemplo, puede haber un cambio en la composicion de
sus acidos grasos; las cadenas de acidos grasos de los termdfilos poseen mayor longitud
y se encuentran mas saturadas, proporcionando puntos de desnaturalizacion mas
elevados y ocasionando menor fluidez de la membrana (Kogut, 1980). Ademas, las
diferencias en la composicion lipidica entre algunas bacterias y arqueas termdfilas, tiene
repercusiones en la estabilidad de la membrana contra la hidrdlisis a altas temperaturas
(Stetter, 1999).

En cuanto a las proteinas, algunos termofilos acumulan ciertos compuestos organicos
de bajo peso molecular que producen una respuesta osmotica para acumular solutos
compatibles (termosolutos) dentro de la célula que ayudan a la estabilizacion de
proteinas. Por ejemplo, el di-myo-inositol fosfato incrementa la estabilidad de las enzimas
y disminuye el rango de inactivacion termal (Grogan, 2013). El aumento en la
termoestabilidad en proteinas esta generalmente asociada a las proporciones acido-

base de algunos residuos, el incremento de residuos de arginina en ciertas regiones, un
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mayor numero de puentes disulfuro y reduccién en la longitud de las cadenas
polipeptidicas (Lieph et al., 2006). Estudios estructurales de proteinas termoestables
apuntan a que nucleos apolares, reduccion en la relacion superficie-volumen,
decremento en el contenido de glicina y un gran numero de interacciones ionicas, estan
relacionados con la termoestabilidad. Estas caracteristicas proporcionan a las proteinas
mayor resistencia a su desnaturalizacién, aumentan la compactacion e incrementan la
rigidez de la proteina. La termoestabilidad en las proteinas también se ve favorecida por
factores extrinsecos. El termosoma, un conjunto de chaperoninas que han sido
caracterizadas en Methanopyrus kandlery y Pyridictium occultum, unen proteinas
desnaturalizadas, previniendo su agregacion y replegandolas a su forma activa (Madigan
y Oren, 1999). Ademas, enzimas purificadas de termofilos son estables al calor y a
agentes desnaturalizantes, con insignificante pérdida de actividad en un rango de
temperatura de 60-80 °C. Con respecto a los acidos nucleicos, el estudio de los
ribosomas y del RNA de transferencia han revelado la presencia de bases modificadas,
las cuales confieren estabilidad termal a la molécula (Singleton y Ameluxen, 1973;
Vasquez et al., 1983). La resistencia del DNA a temperaturas elevadas puede deberse a
la girasa reversa, una topoisomerasa tipo | que causa superenrrollamiento del DNA,
confiriéndole estabilidad a altas temperaturas. Algunas arqueas termdfilas poseen
histonas que estan relacionadas filogenéticamente con las de eucariontes. Estudios in
vitro han demostrado que la adicion de histonas a DNA purificado incrementa
drasticamente su temperatura de desnaturalizacién (Madigan y Oren, 1999; Stetter,
1999). Conocer cual es el limite maximo de temperatura que permite la existencia de
vida es aun incierto, pero seguramente depende en gran medida de la estabilidad de las

moléculas que componen a las células.

Por estar adaptados a vivir en aguas con alta temperatura, los microorganismos de
ambientes hidrotermales se han denominado “extremofilos” (Madigan y Oren, 1999;
Albers et al., 2006), y existen en los tres dominios de la vida (Fujiwara, 2002). La
temperatura minima de crecimiento de bacterias termofilas es de ~50 °C (Brock, 1978;
Madigan y Oren, 1999) y la maxima pudiera llegar hasta ~150 °C (Madigan y Marrs,
1997). Dependiendo de sus rangos 6ptimos de crecimiento a diferentes temperaturas,

estos microorganismos se han dividido en terméfilos moderados (40-60 °C), termofilos
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extremos (60-85 °C), e hiperterméfilos (>85 °C) (Mehta y Satyanarayana, 2013). Algunos

de estos ejemplos se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de microorganismos termofilos segun Mehta y Satyanarayana (2013)

Categoria Temperatura éptima Ejemplos
(C)

Arquea: Thermoplasma
Bacteria: Tepidibacter, Clostridium,
Termdfilos moderados 40-60 Exiguobacterium, Caminibacter, Lebetimonas,
Hydrogenimonas, Nautilia, Desulfonauticus,
Sulfurivirga, Caminicella, Vulcanibacillus,
Marinotoga, Caldithrix, Sulfobacillus,
Acidimicrobium, Hydrogenobacter, Mahella,
Thermoanaerobacter, Desulfovibrio

Arquea: Methanocaldococcus, Thermococcus,
Palaeococcus,
Methanotorris, Aeropyrum, Methanothermococcus,
Acidianus, Metallosphaera

Termofilos extremos 60-85 Bacteria: Thermovibrio, Thermosipho,
Caloranaerobacter, Thermodesulfobacterium,
Thermodesulfatator, Deferribacter,
Desulfurobacterium, Persephonella, Kosmotoga,
Rhodothermus, Desulfurobacterium, Balnearium,
Thermovibrio, Marinithermus, Oceanithermus,
Petrotoga, Vulcanithermus, Carboxydobrachium,
Thermaerobacter, Thermosulfidibacter,

Arguea: Geogemma, Archaeoglobus,
Hipertermdfilos >85 Methanopyrus, Pyrococcus,

Sulfolobus, Thermoproteus, Methanothermus,

Acidianus, Ignisphaera, Ignicoccus, Geoglobus

Metabdlicamente, los termdfilos pueden ser fotoautotrofos oxigénicos, fotoautdtrofos
anoxigénicos, fotoheterétrofos, quimiolitoautotrofos y quimioorganoheterétrofos
(Vasquez et al., 1984; Brock, 2012) (Cuadro 2). Ello habla de la diversidad de habitats y
condiciones ambientales (incluyendo la luminosidad y la disposicion de compuestos
organicos e inorganicos, la fisicoquimica del medio acuoso y las caracteristicas
geoldgicas y geoquimicas) a las que estos organismos pueden estar adaptados
(Reysenbach et al., 2002).
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Cuadro 2. Ejemplos de bacterias y arqueas de ambientes hidrotermales subaéreos

Especie Localizacion Temp pH Metabolismo y otras Referencias
(°C) caracteristicas
Reino
Filo
Bacteria
. Calderobacterium Kamchatka, Quimioautotrofo obligado, Kryukov et al.,
Aquificae ) . 50-82 5 . o
hydrogenophilum Rusia oxidador de hidrogeno 1983
. Quimiolitoautotréfico obligado, . .
Hydrogenobacter Tsumagoi, . . Shima y Suzuki,
. . 50-70 3-4 aerobia, oxidadora de
acidophilus Japon L 1993
hidrégeno
Hydrogenobacter Tsumagoi, 2075 . Autotrdfico facultativo, Kawasumi et al.,
thermophilus Japén oxidadora de hidrégeno 1984
Calderobacterium Kamchatka, . Kryukov et al.,
) ) 50-82 6-7 Oxidadores de H;
hydrogenophilum Rusia 1983
Beta- Thermothrix Isla San Odintsova et al.,
. 60-87 6-8.5 Aerobico
Proteobacteria azorensis Miguel; Azores 1996
o ) Bacterioclorofila a y )
) Heliothrix Reserva India, Pierson et al.,
Chloroflexi 45-55 8 carotenoides; aerotolerante,
oregonensis Oregon ) o 1985
fotosintesis anoxigénica
Bacterioclorofila a y c; .
Chloroflexus Sokokura, . . Pierson 'y
35-65 7 carotenoides, fotosintesis
aurantiacus Japon L Castenholz, 1974
anoxigénica
. Parque
Deinococcus- Brock y Freeze,
Thermus aquaticus Nacional 40-79 6-9.5 Pigmentaciénamarrilla
Thermus 1969
Yellowstone
. . Dictyoglomus Tsumagoi, 5.4- Quimioorganotrofo, anaerobio
Dyctioglomi . 51-80 ) Saiki et al., 1985
thermophilum Japon 8.9 obligado
Fermentacion, productos
L o ) Nueva .
Firmicutes Clostridium fervidus Zeland 37-80 5-9 finales son acetato, Hz, CO,. Patel et al., 1987
elanda
Quimioheterétrofo
Thermobrachium Norte América 5775 510 Forma H, y CO,. Anaerobio Svetlichny et al.,

celere

y Sudameérica,

Europa, Africa

termofilico obligado

1991
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y Nueva

Zelanda
Thermoanaerobacter Kamchatka, Slobodkin et al.,
39-78 5-8 Anaerobio, reduccion de Fe (Ill)
siderophilus Rusia 1999
Parque Zeikus et al.,
Thermoanaerobacter Anteriormente denominado
Nacional 40-80 5-9 1979; Lee et al.,
brockii Thermoanaerobiumbrockii
Yellowstone 1993
Parque .
Thermoanaerobacter . Etanol, CO2, lactato y acetato Wiegel y
. Nacional 37-78 4-10 . .
ethanolicus como productos finales Ljungdahl, 1981
Yellowstone
Thermoanaerobacter
. Islandia 50-75 5-9 Etanol como producto final Larsen et al.,1997
mathranii
Productos finales: acetato,
Thermoanaerobium Nielsen et al.,
. Islandia 50-78 5-8.5 COs,, H,, etanol, &cido
acetigenum . . 1993
isobutirico
Fuente termal Reduce NO;3;™ a NHj3, capas de
Ammonifex degensii 57-77 7 Huber et al., 1996
neutral fermentar piruvato
Caldicellulosiruptor Taupo, Nueva 4550 58 Acetato y lactato como Rainey et al.,
saccharolyticus Zelanda productos de la fermentacion 1994
Parque
Thermobacterium Slobodkin et al.,
Nacional 50-74 5-8 Quimioorganoheterotrofo
ferrireducens 1997b
Yellowstone
Isla Raoul,
Archipiélago
) Spirochaeta Aksenova et al.,
Spirochaeta de Kermadec; 40-73 6-8 Anaerobio estricto
thermophila 1992
Nueva
Zelanda
Isla Raoul,
Archipiélago
Spirochaeta Aksenova et al.,
) de Kermadec,  66-68 6-8 Estrictamente anaerobio
thermophila 1992
Nueva
Zelanda
» . Quimioorganotrofo, reductor de
Thermotoga Thermotoga maritima  ltaliay Azores  55-90 6-9 Fe (Il Huber et al., 1986
e
Thermotoga Lucrino, ltalia 55-90 6-9 Reductora de azufre Jannasch et al.,
neapolitana 1988
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Fervidobacterium Nueva 41-79 6-8 Quimioorganotrofo, anaerobio Patel et al., 1985

nodosum Zelanda estricto, fermentadora

Synechococcus sp.

Mastigocladus sp. Fotoautotrofo, aerobio.
Cianobacteria Calothrix sp. Argentina 39-68 5-8.5 Quimiotrofas. Mackenzie y
Pedrés-Alio, 2013
Leptolyngbia sp. Procesos de fotosintesis y

quimiosintesis
Oscillatoria sp.

Los microorganismos de ambientes hidrotermales subaéreos generalmente forman
tapetes microbianos (Cady y Farmer, 1996) de espesor centimétrico (a diferencia de las
biopeliculas que sélo alcanzan unos pocos milimetros de espesor (O’Toole et al., 2000;
Harrison et al., 2005) y se encuentran generalmente estratificados en respuesta a los
gradientes energéticos y sus necesidades metabdlicas (luz, nutrientes, difusion de gases,
etc.) (Al-Najjar et al., 2012; Coman et al.,, 2013). De manera tipica, las capas mas
externas de estos tapetes son verdes y se encuentran dominadas por fotétrofos
oxigénicos, como cianobacterias y diatomeas, seguidas por una capa de tonalidad rojiza
de fototrofos anoxigénicos, como bacterias verdes (Chlorobi) y purpuras del azufre
(Chromatiales), seguidas de capas basales de apariencia negruzca y conformada por
heterotrofos anaerobios y metanogénicos (Coman et al., 2013). En este tipo de sistemas,
las cianobacterias son los principales productores primarios y juegan un papel primordial
en la estructura inicial del tapete microbiano (Severin y Stal, 2010). Su actividad
fotosintética impulsa una variedad de procesos metabdlicos y es fuente de nutrientes
para bacterias heterotrofas y litétrofas (Roeselers et al., 2007), pues fijan CO2y N,
producen Oz, fermentan de manera anaerobia y producen grandes cantidades de

sustancias poliméricas extracelulares (EPS, Extracellular Polymeric Subtances).

Recientemente, analisis morfométricos y genotipicos de comunidades de cianobacterias
en tapetes microbianos, han demostrado la importancia de este grupo de
microorganismos debido a su presencia y distribucion a lo largo de un amplio gradiente
de temperaturas en los sistemas hidrotermales. Por ejemplo, Sompong y colaboradores
(2005), identificaron morfométricamente que el género Synechoccocus fue el grupo de
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cianobacterias mas predominante en tapetes a temperaturas >40 y <80 °C en
manantiales termales al norte de Tailanda; mientras que Klatt y colaboradores (2011)
determinaron a través de secuenciaciéon masiva que Synechoccocus fue el filotipo mas
abundante en tapetes a temperaturas entre 60-65 °C, en afluentes de dos mananiatles

termales en el Parque Nacional Yellowstone.

También, las cianobacterias juegan un papel importante en la formacién de estructuras
estromatoliticas de ambientes hidrotermales actuales, como es el caso de los géneros
Chlorogloeopsis y Fischerella, las cuales se han encontrado involucradas en procesos
de litificacion y formacion de estromatolitos en fuentes hidrotermales saturadas con silice

a temperaturas de ~56°C en el Parque Nacional Yellowstone (Pepe-Ranney et al., 2012).

Ademas de la estratificacion vertical mencionada, también existen cambios horizontales
de la biota segun los gradientes energéticos, que en los ambientes hidrotermales estan
dominados por la temperatura. Por ejemplo, en el Lago Yellowstone (Wyoming, Estados
Unidos), las bacterias del grupo Aquificales (Sulfurihydrogenibium sp.) se encuentran en
las aguas mas calientes (>100 °C), mientras que a temperaturas mas bajas (~60° C) se
encuentran miembros del grupo de Gammaproteobacteria (Thiovirga sp.), y en aguas a
temperatura ambiente (<20 °C) dominan las actinobacterias de distribucién cosmopolita
(Yang et al., 2011). Es probable que en campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo
estén ocurriendo procesos similares asociados a los gradientes de temperatura
hidrotermal local, ademas del posible papel que las cianobacterias podrian estar llevando
a cabo en la formacidon de estructuras a escala micrométrica en los procesos de

litificacion del silice en la superficie de las fuentes.

1.3. Aproximacion molecular a los microorganismos, una nueva manera de

conocerlos

La ecologia microbiana estudia la biodiversidad de los microorganismos en la naturaleza,
asi como sus actividades y sus efectos sobre los ecosistemas (Atlas y Bartha, 1998).
Antes del descubrimiento de la estructura del DNA y del desarrollo de las técnicas
moleculares, esta disciplina dependié del aislamiento en cultivo de los microorganismos

para su estudio, lo cual supone limitaciones debido a la incapacidad de crecer en medios
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de cultivo a los microorganismos de los que se desconocen sus propiedades fisiologicas

(Amann et al., 1995). Recientemente la ecologia microbiana se ha estudiado aplicando

técnicas de genética y biologia molecular.

En bacterias, los genes rRNA son transcritos a partir del operén ribosomal como un
precursor 30S rRNA y posteriormente dividido por una RNasa tipo 11l en moléculas rRNA
16S, 23S y 5S (Rajendhran y Gunasekaran, 2011). Las subunidades 16S y 18S, en
procariotas y eucariotas, respectivamente, al ser moléculas muy conservadas
evolutivamente y lo suficientemente variables como para distinguirse (Woese y Fox,
1977; Weisburg et al., 1991; Huys et al., 2008) (Figura 4), son catalogadas como un “reloj
evolutivo” que permite deducir las relaciones filogenéticas y evolutivas entre bacterias,

arqueas y eucariontes (Weisburg et al., 1991).
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Figura 4. Variabilidad del gen 16S en bacterias. Las regiones con variabilidad se denotan con una V (9
regiones). Las regiones conservadas muestran un mayor porcentaje de similitud entre ellas. Imagen
tomada de la Universidad de Edimburgo (https://genomics.ed.ac.uk).
La ecologia molecular ha revelado que la diversidad microbiana es mucho mayor que las
5000 especies descritas utilizando caracteristicas fenotipicas en el esquema taxonémico
de Bergey (Bergey's 2001) y que ademas, estas comunidades son mucho mas
complejas en términos de su estructura de lo que se pensaba anteriormente (Huse et al.,
2008). El analisis de las secuencias 16S rRNA en varios nichos ambientales ha revelado
que menos del 10% de todos los microorganismos han sido aislados y cultivados en el

laboratorio (Fink y Grant, 1998; Bing-Ru, et al., 2006).
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1.4. Electroforesis en gel por gradiente de desnaturalizacion (DGGE) como

herramienta molecular en el estudio de las comunidades microbianas

La amplificacion de genes ribosomales comunmente se llevan a cabo a través del
proceso de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1988), para lo cual es
necesario usar ‘primers’ (también llamados ‘cebadores’ u ‘oligonucleétidos’) los cuales
corresponden a pequefas secuencias de nucledtidos especificos y complementarios a
la regidn del DNA del area que quiere amplificarse (Saiki et al., 1988; Weisburg et al.,
1991). Debido a que el DNA extraido del ambiente se compone de una mezcla de varios
organismos, es necesario separar los distintos fragmentos amplificados por PCR segun
Su secuencia genomica unica antes de poder secuenciarlos. Un método ampliamente
utilizado para estos fines es la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante o
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer y Smalla, 1998). Esta técnica
ha sido utilizada exitosamente en el estudio de comunidades microbianas (Ferris et al.,
1996; Muyzer y Smalla, 1998, 1999; Ercolini, 2004; Nakatsu, 2007) y tiene tres ventajas
principales. La primera es que se pueden separar los fragmentos amplificados del rRNA
(los cuales pueden ser tefiidos y vistos en un gel); la segunda es que los fragmentos
amplificados dan una idea de la abundancia de los genomas amplificados y de sus
diferencias genéticas dada su posicion espacial en el gel; y la tercera es que se puede
secuenciar por separado cada una de las bandas del gel (Muyzer y Smalla, 1998, 1999).
Brevemente, esta técnica se basa en el hecho de que moléculas de DNA con la misma
longitud, pero que difieren al menos en un nucleétido en el orden de su secuencia,
pueden ser separadas por electroforesis (en un gel de poliacrilamida) a través de un
gradiente lineal y creciente de desnaturalizantes quimicos (como la urea y formamida).
A medida que los fragmentos de DNA migran a través del gel, la desnaturalizacion y
frenado del DNA (en forma de bandas visibles en el gel) ocurre al disociarse los
nucleétidos con menos puentes de hidréogeno (2 puentes; adenina y timina). Esta técnica
solo puede resolver fragmentos de DNA de hasta 500 pares de bases. Para evitar la
separacién completa de las dos cadenas y lograr una 6ptima resolucion, se une una
cadena de 30-50 pares de bases G y C (que requieren condiciones drasticas de
desnaturalizacion), la grapa G-C se encuentra en el extremo 5° de uno de los iniciadores

que se coamplifica con el segmento de DNA a analizar.
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A partir de la década de 1990, la utilizacion de los genes ribosomales en el analisis de
las comunidades microbianas incremento el conocimiento de la diversidad y distribucion

de los microorganismos en el ambiente.

A principios de esa década, Ward y colaboradores (1990) realizaron la amplificacion y
secuenciaron los genes 16S rRNA de las comunidades presentes en tapetes microbianos
procedentes de fuentes del campo hidrotermal de Yellowstone. Las filotipos identificados
se relacionaron con miembros como la arquea Methanobacterium thermoautotrophicum
y las bacterias Chloroflexus aurantiacus, Spirochaeta halophila, Clostridium
thermoautotrophicum, Synechococcus lividus y Anacystis nidulans. Este estudio fue uno
de los primeros en emplear los genes ribosomales en la identificacion de los miembros

de una comunidad microbiana en un ambiente termal.

Por su parte, Muyzer y colaboradores (1993) utilizaron por primera vez la técnica de
DGGE para determinar la diversidad genética de poblaciones microbianas de tapetes y
biopeliculas a partir de muestras procedentes de diferentes ambientes. El analisis del
perfil del gel demostré la presencia de un variado numero de bandas. Los resultados de
la hibridacién de las secuencias mostraron la presencia de la bacteria sulfato reductora
Desulfovibrio desulfuricans. Este procedimiento permitié identificar directamente la
presencia y la abundancia relativa de diferentes especies y de esta manera generar un

perfil de las poblaciones microbianas de una manera cualitativa y semicuantitativa.

Ferris y colaboradores (1996), estudiaron tapetes microbianos situados a diferentes
temperaturas (48-72 °C) en fuentes hidrotermales del Parque Yellowstone, mediante
DGGE. Los autores encontraron que a pesar de que un numero de bandas migraban a
la misma posicidn en las diferentes muestras, existian bandas con posiciones unicas a
diferentes temperaturas, sugiriendo que la temperatura influenciaba la estructura de la

comunidad.

Con el nuevo enfoque de abordar el estudio de las comunidades microbianas, los analisis
moleculares demostraron que muchos de los filotipos encontrados en estas comunidades
eran diferentes a aquellas reportadas en estudios a base de cultivos. Por ejemplo, Ward

y colaboradores (1998) estudiaron un tapete microbiano establecido a 50-55 °C en el
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campo hidrotermal de Yellowstone mediante clonacion y DGGE, encontrando que
ninguna de las secuencias observadas fue idéntica a las secuencias de los
microorganismos ya caracterizados previamente en cultivo de ese mismo tapete
microbiano. Ademas, varias de las secuencias obtenidas estaban relacionadas con
cianobacterias, pero ninguna con Synechococcus lividus, cuya presencia ya habia sido
reportada mediante métodos de cultivo. Como en el caso de las cianobacterias, se
detectaron numerosas secuencias relacionadas filogenéticamente con bacterias verdes
no del azufre; sin embargo, ninguna relacionada con Chloroflexus aurantiacus,
previamente reportada. Finalmente, algunas secuencias estuvieron relacionadas

filogenéticamente con a y 3 proteobacterias, espiroquetas, Leptospirillum y Nitrospira.

Purcell y colaboradores (2007), estudiaron los llamados “Streamers” a través de un
gradiente de temperatura (75-90 °C), pH y concentraciéon de sulfuros en fuentes
hidrotermales de la provincia de Chiang Mai, al norte de Tailanda, mediante PCR-DGGE.
Los filotipos pertenecientes a los Aquificales y miembros del género Thermus se
encontraron mayoritariamente en todas las fuentes estudiadas, demostrando la
ubicuidad de estos filotipos. En menor proporcion, la presencia de secuencias
relacionadas con taxas bacterianos como Bacillus, Thermotoga y algunos miembros de
Betaproteobacteria (89 °C). Por otro lado, un estudio de la diversidad de streamers a
través de un gradiente temporal en Japon, concluyd que la temperatura y la
concentracion de sulfuros fueron factores clave al determinar la estructura de una

comunidad bacteriana (Nakagawa y Fukui, 2003).

Portillo y colaboradores (2009) reportaron la presencia de microorganismos fototréficos
como Chloroflexi y Cyanobacteria, a temperaturas alrededor de 50-57 °C en fuentes
termales al oeste de Tailandia. Por su parte, Mackenzie y Pedrds-Alié (2013) en un
estudio para medir las variaciones en la diversidad en base a los cambios de
estacionalidad, reportaron la presencia de secuencias del filo Cyanobacteria afiliadas al
género Synechococcus., Mastigocladus, Calothrix, Leptolyngbia y Oscillatoria,
recolectadas a temperaturas de entre 39-68 °C en fuentes hidrotermales en la Patagonia
Argentina. También reportaron la presencia de Chloroflexus y Thermonema

(Bacteroidetes); y Meiothermus.
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Sahm y colaboradores (2013), reportaron la presencia de Caldicellulosiruptor,
Dictyoglomus, Fervidobacteriumy Sulfurihydrogenibium como los genéneros bacterianos

mas abundantes a temperaturas de 51-92 °C, en las islas Azores.

A pesar del avance ingenieril para el aprovechamiento de los sitios geotermales de
México, los estudios sobre diversidad microbiana en ambientes especificamente de
sistemas hidrotermales subaereos son escasos, con solo unos estudios en sistemas
hidrotermales de la Faja Volcanica Transmexicana (Bernard, 2008), en donde se han
reportado poblaciones de fototrofos anoxigénicos relacionados con el género
Rhodobacter, oxidadores de azufre como Acidithiobacillus sp., y Lyzobacter sp.; también
reductores de sulfato y azufre relacionados con el género Thermodesulfobium vy
Desulfurella; algunos de estos géneros relacionados con los ciclos del hierro y el azufre,
(Brito et al, 2014); asi como Desulfotomaculum, Desulfovibrio, Thermodesulfobacterium
y Burkhoderia (Torres-Sanchez et al., 1996). Finalmente, Lopez-Sandoval (2006)
identific6 morfométricamente la presencia de 12 diferentes generos de cianobacterias
habitando en manantiales con temperaturas de ~22 a 85 °C, en Los Hervideros, en

Michoacan.

En este trabajo se utilizé la técnica de PCR-DGGE para conocer de manera preliminar la
diversidad de filotipos (a saber por el numero de bandas) de origen hidrotermal de la
localidad de Los Hervideros, en el municipio de Apaseo el Grande, en el Estado de

Guanajuato, México.
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2. Objetivo general

Conocer la diversidad de filotipos presentes en diversas pozas del campo hidrotermal de

Los Hervideros de Apaseo (LH) utilizando técnicas independientes de cultivo.

2.1 Objetivos particulares

e Describir las condiciones fisicas actuales de las fuentes del campo hidrotermal.
e Conocer la diversidad de secuencias del gen 16S rRNA en un gradiente de
temperatura (50-94 °C) mediante el analisis del patron de bandeo por DGGE.

¢ |dentificar los filotipos mas dominantes presentes a diferentes temperaturas.

3. Hipotesis

El numero de filotipos bacterianos dominantes sera menor entre mayores sean las
temperaturas de las fuentes hidrotermales del campo Los Hervideros de Apaseo, y los

filotipos aumentaran conforme disminuya el gradiente térmico.
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4 .- Métodos

4.1. Area de estudio

El campo hidrotermal conocido como ‘Los Hervideros’ (LH) esta ubicado en el flanco
norte de la Faja Volcanica Transmexicana, en el municipio de Apaseo el Grande, al
sureste del estado de Guanajuato, cerca del limite con el estado de Querétaro, entre las
coordenadas geograficas 20.54208°, -100.54979° y 20.53323°, -100.54757°, a una
altitud aproximada de 1,800 m (Figura 5). El clima de la regién es semiseco-templado a
subhuimedo, con lluvias en verano (precipitacion media anual de 500-800 mm) y una
temperatura media anual de 19 °C (INEGI, 2010).
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Figura 5. Mapa estructural del graben de Querétaro y localizacién del campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo
(recuadro), asi como las zonas aledafias con hidrotermalismo (Marroquin y San Bartolomé Agua Caliente).
Modificado de Aguirre-Diaz y colaboradores (2000) y Xu y colaboradores (2011).
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Hay tres principales areas de afluencia hidrotermal en la zona, conocidas como Laguna
El Salitre (junto a LH), Marroquin y San Bartolomé Agua Caliente, todas ellas asociadas
a fallas geolégicas pertenecientes al sistema de fallas del Graben de Querétaro (Aguirre-
Diaz, et al 2000; Xu et al, 2011) (Figuras 5-6). Las aguas de los manantiales son de tipo
clorurado sodico (bicarbonatadas sddicas), con temperaturas superficiales que van de
los 20 °C a los 95 °C y temperaturas de fondo, segun un geotermoémetro de potasio-
sodio, entre 160 y 180 °C (Comision Federal de Electricidad, 1980), lo cual es consistente
con otros modelos que predicen temperaturas minimas de 175 °C a profundidad para

que se deposite silice opalino en la superficie (Rimstidt y Cole, 1983).

de Apaseo

San Bartolomé
Agua Caliente

Figura 6. Mapa de las principales localidades con actividad hidrotermal en los
alrededores del campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo. Las lineas rojas indican
las principales fallas geoldgicas de la zona. La falla que corre de Norte a Sur es parte
del sistema del Graben de Querétaro (Aguirre-Diaz et al. 2000).
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En el campo hidrotermal se encuentran variadas expresiones morfoldgicas superficiales
(pequenas cascadas, terrazas y terracetas, monticulos, albercas, crestas, ventilas
conicas y circulares, fisuras y escurrimientos) (Figuras 7, 8, 9). Estas formaciones estan
compuestas de silice amorfo (sinter), que se han formado a partir del depésito del silice
a través del tiempo. La extension de los depdésitos de sinter del LH, desde el mas antiguo
hasta el mas reciente comprende un area de aproximadamente 1200 m x 1200 m,
aunque signos de hidrotermalismo ocurren ampliamente en los alrededores (hasta ~15
km a la redonda). Es probable que los minerales que forman el sinter de silice amorfo
(opalino) en el LH, provengan de la disolucion de materiales volcanicos, como derrames
de lava de basaltos, andesitas, y dacitas, que se observan en los alrededores de esta

porcién de la Faja Volcanica Transmexicana (Alaniz-Alvarez et al., 2001).
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Figura 7. Depositos de sinter del campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo, Guanajuato, México. A) Vista
general de terrazas y ventilas (ancho de la foto en la base = ~5 m). B) Ventilas y terrazas sin actividad hidrotermal.
C) y D) Vista de las pozas mas calientes del campo (~95 °C). E) Ventilas sin actividad hidrotermal. Una de ellas
(parte inferior de la foto) con pronunciado relieve en su contorno, el cual ha sido parcialmente erosionado. F) Ventila
sin actividad hidrotermal y con el depésito del contorno muy erosionado. G) Ventila con caudal reducido de alta
temperatura (>80 °C). Nétese el contorno erosionado hacia la salida del desague (flecha). H) Sistema de ductos
(flecha) con y sin actividad hidrotermal. 1) Poza de considerables dimensiones con capas de los depdsitos de sinter
hacia su interior. J) Poza activa con sinter depositado en su contorno y su caracteristico desague (flecha). K)
Terrazas y pozas de baja temperatura. L) y M) Pozas de baja temperatura (probablemente en proceso de extincion)
con terrazas bien desarrolladas.
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Figura 8. Depositos de sinter del campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo. A) Poza con prominente depdsito de
sinter en su contorno. B) Ventila (diametro = 27 cm) con depdsito de bajo relieve. El sinter quedo depositado demarcando
el paleoflujo (lineas). C) Ejemplo de poza con relieve positivo y desagiie. D) Ejemplo de poza con relieve positivo sin
desaglie. E) Sistema de pozas con ductos subterraneos que han sido parcialmente cubiertos por suelo de formacion
reciente. La ventila de la parte inferior mide 95 cm de diametro. F) Poza con una alberca bien desarrollada. El suelo que
la rodeaba hasta su superficie ha sido erosionado, por lo que actualmente poseé un relieve positivo considerable. G) y
H) Ejemplos de pozas con anillos y monticulos de silice que se precipitaron alrededor de la ventila. La ventila en G
desarrollé un desgue (flecha), ausente en H. La ventila en H mide 32 cm de diametro. |) Ventila de 10 cm de diametro y
considerable relieve positivo. J) y K) Ejemplos de ventilas con terrazas (flechas), producto del escurrimiento sin desagie
de los fluidos concentrados en silice. L) y M) Ejemplos de pozas que fueron completamente selladas con sinter. Se
aprecian crecimientos anillados alrededor de lo que fue la ventila en L (flechas). N) Poza inactiva cuya ventila central
(52 cm de diametro) fue sellada por lodo parcialmente silicificado donde han crecido plantas. O) Poza activa (45 °C) en
cuya orilla se observan rastros de descarga incipiente de fluidos (flechas) que no desarrollaron ventilas maduras.
Diametro aproximado de la poza = 1.35 m. P) Explanada de sinter (area aproximada de 120 x 75 cm) donde se observan
huellas de la descarga incipiente de fluidos (flechas) que no llegaron a formar ventilas maduras.
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Figura 9. Grados de formacion de sinter en el campo hidrotermal Los Hervideros de Apaseo, Guanajuato,
México. A) Ventila relativamente bien desarrollada junto a huellas de descarga incipiente de fluidos
(flecha). B) Poza bien desarrollada y con un contorno de sinter bien desarrollado a su alrededor. Se
aprecian huellas de descarga incipiente de fluidos (flecha). C) y D) Pozas (75 y 45 cm de diametro
respectivamente) con ventilas bien desarrolladas (65 y 45 °C respectivamente), pero que no han formado
depositos de sinter en la orilla. E) Poza (45 cm de diametro mayor y 75 °C) con formacion incipiente de
sinter en la orilla. F) y G) Ejemplos de pozas (75 y 52 °C) con un desarrollo avanzado del depésito de
sinter en sus contornos. H) Poza somera (<50 cm de profundidad y 3.25 m de diametro) con un desarrollo
de gruesos tapetes microbianos en su interior y formacion parcial de sinter en la orilla. Desagles en
extremos opuestos (flechas) indican probable alteracion humana. I) Poza con sinter de diferentes
consistencias. EI menos denso y mas fragil se encuentra en la orilla, en contacto con el agua (recuadro),
mientras que el resto es mas denso y duro. Nétese el desagle caracteristico de muchas de las pozas
(flecha). J), K), L) Ejemplos de pozas con formacion de sinter en la orilla, con distintas densidades,
interpretado como diferentes estadios de precipitacion (de antigua a reciente).
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Cabe mencionar que LH es un sitio fuertemente impactado por actividades
antropogénicas, como lo son el uso y extraccion del agua, el pastoreo, el uso de pozas
de agua como barfos, asi como lugar de desecho de basura dentro y fuera de las pozas.
Ello ha afectado a la turbidez del agua de muchas pozas y seguramente también al

desarrollo de microorganismos autéctonos y aloctonos del sistema natural.

4.2. Recoleccion de muestras

Un gran numero de fuentes a diferentes temperaturas fueron censadas para evaluar su
potencial térmico (de 50 a 94 °C) (Figura 10). Este gradiente de temperatura fue
seleccionado debido a que los microorganismos termdéfilos poseen temperaturas 6ptimas
de crecimiento entre 50 y 110 °C (Aravalli et al., 1998; Fujiwara, 2002; Lépez-Lopez et
al., 2013).

La recoleccion de muestras se llevo a cabo durante la temporada de lluvias y el criterio
de muestreo se basd en la presencia de tapetes microbianos y biopeliculas que
estuvieran sumergidos en el agua de fuentes que no se encontraran drasticamente
perturbadas por contaminantes exdgenos (desperdicios de caracter antropogénico).
Algunos controles comparativos se recolectaron de la orilla de las pozas o del suelo
cercano a estas. Se registro la temperatura y el pH de cada una de las fuentes
muestreadas con un potencidmetro Oakton Multi PT Tester 35 (Oakton Inc. lllinois, USA).
No se tomaron datos de conductividad y salinidad, y tampoco se realizé analisis quimico

del agua de las pozas muestreadas.

Se recolectaron tapetes microbianos y biopeliculas que se encontraban sumergidos en
el agua en 50 pozas (Apéndice I) con la ayuda de un nucleador metalico de 4 mm de
diametro (Figura 11), esterilizado con alcohol y flama antes de cada recoleccion. Con la
idea de obtener una apreciacion general de la diversidad total de cada sitio de muestreo,
de cada poza se tomaron de 3 a 7 muestras (dependiendo de la variedad de
pigmentacién y tipos de crecimiento observados), las cuales fueron combinadas y
guardadas en tubos Falcon de 15 mL (Thermo-Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
y tubos Eppendorf de 2 mL (Eppendorf, Hamburg, Germany) y almacenadas

inmediatamente en nitrogeno liquido para evitar cambios en la composicion de la
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comunidad (Rothrock y Garcia-Pichel, 2004). Una vez en el laboratorio las muestras

fueron almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento.

20 to 40
40 to 50
50 to 65
65 to 75
75 to 85
85 to 95

AT

Figura 10. Mapa de Los Hervideros de Apaseo mostrando la distribuciéon y temperatura de las pozas
activas que se muestrearon. Se recolectaron tapetes microbianos y biopeliculas en 50 pozas que
cubrieran un rango de temperatura de 50-94 °C). Extensiones de terrazas y pozas inactivas se aprecian
de color blanco en la fotografia (algunos ejemplos se indican con flechas).

En este trabajo, se decidio no llevar a cabo observaciones al microscopio ni la realizacion
de medios de cultivo, ya que si bien por un lado la visualizacién al microscopio permite
la identificacion de determinados grupos de microorganismos, una de las limitantes es el
problema del tamario relativamente pequeino y la apariencia no distintiva de estos. Por
otro lado, los cultivos puros son esenciales para caracterizar a los microorganismos y
tener conocimiento sobre su genética y fisiologia. Sin embargo, la limitante que
presentan los estudios a través de los métodos de cultivo, es la carencia de un analisis
mas detallado de las poblaciones dentro de comunidades naturales, por lo cual si se
carece de un medio adecuado para detectar a las poblaciones microbianas nativas

predominantes de un ambiente (ej., herramientas moleculares), el estudio de las
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comunidades microbianas se ve reducido solo a analisis ecofisiolégicos de algunos

procesos microbianos.

Por tal motivo, recurrimos a la aplicacion de métodos moleculares, ya que a través de
estos es posible observar los patrones de ocurrencia de poblaciones individuales sobre
las cuales se basa la estructura de las comunidades microbianas. De manera especifica,
se decidié trabajar con secuencias del gen 16S rRNA de los microorganismos con la

finalidad de detectar su presencia y cuantificar su distribucién en las comunidades.

A

Figura 11. Toma de muestras con nucleador. (A, B, D y G) Recoleccion de
biopeliculas de diferente pigmentacion en cauces de las fuentes. (C y F) Recoleccién
de biopeliculas adheridas a las paredes de la fuente. H) Toma de muestras control
del suelo aledafo a las fuentes.
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4.3. Extraccion de DNA

Las muestras fueron pre-lavadas antes de la extraccion de DNA para evitar interferencias
provocadas por sales y compuestos organicos solubles. Para ello, 10 g de cada muestra
macerada fue diluida en 10 mL de agua destilada estéril, agitada en vortex y centrifugada
por 5 minutos a 2500 rpm para recuperar la pastilla de muestra, descartando el
sobrenadante saturado con sales. Este procedimiento se llevo a cabo en condiciones de
esterilidad y utilizando campana de flujo laminar para minimizar la contaminacion. Las
pastillas de biomasa se procesaron segun el protocolo de un kit comercial de extraccion
de DNA (UltraCleanSoil DNA, MoBiolLaboratories Inc., Carlsbad CA), y las
concentraciones de DNA extraido fueron determinadas con un espectrofotometro (Nano

Drop spectrophotometer ND-2000, Thermo-Scientific, Wilmington DE) (Apéndice II).

4.4. Amplificacion del DNA y DGGE

El DNA obtenido en las extracciones fue purificado utilizando un kit comercial (Wizard
Genomic Purification Kit, Promega Inc., Madison, WI) y posteriormente amplificado por
PCR, utilizando la regién hipervariable V3-V5 (Figura 4) del gen 16S rRNA (~569 pb),
con los primers GC-338f
(5°CGCCCGCCGCGLCGLGGLGGGLCGGEGGCGGGGGCACGGGGGGCLCTACGGGAG
GCAGCAG-3") y 907r (5-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3" (Muyzer et al., 1993; Fierer
et al.,, 2007), siguiendo las siguientes condiciones de amplificacion: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 15 min, 10 ciclos “Touch Down” en 3 etapas: 1 ciclo
de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segs, 1 ciclo de alineamiento de 56-51 °C por 30
segs con un decremento de -0.5 °C y 1 ciclo de extension a 72 °C por 1 min. 25 ciclos
en 3 etapas: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segs, 1 ciclo de alineamiento a
51 °C por 30 segs, 1 ciclo de extensiéon a 72 °C por 1 min; y una extension final a 72 °C

por 10 mins.

De cada una de las muestras se hizo una reacciéon de PCR por triplicado y las tres

alicuotas fueron combinadas.

Trece muestras mas un grupo control (subaéreo) (aproximadamente 155 ng de DNA por
muestra) cuyas temperaturas abarcaron un gradiente térmico que comprendié desde los

50 °C a los 94 °C (Figura 12), fueron procesados en un DGGE (poliacrilamida al 8%, un
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gradiente de 40 a 60% de urea-formamida y electroforesis a 55 V durante 15 horas
(Muyzer et al., 1993). Un estandar comercial (NipponGene LTD, Japan) fue utilizado
como referencia. El gel fue tefiido con nitrato de plata para revelar la posicion de las
bandas y visualizado a simple vista. El gel fotografiado fue analizado con el software
ImagedJ (Schneider et al., 2012) para conocer su relacion horizontal y convertirlo en una
matriz numérica con la informaciéon de su presencia-ausencia y su intensidad relativa
(Schafer y Muyzer, 2001) (Apéndice Ill). Con esta matriz se generé un dendrograma
usando el paquete estadistico PAST (Hammer et al., 2001). Para obtener el dendrograma
se utilizo el método de Ward, que asume la menor varianza de cada conjunto de datos y

un bootstrap de 100 repeticiones para obtener un consenso.

Figura 12. Localizacién de las muestras seleccionadas para el DGGE. Se muestran las temperaturas

de cada poza. SB) Muestra subaérea.
Para conocer la relacion que pudiera existir entre las variables ambientales medidas
(temperatura y pH) y el numero de bandas presentes por cada carril en el gel del DGGE,
se realizdé un analisis de correlacion lineal, utilizando el software estadistico Wolfran

Mathematica version 7.0.
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5.- Resultados y discusién

5.1. Observaciones sobre el sinter

Muchos patrones morfolégicos se observaron en los depdsitos de silice de LH, incluidos
la extension de las terrazas y explanadas formadas por escurrimientos que se presumen
de larga duracion, la forma, diametro y altura de las pozas, los monticulos y anillos
formados alrededor de las ventilas. Se observaron distintos patrones en el depdsito del
sinter que pudieran deberse a diferencias en el régimen hidrico, la concentracion de silice
en los fluidos hidrotermales a través del tiempo, el caudal de la descarga, u otros
fendmenos asociados con los procesos superficiales (ej. intensidad de calor de los
cuerpos magmaticos profundos). Algunos de esos patrones estan representados en la
morfologia de los depdsitos que se encuentran directamente alrededor de las pozas y
ventilas observadas. Por ejemplo, los monticulos, albercas y anillos formados alrededor
de las pozas (Figuras 7-9) no son iguales en espesor, ni extension, ni en altura (relieve
positivo), lo cual indica que la duracién del desague, la cantidad de silice depositado, y
el caudal del flujo no fueron iguales en todos los casos. Asi mismo, se observaron huellas
de descargas incipientes que no lograron formar ventilas, sino que fueron obstruidas de
alguna manera, tal que no formaron grandes depdsitos a su alrededor, excepto en casos

donde una ventila alternativa cercana logro formarse (Figura 8 L-P).

Los suelos alrededor de las pozas (Figura 13 K-O), que se han llamado ‘suelos
geotermales’ (Jones y Renaut, 2006), pudieron observarse en distintas etapas de
formacion, a juzgar por la consistencia del silice precipitado in situ. En algunos casos se
observo que el silice no estaba consolidado y podia ser removido facilmente haciendo
presién sobre él (Figura 13 D-E), mientras que en otros casos el silice estaba totalmente
consolidado y duro, pero guardaba todavia el patrén morfolégico del suelo donde se
precipité (Figura 13 K-N). Estos patrones pudieran ser importantes para reconocer
procesos edaficos en un momento dado, lo cual podria hablar de las condiciones de
formacion (clima, proveniencia mineral, etc.) del suelo circundante al depdsito en
cuestion, e incluso posibles influencias de la biota, dado que la formacién de los suelos
esta determinada en parte por las condiciones ambientales (sobre todo el clima, que se

relaciona con las tasas de intemperismo), el tipo de sustrato donde se forma, e incluso
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el tipo de biota (Meadow y Zabinski, 2012). En el caso de LH no se observaron detalles
que permitieran hacer este tipo de inferencias, excepto en el caso de formaciones de
sinter alrededor de pozas, en las que podia inferirse que el suelo que las rodeaba habia
sido erosionado, exponiendo parte del depdsito por encima de la superficie actual del

suelo (Figura 8 F).

Figura 13. Biopeliculas y tapetes microbianos silicificados. A), B) y C) Distintas vistas de fragmentos de tapetes
microbianos que han sido silicificados e incorporados a la estructura del sinter. Notese la estratificacion y la variedad de
fabricas que presentan. D) Orilla de una poza con formacioén incipiente de sinter (flecha). Notese la diferencia entre el
sinter recientemente formado en la parte superior y parte del sinter mas antiguo (mas duro y denso) en la parte inferior
(recuadro). E) Fragmento de sinter de reciente formacion. F) Acercamiento a un fragmento de sinter de reciente
formacién, mostrando una zona que fue rascada para revelar las colonias de microorganimos (pigmentadas) que se
desarrollaron a unos pocos milimetros de profundidad de la superficie (flecha). G), H), 1), J) Fotografias al microscopio
electronico mostrando ejemplos de diatomeas embebidas en la estructura del sinter. K) Suelo geotermal de consistencia
deleznable (en proceso de litificacion), desarrollado alrededor de pozas y ventilas activas. L) Suelo geotermal
desarrollado alrededor de escurrimientos de pozas activas. Los fragmentos son ‘relativamente duros, pero la mayoria
no estan cementados al sustrato. M), N), O) Ejemplos de las diferentes texturas y consistencias de los suelos
geotermales que se desarrollaron alrededor de las pozas y ventilas de LH. Estos suelos estan totalmente litificados y
son duros, sin fragmentos sueltos. P) Vista general de una poza activa en cuyos alrededores se formaron suelos
geotermales. 40



Es posible que estudios futuros provean datos complementarios importantes para la
reconstruccion paleoambiental del sitio, utilizando parametros como la erosion del suelo
o particularidades de las formaciones de sinter. Todas estas observaciones podrian
complementarse con estudios sedimentoldgicos y mineraldgicos que pudieran ayudar en
reconstrucciones acerca del paleoambiente y la antiguedad del campo hidrotermal.
Ademas de los indicadores geologicos, también podrian utilizarse indicadores biologicos
(ej. polen, algas, otros organismos sensibles a cambios ambientales) para estas
reconstrucciones. A este respecto cabe mencionar que en fragmentos de sinter se
observaron frustulas de diatomeas (Figura 13 G-H), que también han sido observadas
en suelos geotermales recientes de Yellowstone (Meadow y Zabinski, 2012). A pesar de
que éstas no fueron identificadas, su preservacién es suficientemente buena como para
rescatar caracteres de diagndstico que pudieran ser usados para determinar especies y
por lo tanto relacionarlas con parametros ambientales especificos, tal y como se hace

para un gran numero de especies actuales (Smol y Stoermer, 2010).

5.2. Biopeliculas y tapetes microbianos

Varios tapetes microbianos se observaron desarrollandose dentro de las pozas, excepto
en las mas calientes (>90 °C) y mas comunmente en pozas con temperaturas de 45-65
°C, generalmente sobre sustratos arcillosos (Figura 14). En las pozas mas calientes, los
tapetes se observaron exclusivamente en las orillas de las fuentes donde continuamente
estan en contacto con el agua; en ocasiones, las biopeliculas se desarrollaron en las
zonas permanentemente salpicadas en la orilla de estas pozas pero fuera del agua
(Figura 14 O). Otras veces, los tapetes se encontraron silicificados en mayor o menor
grado (Figura 13) y generalmente formando intrincadas morfologias, resultado de la
precipitacion mineral alrededor de colonias bacterianas, algales (ej. diatomeas; Figura
13 G-H), vegetales y otros organismos. En algunos casos, cuando la temperatura a
profundidad sobrepasa los 175 °C (Rimstidt y Cole, 1983), puede depositarse silice en la
superficie. Cuando esto sucede, los tapetes microbianos pueden silicificarse
(encontrarse) dado que las estructuras y secreciones celulares sirven como superficies
de nucleacién (Konhauser, 2003; Kyle, 2007). Asi, los microorganismos influencian el

desarrollo de las estructuras (fabricas y texturas) de los depdsitos de sinter (Cady-

41



Farmer, 1996; Konhauser et al., 2003; Westall et al., 2006). Sin embargo, falta cuantificar
de manera experimental cuales son los efectos a detalle que se generan en dichos

depositos con y sin microorganismos.

Figura 14. Biopeliculas y tapetes microbianos. A) Poza a 45 °C con una biopelicula continua de color verde
recubriendo la superficie solida subacuatica. La biopelicula se engrosa en el fondo donde el sustrato es arcilloso. B)
Poza a 65 °C con tapetes microbianos pigmentados. C) Acercamiento de los tapetes en B donde se observa un corte
transversal al tapete microbiano, cuya base blanca (flecha) revela el depésito de silice. La parte superior muestra la
zona pigmentada. D) Poza a 70 °C con tapetes de pigmentacion verde y anaranjada en el fondo. E) Acercamiento a
los tapetes de la poza mostrada en D. (F, G, H, 1) Ejemplos de tapetes microbianos sobre sustratos arcillosos. Notese
la clara separacion entre los tapetes y el sustrato, dada por la diferencia en composiciéon y cohesividad de unos y
otros materiales. J), K), L) Ejemplos de biopeliculas en donde se mezclan microbios presumiblemente fotosintéticos
(verdes) y microbios presumiblemente oxidadores de azufre (color blanco; mundialmente conocidos como ‘streamers’;
ej. Nakagawa y Fukui, 2003). M) Poza dominada por una biopelicula de bacterias presumiblemente oxidadoras de
azufre. N) Biopelicula de bacterias presumiblemente oxidadoras de azufre colectadas de la poza mostrada en M. O)
Biopelicula de cianobacterias en la orilla de una poza a 95 °C. La orilla es continuamente salpicada por pequefias
gotas del agua de la poza, lo que mantiene hidratadas a las colonias microbianas.
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A pesar de que el espesor centimétrico de los tapetes microbianos fue variable, todos
desplegaron algun tipo de estratificacion al interior (generalmente milimétrica), la cual se
evidencio por cambios de coloracion (Figura 14). Igual que en otros tapetes microbianos
de distintos ambientes, incluidos los hidrotermales (Reysenbach et al., 2001, 2002), dicha
estratificacion seguramente se debe al arreglo que van adquiriendo los microorganismos
segun sus necesidades metabodlicas, tales como su capacidad de absorcion
electromagnética para hacer fotosintesis, la disponibilidad de materia organica soluble y
nutrientes inorganicos, el potencial de éxido-reduccion, la presién parcial de oxigeno y la
concentracion de gases que son toxicos para algunos organismos (ej. H2S) y benéficos
para otros (ej. COz2) (Konhauser, 2007; Franks y Stolz, 2009; Madigan et al., 2010).

Ademas de los tapetes microbianos, varios crecimientos de biopeliculas, visibles por sus
pigmentos (verdes y rojos) fueron también observados a unos pocos milimetros por
debajo de la superficie del sinter siliceo de reciente formacion (a juzgar por su fragil y
poco densa consistencia; Figura 13 F). Por otro lado, las biopeliculas y tapetes fueron
observados en combinacion a lo largo de canales o escurrimientos que fluyen desde las
pozas mas calientes a otras de menor temperatura (Figura 15), particularmente en dos

sitios donde la temperatura del agua de las pozas fue mayor o cercana a los 90 °C.

A lo largo de estos canales o desagues, el crecimiento de los distintos microorganismos
fue evidente dados los cambios en la pigmentacién y morfologia de las colonias que ahi
se desarrollaron, asi como por sus habitos de crecimiento (benténicos o flotantes). Es
probable que los pigmentos mas evidentes, como los verdes, sean propios de
organismos fotosintéticos (ej. Proteobacterias tipo Chlorobi o cianobacterias), mientras
que algunos muy blancos sean oxidadores de azufre. Estos ultimos son mundialmente
conocidos como ‘streamers’ (ej. Nakagawa y Fukui, 2003) porque forman largos
filamentos que se fijan al sustrato (ej. rocas, vegetacion, el fondo del cuerpo de agua) y

oscilan siguiendo el flujo del agua (Figuras 13 L, 15).
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Figura. 15. Distribucion de colonias microbianas segun el gradiente de temperatura. Se muestra un
escurrimiento de agua que proviene de una poza a 95 °C. El flujo se indica con una flecha roja. La
temperatura del agua va disminuyendo a lo largo del escurrimiento. El cambio en las colonias
microbianas ocurre de manera gradual: sin pigmentos hacia la zona proximal y pigmentadas
(coloraciones verdes y marrones) hacia la zona distal. El canal del desaglie mide ~15 cm de ancho.

Los cambios colorimétricos y morfoldgicos de las bacterias en los desagues que partian
de las pozas mas calientes (>80 °C) se observaron asociados a cambios en la
temperatura del agua (Figura 15). A mayor temperatura (87 °C, zona proximal a la poza),
menos biomasa y menos colonias pigmentadas fueron observadas. En cambio,
filamentos blancos (streamers) pudieron observarse. A temperaturas de 80-75 °C,
colonias de pigmentacion verde y filamentos blancos flotantes (streamers) eran
abundantes. A partir de los 65 °C, colonias amarillas, anaranjadas, marrones y verdosas
fueron mas abundantes. A temperaturas menores a 60 °C, las colonias verdes fueron
mas abundantes y alcanzaron mayores espesores (mas biomasa), aunque en
combinacién con otras colonias de coloracién anaranjada y marrén. Los cambios en
pigmentacion de estas ultimas pudieron deberse simplemente a la produccion de aceites
y pigmentos accesorios o secundarios (ej. carotenoides), mas que a cambios en la
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composicién de las especies que las conforman. Esto ha sido observado en tapetes
microbianos y biopeliculas de diversos ambientes, incluidos los hidrotermales subaéreos
(Walker et al., 2005).

La abundancia de tapetes microbianos y biopeliculas en LH es indicativo de la
abundancia de microorganismos que habitan estos ambientes y de la diversidad de
formas y metabolismos que ahi se han desarrollado, lo cual es consistente con lo
observado en otros ecosistemas similares de otros lugares del mundo. Esto es
importante porque los tapetes microbianos suponen tipos de comunidades microbianas
analogas a las que pudieron existir en la Tierra primitiva, y por tanto son relevantes para
la geobiologia y la astrobiologia, en caso de que se hallasen sistemas parecidos en otros
planetas. A este respecto cabe mencionar que en Marte se han encontrado depdsitos de
silice que pudieran representar sinter hidrotermal (Preston et al., 2008; Squyers et al.,
2008). A pesar de que hasta ahora no se han detectado biofirmas microbianas en éstos
(pocas observaciones a detalle se han hecho de estos depdsitos), aun cabe la posibilidad
de que existan ahi laminaciones o estructuras intrincadas que semejen fabricas de
sinters donde la participacion microbiana es evidente, tal como ocurre en ejemplos
terrestres (ej. Figura 13 A-F). Es por ello que hacer este tipo de observaciones es
esencial en analogos terrestres que después pueden servir para reconocer este tipo de

estructuras en el registro geoldgico de la Tierra y otros planetas.

5.3. Diversidad de la comunidad bacteriana de Los Hervideros de Apaseo

Los fragmentos del gen 16S rRNA han sido amplificados por PCR a partir de muestras
recolectadas en fuentes termales con temperaturas de 50-94 °C, para conocer la

diversidad bacteriana presente a diferentes temperaturas.

Este estudio se enfocé en el analisis del patrén de bandeo del DGGE, el cual es
considerado una “imagen” de la comunidad bacteriana dominante. Cada una de las
bandas es referida como una secuencia unica o filotipo (Muyzer et al., 1995; van Hannen
et al., 1999). El patrén de bandeo fue analizado como sigue: primero, el numero total de

bandas diferentes presentes en cada carril y representante de cada muestra del
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gradiente de temperatura. Luego, de acuerdo a la presencia o ausencia de cada banda

por carril, se comparé con el perfil de cada uno de los carriles.

La intensidad de las diferentes bandas del DGGE no permitié conclusiones cuantitativas

de la abundancia de diferentes bacterias.

El analisis del perfil del DGGE, correspondiente a cada una de las muestra ordenadas
por temperatura, revel6 la presencia de un variado numero de bandas distribuidas en el
gradiente térmico estudiado (~50-94 °C) (Figura 16). El numero total de bandas
(denominado también ‘riqueza de bandas”) en cada una de las muestras esta
relacionado con el numero de filotipos dominantes y puede ser utilizado con propdsitos

comparativos (Fromin et al., 2002) (Figura 17).

Figura 16. Gel de electroforesis (DGGE) mostrando 14 muestras (una por cada carril) que representan
un gradiente hidrotermal de 50 °C a 94 °C. Las temperaturas se indican para cada carril en la parte
inferior (ver la figura 12 para su localizacion geografica). SB = Subaéreo (muestra tomada de la orilla,
no sumergida en el agua de una poza). SD = estandar.
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Sin embargo, a la hora de la interpretacién de la riqueza se debe tener en cuenta que
muchas veces el numero de bandas individuales de cada carril (vertical) del DGGE, no
corresponden necesariamente a un solo filotipo, sino que varias bandas pueden
pertenecer a un solo organismo (Sekiguchi et al., 2001; Muhling et al., 2008; Cleary et
al., 2012). Esto se debe al gran numero de genes duplicados del 16S rRNA que puede
tener una sola bacteria en su genoma y plasmidos (Rappe et al., 1997), asi como también
a la migracién simultanea de secuencias disimiles a una misma posicion (Vallaeys et al.,
1997). De la misma manera, la formacion de DNA heteroduplex (Dahllof et al., 2000) o
quimeras (Lindstrom, 1998) que se generan durante la amplificaciéon por PCR. Si bien el
DGGE permite tener una estimacién rapida, cualitativa y semicuantitativa de una
comunidad microbiana, se debe tener cuidado al momento de interpretar los perfiles de
bandeo, considerando los sesgos metodolégicos que pueden generar secuencias que

sobreestimen la riqueza real de la muestra.

Debido a que las muestras fueron tratadas de la misma manera en este trabajo (egj.,
usando un mismo par de cebadores y un gen tan conservado como el 16S rRNA), es
valido hacer un analisis comparativo de los sitios muestreados. Entonces, un mayor
numero de bandas corresponde a un mayor numero de filotipos dominantes en la
muestra (Muyzer y Smalla, 1998). En este sentido, se observé una relacién entre el
numero de bandas visibles por DGGE vy la temperatura, siendo mayor en pozas de menor
temperatura y menor en pozas de mayor temperatura. Esta correlacion lineal mostré un
coeficiente R2= 0.58619 (Figura 18).

Por otro lado, la correlacién existente entre el numero de bandas y el pH de las pozas
analizadas fue nula, con un coeficiente de correlacion de cero, (R2)= 0 (Figura 19). Esto
demuestra que el pH parece no influir de manera directa con el numero de las bandas

en el gradiente térmico estudiado.

Probablemente, al tratarse de valores de pH cercanos entre ellos y no variar
considerablemente a lo largo del gradiente de temperatura estudiado, no es posible
predecir un comportamiento que relacione la manera en la que influye el pH en la

distribucion de filotipos (nUmero de bandas).
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Figura 17. Cuantificacion del nimero de bandas a partir del patrén de bandeo del DGGE. El nimero de
bandas por carril (flechas) se estima como la riqueza de filotipos presentes en la muestra (Muyzer y
Smalla, 1998). La posicidon horizontal de las bandas se relaciona generalmente con la similitud en la
secuencia genémica de las mismas. Los numeros en la parte superior de cada carril indican la
temperatura (°C) de cada poza. SB = subaéreo (muestra tomada de la orilla, no sumergida de una poza).
SD = estandar. NOTA: uno de los estandares no se cuantificé por asumir igualdad con su analogo.

Este patron es consistente con lo que se observé directamente en el campo, donde
menor o nula cantidad de biomasa (y colonias microbianas pigmentadas) fue detectada
en las pozas mas calientes, mientras que gruesos tapetes microbianos estuvieron
presentes en pozas de menor temperatura (ver seccion 5.2). A pesar de ello, hubieron
muestras que no cumplieron necesariamente con esta correlacién. Las muestras de las
pozas a 58 y 80 °C fueron las mas alejadas de esta relacion, pues presentaron mayor

numero de bandas que el resto de las muestras, independientemente de la temperatura.
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Figura 18. Diagrama de dispersion entre la temperatura en diferentes pozas y el numero de filotipos
16S rRNA detectados por DGGE. En el eje X se denota la temperatura de la poza, y en el eje Y el
numero de bandas detectadas por DGGE. El punto en verde pertenece a la muestra subaéra (SB).
(Ver Figura 17). La tendencia lineal se calculo sin los estandares. El valor de R? = 0.58619., Y= -
0.30043x+33.35442.
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Figura 19. Diagrama de dispersion entre el valor de pH en diferentes pozas y el numero de filotipos
16S rRNA detectados por DGGE. En el eje X se denota el pH del agua de la poza, y en el eje Y el

numero de bandas detectadas por DGGE (Ver Figura 17). La tendencia lineal se calculé sin los
estandares. El valor de R2 =0, Y=-0.033x+11.82028.
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En los sistemas naturales existen diversos parametros ambientales que en su conjunto
determinan el desarrollo de las comunidades microbianas. Consecuentemente, la
temperatura por si sola no puede considerarse un factor de influencia definitivo en la
diversidad de los microorganismos en los ambientes hidrotermales. Existen otros
factores como el pH y la salinidad que afectan dicha diversidad (Lépez et al., 2013); sin
dejar de considerar factores de perturbacién, como la incorporacion de materia organica
exdgena que podria contribuir también a las variaciones en las comunidades
microbianas. Ademas, los cambios de estacionalidad (Ej., lluvias y secas) pueden tener

efectos directos en la diversidad.

El patrén de bandeo del DGGE mostré6 ademas que muchas bandas se correlacionaron
horizontalmente, lo cual sugiere que varios filotipos estan compartidos entre todas las
pozas. Solamente las muestras de pozas con temperaturas >80 °C mostraron bandas en
posiciones unicas (Figura 17), probablemente porque a esas temperaturas la comunidad

es distinta. Mientras que a temperaturas <80 °C muchos filotipos fueron compartidos.

Cuando se considera la presencia-ausencia de las bandas y las similitudes entre los
patrones de bandeo, estos pueden ser expresados numéricamente como valores en un
coeficiente de distancias. Para observar la tendencia dentro del patron de bandeo del
DGGE, se elaboré una matriz de presencia-ausencia (ver metodologia; Apéndice lll) y
se computd un modelo de ‘clustering’ 0 agrupamiento. El dendrograma obtenido (Figura
20), agrup6 de manera general las muestras segun sus rangos de temperatura: en tres
grupos principales: i) un grupo para temperaturas de 50-75 °C, ii) otro para temperaturas
de 70-80 °C vy iii) otro para temperaturas >85 °C. Ademas, no se observé una relaciéon
directa entre el pH y el gradiente térmico, ya que sus valores se encontraron distribuidos

igualitariamente sin importar la temperatura de la muestra analizada.

Esto reafirma que los filotipos que habitan las pozas (representados en el patron de
bandeo del DGGE) pueden discriminarse segun el gradiente térmico estudiado. Aunque
los valores de soporte de los grupos de 50-75 °C y 70-80 °C es bajo (14%), existe una
clara distincién con el grupo >85 °C (63% de soporte). Es decir, que los organismos estan
adaptados a vivir en temperaturas particulares y por ello su distribucion en LH esta

determinada por la temperatura del agua de las pozas.
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Seria recomendable hacer repeticiones del DGGE con las mismas muestras y muestras
de pozas a la misma temperatura, para corroborar que una poza de alta temperatura
(~80 °C) tenga mas riqueza de bandas que pozas de menor temperatura. También es
probable que la poza haya sido contaminada por la afluencia de fluidos superficiales, no-
hidrotermales, derivados de escurrimientos que estan en contacto con desechos
animales y humanos. Igualmente, la composicion de las comunidades microbianas
puede estar influenciada por interacciones entre habitats acuaticos y terrestres, siendo
algunas especies bacterianas transportadas de un lugar a otro (Urakawa et al., 2000).

Mas estudios son necesarios para profundizar en la ecologia microbiana de LH.
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Figura 20. Dendrograma que muestra la similitud entre muestras de las pozas analizadas en el DGGE,
con base en su patrén de bandeo. A mayor distancia, menor parecido. Los nimeros en los nodos del
dendrograma se obtuvieron con un bootstrap de 100 repeticiones. Tres conjuntos principales separan a
las muestras por su temperatura (recuadros). El circulo rojo denota una muestra desigual a la mayoria
de su conjunto.
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Cabe mencionar que la composicion de las comunidades bacterianas no ha podido ser
determinada en este trabajo, ya que solo se lograron reamplificar 9 de las 78 bandas
recortadas del gel del DGGE. Las nueve bandas fueron secuenciadas y comparadas en
la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). De los
resultados obtenidos, se encontré que 8 secuencias presentan una homologia del 99%
con el género Propionibacterium y una con Geitlerinema sp., con un porcentaje de
homologia del 90%. Dado que se requiere a nivel genérico un porcentaje de similitud de

al menos el 95%, no es posible conocer de manera certera el género de esta ultima.

Dados estos resultados, es probable que las muestras hayan sido contaminadas durante
el proceso metodoldgico de reamplificacion, ya que al menos 8 de las 9 secuencias
presentan homologia con una actinobacteria mesodfila que normalmente afecta al
humano. Por su parte Geitlerinema sp., es una cianobacteria que se ha encontrado
habitando en sistemas hidrotermales (~40-55 °C), tanto en Rumania (Coman et al., 2013)
como en Argelia (Amorouche-Yala et al., 2014). Sin embargo, no es posible realizar

conclusiones precisas cuando no se cuenta con resultados concretos.

5.4. Consideraciones y limitaciones de la técnica PCR-DGGE

Las técnicas moleculares generan invaluable informacion acerca de la diversidad
microbiana y la estructura de las comunidades en cualquier ambiente, tomando en
cuenta las fracciones de microorganismos no cultivables. Aunque las limitaciones
asociadas a la aplicacion de métodos moleculares no han sido bien resueltas, estas

parecen encontrarse menos limitadas que los métodos basados en cultivos.

Sin embargo, ninguna técnica molecular se encuentra exenta de limitaciones. Una de las
principales limitantes del DGGE es que puede ser dificil conseguir geles con bandas bien
resueltas, dependiendo de las caracteristicas de los fragmentos de DNA amplificados o
del gradiente desnaturalizante empleado. También puede conllevar problemas
asociados con la reaccién de PCR, como bajos rendimientos en muestras con baja
biomasa y/o contaminadas con acidos humicos u otros compuestos que inhiben la PCR.

Adicionalmente, la alta concentracion de amplicones que resultan de la amplificaciéon
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(Suziki y Giovannoni, 1996), incrementan la diversidad de genes en los productos de

PCR de muestras ambientales.

Existen muchas razones posibles por las cuales las poblaciones microbianas no pueden
ser detectadas con precision mediante DGGE. Se puede argumentar en este sentido que
el numero de bandas en el gel del DGGE puede ser una representacién sobreestimada
de la diversidad real presente en una muestra, debido a la formacion de heteroduplex
(Danhliof et al., 2000) o quimeras durante la amplificaciéon por PCR (Lindstrém, 1998), y
también por heterogeneidad de copias diferentes y en el numero de copias del gen 16S
rRNA (Rappe et al., 1997). Aunque aparecen como una sola banda, esta puede incluir
una pequefa cantidad de DNA heterogéneo. Esto significa que una sola banda del
DGGE no siempre representa una unica cepa bacteriana. El DGGE también puede ser
una representacion subestimada si se considera que algunos organismos estan en los
limites inferiores de deteccion de la técnica, por lo que consideramos que se estudia la
comunidad dominante. De esta forma, las imagenes de DGGE capturan una mezcla de
la diversidad real y de artefactos de una microheterogeneidad natural introducida por
PCR y por la técnica misma (Sekiguchi, 2001; Burr et al 2006).

El analisis por PCR-DGGE de comunidades microbianas frecuentemente puede
demostrar una pobre resolucion al nivel de especie (von Wintzigerode et al., 1997). Una
razén de una baja resolucion tiene que ver con la secuencia de nucleotidos, y es la
ocurrencia de fragmentos de 16S rRNA con multiples dominios de desnaturalizacién
(Multiple melting domains, MMD). Cuando un fragmento de DNA con dos o mas dominios
diferentes de desnaturalizacion es separado por electroforesis en un gel de DGGE, el
fragmento se detendra en la posicion del gel donde la concentracion de desnaturalizante
disocia el dominio con menor punto de desnaturalizacion. Como la movilidad decrece, el
fragmento no puede alcanzar la posicién en el gel donde el segundo dominio de
desnaturalizacion se separa (Kisand y Wikner, 2002). Este fendmeno solo ha complicado
la interpretacion de los patrones del DGGE derivados de las comunidades microbianas.
Ademas, el limite del tamano del fragmento del DNA es de alrededor de 500 pb, lo cual
limita las inferencias filogenéticas que pueden requerir mayor informacion o el gen 16S

rRNA completo con aproximadamente 1500 pb.
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Adicionalmente a los problemas de amplificacion de la PCR, algunas veces el DNA de
una especie especifica da como resultado dos bandas en lugar de una, o fragmentos de
diferentes especies pueden tener la misma temperatura de desnaturalizacion y dar como
resultado una banda en lugar de dos (Lindstrom, 1998). Aunque el analisis de las
poblaciones basadas en los genes amplificados del 16S rRNA permite tener un punto de
vista comprensible a cerca de la diversidad bacteriana, los resultados deben ser

interpretados con cautela debido a las limitaciones propias del método.

5.5. Perspectivas futuras

Estudios posteriores son necesarios para conocer las variaciones en la diversidad y en
la estructura de las comunidades microbianas en las fuentes hidrotermales en Los
Hervideros de Apaséo con respecto a la estacionalidad, ya que se desconoce la dinamica
de sus cambios en una escala temporal. En este estudio, se cuenta soélo con el analisis
de una colecta, y por ello no se conocen las variaciones que pudieran ocurrir a lo largo
del tiempo, influenciadas por el impacto antropogénico y otros fenémenos a considerarse
como las sucesiones ecoldgicas y la propia evolucion de las comunidades a través del

intercambio genético.

Ademas, se requiere contar con registros de las variables ambientales, como por ejemplo
salinidad, composicién elemental del agua, etc; para determinar el grado de influencia
que los parametros ambientales tienen sobre la diversidad y la estructura de las

comunidades bacterianas.

Aun falta estudiar los principios que rigen la estructura de las comunidades microbianas
en Los Hervideros de Apaséo, la funcidon que desempefia cada una de ellas y su
evolucion en el tiempo. Es decir, que no es suficiente conocer la diversidad del sitio en
un momento determinado de la historia, sino ahondar en la relacion que existe entre los
diferentes organismos y los ciclos biogeoquimicos asociados a estos (reciclaje de
nutrientes, fijacion de metales, precipitacion y disolucion de minerales, liberacion de
iones al medio, etc.). A pesar de no conocer aun esos detalles, este trabajo resulta un
punto de partida en el entendimiento de la composicién y la dinamica de la microbiota

residente en aguas termales en México
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6. Conclusiones

1) La diversidad microbiana de los tapetes microbianos y biopeliculas del campo
hidrotermal Los Hervideros de Apaseo (LH) puede apreciarse visualmente en una
primera aproximacion por las variaciones de pigmentaciéon formas de crecimiento de los

mismos.

2) La diversidad de filotipos (numero de bandas) cuantificada en este estudio por DGGE
aumentd con la disminucion de temperatura de las pozas, y disminuyd con el aumento

de la temperatura.

3) La identificacion mayoritaria de Propionibacter sp. en las bandas secuenciadas,
sugiere una contaminacion durante el proceso metodolégico de reamplificacién, la cual

no refleja la diversidad microbiana en los tapetes de LH.
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APENDICES

Coordenadas geograficas, temperatura y pH de los sitios de colecta en Los Hervideros

de Apaseo.

Temp. pH Longitud Latitud
(°C)

1 35 8.5 -100.55026 20.53858

2 37 8.5 -100.55026 20.53858

3 38 8.8 -100.55027 20.53935

4 39 8.8 -100.55027 20.53935

5 40 7.5 -100.54456 20.53636

6 42 8.8 -100.55027 20.53935

7 43 5.7 -100.55027 20.53791

8 44 7.5 -100.54852 20.53546

9 44 8.5 -100.55026 20.53858

10 46 8.1 -100.54651 20.53551
11 46 8.8 -100.55027 20.53935
12 47 8.3 -100.54994 20.53991
13 47 6.5 -100.54772 20.53533
14 47 8.8 -100.55027 20.53935
15 48 7.5 -100.54984 20.53840
16 49 8.8 -100.55027 20.53935
17 50 8.8 -100.54993 20.53946
18 50 8.8 -100.55027 20.53935
19 51 8.5 -100.55006 20.53847
20 52 8.3 -100.54957 20.53865
21 55 8.8 -100.55027 20.53935
22 55 7.0 -100.54847 20.53533
23 56 7.1 -100.54632 20.53551
24 57 7.1 -100.54996 20.53852
25 57 8.3 -100.54957 20.53865
26 57 8.0 -100.54993 20.53837
27 58 8.8 -100.54993 20.53946
28 59 8.8 -100.54993 20.53946
29 60 8.3 -100.54999 20.53853
30 61 8.0 -100.54882 20.53413
31 61 8.3 -100.54957 20.53865
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32 62 8.9 -100.55019 20.53903
33 63 8.8 -100.54993 20.53946
34 65 8.7 -100.54608 20.53556
35 65 8.0 -100.55062 20.53773
36 70 7.2 -100.54772 20.53533
37 70 8.1 -100.54547 20.53663
38 70 8.3 -100.54957 20.53865
39 71 8.0 -100.54993 20.53837
40 72 7.7 -100.54534 20.53662
41 73 7.1 -100.54852 20.53546
42 75 8.5 -100.55026 20.53858
43 78 8.1 -100.54547 20.53663
44 80 9.2 -100.54909 20.53398
45 80 8.1 -100.54635 20.53741
46 82 8.7 -100.54948 20.53993
47 83 8.5 -100.55026 20.53858
48 88 9.0 -100.54909 20.53398
49 90 8.7 -100.54922 20.53392
50 94 8.8 -100.54993 20.53946
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Concentraciones de DNA extraido de las muestras del campo hidrotermal Los

Hervideros de Apaseo utilizadas para el DGGE

Temperatura Concentracion Absorbancia Absorbancia pH

de la poza

°C) (ng/ul) (nm) 260/280 (nm) 260/230

50 14.9 1.9 0.7 8.8
58 10.2 2 0.4 8.8
60 9.9 2.1 0.6 8.8
61 5.6 2.4 0.3 8

62 7.1 2 0.5 8.9
71 10.5 2 0.5 8

73 6.3 2.4 0.2 7.1
75 7.7 1.8 0.5 8.5
80 9.3 22 0.6 9.2
83 5 2.7 0.2 8.5
88 6.3 2.4 04 9

90 5.6 1.9 0.4 8.7
94 5.9 2.1 0.5 8.8

SB 8.1 1.9 0.3 8.7




APENDICE Il

Matriz de presencia-ausencia de bandas, segun el patron de bandeo del DGGE. Las
muestras estan ordenadas por temperatura (°C); SD = estandar, SB = subaéreo. Los
valores (0 = negro, 255 = blanco) corresponden a la intensidad relativa de los pixeles de
cada banda (mayor valor, mayor intensidad), comprendidos dentro de una Region de
Interés (ROI) y calculados con el software Imaged (ver metodologia). Los valores en cero
denotan ausencia de bandas. NOTA: la cuantificacion de bandas y su intensidad se
realizd sobre una imagen en positivo del DGGE, donde las bandas mas intensas

fluorescen con la luz UV tras la tincion y el revelado.

SD 94 90 88 83 80 75 73 71 62 61 60 58 50 SB SD
101 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 101
0 0 0 o0 109 109 o0 128 110 111 107 112 112 O 67 0
94 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 94
0 0 0 0 122 107 109 132 149 114 112 117 1156 100 77 0
0 0 0 96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 82 0
93 0 130 103 0 116 O 0 0 0 0 0 0 0 0 93
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 112 O
0 0 0 0 0 143 148 136 156 134 118 117 123 101 99 0
0 0 0 0 0 143 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 145 157 O 0 137 0 129 132 104 95 0
0 0 0 0 127 O 0 142 142 0 126 O 0 0 0 0
98 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 98
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 146 0 144 O 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 97 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 147 O 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 151 O 0 0
0 0 0 0 0 141 0 147 O 0 0 137 O 0 0 0
0 0 0 0 0 0O 163 0 146 0 134 O 0 0 0 0
120 O 0 0 0o 17 O 0 0 0 0 0 0 0 0 120
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 O 0
0 0 M7 O 0 0 0 0 0 0 138 0 144 O 0 0
0 0 0 0 0 18 O 0 0 143 O 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 155 O 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 161 O 0 0 0 0 0 83 0
0 0 M2 0 0 0 0 0 157 143 0 141 140 132 O 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 141 O 0 0 0 0
0 0 0 0 0 122 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 140 145 O 0 0
114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 114
0 0 0 0 0 124 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 132 0 152 O 0 0 0 159 150 O 0
0 0 0 0 0 146 O 0 0 0 0 0 162 157 O 0
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