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RESUMEN

Los manantiales termales acidos se consideran como ambientes “extremos”
debido a las restricciones que las altas temperaturas y los bajos valores de pH
imponen a muchas formas de vida. Sin embargo, en estos sistemas naturales hay
vida microbiana capaz de desarrollar todas sus funciones bioldgicas, jugando un
papel importante en los procesos ecoldgicos que alli ocurren. Arqueas y bacterias
termoacidofilicas han sido cultivadas a partir de muestras obtenidas en diferentes
manifestaciones termales del mundo. No obstante, la diversidad de
microorganismos no cultivables supera a aquellos que pueden recuperarse en
cultivos puros y por ello es importante conocer tal diversidad mediante métodos
independientes del cultivo que emplean marcadores moleculares.

En este trabajo se estudid la diversidad microbiana del manantial termal
acido de Maritaro, ubicado en el campo geotérmico de Los Azufres, Michoacan,
mediante métodos independientes del cultivo. Se amplificaron y secuenciaron los
genes que codifican para el ARN ribosémico 16S de arqueas y se realizaron
analisis filogenéticos con las secuencias obtenidas para determinar la diversidad
microbiana del lugar en base a sus relaciones evolutivas. Los resultados obtenidos
mostraron que la mayoria de las secuencias obtenidas (91.3%) pertenecen al
orden Sulfolobales y el 8.7% restante al orden Thermoproteales. Ambos 6rdenes
pertenecen al phylum Crenarchaeota. Los arboles filogenéticos obtenidos sugieren
que el manantial de Maritaro alberga dos especies de arqueas no reportadas a la
fecha. Una de ellas (MAAR 2 — 13) del género Acidianus y la otra (MAAR 16 — 17)
podria representar un género novedoso dentro del orden Thermoproteales. El
indice de diversidad de Shannon tuvo un valor de 0.29, indicando que la

diversidad de arqueas en el manantial de Maritaro es reducida.

X



I. INTRODUCCION
1.1 Zonas geotérmicas

Las zonas geotérmicas naturales son manifestaciones termales superficiales del
calor contenido en el interior de la tierra, cuya distribucidn se encuentra restringida a
regiones del planeta con actividad tectonica y volcanica reciente en términos geoldgicos
(Brock, 1978; Prol-Ledesma, 2002; Hobel 2004). Estas zonas se circunscriben a las
fronteras entre placas tectonicas donde pueden darse eventos de expansion y
subduccion que permiten que el material del manto terrestre, cuya temperatura es
mayor que el de la corteza, ascienda hacia la superficie generando anomalias térmicas.
El agua subterranea que se filtra y entra en contacto con las rocas calientes
circundantes eleva su temperatura y, mediante movimientos convectivos, es forzada de
nuevo hacia la superficie terrestre, experimentando cambios en su composicién quimica
a lo largo del trayecto debido a la disolucion de diferentes compuestos minerales
(Wicander y Monroe, 2000; Reysenbach y Cady, 2001; Prol-Ledesma, 2002). El fluido
hidrotermal puede llegar hasta la superficie de la litosfera en forma liquida, gaseosa o
ambas, dando origen a diferentes manifestaciones como son: manantiales termales,
geéiseres, fumarolas, solfataras, pozas de lodo, suelos vaporizantes y diferentes tipos
de volcanes en la corteza continental asi como chimeneas y ventilas hidrotermales en el

piso oceanico (Huber et al., 2000; Reysenbach y Cady, 2001; Prol-Ledesma, 2002).

1.2 Manantiales termales

Prol-Ledesma (2002), define a los manantiales termales como aquellos que
descargan agua a una temperatura por lo menos 5°C mayor que la temperatura media
anual del lugar y los clasifica como de alta o baja temperatura si ésta es mayor o menor
a 50°C, respectivamente. Esta autora también clasifica a los manantiales termales
como acidos, alcalinos o neutros de acuerdo al pH de las aguas que descargan, o bien
como sulfatados, bicarbonatados o clorurados de acuerdo a su composicidn quimica
predominante. Hobel (2004) maneja una clasificacion semejante, mencionando que en
los campos geotérmicos con temperaturas elevadas el agua puede ir de los 150 a los
350°C a profundidades cuyo rango va de los 500 a los 3000 m en zonas volcanicas

activas. Menciona también que la composicién de los gases volcanicos emitidos hacia



la superficie (junto con vapor de agua) consiste principalmente en N2 y CO,, ademas, el
H> y el H2S pueden constituir el 10% de la cantidad total de gases producidos. Por otro
lado, este mismo autor menciona que los campos geotérmicos con bajas temperaturas
se ubican fuera de las zonas volcanicas activas, donde la fuente de calor pueden ser
camaras magmaticas muertas y flujos de lava profundos o extintos, donde la
temperatura del agua a las profundidades ya mencionadas es usualmente menor a
150°C.

El CO, y el H,S provenientes de las profundidades del subsuelo del campo
geotérmico son oxidados quimica y biolégicamente al mezclarse con aguas
subterraneas frias dando origen a manantiales acidos donde, el acido sulfurico formado
actua como un agente amortiguador. Las aguas acidas y calientes de estos manantiales
tienen un alto poder corrosivo y, debido a ello, disuelven el material rocoso circundante,
formando fumarolas o pozos de lodo (Prol-Ledesma, 2002; Hobel 2004). Los
manantiales de naturaleza alcalina o neutra son mas raros en las zonas con
temperaturas elevadas y las aguas que descargan suelen ser claras (Prol-Ledesma,
2002; Hobel 2004).

1.3 Diversidad microbiana en zonas geotérmicas

Las areas geotérmicas y volcanicas presentan temperaturas frecuentemente mas
altas que la de ebullicion del agua, el suelo y el sedimento cercanos a estas zonas
alcanzan una temperatura de hasta 70°C. En los manantiales termales, la temperatura
es arriba de 60°C y se mantiene constante por la continua actividad volcanica. Ademas
de la temperatura, otros parametros ambientales tales como pH (el cual en las zonas
geotérmicas puede presentarse muy alto o muy bajo), disponibilidad de fuentes de
energia, fuerza idnica y nutrientes influyen en la diversidad de poblaciones microbianas
termofilicas (Satyanarayana et al., 2005).

A los microorganismos que son capaces de crecer en altas temperaturas se les
conoce como termdfilos. Brock (1986) sugirio la siguiente definicion: “Un termdfilo es un
organismo capaz de vivir a la maxima temperatura o a temperaturas cercanas a la
maxima, que puede alcanzar el grupo taxondmico del cual forma parte”. Diversos

microorganismos, los cuales son capaces de crecer a temperaturas elevadas, han sido



clasificados en “moderados” (Bacillus caldolyticus, Geobacillus stearothermophilus),
“‘extremos” (Thermus aquaticus, Thermomicrobium roseum, Thermotoga maritima) y los
“hipertermofilos” (Methanococcus jannaschii, Acidianus infernus, Archaeoglobus
profundus) (Satyanarayana et al., 2005).

Otro grupo de microorganismos que viven en ambientes inhdspitos son los
aciddfilos su pH interno cerca al neutral y por lo tanto, mantienen un alto gradiente de
protones a través de la membrana. El movimiento de protones dentro de la célula es
minimizado por una red intracelular de cargas positivas; las células tienen un potencial
de membrana interno causado por las cadenas laterales de los aminoacidos y los
grupos fosforilados de los acidos nucleicos y los intermediarios metabdlicos que actuan
como grupos titulables y producen una red intracelular de cargas positivas. Ejemplo de
este tipo es Dunaliella acidophila, en donde la carga de la superficie y el potencial de
membrana interno son positivos, lo cual se espera para reducir el flujo de entrada de
protones a la célula (Satyanarayana et al., 2005).

La diversidad microbiana ha sido tradicionalmente estudiada por el ensayo de la
concurrencia de especies particulares, por ejemplo, con un fenotipo especifico, obtenido
por aislados puros y enriquecidos, seguido por la identificacion extensiva de sus
fenotipos. Un medio y un conjunto de condiciones de incubaciones podrian ser
selectivos para organismos especificos con fenotipos de interés y contra selectivos para
organismos indeseables (Hobel, 2004).

Para estudiar a los microorganismos de cualquier zona geotérmica el principal
problema al que se enfrentan es a la imposibilidad de cultivar a los microorganismos
después de que estos fueron colectados. Un concepto incorrecto comun de que los
microorganismos aislados en cultivos puros de ambientes extremos representan la
dominancia numérica y/o las especies son significativamente funcionales. En efecto, los
microorganismos aislados usando los métodos de cultivo tradicionales son raramente
dominantes numéricamente hablando de las comunidades de las cuales fueron
obtenidos; en cambio, estos fueron aislados en virtud de su habilidad para crecer
rapidamente en colonias en medios artificiales enriquecidos, tipicamente bajo

condiciones aerobicas y a temperaturas moderadas (Hugenholtz, 2002).



Hasta mediados de los afos 60’s, los microbidlogos simplemente distinguian a
los procariotas de los eucariotas. Las cosas mejoraron cuando se desarrollaron las
primeras herramientas fenotipicas y en particular el uso de la biologia molecular, la cual
ayudo en el campo de la taxonomia microbiana (Hobel, 2005).

Uno de los trabajos pioneros fue de Carl Wose y colaboradores sobre el analisis
comparativo de la subunidad pequefia del RNA ribosomal (16S para procariotas y 18S
para eucariotas) proveen un marco de trabajo para determinar las relaciones evolutivas
entre organismos y por tanto “cuantificar” la diversidad como consecuencia de la
divergencia en un arbol filogenético (Hugenholtz, 2002).

El RNA ribosomico es una molécula ancestral, funcionalmente constante,
universalmente distribuida y moderadamente bien conservada a través de las distancias
filogenéticas. La molécula 16S del RNA ribosémico presenta diversas ventajas. Algunas
regiones del gen son universalmente conservadas y adecuadas para los estudios
filogenéticos de organismos lejanamente relacionados. Otras regiones son semi-
conservadas y son mas utiles para el analisis de relaciones filogenéticas entre “phylas”
y familias y regiones variables y hipervariables en el 16S del RNA ribosémico ayudan a
discriminar organismos pertenecientes al mismo género o aun entre especies, aunque
no entre cepas dentro de la misma especie. La longitud del gen es conveniente para
facilitar tanto para PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés)
como la secuenciacion. Ademas, los extremos del gen son altamente conservados a
través de todos los dominios bacteriano y arqueas, por lo tanto, casi todo el gen puede
ser amplificado por PCR. Esta ultima caracteristica es el fundamento del enfoque
independiente del cultivo (Hobel, 2005).

La quimica de los ambientes microbianos aparece para ser critica para la
determinacién de la composicion, especialmente en manantiales calientes acidos,
donde los quimiolitotroficos son reportados como productores primarios. La presencia o
ausencia de genes en las rutas importantes en oxidacién-reduccién de los diferentes
elementos quimicos provee notables estrategias metabdlicas a los microorganismos
nativos de los sistemas geotérmicos. Ademas la temperatura afecta el crecimiento
microbiano. En un estudio comparativo de las comunidades microbianas en

manantiales calientes, Skirnisdottir et al. (2000) mostré que las comunidades en las



temperaturas mas extremas tuvieron la mas baja diversidad global bacteriana. Otro
estudio realizado por Chapelle et al. (2002) sugiere que bajo condiciones ambientales

mas extremas las arqueas son el grupo predominante.

1.4 Estudios de diversidad microbiana realizados en ambientes termales acidos
En el cuadro 1 se resumen los mas recientes estudios de diversidad microbiana
realizados en ambientes extremos (pH en un rango de 1.2 a 2.5 y temperaturas de 40 a
93.5 °C).

Cabe mencionar que en dichos estudios se encontraron tanto bacterias como arqueas.

Cuadro 1. Estudios de diversidad microbiana realizados en ambientes termales acidos

Localidad Temperatura y pH Diversidad (OTUs y especies
mas cercanas)

Lassen Volcanic T:82-93.5°C No se detectaron secuencias

National Park, bacterianas!

California, E. U. A pH: 1.20-2.1 65 OTUs con baja similitud

(Siering et al., 2006) (<85%) a las secuencias
reportadas.
Clonas mas prevalecientes:
Stygiolobus azoricus y

Sulfolobus solfataricus (92%),
Vulcanisaeta distributa (97%)

Sulphur Springs, St. T:40-80.5°C Bacterias: Comunidad

Lucia, Antillas dominada por  Aquificales

Menores pH: 2.0 (Hydrogenobacter

(Stout et al., 2009) subterraneus), Acidithiobacillus,
Sulfobacillus

Arqueas: Todos los sitios
dominados por Acidianus spp. y

Thermoproteales
Hveragerdi, Islandia T:81y90° C Sulfolobales : S. solfataricus,
(Kvist et al., 2007) Acidianus infernus, St. azoricus
pH: 2.5 Thermoproteales :

Thermoproteus tenax,
Thermocladium modestius




Il. ANTECEDENTES

2.1 Descripcién del area de estudio

2.1.1 Ubicacion geografica y clima

El campo geotérmico de Los Azufres se localiza en la sierra de San Andrés, al
interior de la provincia geotérmica del Cinturon Volcanico Transmexicano (CVT),
aproximadamente a 80 kilbmetros al oriente de la ciudad de Morelia, en el estado de
Michoacan. Las coordenadas del centro del campo son 19° 48’ y 19° 51’ de latitud
norte, y 100° 37’ y 100° 43’ de longitud oeste. La extension del campo es de 81 km? y
se ubica a 2800 metros sobre el nivel del mar (msnm), en una zona dominada por
bosque de coniferas (pino—oyamel). El clima de la region se describe como templado
sub-humedo con una precipitacion media anual de 1200 mm y temperaturas promedio
anual minima y maxima de 12 y 18 °C, respectivamente (Gonzalez-Partida, 2000; Tello-

Lopez y Suarez-Arriaga, 2000; Mendoza-Rangel y Hernandez-Ayala, 2004).

2.1.2 Geologia

La zona de Los Azufres es uno de varios centros volcanicos silicicos del CVT
cuyo origen geoldégico se remonta al Plioceno-Pleistoceno y se relaciona con la
subduccion oblicua de la Placa de Cocos bajo la Placa Norteamericana. El volcanismo
de la zona es de tipo adesitico-basaltico y el campo geotérmico se considera como el
centro de una caldera anidada que se formo entre el Mioceno tardio y el Plioceno. La
litologia de Los Azufres se caracteriza por la presencia de mas de 2000 m de derrames
andesiticos que se ven interrumpidos por basaltos y aglomerados formando el
basamento local del campo geotérmico. Sobre el basamento andesitico, se depositaron
rocas acidas como son ignimbritas, tobas rioliticas (Riolita Agua Fria) y cenizas
producto de un ciclo volcanico de 1.05 a 0.84 millones de afos. Finalmente, encima de
estas rocas hay depositos lacustres que datan del Pleistoceno y dacitas (Dacita San
Andrés) como producto de una fase volcanica de 0.3 millones de afos de edad (Ferrari
et al., 1991; Gonzalez-Partida, 2000 y referencias citadas en ese trabajo).



2.1.3 Reservorio profundo y manifestaciones termales superficiales

El reservorio hidrotermal profundo de Los Azufres se divide en dos subsistemas
cuya fuente de calor esta relacionada al volcan San Andrés, localizado en el extremo
sur del reservorio; estos subsistemas difieren en sus caracteristicas termodinamicas
pero poseen el mismo tipo de fluido con caracteristicas geoquimicas muy semejantes
(Tello-Loépez y Suarez-Arriaga, 2000; Suarez-Arriaga et al., 2000; Quijano-Leén y
Gutierrez-Negrin, 2003). El subsistema Maritaro, o sector norte, esta dominado por una
fase liquida localizada entre los 200 y los 2200 msnm y se caracteriza por tener una
presion hidrostatica vertical promedio de 90 bar y una temperatura media de 300 °C. El
subsistema Tejamaniles, o sector sur cuenta, con tres perfiles termodinamicos
diferentes: un perfil superficial bifasico dominado por vapor, localizado entre los 1800 y
los 2600 msnm, con una presion y temperatura media de 55 bar y 270 °C,
respectivamente; un estrato intermedio bifasico dominado por liquido a 100 bar y 300
°C, localizado entre los 400 y 1800 msnm; y un estrato profundo con liquido comprimido
a 180 bar y 350 °C, localizado entre los -50 y 400 msnm (Tello-Lépez y Suarez-Arriaga,
2000; Suarez-Arriaga et al., 2000).

El fluido profundo o salmuera geotérmica consiste en aguas clorurado-sodicas
(ricas en NaCl), con un pH entre 5.8 y 7.2 cuyas temperaturas van de los 240 a los 280
°C de manera normal, pero que pueden alcanzar valores mayores a los 300 °C (Tello-
Lopez y Suarez-Arriaga, 2000; Birkle et al., 2001). La concentracion de Cl en la
salmuera varia entre los 1485 y los 7297 mg/L mientras que la concentracion de Na va
de los 914 a los 4442 mg/L (Gonzalez-Partida et al., 2005). La fase de vapor en el
reservorio tiene una composicion heterogénea de gases no condensables como COso,
H>S, NH3, CH4, Oy, Ha, N2, He y Ar que, en conjunto, constituyen del 1 al 9% de la masa
total del fluido profundo. De estos gases, el CO; es el componente principal, con valores
del 70 al 99% del peso total de los gases no condensables. El segundo compuesto
gaseoso mas abundante es el acido sulfhidrico (H2S), con porcentajes del 0.2 al 13%
del peso total de los gases (Suarez-Arriaga et al., 2000; Gonzalez-Partida et al., 2005).

En su paso hacia la superficie, el fluido profundo interactua con la roca
encajonante y es alterado quimicamente mediante la adicion de calcio, bicarbonato y

sulfatos. En la superficie, el agua metedrica poco profunda es calentada por el vapor de



origen geotérmico y se acidifica debido a la oxidacion del H,S dando origen a
manantiales y pozas de lodo con temperaturas que alcanzan los 90 °C, un pH menor
que 4.0, un alto contenido de sulfatos (1500 ppm) y una baja concentracion de cloruros
(20 ppm). El agua acido-sulfatada es la mas comun en areas con fumarolas debido a la
condensacion superficial del vapor que asciende a partir de zonas donde el agua se
encuentra en ebullicion. En la periferia del reservorio geotérmico, se ubican algunos
manantiales cuyas aguas son neutras, cloruradas (NaCl) y de origen meteodrico.
Finalmente, en la parte sur del campo pueden encontrarse fumarolas, pozas de lodo y
suelos vaporizantes distribuidos entre las fallas (Tello-Lopez y Suarez-Arriaga, 2000).

En algunas descargas naturales son evidentes los fendmenos de caolinizacion y
precipitacion de alunita y azufre elemental; este ultimo fendmeno es lo que le da el
nombre al lugar “Los Azufres” (Gonzalez-Partida, 2000).

El campo geotérmico de los Azufres ha sido aprovechado formalmente para la
produccion de energia eléctrica desde la década de 1980 y se ha convertido en el
segundo mas importante en cuanto a su capacidad de generacion (Quijano-Leon y
Gutiérrez Negrin, 2003; Mendoza-Rangel y Hernandez Ayala, 2004).

De manera independiente a su aprovechamiento, pero motivados por el
desarrollo del lugar, se han realizado algunos estudios de corte biolégico en el campo
cuyo enfoque ha sido la diversidad vegetal o de otros organismos como los liquenes
(Gomez-Peralta, 1992). Sin embargo, el estudio de la microbiota del lugar ha sido
soslayado y hasta la fecha no existe un reporte que aborde este tema.

En la planta geotermoeléctrica “Tejamaniles”, ubicada dentro del perimetro de
Los Azufres, los condensadores de dicha planta presentan un alto grado de corrosion,
en donde se trabaja con temperaturas de vapor en un rango de 40 a 150°C. Torres-
Sanchez et al. (1997) en base en la observacion de sus caracteristicas fisicas,
utilizando la técnica de microscopia electrénica de barrido y consultando el Manual de
Bergey’s, identificaron a dos especies en el condensador: Desulfotomaculum nigrificans
y D. acetoxidans. En el fondo de los pozos de la planta mencionada, encontraron un
biofilm, al cual se le practicé la metodologia anterior, los autores sugieren que en base
a su morfologia hay dos representantes de los géneros Desulfovibrio vy

Thermodesulfobacterium, ademas Navarrete-Bedolla et al. (1999) identifico la presencia



de la bacteria hipertermofilica Thermoproteus neutrophilus, que crece en un rango de
pH de 6.8-8.0 y en un intervalo de temperaturas de 85-105°C en los ductos de vapor
de los pozos de la planta, los cuales muestran una temperatura de hasta 140 °C.

El trabajo de Castorena et al. (2006), en el que describe el aislamiento de una
cepa de Burkholderia sp. capaz de biodegradar el compuesto téxico carbazol, es
probablemente la unica excepcion.

En las pozas termales de Arard, localizado a 20 km de Los Azufres, Prieto—
Barajas et al. (2011) reportan que los tapetes microbianos de esa zona estan
constituidos por los géneros cianobacterianos Synechococcus (49%) y Cyanobium
(5%), asi como diversas cianobacterias (26%) y bacterias no cultivadas (20%), de los
cuales el 46% del total de clonas analizadas mostraron homologia con bacterias no
cultivadas. Ademas en este trabajo utilizaron técnicas moleculares, es decir
amplificaron con la region intergénica de los genes 16S y 23S, posteriormente clonaron,
secuenciaron para llevar a cabo los correspondientes alineamientos y hacer su

respectivo analisis bioinformatico.



ll. JUSTIFICACION

Las manifestaciones termales de Los Azufres son ejemplos de ambientes
extremos cuya diversidad de microorganismos asi como la participacion de éstos en los
procesos ecoldgicos que ocurren en dichas manifestaciones han sido poco estudiadas,
por lo tanto, el estudio de los microorganismos de Los Azufres mediante métodos
moleculares independientes del cultivo es una primera aproximacion hacia el

conocimiento de su diversidad y de su posible participacion a nivel ecolégico.
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IV. HIPOTESIS

El manantial termal de Maritaro en Los Azufres alberga microorganismos
termofilicos diferentes a los encontrados en ambientes similares, cuya diversidad podria

ser endémica.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Estudiar la diversidad microbiana de un manantial termal acido ubicado en

Maritaro, dentro del campo geotérmico de Los Azufres, Michoacan.

5.2 Objetivos especificos:

1. Obtener una biblioteca de los genes 16S ARNr amplificados a partir del ADN
metagendmico.

2. Catalogar y realizar el analisis filogenético de las secuencias obtenidas.

3. Determinar la diversidad microbiana de la comunidad e inferir la participacion

ecoldgica de los organismos encontrados en dicho ambiente.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Sitio del muestreo y colecta de las muestras

Para realizar el estudio de diversidad microbiana se escogiéo el manantial de
Maritaro ubicado en el sector norte del campo geotérmico de Los Azufres, cerca del
pozo productor Az-28. Las coordenadas geograficas del punto de acceso a esta area
son: 19° 49’ 19.8” de latitud norte (N) y 100° 40’ 01.5” de longitud oeste (O). Las
coordenadas de este punto y de las pozas muestreadas fueron obtenidas en campo con
ayuda de un GPS eTrex H (Garmin, Ltd.). La temperatura y el pH fueron medidos en
cada punto de muestreo con un termdmetro de mercurio y con tiras indicadoras de pH,
respectivamente. En cada punto, se colectaron muestras de 1L de agua caliente con
sedimentos en suspension en frascos de vidrio estériles (Schott), por duplicado. Las
muestras fueron transportadas a temperatura ambiente hasta el laboratorio de
biotecnologia microbiana donde se almacenaron a 4 °C. El dia siguiente a la colecta se
filtr6 el agua (1L) con sedimentos a través de filtros de nitrocelulosa de 0.22 pum
(Millipore), los cuales se guardaron a -80 °C en tubos de polipropileno de 50 ml hasta su
procesamiento posterior (Nota: por cada litro de agua se utilizaron de 3 a 4 filtros debido

a que estos se ocluian facilmente por los sedimentos en suspension).
6.2 Extraccion de ADN metagenémico

Para realizar la extraccion del ADN metagendmico se procesaron los filtros
mediante dos protocolos distintos: el primero de ellos fue descrito por Hetzer et al.
(2007) y el segundo fue usando el kit “UltraClean™ Water DNA Isolation” (Mo Bio
Laboratories, Inc.). Cada uno es descrito a continuacion:

Método descrito por Hetzer et al. (2007) con ligeras modificaciones:

1. En tubos de polipropileno de 50 ml se colocaron de 3 a 4 filtros y se anadieron 2
ml de buffer de extraccién [Tris-HCI 100 mM, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 2% (w/v), Polivinilpirrolidona (PVP, 360,000), al
1% (w/v), pH 8.0] por cada filtro. Se afadieron 4 pl de 2-mercaptoetanol al 0.4%
recién preparado, por cada mililitro de buffer de extraccion.

13



Los tubos se incubaron en bano maria durante 20 min.

3. Después de la incubacion, se afiadio 1 vol igual de fenol:cloroformo (1:1), se

mezclé en un vortex y se centrifugé a 16,000 x g durante 15 min (centrifuga
Eppendorf 5810R) a temperatura ambiente.

. La fase acuosa se transfirid a otro tubo y se afadieron 0.1 vol de acetato de

sodio 3 M (pH 5.5) y 1 vol de isopropanol.

Los tubos se almacenaron por toda la noche a -20 °C para precipitar el ADN vy al
dia siguiente se centrifugaron a 16,000 x g durante 20 min.

Las pastillas de ADN fueron lavadas dos veces con etanol al 70%, secadas y
resuspendidas en el buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).

El ADN metagendmico fue almacenado a -20 °C o sometido a corrimiento
electroforético.

Extraccion de ADN con el kit “UltraClean™ Water DNA Isolation”, siguiendo el protocolo

establecido por el fabricante con algunas modificaciones:

1.

Se colocaron 3 filtros provenientes de cada muestra de agua previamente
procesada en un “bead tube”, se agregaron 4 ml de la “bead solution” y se agitd
cada tubo en el vortex a toda velocidad durante 1 min.

Se agregaron 500 pl de la solucion WD1 a cada tubo y se mezclé en un vortex
por 30 seg. Inmediatamente, se aseguraron los tubos al vortex en posicion
horizontal con cinta adhesiva y se mezcl6 a toda velocidad durante 10 min.

Los tubos se centrifugaron a 2,500 x g durante 1 min a temperatura ambiente.

4. El sobrenadante de cada tubo fue transferido a tubos de 15 ml y se agregaron

600 pl de la solucion WD2. Se mezcld en un vortex por 5 seg y se almacenaron a
4 °C por 5 min.

Los tubos se centrifugaron a 2,500 x g durante 4 min. Se transfirio el
sobrenadante a tubos limpios, se agregaron 8 ml de la solucién WD3 y se mezcl6
en un vortex por 5 seg.

La mezcla se transfirio cuidadosamente a los “tubos-filtro” (spin filter) y se

centrifugaron a 2,500 x g durante 3 min. Se desecho el filtrado.
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7. Se agregaron a los “tubos-filtro” 3 ml de la solucion WD4 y se centrifugaron a
2,500 x g durante 3 min. Se desecho el filtrado.

8. Se centrifugd nuevamente a 2,500 x g durante 5 min.

9. Los filtros fueron colocados en tubos limpios de 50 ml y se agregaron 3 ml de la
solucion WDS5 en la parte central de la membrana. Se dejaron reposar por 10 min
a temperatura ambiente.

10.Los tubos se centrifugaron a 2,500 x g durante 2 min y posteriormente se
desechd el filtro.

11.EI ADN eluido mediante la solucion WD5 (Tris 10 mM) fue almacenado a -20 °C.

6.3 Amplificacion de los genes ribosémicos 16S de bacterias y arqueas.

Los genes que codifican para el ARN ribosomico 16S (ARNr 16S) fueron
amplificados por PCR con la siguiente combinacion de oligonucledtidos: 27F y 1492R
para bacterias, y 21F y 1492R para arqueas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Oligonucledétidos empleados para amplificar los genes del ARNr 16S

Nombre
Secuencia Referencia
(especificidad)
27F Reysenbach et
o _ 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3
(Dominio Bacteria) al., 2000
E Martin-
o 5-TTC CGG TTG ATC CTG CCG GA-3' | Cuadrado et
(Dominio Archaea)
al., 2007
1492R Reysenbach et
5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3
(Universal) al., 2000

Los componentes de la mezcla de reaccion y las condiciones utilizadas para amplificar

los genes ribosdmicos se presentan a continuacion:

Como molde se utilizéo el ADN metagendmico obtenido de la muestra de Maritaro (5 pl),
amortiguador de reaccion 5X (5 ul; concentracion final 1X), 2 pyl de MgCl, 25 mM
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(concentracion final 2 mM), 0.5 pl de dNTPs (0.2 mM), 1.25 ul de cada oligonucleétido
(1 uM; combinaciones previamente mencionadas) y 1.25 unidades de GoTaq® Hot Start
Polimerasa (Promega). La mezcla se llevé a un volumen final de 25 ul y se someti6 al
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de
50 seg a 95 °C (desnaturalizacion), 1 min a 52 °C (alineamiento), 2 min a 72 °C
(extension) y un ciclo de extension final de 5 min a 72 °C. Como control positivo se
utilizé el ADN total de Escherichia coli JM101 (PCR de colonia).

6.4 Purificacion de los productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR se realiz6 utilizando el kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante

que se describen a continuacion:

1. Se adiciond un volumen igual de solucion de union a la reaccion del PCR.

2. Se insert6 una minicolumna en el tubo colector. La minicolumna se carg6 con la
mezcla de paso anterior y se incubo a temperatura ambiente por 1 min.

3. Se centrifugd la minicolumna ensamblada a 13,200 rpm por 1 min. Se desecho el
liquido filtrado y regreso la minicolumna al tubo colector.

4. Se adicionaron 700 pl de la solucién de lavado (con etanol) en la minicolumna y
se centrifugd a 13,200 rpm por 1 min.

5. Se repitio el paso anterior con 500 yl de solucidén de lavado y se centrifugo a
13,200 rpm por 5 min.

6. Se transfirié la minicolumna a un tubo de microcentrifuga limpio y se anadieron
50 pl de agua libre de nucleasa directamente en el centro de la columna, se
incubé a temperatura ambiente por 1 min y para recuperar el filtrado, se
centrifugdé a 13,200 rpm por 1 min.

7. Se desecho la minicolumna y el tubo con el ADN eluido se almacend a -20 °C.

6.5 Clonacion de los productos de PCR

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron ligados al vector
linearizado pGEM®-T Easy (Promega), manteniendo una proporcion de 3:1

(inserto:vector); se utilizd la enzima T4 ADN ligasa y el amortiguador de ligacion rapida
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incluidos en el kit del vector. La reaccion de ligacion se llevé a cabo a 4°C durante toda
la noche.

6.6 Transformacion de células electrocompetentes de E. coli JM101
A. Preparacién de células electrocompetentes

La preparacion y transformacion de células electrocompetentes de E. coli se
realizd de acuerdo con los procedimientos contenidos en el manual MicroPulserTM
Electroporation Apparatus Operating Instructions and Applications Guide (Bio-Rad), que

se describen a continuacion:

a. Se creci6 la cepa en 4 ml de Caldo Luria-Bertani (CLB; NaCl 10 g/L, peptona de
caseina 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L), con agitacién constante a 37°C
durante toda la noche.

b. 2.5 ml del cultivo fueron transferidos a 250 ml de CLB precalentado a 37°C en 1
matraz de 1 litro. Se incubd a 37°C a 250 rpm por 3 a 4 h hasta obtener una
absorbencia entre 0.6 y 0.8 a una longitud de onda de 590 nm.

c. El cultivo fue colocado en hielo durante 10 min y después se centrifugd en tubos
de 80 ml a 5,000 rpm por 10 min a 4°C.

d. Las células obtenidas fueron lavadas 2 veces con 50 ml de agua destilada estéril
y fria, centrifugando a 5,000 rpm por 10 min a 4°C en cada ocasion.

e. Por ultimo las células fueron resuspendidas en 2 ml de glicerol al 10% frio.

Las células fueron almacenadas a -80°C en alicuotas de 100 pl.

B. Transformacioén

a. A 100 pl de células electrocompetentes se les adicion6 1 pl de la mezcla de
ligacion de ADN plasmidico y después la mezcla se coloco entre los electrodos
de una celda en la camara del electroporador y se le dio un pulso de 1.80 kV
durante 4 mseg.

b. Inmediatamente después, las células fueron transferidas a un tubo con 1 ml de

CLB y se incubaron a 37°C durante 1 h con agitacion constante.
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c. Posteriormente, se distribuyeron 100 pl del cultivo en placas de Agar Luria-
Bertani (ALB; medio LB con 15 g/l de agar bacteriologico), adicionado con 100
gg/ml de ampicilina (Ap), 80 pg/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-
galactopiranésido) y 0.5 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) para
las construcciones provenientes del vector pPGEM®-T Easy.

d. Las colonias seleccionadas (colonias blancas resistentes a Ap) se inocularon en
tubos con 4 ml de CLB y se incubaron a 37°C durante toda la noche para

posteriormente aislar el plasmido y caracterizarlo.

6.7 Aislamiento de plasmidos

El aislamiento de ADN plasmidico se realizd por el método de lisis alcalina
(adaptado de Birnboim y Doly, 1979 e Ish-Horowicz y Burke, 1981) que es descrito a

continuacion:

1. Se creci6 un cultivo en CLB durante toda la noche a 37°C con agitacion
constante.

2. El cultivo se centrifugd a 12,000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf 5415 D
por 3 min.

3. El sobrenadante fue desechado y la pastilla resuspendida en 100 uyl de STE
(sacarosa 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8), se agregaron 20 ul de
lisozima (20 mg/ml), se mezcl6 suavemente y se incub6 a 37°C durante 5 min.

4. Se agregaron 200 pl de una solucion recién preparada de NaOH (0.2 N) y SDS
(1%), se mezclé suavemente y se mantuvo en hielo durante 10 min.

5. Se adicionaron 150 pl de una solucion 3 M de acetato de potasio (pH 4.8), se
mantuvo 10 min en hielo y posteriormente se centrifugé a 12,000 rpom durante 5
min.

6. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo y se adicionaron 500 pl de
fenol:cloroformo (1:1), se mezcl6 en un vortex y se centrifugé a 12,000 rpm por 5

min.
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7. La fase superior se transfirié a otro tubo y se adicion6 1 ml de etanol absoluto frio
para precipitar el ADN; se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min y el
sobrenadante fue desechado.

8. La pastilla fue lavada 3 veces con etanol al 70% y después fue secada y
resuspendida en 50 pl de agua destilada estéril.

9. Las muestras se almacenaron a -20°C o se sometieron a corrimiento

electroforético.

6.8 Restriccion de plasmidos

El ADN fue digerido utilizando una unidad de endonucleasa de restriccion por ug
de ADN en la solucion amortiguadora correspondiente e incubando por 1 h a 37°C
como minimo. Después se realizd el corrimiento electroforético de la mezcla de

restriccion en un gel de agarosa al 1%.

6.9 Electroforesis en geles de agarosa

Al ADN metagenomico o plasmidico se les realizaron corrimientos
electroforéticos en geles de agarosa al 1% disuelta en amortiguador TAE (Tris-acetato
0.04 My EDTA 1 mM, pH 8.5). Los geles se colocaron en una camara de electroforesis
horizontal y se sumergieron en amortiguador TAE. Las muestras de ADN se mezclaron
con 1 yl de amortiguador de carga (azul de bromofenol en solucién de glicerol al 30%) y
se colocaron en los pozos del gel. El corrimiento electroforético se realizé aplicando de
100 a 120 voltios por 35 a 60 min. Posteriormente, los geles fueron tefiidos en una
solucién de bromuro de etidio al 0.01% durante 5 a 10 min y se observaron en un
transiluminador de luz UV de onda corta y fueron fotografiados por medio de un
fotodocumentador BioCaptMw Vilber Lourmat.

6.10 Secuenciacion de clonas con inserto

A partir de la biblioteca obtenida, se seleccionaron clonas al azar a las cuales se

les extrajo el plasmido y se corrobor6 la presencia del inserto mediante los métodos
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descritos en los parrafos anteriores. Una vez realizado esto ultimo, se repitido la
extraccion de los plasmidos de cada clona con la finalidad de purificarlos y mandarlos a
secuenciar. La purificacién o limpieza de los plasmidos se realiz6 mediante un protocolo

que utiliza bromuro de etidio y fenol y se describe a continuacion:

1. Se resuspendieron los plasmidos en 200 pl de agua destilada estéril.

2. Se adicionaron 140 ul de acetato de amonio 7.5 M y se mezclé suavemente.

3. Se adicionaron 5 yl de bromuro de etidio (10 mg/ul) y se agité suavemente hasta
que se incorporé completamente.

4. Se adicionaron 400 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se
mezclo hasta lograr una emulsion.

5. Los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min. Se recupero la fase acuosa y
se transfiridé a un tubo nuevo.

6. Se adiciond 1 ml de etanol absoluto frio y se mezclé suavemente por inversion.

7. Se incubaron los tubos por 10 min en hielo o toda la noche a -20 °C.

8. Se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm por 5 min. Se lavaron las pastillas con
etanol al 70% y se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm por 1 min. El lavado se
repitid dos veces mas.

9. Las pastillas se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se
resuspendieron en agua destilada estéril (10 — 30 pl).

10.Los tubos se almacenaron a -20 °C.

Finalmente, los plasmidos purificados de las clonas seleccionadas se llevaron a
secuenciar a la unidad de secuenciacion del Cinvestav-LANGEBIO, Irapuato, Gto. La
secuenciacion parcial de los fragmentos se realizo utilizando el oligonucleétido M13
Forward (Promega).

6.11 Analisis bioinformatico de las secuencias

Las secuencias parciales fueron revisadas y editadas manualmente con la
finalidad de eliminar los fragmentos de secuencias pertenecientes al vector donde
fueron clonadas. Posteriormente, con estas secuencias, se cre6 una base de datos

local de nucleotidos con el programa BioEdit (Hall, 1999) y se realizé un analisis de
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busqueda tipo BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool) (Altschul et al., 1990) con
cada una de las secuencias para identificar aquellas que fueran idénticas y agruparlas
en unidades taxondémicas operativas (OTU'’s, por sus siglas en inglés).

A partir de los analisis previos se seleccionaron secuencias representativas de
cada OTU diferente a las cuales se les realiz6 un analisis adicional para buscar
secuencias quiméricas con el programa Bellerophon (Huber et al., 2004).

6.12 Busqueda de secuencias homodlogas y ensamblado de contigs

Con las secuencias seleccionadas, se realizaron busquedas de secuencias
homdlogas en la base de datos del GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando el programa BLASTN.

El ensamblado de contigs se realiz6 con la aplicacion CapContig Assembly del
programa BioEdit. Finalmente, con los contigs completos se realizaron nuevamente las
busquedas de homodlogos con el programa BLASTN del NCBI y se seleccionaron
aquellas secuencias que tuvieran una mayor identidad para ser alineadas y realizar el

analisis filogenético.

6.13 Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Todos los alineamientos de secuencias multiples se realizaron en linea con el
programa T-Coffee::Regular (http://tcoffee.vital-it.ch/cqi-
bin/Tcoffee/tcoffee cqgi/index.cqgi?stage1=1&daction=TCOFFEE::Reqular) (Notredame
et al., 2000) y se editaron manualmente con BioEdit.

Para realizar la construccion de los arboles filogenéticos a partir de las
secuencias alineadas de los genes ribosémicos se utilizaron los programas MEGA 4.0.2
(Tamura et al.,, 2007) y RAxML BlackBox (http://phylobench.vital-it.ch/raxml-bb/)

(Stamatakis et al., 2008). Estos analisis se llevaron a cabo por tres métodos diferentes:

vecino mas cercano (NJ, neighbor-joining), maxima parsimonia (MP) y maxima

verosimilitud (ML, maximum likelihood).

21



6.14 Estimacion del indice de diversidad de Shannon (H’)

El indice de diversidad de Shannon es la suma negativa de la abundancia
proporcional de cada OTU multiplicada por el logaritmo de su abundancia proporcional.
Este indice mide la cantidad de informacion en un sistema y, de manera mas general,
es una medida de la dificultad para predecir la identidad del siguiente individuo
muestreado (en este caso, la siguiente clona muestreada) (Hill et al., 2003). El indice se

calculé mediante la siguiente ecuacion:

H= -3 (pi)(Inp;)

Donde p; es la proporciéon de clonas en el i-ésimo OTU y se calcula dividiendo el
numero de clonas que pertenecen a un OTU determinado entre el numero total de
clonas (p; = n/N) (Hill et al., 2003).
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VII. RESULTADOS

7.1 Geo-referenciacion y parametros fisicoquimicos de los puntos muestreados

en el manantial de Maritaro

La zona de Maritaro, ubicada en el sector norte del campo geotérmico Los
Azufres, se caracteriza por la presencia de pozas de lodos acidos y calientes que se
distinguen por presentar diferentes niveles de fluidez o consistencia segun las
observaciones realizadas en campo. Los dos puntos muestreados se seleccionaron en
base a la temperatura, pH y consistencia del lodo, y se consideraron como
representativos del lugar (figura 1). El punto 2 se subdividié en 2 y 2’ por tratarse de
pozas muy cercanas entre si y por presentar parametros fisicoquimicos muy
semejantes (figura 1 B y cuadro 3). Los valores de temperatura, pH y los datos de geo-

referenciacion para cada punto muestreado se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Geo-referenciacion y parametros fisicoquimicos medidos en campo

(Maritaro)
Temperatura
Coordenadas Altitud pH en pH en
Punto (°C) en .
geograficas (msnm) campo* laboratorio+
campo
1 19° 49.463’'N
100° 40.059'0 2832 78 5.0 4.43
19° 49.364’'N
100° 40.036°0 2828 86 3.0 3.09
2’ 19° 49.343’'N 2827 - )5 76

100°40.098'0

* Medido con tiras

+ Potenciémetro

7.2 Geoquimica de Maritaro

En el cuadro 4 se enlistan los valores de concentracion de algunos elementos y
compuestos que se encuentran en solucion en el agua de Maritaro. Estos datos fueron
proporcionados por la Comisién Federal de Electricidad (CFE), institucion que se

encarga de monitorear con regularidad las manifestaciones termales presentes en Los
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Azufres. Algunos valores correspondientes a compuestos gaseosos fueron tomados de
los datos que reportan Gonzalez-Partida et al. (2005).

Figura 1. Fotografias de los puntos muestreados en el manantial de Maritaro. (A) Punto 1. (B)
Pozas muy cercanas entre si del punto 2 (designadas como 2y 2’).

24



Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos de Maritaro. ®

Fecha: 16/04/2007

Temperatura (°C) 83

pH 4.20
Cond. Elect. (puS) 11620
Alcalinidad total 0

Cl 3120.90
Na 1921.60
SiO; 578.94
K 498.20
B 271.35
SO, 52.58
Ca 34.21

Li 30.40
Rb 11.04
NH,4 8.35

Fe 3.51

As 3.00

Al 2.13
Mg 0.63

Cs 0

HCO; 0
CcO,~¢ 90.11 (80 — 98)
H,S ¢ 5.365
H,® ¢ 0.0640

?Proporcionados por CFE

®Valores en mg/L

Valores en % de peso seco en vapor del pozo Az-028 (Maritaro)
4Tomados de Gonzalez-Partida et al., 2005

7.3 Extraccion de ADN metagenémico

Como primera aproximacion para obtener ADN metagendémico a partir de las

muestras colectadas en cada punto, se siguid el protocolo descrito por Hetzer et al.

(2007) (ver materiales y métodos). En la figura 2 se muestra los resultados obtenidos
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con este protocolo donde se aprecian las bandas de ADN metagenomico extraido a
partir de las muestras provenientes de los puntos 2 y 2’; con la muestra proveniente del
punto 1 no se pudo obtener ADN de forma apreciable. A pesar de estos resultados, el
ADN obtenido no se utilizé en los experimentos subsecuentes debido a que éste se
degradaba muy rapidamente y por esta razon, se considero el uso de un kit comercial
para obtener ADN de mejor calidad. El kit seleccionado fue el UltraClean™ Water DNA
Isolation disefiado especialmente para la extracciéon y purificacion de ADN a partir de
muestras ambientales. Siguiendo el protocolo descrito por el fabricante con algunas
modificaciones, se obtuvieron los resultados que se muestran en la figura 3. En ella se
puede apreciar que al igual que con el método utilizado previamente, no se pudo
obtener ADN a partir de la muestra proveniente del punto 1 y que sélo de las muestras
provenientes de los puntos 2 y 2° se obtuvo ADN en cantidades apreciables. Sin
embargo, la diferencia entre ambos protocolos fue que con este ultimo se obtuvo ADN
de mejor calidad que pudo almacenarse por mas tiempo sin degradarse. Este ADN fue

el que se utilizé en los experimentos subsecuentes.

P1 P2 P2’

pb

23,130—>
9,416

6,557 ——>

Figura 2. Gel de agarosa que muestra las bandas de ADN metagendmico extraido segun
el método descrito por Hetzer et al., 2007. M, ADN del fago A (Hindlll), utilizado como
marcador de tamafio molecular; carril 1, muestra procesada proveniente del punto 1 (P1),
sin ADN apreciable; carril 2, ADN metagendmico obtenido a partir de la muestra tomada
en el punto 2 (P2); carril 3, ADN metagendmico obtenido a partir de la muestra tomada en
el punto 2’ (P2’); pb = pares de bases.
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P1 P2 P2’

pb

21,226

5,148;4,973

Figura 3. Gel de agarosa que muestra las bandas de ADN metagendmico extraido con el
kit UltraClean™ Water DNA Isolation. M, ADN del fago A (Hindlll/EcoRlI); carril 1, muestra
procesada proveniente del punto 1 (P1), sin ADN apreciable; carriles 2 y 3, ADN
metagendémico obtenido a partir de la muestra tomada en el punto 2 (P2); carriles 4 y 5,
ADN metagendmico obtenido a partir de la muestra tomada en el punto 2’ (P2’); pb =
pares de bases.

7.4 Amplificacion de los genes ribosémicos 16S

Los genes que codifican para el ARN ribosémico 16S de bacterias y arqueas se
amplificaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como
molde el ADN aislado de los puntos 2 y 2’, la respectiva combinacion de
oligonucledtidos y las condiciones descritas en Materiales y Métodos. El punto 1 quedo
excluido a partir de este experimento debido a que no se logréo obtener ADN de las
muestras procesadas. En la figura 4 se presentan los resultados obtenidos.
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Bacterias Arqueas

P2 P2’ c+ C- P2 P2’ C-

pb
21,226 —>
5,148;4,973 =—>
pb
1,584 =——> 1,375

Figura 4. Gel de agarosa que muestra la amplificacion de los genes 16S de bacterias y arqueas. M,
ADN del fago A (Hindlll/EcoRlI), utilizado como marcador de tamafio molecular. Bacterias: carriles 1y
2, reacciones de PCR del punto 2; carriles 3 y 4, reacciones de PCR del punto 2’; carril 5, control
positivo (C+), en el que se uso ADN gendmico de E. coli JM101 como templado; carril 6, control
negativo (C-), sin ADN templado. Arqueas: carriles 7 y 8, reacciones de PCR del punto 2; carriles 9 y
10, reacciones de PCR del punto 2’; carril 11, control negativo sin ADN templado. En estos ultimos
carriles se observa claramente las bandas de aproximadamente 1,400 pares de bases (pb),
correspondientes a los genes 16S de arqueas.

En esta ultima figura se pueden observar con claridad las bandas de aproximadamente
1,400 pares de bases, valor que corresponde al tamafio esperado para los genes
ribosdbmicos 16S de arqueas amplificados con la combinacion de oligonucledétidos 21F y
1492R; la amplificacion fue exitosa para los puntos 2 y 2’. En el caso de las reacciones
de PCR en donde se utilizd el par de oligonucleétidos 27F y 1492R con la finalidad de
amplificar los genes ribosdmicos 16S pertenecientes a bacterias, a partir del ADN
proveniente de los puntos antes mencionados, se observan bandas minoritarias con el
tamafo que corresponde a lo esperado (1,400 pb), en comparacion con el fragmento de
mismo tamafno amplificado del control positivo (E. coli JM101). Adicionalmente, se
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observan bandas de menor tamafio que corresponden a fragmentos amplificados de

manera inespecifica.
7.5 Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR correspondientes a los genes que codifican para el ARN
ribosdbmico 16S de arqueas fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System, como se describe en el Materiales y Métodos, y los resultados se
muestran en la figura 5. Las bandas que se observan en la fotografia del gel de agarosa
corresponden a los productos de PCR purificados.

7.6 Clonacion de los productos de PCR y transformacion en E. coli JM101

La clonacion de los genes ribosomicos 16S de arqueas del punto 2 y 2', se
realizo en el vector pPGEM®-T Easy, como esta descrito en materiales y métodos. Con
la mezcla de ligacion se transformaron células electrocompetentes de E. coli JM101 que
se seleccionaron en placas de ALB con Ap'®, X-gal e IPTG, eligiendo las colonias de
color blanco resistentes a ampicilina. Un total de 240 clonas fueron obtenidas como
resultado; de este total, se seleccionaron 24 clonas al azar (designadas como: MAAR 1-
24), a las que se les realiz6 un aislamiento de ADN plasmidico para corroborar la
presencia de los plasmidos recombinantes (pGAAR) (figura 6). Posteriormente, los
plasmidos fueron digeridos con la enzima EcoRI para liberar el fragmento clonado. El
resultado de la digestion se muestra en la figura 7 donde se observan los fragmentos
liberados del vector pPGEM®T-Easy con un tamafo de aproximadamente 1,400 pb que
corresponde al tamafio de los productos de PCR clonados.
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Arqueas

M P2 P2’

pb

21,226

5,148; 4,973

1,584
1,375

<€— 16S

Figura 5. Gel de agarosa que muestra los productos de PCR (genes 16S de arqueas),
purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. M, ADN del fago A
(Hindlll/EcoRI: carriles P2 v P2’. fraamentos ourificados de los puntos 2 v 2’ respnectivamente.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

21,226
5,148; 4,97 — AR
p
&
2,02
21,226
5,148; 4,97 DGAAR

Figura 6. Gel de agarosa que muestra el aislamiento de plasmidos de las 24 clonas seleccionadas. M, ADN
del fago A (Hindlll/EcoRl); carriles 1-24, plasmidos recombinantes pGAAR aislados de E. coli JM101 mediante
lisis alcalina.

31



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pb

21,226

4,268
pGEM-T Easy

2,027
1,584

1,375 ragmento de 1,400 pb

21,226

4,268
pGEM-T Easy

2,027

1,584
1,375

ragmento de 1,400 pb

Figura 7. Gel de agarosa que muestra la digestion de los plasmidos recombinantes pGAAR con la
enzima EcoRI. M, ADN del fago A (Hindlll/EcoRl); carriles 1-24, fragmentos de aproximadamente 1,400
pares de bases (pb), liberados del vector pGEM-T Easy.
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7.7 Secuenciaciéon y busqueda de homélogos

Después de corroborar que las 24 clonas seleccionadas tenian el inserto del
tamafo esperado, se aislaron nuevamente los plasmidos, se purificaron y se
secuenciaron de manera parcial, utilizando el oligonucle6tido M13 Forward. Las 24
secuencias parciales obtenidas conservaron la designacion MAAR 1-24; el tamafio
promedio de las secuencias fue de 774 nucledtidos. De las 24 secuencias, se buscaron
aquellas que fueran idénticas entre si, con la finalidad de agruparlas en unidades
taxonomicas operativas (OTU’s), tal como se describe en materiales y métodos. Como
resultado de este analisis se obtuvieron 3 OTU’s, representadas por 5 secuencias
seleccionadas en base a su longitud. En el OTU 1 quedaron agrupadas 21 secuencias
en total de las que se seleccionaron 2 secuencias (MAAR 2 y MAAR 13) como
representativas de este grupo. El OTU 2 quedd conformado por las secuencias MAAR
16 y MAAR 17 y el OTU 3 quedo representado por una secuencia: MAAR 4. Con las 5
secuencias seleccionadas se realizé un analisis para buscar secuencias quiméricas con
el programa Bellerophon (Huber et al., 2004). Como resultado se obtuvo que la
secuencia MAAR 4 tenia un posible origen quimérico y por esta razon se descarté de

los analisis subsecuentes.

Con las secuencias pertenecientes a los OTU’s 1y 2, se realiz6 la busqueda de
secuencias homologas en la base de datos del GenBank (NCBI), utilizando el programa
BLASTN. Los resultados de esta busqueda mostraron que las secuencias de los genes
ribosdmicos pertenecientes a los microorganismos de Maritaro tuvieron identidades
menores al 97% con los géneros Acidianus y Thermoproteus, respectivamente. Estos
dos géneros pertenecen al dominio Archaea y se han encontrado en otros manantiales
termales acidos con diferentes rangos de temperatura y pH (Huber y Prangishvili, 2006;
Huber et al., 2006). La figura 8 muestra la distribucion de las clonas correspondientes a
cada OTU.
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Figura 8. Grafica que muestra el nimero de clonas por cada OTU. OTU
1/Acidianus sp.: 21 clonas (91.3%); OTU 2/Thermoproteus sp.: 2 clonas (8.7%).

7.8 Ensamblado de “contigs”

Mediante el alineamiento tipo BLAST de las secuencias MAAR 2, 13, 16 y 17 en
nuestra base de datos local, se observdé que se alinearon en los extremos terminales,
formando asi un area de empalme donde se encontraban nucleétidos comunes a
ambas secuencias. Por esta razén, se decidié ensamblar un “contig” por cada par de
secuencias como se describe en materiales y métodos y como se ilustra en la figura 9.
Un “contig” es un conjunto de fragmentos de secuencia que han sido ordenados en un
trecho linear contiguo sobre la base de que las secuencias se superponen o coinciden
en los extremos de cada fragmento individual (Gibson y Muse, 2009).

34



Contig MAAR 2 -13

269 nt

MAAR 2 (876 nt)

MAAR 13 ( 860 nt)

Contig MAAR 2 - 13 (1467 nt)

Contig MAAR 16 - 17

173nt
MAAR 17 (823 nt)

MAAR 16 ( 821 nt)

Contig MAAR 16 — 17 (1471 nt)

Figura 9. Ensamblado de los “contigs” MAAR 2-13 y MAAR 16-17. Las lineas en verde representan
a las secuencias de nucleotidos MAAR 2 y MAAR13. Las lineas en morado representan a las
secuencias de nucleotidos MAAR 17 y 16. En el recuadro rojo se muestra el area de empalme para
cada par de secuencias y se indica el nimero de nucleétidos (nt) que comparten en cada caso. Las
lineas sefialadas por las flechas verticales representan los contigs ensamblados. Entre paréntesis
se indica el tamafio en nucleotidos de cada fragmento y cada contig correspondiente.

Con la secuencia completa de cada contig se realizé nuevamente una busqueda
en el GenBank de secuencias homodlogas mediante el programa BLASTN para
seleccionar aquellas secuencias que presentaran mayor identidad y cobertura para
llevar a cabo los analisis subsecuentes. En el cuadro 5 se muestran las secuencias

homdlogas mas cercanas en términos de identidad para cada uno de los contigs
analizados.
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Cuadro 5. Catalogacién de secuencias

Secuencia
No. de Secuencia mas cercana en
OoTU representativa ] ]
clonas NCBI-GenBank (% de identidad)
(tamano)
1 21 Contig MAAR 2-13 Acidianus infernus (92%)
(1467 nt) Acidianus ambivalens (92%)

Unc. archaeon clone MTC-B
Clone 2C (92%)

2 2 Contig MAAR 16-17  Thermoproteus tenax YS44 (96%)
(1471 nt) Thermoproteus sp. CBA1502
(96%)

Unc. Thermoproteales archaeon
clone YNP ObP A166 (94%)

7.9 Filogenias moleculares

Los alineamientos de los contigs MAAR 2-13 y MAAR 16-17 con las secuencias
homologas descargadas del GenBank se llevaron a cabo en la manera descrita en
materiales y meétodos. Las secuencias homologas a las que se hace referencia
corresponden a secuencias de genes ribosomicos 16S pertenecientes a organismos
tanto cultivables como no cultivables provenientes de otros estudios ambientales

similares.

La construccion de los arboles filogenéticos se realiz6 por tres meétodos
diferentes. Un método basado en la estimacidn de distancias evolutivas: Neighbor-
Joining (NJ, vecino mas cercano) y dos meétodos basados en el estado de los
caracteres (bases en la secuencia), también conocidos como métodos de busqueda de
arboles: Maxima Parsimonia (MP), y Maximum Likelihood (ML, maxima verosimilitud)
(Holder y Lewis, 2003; Sleator, 2011). En las figuras 11 a 14 se muestran los arboles

filogenéticos obtenidos por cada método de analisis. En la figura 10 se presenta un
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arbol patron construido con las secuencias homodlogas descargadas del GenBank en el

que se excluyeron las secuencias obtenidas en este trabajo. El propdsito de este arbol

es mostrar el “marco” o panorama evolutivo en el cual se incluirian posteriormente

nuestras secuencias. En cada uno de los arboles, exceptuando al que se muestra en la

figura 14, se utilizaron como grupos externos las secuencias de los genes ribosomicos
16S de las bacterias Aquifex pyrophilus (M83548) y Thermotoga hypogea (NR_029205)

para colocar la raiz.

DQ441489-Unc. archaeon clone Hverd166A
AY650020-Unc. archaeon clone Nap078
D85505-Acidianus infernus

DQ383345-Unc. archaeon clone MTC-B Clone 2C
FJ154516-Acidianus ambivalens strain 9191
NR_028211 -Acidianus suffidivorans JP7

100 rDOMNQd-Unc archaeon clone Hverd194A
DQ831978-Unc. archaeon clone AN101
1 93 FJ154515-Acidianus brierleyi strain 8954
100 4100lAF226987 -Acidianus tengchongensis
AY907890-Sulfolobus sp. JP3
D85520-Stygiolobus azoricus
NR_028955-/gnicoccus hospitalis Kind-1
NR_029214-Thermofilum pendens Hvv3 DSM 2475
AB005296 - Thermocladium modestius
ABO063647 -Pyrobaculum organotrophum
AB078332-Pyrobaculum calidifontis

DQ243751-Unc. Thermoproteales archaeon clone YNP ObP A166
AY538162-Thermoproteus tenaxY S44

81
91

70

98

100

HM594678 -Thermoproteus sp. CBA1502

M35966-T. tenax

DQ441488-Unc. archaeon clone Hverd156A

90 ~DQ441485-Uncu archaeon clone Hverd043A
AJ318041 - Nanoarchaeum equitans Kind-M

M83548-Aquifex pyrophilus .
E— Bacteria
NR_029205-Thermotoga hypogea
—_
0.05

Figura 10. Arbol patrén. El arbol filogenético fue construido con el método de Neighbor-Joining.
Los valores bootstrap sobre los nodos se obtuvieron a partir de 1,000 repeticiones (sélo los
valores mayores al 50% estan indicados). Los numeros en los apices de las ramas son los
numeros de acceso de las secuencias en GenBank. Los corchetes y las leyendas en color
indican el grupo taxondémico al que pertenecen las secuencias. Las bacterias Aquifex pyrophilus
y Thermotoga hypogea fueron utilizadas como grupos externos. La escala inferior indica el

numero de sustituciones nucleotidicas por sitio.

1_’7:&8301 476-Methanopyrus kandler(
98 AF025822-Methanocaldococcus infernus

~ ) )
(%)
S
g
o
o
o
o
“w
Q

)

3

L

o

J >
o

8

N )
~
=
o
X
3
o
T
3
o
-4
-]
Q
c
“w
7

Nanoarchaeota

Euryarchaeota

eaeyauy

37



DQ441489-Unc. archaeon clone Hverd166A
AY650020-Unc. archaeon clone Nap078
D85505-Acidianus infernus

DQ383345-Unc. archaeon clone MTC-B Clone 2C
FJ154516-Acidianus ambivalens strain 9191
NR_028211 -Acidianus sulfidivorans JP7
OTU 1TMAAR 2-13 (contig)

100 ,__ DQ441494-Unc. archaeon clone Hverd194A
DQ@831978-Unc. archaeon clone AN101
|FJ1 54515-Acidianus brierleyi strain 8954
100 LAF 226987 -Acidianus tengchongensis
AY807890-Sulfolobus sp. JP3
D85520-Stygiolobus azoricus
NR_028955-Ignicoccus hospitalis Kind-|
NR_029214-Thermofilum pendens Hvv3 DSM 2475 N
AB005296- T hermocladium modestius
———OTU 2 MAAR 17-16 (contig)
ABO063647 - Pyrobaculum organotrophum

AB078332-Pyrobaculum calidifontis
DQ243751-Unc. Thermoproteales archaeon clone YNP ObP A166
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Maritaro, Los Azufres, Méx.

sejeqojoyns
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Maritaro, Los Azufres, Méx.
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100

100

| NR_029205-Thermotoga hypogea

AY538162-Thermoproteus tenaxY S44
HM594678-Thermoproteus sp. CBA1502
M35966-T. tenax

DQ441488-Unc. archaeon clone Hverd156A
72 LDQ441485-Unc. archaeon clone Hverd043A 7 W,
AJ318041-Nanoarchaeum equitans Kind-M
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Figura 11. Arbol filogenético construido con el método de Neighbor-Joining (NJ) de las
secuencias MAAR 2-13 y MAAR 17-16. EI arbol muestra las relaciones filogenéticas de
las secuencias de los genes ARNr 16S de las arqueas obtenidas de las muestras
provenientes de Maritaro (en rojo). Los valores bootstrap sobre los nodos se obtuvieron
a partir de 1,000 repeticiones (sdlo los valores mayores al 50% estan indicados). Los
numeros en los apices de las ramas son los nimeros de acceso de las secuencias en
GenBank. Los corchetes y las leyendas en color indican el grupo taxonémico al que
pertenecen las secuencias. Las bacterias Aquifex pyrophilus y Thermotoga hypogea
fueron utilizadas como grupos externos. La escala inferior indica el numero de
sustituciones nucleotidicas por sitio.
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Figura 12. Arbol filogenético construido con el método de Maxima Parsimonia (MP) de las
secuencias MAAR 2-13 y MAAR 17-16. EI arbol muestra las relaciones filogenéticas de
las secuencias de los genes ARNr 16S de las arqueas obtenidas de las muestras
provenientes de Maritaro (en rojo). Los valores bootstrap sobre los nodos se obtuvieron
a partir de 500 repeticiones (solo los valores mayores al 50% estan indicados). Los
numeros en los apices de las ramas son los nimeros de acceso de las secuencias en
GenBank. Los corchetes y las leyendas en color indican el grupo taxonémico al que
pertenecen las secuencias. Las bacterias Aquifex pyrophilus y Thermotoga hypogea
fueron utilizadas como grupos externos.
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DQ441489-Unc. archaeon clone Hverd166A
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Figura 13. Arbol filogenético construido con el método de Maxima Verosimilitud (ML) de
las secuencias MAAR 2-13 y MAAR 17-16. EIl arbol muestra las relaciones filogenéticas
de las secuencias de los genes ARNr 16S de las arqueas obtenidas de las muestras
provenientes de Maritaro (en rojo). Los valores bootstrap sobre los nodos se obtuvieron
a partir de 100 repeticiones (solo los valores mayores al 50% estan indicados). Los
numeros en los apices de las ramas son los nimeros de acceso de las secuencias en
GenBank. Los corchetes y las leyendas en color indican el grupo taxonémico al que
pertenecen las secuencias. Las bacterias Aquifex pyrophilus y Thermotoga hypogea
fueron utilizadas como grupos externos. La escala inferior indica el numero de

sustituciones nucleotidicas por sitio.
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Figura 14. Arbol filogenético construido con el método de Maxima Verosimilitud (ML) de
las secuencias MAAR 2-13 y las secuencias individuales agrupadas en el OTU 1 (Grupo
de “Acidianus” de Maritaro). El arbol muestra las relaciones filogenéticas de las
secuencias de los genes ARNr 16S de las arqueas obtenidas de las muestras
provenientes de Maritaro (en rojo). Los valores bootstrap sobre los nodos se obtuvieron
a partir de 100 repeticiones (solo los valores mayores al 50% estan indicados). Los
numeros en los apices de las ramas son los nimeros de acceso de las secuencias en
GenBank. Los corchetes y las leyendas en color indican el grupo taxonémico al que
pertenecen las secuencias. Las bacterias Aquifex pyrophilus y Thermotoga hypogea
fueron utilizadas como grupos externos. La escala inferior indica el numero de
sustituciones nucleotidicas por sitio.
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7.9.1 Arbol patrén

La figura 10 que corresponde al arbol patron obtenido por el método de
Neighbor-Joining, muestra las relaciones filogenéticas existentes entre las secuencias
homologas a MAAR 2-13 y MAAR 16-17, descargadas del GenBank con fines
comparativos. Estas secuencias se agruparon de manera consistente, quedando
definidos los ordenes Sulfolobales, Thermoproteales y Desulfurococcales del phylum
Crenarchaeota. Las secuencias pertenecientes a los phyla Nanoarchaeota vy
Euryarchaeota sirvieron como un grupo externo adicional al de las secuencias
bacterianas. Este arbol se utilizé como “marco evolutivo” para determinar las relaciones

filogenéticas de las secuencias obtenidas en este trabajo.

En los arboles que se muestran en las figuras 11 a 13, estan incluidas las
secuencias que se obtuvieron en este trabajo; éstos presentaron una topologia similar,

independientemente del método utilizado.
7.9.2 Secuencia MAAR 2-13

La secuencia MAAR 2-13, representativa del OTU 1, quedd agrupada con las
secuencias pertenecientes a diferentes especies descritas del género Acidianus y con
otras secuencias de origen ambiental relacionadas filogenéticamente con este género.
Su posicion dentro de este grupo esta soportada en los tres arboles (figuras 11 a 13),
por los valores de bootstrap sobre el nodo que indica que todas estas secuencias
comparten un ancestro comun: 100 (NJ), 98 (MP) y 100 (ML). En los arboles también se
puede observar que la secuencia MAAR 2-13 esta relacionada con mas cercania tanto
a Acidianus brierleyi 8954 (FJ154515) como a la secuencia de una arquea no cultivable
(clona AN101; DQ831978). Sin embargo, estas relaciones no estan muy bien definidas
como lo indican los bajos valores de boostrap. Finalmente, y de manera mas general,
los arboles nos muestran que la secuencia MAAR 2-13 pertenece al orden Sulfolobales
del phylum Crenarchaeota.
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7.9.3 Secuencia MAAR 16-17

La secuencia MAAR 16-17, representativa del OTU 2, qued6 agrupada con las
secuencias pertenecientes al orden Thermoproteales del phylum Crenarchaeota. Esta
secuencia forma un grupo monofilético al compartir un ancestro comun con las arqueas
cultivables de los géneros Pyrobaculum y Thermoproteus. Este grupo incluyé también,
secuencias de arqueas no cultivables obtenidas a partir de muestras ambientales
colectadas en pozas termales de Yellowstone (clona YNP ObP A166; DQ243761)
(Meyer-Dombard et al., 2005) e Islandia (clonas Hverd043A y Hverd156A; DQ441485 y
DQ441488, respectivamente) (Kvist et al., 2007). En dos de los arboles filogenéticos
(figuras 11 y 13, respectivamente) la relacion de la secuencia MAAR 16-17 con el grupo
de secuencias antes mencionadas esta soportada por los valores de bootstrap sobre el
nodo que las conecta (100% en ambos casos). A su vez, este grupo comparte un
ancestro comun con Thermocladium modestius (AB005296), soportado por los valores
de bootstrap para ese nodo. Esto ultimo sugiere que la secuencia MAAR 16-17
pertenece a la familia Thermoproteaceae. El arbol obtenido por el método de maxima
parsimonia (MP) presenta una topologia diferente del clado que define al orden
Thermoproteales al compararla con los otros métodos. En éste, la secuencia MAAR 16-
17 forma un grupo con las especies del género Thermoproteus aunque con un valor de
bootstrap inferior al 50%. Sin embargo, el valor de bootstrap sobre el nodo donde se
bifurcan las secuencias de Pyrobaculum y Thermoproteus (99%), sugiere nuevamente
que nuestra secuencia pertenece a la familia Thermoproteaceae y que la relacion con
alguna de las secuencias ya reportadas en incierta. En los arboles obtenidos por NJ y
ML se observa que aunque la secuencia MAAR 16-17 y el grupo que incluye a las
secuencias de Pyrobaculum y Thermoproteus se derivan de una secuencia ancestral
comun, la relacion con alguna secuencia particular de ese grupo no esta bien definida.
En otras palabras, la secuencia MAAR 16-17 se bifurca mucho antes que el resto de las
secuencias. Todo lo anterior sugiere que esta secuencia podria pertenecer a una

especie o incluso a un género novedoso dentro del orden Thermoproteales.
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7.9.4 Grupo de “Acidianus” de Maritaro

La figura 14 muestra el arbol filogenético que se construyd con la secuencia
MAAR 2-13 y varias de las secuencias agrupadas en el OTU 1 que tuvieron la misma
orientacion. El arbol nos sugiere que las todas las secuencias incluidas en el OTU 1
pertenecen a una poblacidn de la misma especie de arquea ya que forman un clado en
el que comparten un ancestro comun (nodo con valor de bootstrap del 100%). Ademas,
el numero de sustituciones nucleotidicas entre las secuencias analizadas es minimo si
se toma en cuenta la longitud de la escala (barra en la parte inferior de la figura). Esto
ultimo nos sugiere que las secuencias analizadas son casi idénticas entre si. No
obstante, las diferencias existentes entre las secuencias de los genes ribosémicos de
esta poblacion pueden atribuirse a variaciones alélicas entre los miembros de la
poblacion, a la incorporacién de errores por la polimerasa utilizada en la reaccién de
PCR y/o a errores de secuenciacion (Barns et al., 1994). Este grupo se designé como
el grupo de “Acidianus” de Maritaro debido a que comparten un ancestro comun con
algunas especies de este género de arqueas (Acidianus brierleyi 8954 y A.
tengchongensis; FJ154515 y AF226987, respectivamente), aunque con un valor bajo de
bootstrap sobre el nodo que conecta a ambos grupos (51%). Sin embargo, este
subgrupo quedo incluido en el grupo que relaciona a todas las secuencias de Acidianus
consideradas en este analisis (nodo con valor de bootstrap de 98%). Es importante
destacar que la topologia de este arbol es muy similar a la que presentan los arboles
donde solamente se incluyé la secuencia MAAR 2-13. Todo lo anterior sugiere que las
secuencias del OTU 1 pertenecen al orden Sulfolobales y considerando los resultados
de los analisis previos, se sugiere que la secuencia MAAR 2-13 pertenece a una

especie de arquea no descrita dentro del género Acidianus.
7.10 indice de diversidad de Shannon

El significado del valor numérico del indice de diversidad de Shannon se explico
en la seccion de materiales y métodos. El valor numérico que se obtuvo fue de H' =
0.29. Dado que el valor es muy proximo a cero se puede concluir que la diversidad de
arqueas en el manantial de Maritaro es baja.
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VIIl. DISCUSION

El propdsito principal de este trabajo fue estudiar la diversidad microbiana del
manantial termal acido de Maritaro ubicado en el campo geotérmico de Los Azufres,
Michoacan mediante métodos independientes del cultivo. Para cumplir con los objetivos
planteados, se aislo el ADN a partir de muestras ambientales tomadas en pozas de lodo
con valores de pH y temperatura distintos, se amplificaron los genes que codifican para
el ARN ribosémico 16S de bacterias y arqueas y se realizaron los analisis filogenéticos
con las secuencias obtenidas para determinar la diversidad microbiana del lugar en
base a sus relaciones evolutivas. Esta aproximacion fue adoptada para nuestro trabajo
ya que, en principio, permite el acceso al ADN de todos los microorganismos presentes
en la muestra, sean cultivables o no (Pace 1997; Hugenholtz 2001). Sin embargo, en la
practica no siempre es posible acceder a todos los miembros que conforman una
comunidad microbiana en un ambiente determinado debido a que existen limitaciones
propias de la metodologia en cada una de sus etapas como son: la extraccion
diferencial del ADN gendémico o la degradacion de éste, sesgos en la amplificacion de
los genes ribosomicos 16S por parte de los oligonucleétidos seleccionados debido a su
especificidad, introduccion de mutaciones y formacion de secuencias quiméricas
durante la reaccion de PCR, diferencias en la eficiencia de la clonacién de los
fragmentos amplificados, entre otras (von Wintzingerode et al., 1997). Pese a estas
limitaciones, la mayor virtud de esta metodologia es que permite el acceso a
microorganismos no cultivables que se encuentran en una muestra ambiental
determinada, superando asi a los métodos microbioldgicos tradicionales que so6lo son
capaces de recuperar aproximadamente el 1% de la diversidad microbiana que reside
en un ambiente particular (Amann et al., 1995; Pace 1997).

La obtencion de ADN metagendmico integro y libre de sustancias contaminantes
es un paso crucial para el éxito en este tipo de estudios. En este trabajo se confront6
desde el principio con la dificultad para obtener ADN de buena calidad utilizando el
método descrito por Hetzer et al. (2007). Este método fue utilizado con éxito en la
extraccion de ADN a partir de muestras de agua colectadas en Champagne Pool, un
manantial termal y ligeramente acido ubicado en Waiotapu, Nueva Zelanda (pH de 5.5y
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temperatura cercana a los 75°C). En nuestro caso, no pudimos obtener ADN a partir de
la muestra proveniente del punto 1 con este método y el ADN obtenido de las muestras
tomadas en los puntos 2 y 2’ se degradd rapidamente en varias ocasiones (figura 2).
Las razones de que haya ocurrido lo anterior pudieron ser dos principalmente: (1) el
ADN se degrada en condiciones acidas debido a la depurinizacidén de la molécula y (2)
la union del ADN a la superficie de particulas muy finas o arcillas presentes en el medio
se incrementa conforme disminuye el pH, lo que dificulta su extraccidn o compromete
su pureza debido a la coextraccion de esos componentes (Herrera y Cockell, 2007;
Mitchell y Takacs-Vesbach, 2008). Debido a estos problemas se optd por utilizar un kit
comercial disefiado especialmente para extraer ADN a partir de muestras ambientales
de agua. Con este kit se pudo obtener ADN integro y limpio a partir de las muestras
tomadas en los puntos 2 y 2’ de Maritaro (figura 3). Sin embargo, aun con este
protocolo que incorpora pasos cruciales en la purificacion del ADN (uso de columnas;
ver métodos) no se logro obtener ADN de la muestra colectada en el punto 1 y por esta

razon, no se trabajé mas con esta muestra.

Con el ADN metagendémico aislado de los puntos 2 y 2° se amplificaron
correctamente los genes ribosomicos 16S de las arqueas presentes en Maritaro (Figura
4). Estos genes fueron clonados en el vector pGEM-T Easy y transferidos a E. coli y 24
clonas positivas fueron seleccionadas al azar de un total de 240. Los fragmentos
clonados fueron secuenciados y con las secuencias se realizaron los analisis
bioinformaticos correspondientes, se ensamblaron contigs con dos grupos de
secuencias: MAAR 2-13 y MAAR 16-17. Con estas secuencias ensambladas se
realizaron analisis filogenéticos con diferentes métodos y como resultado principal de
este trabajo se encontré que la secuencia MAAR 2-13 podria pertenecer a una nueva
especie de arquea dentro del género Acidianus (orden Sulfolobales), mientras que la
secuencia MAAR 16-17 podria provenir de un género no reportado de arquea dentro del
orden Thermoproteales. Estos resultados son interesantes ya que en diferentes
estudios realizados en otros manantiales termales acidos del mundo con diferentes
rangos de temperatura y pH, se han encontrado secuencias relacionadas
filogenéticamente con el género Acidianus o con otros miembros del orden Sulfolobales

e incluso las especies cultivadas de este género se han aislado de ambientes
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semejantes a Maritaro en términos fisicoquimicos (Kvist et al., 2005, 2007; Huber y
Prangishvili, 2006). A su vez, también se han encontrado secuencias y aislado arqueas
del orden Thermoproteales en otros manantiales semejantes al estudiado en este
trabajo (Huber et al., 2006). Todo lo anterior sugiere que los ordenes Sulfolobales y
Thermoproteales estan representados en Maritaro por las dos secuencias no
reportadas y de manera general sugiere que en los manantiales termales acidos se
encuentran muy a menudo organismos pertenecientes a estos dos ordenes del phylum
Crenarchaeota. Esto ultimo coincide con los patrones de abundancia y distribucion de
los miembros de estos dos ordenes encontrados en Yellowstone por Inskeep et al.
(2010) quienes reportaron que en los manantiales termales acidos con valores de pH
mas bajos (2.5 y 3.0) las secuencias relacionadas filogenéticamente al orden
Sulfolobales estuvieron mejor representadas (i. e. fueron dominantes con
aproximadamente un 60% del total de las secuencias obtenidas) en comparacién con
las secuencias relacionadas a los miembros de los érdenes Desulfurococcales (~12%) y
Thermoproteales (~5%). En manantiales con valores de pH ligeramente acidos (6.1) o
neutros las secuencias relacionadas al orden Thermoproteales estuvieron mejor
representadas (~50%) en comparacion con las relacionadas al orden Sulfolobales
(Inskeep et al., 2010). Los manantiales 2 y 2’ de Maritaro estudiados en este trabajo
tuvieron valores de pH de 2.5 y 3, respectivamente, al momento del muestreo y de
manera semejante a los resultados reportados por Inskeep et al. (2010), los resultados
de este trabajo demuestran que del total de secuencias obtenidas y analizadas el
91.3% estan relacionadas al género Acidianus (Sulfolobales) y el 8.7% estan
relacionadas al género Thermoproteus (Thermoproteales). En otro trabajo realizado por
Stout et al. (2009) se estudio la diversidad de bacterias y arqueas de diferentes
manifestaciones termales con pH acido en la isla de Santa Lucia (Antillas Menores) y se
encontré, de forma semejante a lo obtenido en este trabajo, que las secuencias
relacionadas al género Acidianus aparecieron con mayor frecuencia en la biblioteca
gendmica construida a partir de los genes ribosémicos 16S de arqueas, dominando
sobre la presencia de otros grupos de arqueas termofilicas incluyendo a las
relacionadas al orden Thermoproteales. La predominancia de secuencias provenientes

de organismos relacionados con Acidianus también se ha encontrado en otras zonas
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geotérmicas, por ejemplo, en una poza a 98 °C y con un pH de 3.0 en la isla de
Montserrat (Galway’s Soufriére) (Burton y Norris, 2000) y en solfataras acidas del
campo Pisciarelli en Napoles, Italia (Kvist et al., 2005). Los resultados obtenidos en este
trabajo y los obtenidos por Burton y Norris (2000), Kvist et al. (2005) y Stout et al.
(2009) muestran una tendencia que sugiere que los organismos relacionados
filogenéticamente al género Acidianus son los miembros dominantes de la comunidad
de arqueas en los manantiales termales acidos estudiados en cada trabajo
mencionado. Sin embargo, en el estudio de diversidad microbiana realizado por Siering
et al. (2006) en diferentes manifestaciones termales con pH acido localizadas en el
Parque Volcanico Nacional de Lassen (California, E. U. A.) se obtuvieron diferentes
secuencias provenientes de arqueas relacionadas a los ordenes Sulfolobales vy
Thermoproteales principalmente, pero ninguna relacionada filogenéticamente con
Acidianus y, por lo tanto, no refleja los resultados obtenidos en éste y otros trabajos
antes mencionados respecto a la dominancia de este género. Las diferencias en la
diversidad de microorganismos encontrados en diferentes sistemas geotérmicos puede
deberse, a su vez, a las diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de cada region
que controlan la composicion de especies en una comunidad dada (Stout et al., 2009;
Inskeep et al., 2010). No obstante, las diferencias observadas también pueden deberse
a los sesgos inherentes de la metodologia utilizada en éste y en los otros trabajos
mencionados como son: la amplificacion preferencial de los genes ribosémicos 16S de
los miembros mas abundantes de la comunidad con la exclusion de los
microorganismos poco abundantes o bien porque los oligonucleétidos seleccionados
pueden amplificar selectivamente los genes de ciertos grupos taxondmicos con los
cuales pueden hibridar mas eficientemente durante la reaccion de PCR (von
Wintzingerode et al., 1997).

Las especies del género Acidianus son organismos termoacidofilos, crecen en
rangos de temperatura de 45 a 96 °C y en rangos de pH de 0.35 a 6.0, son aerobios
facultativos, quimiolitétrofos y autotrofos al utilizar al CO, como unica fuente de carbono
(Plumb et al., 2007). Ademas, los miembros de este género pueden oxidar o reducir
azufre elemental (S°) u oxidar sulfuros metalicos y Fe** en presencia de oxigeno (Huber

y Prangishvili, 2006; Plumb et al., 2007). Considerando todas estas caracteristicas y en
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particular la capacidad de fijar CO,, el organismo representado por la secuencia MAAR
2-13, considerado tentativamente en este trabajo como una nueva especie de
Acidianus, pudiera desempenfar el papel de productor primario en Maritaro tomando en
cuenta que su abundancia numérica, las condiciones fisicoquimicas y la composicion

geoquimica de Maritaro, favorecen esta situacion.

Por otro lado, los miembros del orden Thermoproteales son termofilos o
hipertermofilos que crecen en rangos temperatura de 45 a 102 °C y en rangos de pH de
2.5 a 9.0 (rango optimo de 4.0 a 6.0), pueden crecer anaerébicamente o de manera
facultativa y pueden ser quimiolitétrofos facultativos o heterétrofos obligados (Huber et
al., 2006). El organismo representado por la secuencia MAAR 16-17, considerado aqui
como un nuevo geénero dentro del orden Thermoproteales, pudiera participar en la
comunidad como consumidor si fuese heterétrofo obligado o bien como productor
primario y consumidor si fuese quimiolitétrofo facultativo. Esta propuesta se plantea
tomando en cuenta que en Maritaro existen las condiciones para que esto ocurra, ya
que ademas de contar con las condiciones fisicas y geoquimicas pertinentes,
constantemente entra al sistema materia organica compleja derivada principalmente de

plantas.
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IX. RESUMEN DE RESULTADOS

. La diversidad de Arqueas en el manantial termal de Maritaro es reducida.

. El manantial alberga a dos especies previamente no reportadas: una dentro del
geénero Acidianus (Sulfolobales) y la otra dentro del orden Thermoproteales que
podrian representar géneros distintos a los ya descritos.

Acidianus sp. es dominante en el manantial de Maritaro (91.3%) y su papel
ecologico principal puede ser el de productor primario.

. El nuevo género del orden Thermoproteales es el menos abundante (8.7%) y su
papel principal puede ser el de consumidor.
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X. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que en el manantial de
Maritaro existen nuevas especies de arqueas hipertermofilicas endémicas
pertenecientes a los 6rdenes Sulfolobales 'y Thermoproteales.
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Xl. PERSPECTIVAS

. Secuenciar el metagenoma obtenido en el manantial termal de Maritaro y realizar
un analisis bioinformatico y funcional para determinar el potencial metabdlico de
los organismos presentes.

. Cultivar y caracterizar las arqueas encontradas en este estudio.
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