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Resumen

La zona geotermal de Arard, Michoacan, presenta manantiales termales que
contienen tapetes microbianos termdéfilos. Las altas temperaturas y las elevadas
concentraciones de arsénico representan un reto para la sobrevivencia de los
microorganismos. En este trabajo se analiza la diversidad taxonémica y funcional
de los tapetes microbianos del sistema hidrotermal Tina-Bonita utilizando un
enfoque metagendémico. Para conocer la composicion taxondmica de la comunidad
se secuencio la region hipervariable V4 de los genes ribosomales 16S y 18S para
bacterias/arqueas y eucariotas, respectivamente. Se obtuvieron 84,552 secuencias
de las cuales el 99.7% corresponden al Dominio Bacteria, el 0.27% a Eucarya y el
0.03% mostraron alta identidad con el dominio Archaea. También, se identificaron
186 unidades taxonémicas operacionales (UTOs); con homologia a una arquea del
género Methanomethylovorans (Euryarchaeota) y a dos algas de las especies
Antithamnionella spirographidis (Rhodophyta) y Ankylochrysis lutea (Ochrophyta).
Los 183 UTOs restantes corresponden a 22 divisiones bacterianas; siendo las
proteobacterias las de mayor diversidad, mientras que las Chloroflexi fueron las mas
abundantes. Chloroflexus aurantiacus y Cyanobacterium aponinum suponen casi el
80% de las lecturas generadas. Los indices ecolégicos Shannon, Simpson vy
equitabilidad sugieren que esta comunidad tiene una diversidad microbiana que va
de moderada a baja. El analisis metagenémico permitié conocer la diversidad de
genes presentes en los tapetes microbianos, tales como aquellos asociados a la
respuesta a estrés (50,614 lecturas) entre los cuales destacan los de choque
térmico, estrés oxidativo, osmatico y por acidos. El metagenoma también revel6 las
principales rutas metabdlicas y las funciones relevantes en los ciclos
biogeoquimicos del nitrdgeno, azufre y carbono. Fue interesante que mediante una
comparacion del metagenoma con otras comunidades microbianas se observé una
gran similitud de la diversidad genética y funcional con comunidades tan complejas
como las de suelos agricolas y de bosque. Finalmente, se detectd la presencia de
genes arsB (bomba de expulsion de arsenito) y arsC (arsenato reductasa) en 21 de
37 cepas de Bacillus hipertolerantes al Arsénico, aisladas de los tapetes

microbianos. La comunidad microbiana del tapete presenta una moderada



diversidad de especies y una gran diversidad genética que se iguala a la de otros

tapetes y comunidades del suelo.

Palabras clave: Bacterias, extremofilos, arsénico, metagendémica, genes

ribosomales.



Abstract

The geothermal zone of Arard, Michoacan, presents hot springs with
thermophilic microbial mats. High temperatures and high concentrations of arsenic
represent a challenge for the survival of microorganisms. In this work was analyzed
the taxonomic and functional diversity of microbial mats from the Tina-Bonita
hydrothermal system using a metagenomic approach. To know the taxonomic
diversity of this community, we sequenced the hypervariable V4 region of the
conserved ribosomal genes 16S/18S for bacteria/archaea and eukaryotes,
respectively. We obtained 84,552 rRNA sequences, 99.7% belong to Bacteria
Domain, 0.27% to Eukarya and just 0.03% to Archaea. Also, 186 operational
taxonomic units (OTUs), one archaea of the genus Methanomethylovorans
(Euryarchaeota) and two algae of the species Antithamnionella spirographidis
(Rhodophyta) and Ankylochrysis lutea (Ochrophyta) were identified. The remaining
183 OTUs correspond to 22 bacterial divisions; the Proteobacteria being the most
diverse, while the Chloroflexi were the most abundant. Chloroflexus aurantiacus and
Cyanobacterium aponinum account for almost 80% of the readings generated. The
ecological indexes of Shannon, Simpson and equitability suggest that this
community has a microbial diversity ranging from moderate to low. The
metagenomic analysis allowed to know the functional diversity present in the
microbial mats, as well as genes associated with the stress response (50,614
readings), among which thermal shock, oxidative, osmotic and acid stress stand out.
The metagenome also revealed the main metabolic pathways of the mats and
relevant functions in the biogeochemical cycles of nitrogen, sulfur and carbon. It was
interesting to observe that a comparison of the metagenome with other microbial
communities showed a great similarity of genetic and functional diversity with
communities as complex as those of agricultural and forest soils. Finally, the
presence of genes arsB (arsenite-specific efflux pump) and arsC (arsenate
reductase) was detected in 21 of 37 Bacillus strains hypertolerant to arsenic, isolated

from microbial mats. The microbial community of the mat presents a moderate



diversity of species and a great genetic diversity that is equal to that of other mats

and soil communities.



Introduccion general

Los tapetes microbianos son ecosistemas bénticos, verticalmente
estratificados y autosuficientes, que se desarrollan en una interface liquida/sélida.
Estan formados por diversos microorganismos embebidos en una matriz de
exopolisacaridos que ellos mismos producen, lo que permite estrechas
interacciones entre organismos con distintas capacidades metabdlicas (Bolhuis et
al. 2014; Bonilla-Rosso et al. 2012; Ley et al. 2006).

El registro fésil de los tapetes microbianos se remonta miles de millones de
afios al pasado de la Tierra, con fésiles de 3.7 Ga (giga-annum) y 3.4 Ga
representando junto a los estromatolitos los ecosistemas mas antiguos conocidos
(Tice y Lowe, 2004; Tice y Lowe, 2006; Allwood et al. 2006; Westall et al. 2006;
Noffke et al. 2013), demostrando su éxito como ensamble ecolégico dado por su
estructura estable, variabilidad metabdlica, y gran capacidad adaptativa al

responder a los cambios ambientales (van Gemerden, 1993).

Figura 1. Tapetes microbianos de ambientes extremos localizados alrededor del
mundo. Se observa la morfologia multi-laminada tipica de estas comunidades, notandose

las capas de diversos colores que se sobreponen.



Los tapetes microbianos estan ampliamente distribuidos por el globo terrestre
(Gerdes, 2010), aunque su presencia se limita a ambientes extremos (Figura 1).
Existen tres explicaciones para ello: la depredacion por parte de los eucariotas,
quienes generalmente no sobreviven en condiciones ambientales adversas (Cohen,
1989), la competencia con otras comunidades microbianas no basadas en la
fotosintesis (Awramik, 1971) y finalmente, se ha sugerido que la disminucion de CO2
puede ser un factor delimitante para su florecimiento (Rothschild y Mancinelli, 1990).
Los principales ambientes en los que estas comunidades se desarrollan son: pozas
hipersalinas (Ley et al. 2006; Harris et al. 2013; Ruvindy et al. 2016), ambientes
psicrofilos (Bottos et al. 2008; de los Rios et al. 2015; Peeters et al. 2012), zonas
costeras (Armitage et al. 2012; Bolhuis et al. 2013), lagos alcalinos (Schultze-Lam
et al. 1996), y manantiales termales (Coman et al. 2013; Lacap et al. 2007;
Mackenzie et al. 2013; Portillo et al. 2009; Ward et al. 1998).

Estructura y diversidad microbiana

La organizacién general de un tapete microbiano consiste de una estructura
multicapa, con el estrato superior en contacto intimo con la columna de agua, donde
hay una mayor concentracion de oxigeno, asi como mayor intensidad luminosa,
mientras que el estrato inferior es una zona andxica, con escasa luminosidad, y una
elevada concentracion de sulfatos, en la cual se llevan a cabo procesos metabdlicos
estrictamente anaerobios (Villanueva, 2011). Esta estructura laminada es originada
por los microgradientes fisicoquimicos de oxigeno y sulfuro de hidrogeno (H2S),
mismos que son generados y modificados por la actividad microbiana, como
consecuencia se producen nichos ecoldgicos para grupos funcionales microbianos

especializados (Bolhuis et al. 2014).

Los tapetes microbianos los componen principalmente comunidades
bacterianas, aunque también se encuentran en pequefia proporcion arqueas y
eucariotas (Casamayor et al. 2002), estos ultimos particularmente abundantes en
ambientes costeros (Bolhuis et al. 2013). Los principales grupos taxondmicos

bacterianos son las Cyanobacteria, Chloroflexi, Chlorobi, Firmicutes,



Proteobacterias y Bacteroidetes, muchas otras divisiones se han registrado, sin

embargo, estas son las mas frecuentes (Prieto-Barajas et al. 2018).

La diversidad microbiana en este ecosistema esta en gran parte dada por la
diversidad quimica de los microgradientes, y como resultado gran numero de nichos
ecolégicos disponibles para la inclusién de microorganismos especialistas (Ley et
al. 2006). La complejidad del tapete incrementa si, ademas, se considera que las
propiedades quimicas fluctian con el ciclo circadiano, la estacionalidad y la
heterogeneidad espacial a micro y macro-escala (Harris et al. 2013; Bolhuis et al.
2014).

Los tapetes microbianos son de dos naturalezas, aquellos basados en la
fotosintesis y los que carecen de este gremio, en general presentan algunas
caracteristicas fisicas comunes, tales como: la cooperatividad fisiolégica de los
microorganismos, presencia de substancias poliméricas extracelulares (EPS),
afinidad a las interfaces y sustratos, y finalmente la fuerte tendencia a la agregacién
microbiana (Gerdes, 2010).

Metabolismo microbiano asociado a los tapetes microbianos

Los microorganismos habitantes del tapete llevan a cabo procesos
metabdlicos estrechamente acoplados que catalizan la transformacién del carbono,
nitrogeno, azufre, entre otros. De manera recurrente los grupos funcionales
microbianos que se encuentran son: las bacterias fotosintéticas oxigénicas y
anoxigénicas , bacterias reductoras del sulfato, ademas de heterotrofas aerobias,
fermentadoras, nitrificantes, desnitrificantes y arqueas metandgenas (Figura 2) (van
Gemerden, 1993).

La fotosintesis representa la productividad primaria del tapete, durante el dia,
esta se lleva a cabo en las capas superiores, mientras que, en las noches, cambia
completamente la quimica del tapete y la columna de agua se convierte en un
ambiente andxico y con altas concentraciones de sulfuro de hidrégeno (H2S), esto
como consecuencia directa de la reduccion del sulfato (Harris et al. 2013).
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Figura 2. Modelo de tapete microbiano con los principales grupos funcionales
microbianos asociados y las principales especies quimicas que se ciclan dentro de la
comunidad.

Las seis divisiones bacterianas que tienen la capacidad de llevar a cabo la
fotosintesis se han encontrado en tapetes microbianos, por ejemplo: Cyanobacteria,
la Unica division bacteriana con fotosintesis oxigénica, forma parte de todos los
tapetes fotosintéticos y suele ser muy abundante en todas las condiciones
ambientales: termdfilos, oligotréficos, hipersalinos, costeros, y psicréfilos (Prieto-
Barajas et al. 2017), de entre todas ellas Synechococcus es un género unicelular
que es muy frecuente en estas comunidades (Ward et al. 2006); Chloroflexi,
bacterias verdes no azufrosas, comunmente encontradas en tapetes fotosintéticos,
son muy abundantes junto a las cianobacterias (van der Meer et al. 2010), los
géneros mas comunes son Chloroflexus (Ward et al. 1998) y Roseiflexus (Portillo et
al. 2009); Chlorobi, bacterias verdes del azufre, anaerobias, son poco comunes y
en bajas densidades en los tapetes; Proteobacterias, las bacterias purpuras

fotosintéticas son frecuentes en los tapetes: las subdivisiones a-Proteobacterias, B-
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Proteobacterias, y-Proteobacterias se encuentran en tapetes hipersalinos, costeros,
termdfilos, y oligotroficos (Bolhuis et al. 2014; Bonilla-Rosso et al. 2012);
Heliobacterias, Firmicutes fotosintéticas que se han registrado en algunos pocos
tapetes termdfilos, forman parte de la comunidad en pequefas proporciones
(Kimble et al. 1995); y finalmente, las acidobacterias fotosintéticas han sido
encontradas en tapetes termdfilos siendo en estos ultimos de donde fue aislada

Chloracidobacterium thermophilum (Tank y Bryant, 2015).

Las bacterias reductoras de sulfato (BRS) son microorganismos anaerobicos
que se caracterizan por utilizar al sulfato como aceptor final de electrones en la
degradacion de compuestos organicos (Muyzer y Stams, 2008), estos tienen la
capacidad de reducir no solo sulfatos sino también una gran variedad de
compuestos azufrosos: tiosulfatos, sulfitos, y azufre elemental a sulfuro, asi como
nitratos y nitritos a amonio (Moura et al. 1997). Este grupo biolégico funciona
ecolégicamente como un vinculo de los ciclos biogeoquimicos del carbono,
nitrogeno y azufre en ambientes anaerobios. Sin embargo, las BRS toleran, y
proliferan en presencia de oxigeno e incluso son capaces de respirarlo, en tapetes
microbianos se ha observado su distribucién espacial tanto en la zona 6xica como

anoxica traslapandose con los gradientes de sulfuro (Fike et al. 2008).

Los microorganismos heterétrofos tienen dos importantes funciones: los
heterétrofos aerobios requieren el oxigeno producido durante la fotosintesis (por los
fotétrofos) como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria, eliminandolo
del tapete y propiciando un ambiente andxico para los metabolismos anaerobios.
Mientras que los microorganismos anaerobios a través de la fermentacion liberan a
la comunidad compuestos que funcionan como sustratos principalmente para las

bacterias reductoras de sulfato y las arqueas metandgenas.
Tapetes microbianos como modelo biolégico

El estudio de los tapetes microbianos se remonta décadas al pasado, y si
bien han sido analizados a través de cultivo microbiano (Nold et al. 1996), técnicas
de microscopia (de los Rios et al. 2015), técnicas moleculares (Ferris y Ward, 1997)

y finalmente con las disciplinas 6émicas principalmente la metagenémica (Bonilla-
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Rosso et al. 2012; Harris et al. 2013; Inskeep et al. 2013), aun se desconocen
aspectos basicos y cruciales del funcionamiento de estas en ocasiones sencillas y
en otras complejas comunidades, sin embargo, se han consolidado como
laboratorios naturales, que semejan las primeras comunidades biolégicas que se
formaron sobre la faz de la Tierra, y ha surgido el interés de utilizarlos como modelos
biolégicos de comunidades microbianas (Prieto-Barajas et al. 2018). Actualmente,
son un analogo de las primeras comunidades y su versatilidad a los cambios
ambientales, su capacidad de resistir y adaptarse a un nuevo ambiente y sobrevivir

los ha convertido en una ventana a la Tierra primitiva (Bebout et al. 2002).

Las investigaciones requieren de sistemas modelo, ya sea in silico o in situ,
para entender el origen y proliferacion de la vida sobre la Tierra. En este ultimo caso
los tapetes son una pieza fundamental pues representan ensamblajes ecoldgicos
tan antiguos que han sido cruciales en la transformacion de la atmosfera y la
biosfera terrestre (Hoehler et al. 2001; Kasting, 2001), son de las comunidades mas
antiguas que conocemos (Noffke et al. 2013) y pueden funcionar como un
laboratorio natural para la manipulacion de las condiciones fisicoquimicas del
pasado, presente e inferencias del futuro asi como de lugares fuera de la Tierra
(Foster y Mobberley, 2010).

Para entender el desarrollo de comunidades microbianas complejas en la
Tierra primitiva, y preponderantemente buscar sefnales de la actividad bioldgica de
estas que permitan rastrear vida fuera del planeta, tapetes obtenidos de Guerrero
Negro han sido cultivados y utilizados en experimentos de microcosmos en las
instalaciones de la NASA (National Aeronautics and Space Administration), en los
cuales las condiciones ambientales han sido modificadas de tal manera que se ha
cambiado la estructura de la comunidades considerablemente y con ello la firma de
biomarcadores lipidicos se ve afectada, las implicaciones de caracterizar estas
comunidades, sus actividades metabdlicas y los productos de las mismas son muy
importantes para buscar analogos en otros lugares del universo (Orphan et al.
2008).
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El estudio de los tapetes microbianos cobra especial relevancia al ser
modelos bioldgicos y laboratorios naturales para el analisis y entendimiento de las
dinamicas poblacionales, redes tréficas, e interacciones entre los distintos grupos
microbianos y sus actividades metabdlicas, asi como procesos evolutivos de
procesos tales como la transferencia horizontal de genes, la radiacion adaptativa y
la especiacion, ademas ofrece un campo de estudio de la vida en condiciones
ambientales extremas tal como se hipotetiza de la Tierra primitiva y sus primeras
comunidades biolégicas e incluso en la busqueda de vida fuera del planeta Tierra
(Paerl et al. 2000; Des marais, 2003; Ward et al. 1998).

Tapetes microbianos y sus aplicaciones

El estudio de las comunidades microbianas ha abierto la puerta a un sinfin
de aplicaciones biotecnolégicas en distintas ramas del quehacer humano. En el
caso de los tapetes microbianos no es diferente, las poblaciones bacterianas que
los conforman estan adaptadas a condiciones ambientales extremas lo que los hace
muy atractivos para su estudio y aplicacion en diferentes areas de la industria.
Algunas de estas aplicaciones son: el aislamiento de enzimas termoestables, el
tratamiento de aguas negras, la biorremediacion, acuacultura, produccion de
biohidrégeno, produccion de sustancias antimicrobianas y antibiéticas (Dobretsov
et al. 2010; Elleuche et al. 2015; Mahajan & Balachandran, 2017; Putri et al. 2010).

En el tratamiento de aguas negras se ha observado la proliferacion de
biopeliculas fotosintéticas que contribuyen al saneamiento del agua. Si bien las
bacterias heterotrofas toman la materia organica disuelta del agua muchos
nutrientes quedan suspendidos, por lo que son las bacterias fotosintéticas quienes
los extraen, principalmente los compuestos de nitrégeno y fésforo (nutrientes que
pueden promover la eutrofizacion si no son eliminados) y suministran oxigeno a la
corriente de agua (Schumacher et al. 2003). Las cianobacterias, microorganismos
predominantes en los tapetes fotosintéticos, tienen la capacidad de asimilar gran
variedad de compuestos nitrogenados, en contraparte se ha experimentado con
algas suspendidas para el tratamiento de aguas negras (Garcia et al. 2000) sin

embargo, los tapetes presentan gran ventaja al formar estructuras laminadas que
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pueden ser facilmente extraidas respecto a los multiples pasos de eliminar por
filtracion, sedimentacion y otras formas a las algas antes mencionadas (Roeselers
et al. 2008). Adicionalmente, la actividad fotosintética en los tapetes aumenta el pH
y como resultado los fosfatos se precipitan (Roeselers et al. 2008), y con ello
disminuyen las coliformes fecales (Schumacher et al. 2003). En pequenas plantas
de tratamiento de aguas negras, donde hay suficiente exposicion a la luz solar y
flujo es moderado es idoneo emplear estas comunidades en la limpieza de este vital
fluido.

Una vez que el nitrégeno (amonio, nitratos y nitritos) en sus diferentes formas
es retenido por los tapetes estos pueden ser utilizados como fertilizantes en los
campos de cultivo, por otro lado, las cianobacterias tienen la capacidad de fijar
nitrogeno atmosférico por lo que pueden ser usadas con este propdsito en la
agricultura, es decir como biofertilizantes (Roeselers et al. 2008). Por ejemplo, en el
cultivo de arroz se ha visto la eficacia de la fijacion de nitrégeno de la simbiosis de
Chara vulgaris con cianobacterias filamentosas de los géneros Anabaena, Nostocy
Calothrix (Ariosa et al. 2004). Ademas, una de las caracteristicas intrinsecas de los
tapetes microbianos es estar embebidos en una matriz de EPS ha sido utilizada y
se ha visto una mejoria en la retencion de la humedad del suelo, de hasta el 30%
(Mazor et al. 1996).

La comunidad del tapete tiene la capacidad de tomar materia organica y
metales pesados del ambiente que les rodea (Bender y Phillips, 2004), por lo tanto,
su uso en la biorremediacion de aguas contaminadas es prometedor. La remocion
de metales pesados, asi como radioisétopos, se lleva a cabo por diferentes
mecanismos: biosorcién (union de los iones metdlicos a la superficie de la
biopelicula, Davis et al. 2003), bioacumulacion (acumulacion intracelular de los
iones, Meylan et al. 2003) y precipitacion. Algunos factores que afectan la toma de
metales pesados son: las concentraciones de los cationes (Ca, Mg), la intensidad
luminosa, pH, la densidad de la biopelicula, la presencia de acidos humicos, y la
tolerancia a los metales pesados, asi como el tipo de exopolisacaridos (Mehta y
Gaur, 2005).
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Adicionalmente, los tapetes microbianos son utilizados en la acuicultura
como filtros naturales para la limpieza del agua y por tanto promover un aumento
de la productividad, asi como, para la produccion biolégica de hidrogeno, como
fuente de energia renovable, dado que las cianobacterias cuentan con un par de

hidrogenasas capaces de producir u oxidar el hidrogeno (Roeselers et al. 2008).
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Antecedentes

Tapetes termofilos del mundo

Entender la distribucion de la diversidad microbiana y los mecanismos
responsables de esos patrones es uno de los objetivos de la ecologia microbiana, y
es que, aunque los microorganismos son cruciales para el funcionamiento de la
biosfera, nuestro entendimiento de sus comunidades es aun muy limitado. Sin
embargo, el estudio exhaustivo de las comunidades modelo como los tapetes
microbianos es una opcidn que nos permite acceder a un mundo de estrechas
interacciones bioldgicas, y respuestas fisioloégicas comunitarias a las condiciones
abidticas del ambiente. Por lo que es crucial su estudio detallado, con las técnicas

mas avanzadas (Bonilla-Rosso et al. 2012; Harris et al. 2013; Inskeep et al. 2013).

Ahora bien, las manifestaciones superficiales del calor interno de la Tierra
incluyen manantiales termales, fumarolas hidrotermales y geiseres, crean las
condiciones ambientales ideales para el desarrollo de tapetes termofilos y por tanto

su distribucion esta estrechamente ligada a estos ambientes.

La temperatura, entre otros factores, es una fuerte limitante para los seres
vivos, desde las mas bajas temperaturas donde al interior de las células se forman
cristales de agua y se congelan, hasta las mas altas temperaturas donde las
biomoléculas se desnaturalizan y pierden sus funciones, en ambos casos las células
cesan sus actividades y los organismos perecen, sin embargo, los microorganismos
extremdfilos son capaces de sobrevivir y proliferar bajo condiciones muy extremas.
En el caso de los tapetes termdfilos fotosintéticos estos proliferan a altas
temperaturas que van de 50-75°C (Ward y Castenholz, 2000), la fotosintesis suele
ser el metabolismo dominante y por encima de los 75°C la clorofila se degrada lo

que ejerce un claro limite a estas comunidades (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Los tapetes microbianos fototroficos terméfilos, se ubican en diferentes
partes del mundo, los mejor caracterizados se encuentran en Tailandia (Portillo et
al. 2009) La Patagonia (Mackenzie et al. 2013), Rumania (Coman et al. 2013), el
Tibet (Huang et al. 2011) y Filipinas (Lacap et al. 2007). Sin embargo, hasta la fecha

los mas estudiados son los del parque nacional de Yellowstone (YNP) en EUA. Las
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cianobacterias se han caracterizado como el grupo microbiano mas abundante de
los tapetes termdfilos fotosintéticos (Ward et al. 1998), son capaces de colonizar los
lagos articos a muy bajas temperaturas, asi como los manantiales termales de
Yellowstone con altas temperaturas (de los Rios et al. 2015; Ferris y Ward, 1997).
Las formas filamentosas suelen dominar en los tapetes de psicréfilos a mesofilos
mientras que las formas unicelulares en los termdfilos (Mackenzie et al. 2013),
Mastigocladus, Calothrix y Synechococcus este ultimo unicelular han sido

ampliamente reportadas como representantes de estas comunidades.

El parque nacional de Yellowstone ostenta un sinfin de manantiales termales
con muy diversas condiciones ambientales (Inskeep et al. 2013). Los manantiales
Octopus y Mushroom son los mas analizados, pues se forman tapetes termafilos en
los canales efluentes, estos se caracterizan por ser estructuralmente muy sencillos,
con pocas laminas de microorganismos. Synechococcus se encuentra

frecuentemente y en abundancia.

La estructura de la comunidad, la distribucion de las poblaciones de S. lividus
y C. aurantiacus respondiendo a un gradiente de temperaturas (Ferris et al. 1996),
la observacién de ecotipos especificos de Synechococcus asociados a rangos de
temperaturas particulares (Ward et al. 2006), la respuesta de la comunidad
microbiana a graves perturbaciones ambientales tales como la eliminacion de los
principales productores del tapete (Ferris et al. 1997), el cultivo y estudio de aislados
cianobacterianos y heterétrofos aerobios (Ferris et al. 1996; Nold et al. 1996) son

algunas de las investigaciones realizadas en estos manantiales.

En otras partes del mundo se observa el mismo patrén donde las
cianobacterias son el componente predominante seguidas de Chloroflexi y
proteobacterias de distintas subdivisiones (Lacap et al. 2007; Coman et al. 2013), y
aunque lo comun es encontrar estas divisiones (Cyanobacteria y Chloroflexi) como
las dominantes, algunas excepciones muestran que otros grupos fotosintéticos
pueden ser éxitosos, como Chlorobi, que se ha mostrado dominante en

comunidades microbianas del Tibet (Lau et al. 2009). Si bien la estructura de estas
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comunidades se esta desenmarafnando, la funcionalidad, dinamica e interaccién

aun no son claras.

La metagendmica ambiental es una poderosa herramienta en el estudio de
la estructura y funciéon de las comunidades microbianas (Tringe et al. 2005). La
informacion sobre la diversidad taxondmica de las comunidades termofilas, su pool
genético y su potencial metabdlico seran de gran ayuda en la descripcion de la
biologia de estas comunidades. Klatt y colaboradores en 2011 usando este enfoque
metagenomico, caracterizaron la comunidad de fotétrofos habitando los canales de
flujo tanto de los manantiales Octopus como Mushroom, encontrando nuevos linajes
dentro de la divisién Chlorobi, asi como evidencia de un alto grado de transferencia

horizontal de genes inversamente proporcional a su relacion filogenética.

Inskeep y colaboradores (2013) utilizaron la metagendmica comparativa para
analizar 20 sitios geotermales en YNP, abarcando una amplia variedad de
condiciones fisicas y geoquimicas, incluyendo los siguientes ecosistemas: tapetes
fototréficos, comunidades filamentosas y sedimentos. Los resultados mostraron una
larga lista de capacidades metabdlicas asociadas a filotipos especificos, lo cual ha
permitido ver patrones en la distribucion de estas comunidades microbianas y de su
pool genético. Todos estos trabajos han sido realizados por distintos grupos de
investigadores de diferentes regiones del mundo, Een México también se han

llevado a cabo algunos estudios sobre tapetes microbianos.
Tapetes microbianos de México

México es un pais biolégicamente megadiverso, la confluencia de dos zonas
biogeograficas: la neartica y la neotropical, ademas, de la Faja Volcanica
Transmexicana (FVT) que divide al pais por un proceso de edificios volcanicos que
van del Océano Pacifico al Golfo de México, son algunas de las causas que han
dado como resultado multitud de ecosistemas terrestres y acuaticos. Bosques
nublados y templados, matorrales, pastizales, selvas humedas y secas, dunas
costeras, arrecifes, bosques de macroalgas por mencionar algunos (CONABIO), sin
embargo, también podemos encontrar gran variedad de ecosistemas

microscopicos, de los que destacan los ambientes extremos que por definicion
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presentan condiciones fisicoquimicas que limitan la vida, algunos de estos son, por
ejemplo, ambientes oligotréficos como Cuatro Ciénegas (Bonilla-Rosso et al. 2012),
zonas hipersalinas como Guerrero Negro (Harris et al. 2013; Ley et al. 2006) y los

campos geotermales como Araro6 (Prieto- Barajas et al. 2017).

Al norte de pais en el desierto de Chihuahua en Coahuila se ubica la cuenca
de Cuatro Ciénegas, esta presenta manantiales, estanques, ciénegas y corrientes
cuyas aguas presentan las menores concentraciones de fésforo en aguas
continentales (Elser et al. 2005; Minckley y Cole, 1968), lo cual ejerce una fuerte
presion selectiva sobre las comunidades bioldgicas, por lo que se ha colocado como
uno de los lugares con mayor numero de endemismos bioldgicos, el mas alto para
Norteamérica (Stein et al. 2000), los principales grupos son invertebrados y
vertebrados acuaticos, virus e incluso bacterias (Alcaraz et al. 2008; Badino et al.
2004; Breibart et al. 2009). El desarrollo de tapetes microbianos en algunos de los

manantiales ya se ha analizado y se han encontrado cosas interesantes.

La composicion taxondmica y la estructura de los tapetes microbianos
oligotroficos de manantiales estables en comparacién a los que presentan sequias
periddicas ha revelado que los constantes cambios ambientales limitan la diversidad
microbiana y que en las comunidades no perturbadas proliferan mayor variedad de
grupos bacterianos. El analisis de los genes ribosomales de rRNA 16S mostré que
el tapete verde (green pool) presentd la mayor diversidad, sin UTOs dominantes, y
caracterizado por taxa fotosintéticos, principalmente cianobacterias y otros grupos
bacterianos: heterotrofos, Clostridia y v/¢/2 proteobacterias, por otro lado, el tapete
rojo (red pond) posee una baja diversidad con dominancia del género
Pseudomonas, y principalmente taxa heterotrofos. Muy pocos UTOs son
compartidos entre los tapetes. Tanto el ambiente estable como el perturbado, han
permitido la formacién de dos comunidades muy distintas, complejas y
funcionalmente diversas en un ambiente extremo oligotréfico (Bonilla-Rosso et al.
2012).

Al norte de Baja California Sur se ubica Guerrero Negro Exportadora de sal
S.A., una extensa area con pozas hipersalinas y afloramiento de tapetes
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microbianos. Debido a las altas concentraciones salinas de la zona resulto
inesperada la gran diversidad bioldgica, y el alto grado de organizacion de las
comunidades microbianas de estos tapetes, altamente estructurados acorde al
microgradiente quimico. Un analisis de la distribucidon microbiana en relacion a la
profundidad del tapete, arrojo interesantes resultados: las cianobacterias aunque
presentes en la zona o6xica (0-3mm) no son los componentes dominantes,
Chloroflexi se destaco como el taxon dominante en las tres zonas analizadas (Zona
oxica (0-2mm), zona con bajo H2S (2-6mm) y con alto H2S (6-60mm)), con un total
de 42 phyla bacterianos encontrados de los cuales 15 se postulan como candidatos
a nuevos phyla, siendo uno de los tapetes microbianos mas diversos analizados a
la fecha (Ley et al. 2006). Un analisis metagendmico posterior, generé una gran
cantidad de secuencias provenientes de la comunidad, lo que aumento la diversidad
microbiana antes observada, ademas, se encontraron nuevos grupos microbianos.
Sin embargo, las curvas de rarefaccion indican que esta comunidad aun no esta

plenamente representada (Harris et al. 2013)
Zona geotermal de Araro, Michoacan

El estudio de tapetes microbianos termofilos en México es muy reciente, en
Michoacan la zona geotermal de Araré destaca por su gran numero de manantiales
termales, estas pozas poseen altas temperaturas, alta salinidad y elevado contenido
de arsénico, aun asi, presentan las condiciones fisicoquimicas para la formacién y

proliferacion de tapetes microbianos.

En 2009, se exploré por primera vez el area, encontrdndose muchos
manantiales perturbados, un par de ellos presentaron pocos signos de alteracion,
por lo que se llevo a cabo el analisis de 39 secuencias de ARNr 16S encontrando a
las cianobacterias Synechococcus (20%) y Cyanobium (5%), asi como un 75%

identificadas como bacterias no cultivables (Prieto-Barajas et al. 2011).

Posteriormente, se analizé la fraccion de microorganismos heterotrofos
cultivables, obteniéndose 105 aislados correspondientes a las divisiones Firmicutes
(76%), Proteobacterias (18%) y Actinobacterias (6%). Bacillus destacé como el

género dominante (9 especies), y en menor proporcion los géneros
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Exiguobacterium (2), Paenibacillus (2), Pseudomonas (2), Aeromonas (1) y
Microbacterium (1) (Figura 3). Su presencia como componente de la comunidad se
observo de manera estacional, de tal forma que las especies fueron categorizadas
como dominantes (presentes en 3 0 4 de los muestreos), frecuentes (en 2 de los 4
muestreos) y ocasionales (en 1 muestreo), las poblaciones de 4 especies se
mantuvieron estables todo el afio, un segundo grupo de 6 especies se encontraron
frecuentemente y finalmente 7 especies se observaron de manera ocasional, todas
bacterias heterétrofas cuyas poblaciones se modifican respecto a los cambios
ambientales (Prieto-Barajas et al. 2017). A la par se observaron las altas
concentraciones de arsénico presente en el agua de los manantiales analizados,
porque estos tapetes ademas de estar constantemente expuestos a las altas
temperaturas del agua deben resistir elevadas cantidades de este metaloide

suspendido en el agua que les rodea.

Los tapetes microbianos pueden ser comunidades muy sencillas con baja
diversidad de especies como las que observamos en el Parque Nacional de
Yellowstone o muy complejas y diversas como en Guerrero Negro y Cuatro
Ciénegas. En cuanto a los tapetes microbianos de Araro, la informacion sobre su
diversidad, organizacién y funcionamiento es escasa y un analisis metagenémico
robusto, no solo es imprescindible para la caracterizacion taxonémica al nivel mas
incluyente posible, sino también en el descubrimiento de la diversidad genética

potencial resguardada en esta comunidad de microorganismos extremdfilos
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Figura 3. Fluctuaciones estacionales de las especies bacterianas

identificadas y aisladas del tapete microbiano del sistema hidrotermal Tina-Bonita.
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Area de estudio

Arard, es una zona geotermal ubicada en la porcion nororiental del estado de
Michoacan, en la parte central de México (Figura 4), dentro del Cinturén Volcanico

Transmexicano (Hiriart Le Bert, 2011), y a unos 40 Km de la ciudad de Morelia.

Araro

Figura 4. Ubicacion geografica de la zona geotérmica de Arard.

La zona se localiza al interior de la cuenca tecténica e hidrolégica del Lago
de Cuitzeo, y presenta 3 fallas geoldgicas de tipo normal: en la seccién Norte la falla
de Huingo, al Centro la de Araré-Zimirao y al Sur la falla El Caracol (Viggiano-Guerra
y Gutiérrez-Negrin, 2005), las dos primeras son las mas relevantes y actian como
conductos subterraneos para el movimiento de fluidos hidrotermales de altas
temperaturas (31-98°C) (Hiriart Le Bert, 2011). La composicion geoldgica de la zona
esta dominada por andesitas basalticas, toba riolitica (1.2-0.9 Ma) vy riolita vitrea
(1.54-1.19 Ma), todas de origen pleistocénico, y aluvriion cuaternario (Viggiano-
Guerra y Gutiérrez-Negrin, 2005; Hiriart Le Bert, 2011).

Zimirao es la localidad mas importante de la zona, ya que cuenta con
alrededor de cincuenta manantiales con aguas de tipo sddico-cloruradas (con 2340

ppm de NaCl) y temperaturas de entre 48-99°C (Hiriart Le Bert 2011, Viggiano-
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Guerra y Gutiérrez-Negrin, 2005). La composicion del agua y la salinidad indican
un proceso de mezcla de fluidos geotermales profundos con aguas dulces de

acuiferos superficiales (Viggiano-Guerra y Gutierrez-Negrin, 2003).

Geologicamente, Zimirao esta situado sobre una cama de sedimento
lacustre, de manera que cuando las fallas geoldgicas la intersectan, la rompen y
permiten la mezcla de los fluidos geotermales salinos con el agua del acuifero,
emergiendo a la superficie para formar los manantiales termales con un flujo de

alrededor de 10-20 L por minuto (Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin 2005).

Esta zona ha sido ampliamente estudiada y evaluada tanto geoloégica como
geotérmicamente por la Comision Federal de Electricidad (CFE) para la produccion
de energia eléctrica a partir de energia geotérmica del lugar, sin embargo, el
proyecto se abandond al no contar con los criterios de temperatura y presion
requeridos (Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin, 2005). La zona no solo presenta
interesantes particularidades geoldgicas, sino que también ostenta manantiales
termales en los que se han formado llamativos e interesantes tapetes microbianos
(Prieto-Barajas et al. 2017).

En la localidad de Zimirao, dos manantiales hidrotermales presentan
afloramiento de tapetes microbianos, estos forman el sistema hidrotermal Tina-
Bonita (Figura 5). La Tina, es un manantial cuyas aguas alcanzan temperaturas de
hasta 80°C, con altos contenidos de arsénico (Tabla 1) y un flujo de agua abundante
y constante, por lo que presenta canales efluentes (donde se observa un gradiente
de temperatura) en los que se forman tapetes microbianos con coloraciones vividas

en tonos verdes y naranjas, delgados y ligeramente filamentosos.

La Bonita por su lado, es un manantial con un bajo flujo de agua, y
temperaturas por debajo de los 60°C, mas parecido a un estanque, no presenta
canales efluentes y con alto contenido de arsénico (Tabla 1). Debido a la estabilidad
del manantial los tapetes que se han desarrollado en el son los mas gruesos y
cubren todo el fondo pues se desarrollan sobre el sedimento, ademas, presentan
coloraciones muy llamativas en tonos naranjas y verdes y carecen de estructuras

filamentosas.
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Figura 5. Los manantiales termales de Araré Tina (a) y Bonita (b).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos medidos estacionalmente a los manantiales Tina

y Bonita durante el 2012.

::i’::;ffi::"fcos T | pH |oD| DBO | ST* | CE | clorurost| suifatos* | DT* | Alcatinidad | ca* | Mg* | Na* | cF | As*
| 63 7.35 0 0.8 2423 3860 977 246 572 330 188 25 625 0 4.9

. T 66 7.64 0 0.6 3722 3840 960 245 632 338 207 28 581 0 4.7
Tina 78 6.95 0 0.6 2616 3950 976 252 649 347 209 31 610 0 6.6
74 7.07 0 3.0 2410 3510 867 228 570 330 153 45 545 0 6.1

| 50 6.75 0 0.6 2896 3650 928 239 574 310 230 22 533 0 3.7

B . T 45 7.03 0 0.8 3184 3801 951 245 626 337 202 29 586 0 4
onita ‘ 50 7.49 0 0.4 2398 3670 917 237 598 328 187 32 569 0 29
& 55 7.78 0 2.6 2502 3650 910 239 593 328 158 48 567 0 2.7

I, invierno; P, primavera; V, verano; O, otofio;

T Temperatura (°C); CE Conductividad eléctrica (umhos/cm); OD Oxigeno disuelto
(mg/L); DBO Demanda Bioldgica de Oxigeno (mg/L); CF Coliformes fecales (NMP/100m);

ST Sdlidos totales; DT Dureza total; *mg/L
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Justificacion

Los tapetes microbianos del sistema hidrotermal Tina-Bonita han sido
analizados con técnicas dependientes del cultivo microbiano; sin embargo, bajo este
enfoque la diversidad microbiana se puede ver subestimada. Por lo tanto, para tener
una visidbn mas amplia de la composicion, estructura y funcionamiento de estas
comunidades, proponemos un analisis de pirosecuenciacion de los genes 16S/18S
y del metagendma. Adicionalmente, la busqueda de determinantes genéticos
permitira expander nuestro conocimiento sobre los mecanismos de sobrevivencia

de la vida microbiana en ambientes extremos.
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Hipotesis
La alta temperatura y los elevados contenidos de arsénico del complejo Tina-
Bonita han ejercido una fuerte presidn selectiva sobre la diversidad taxondmica y

genética de su comunidad microbiana
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Objetivos

General

Analizar la biodiversidad de los tapetes microbianos de los manantiales

termales Tina-Bonita, localizados en Arard, Michoacan.

Especificos

* |dentificar la composicion taxondémica de los tapetes microbianos del

complejo hidrotermalTina-Bonita.

* Determinar la riqueza y abundancia de especies del complejo hidrotermal

Tina-Bonita.

* Realizar un analisis funcional del metagenoma asi como compararlo con

otros ambientes.
* Definir los genes microbianos de respuesta a estrés ambiental.

+ Identificar y analizar genes ars en cepas de Bacillus hipertolerantes al

arsénico.
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Estrategia experimental
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Resultados
Capitulo |
Microbial mat ecosystems: Structure types, functional diversity, and

biotechnological application

28



Tapetes microbianos de Arard, Michoacan
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Table 1

Pubitishied relevant works portiaying the micmbial diversiry of differenr types of mar ccosystens areund the giobe. The cultivable, microsoopic ar mokecdlat (ools ernployed are also

destribed { analyzed i this review),

Microtial mat name docatian Kar structure types Domingnl microbial diversity Terhnigue employed Reference
Plyslcochemical trans
La Salada de Chipranas Benthic micrabial mat Cyanobacteria-dominaled, anoxygenic phatotrophic, DGGE Microscopl¢ analysls and |48
[Northeasiern Spain) LORUTLIILY, aetobic hetetarrophic, tolorless sullue- and setial dalution
phototrophic:Hypersaline sullate-reducing bacterla
Cuerrern MegroyBaja Caitfomia Phototrophic microbial Chiarofiexi, Priteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, S50 rRNA ftbraries and 12.35)
Sur, Mixico matHypersaline Spirochavtas, Vermucnmicrohia. Cyannbactera sequenced Metagenones
[ Sanger and Pyrosegquencing 454}
Bhark Bay;Mimelah, Hamelin I"hotosynrhieric mictobial st SM: Pretepbacienia, Oilorollesi, Plasctomycetes, Metagenamics, ilumma Misey ||
Tool, Austratia {srrouth SM: pustular PM3, Cyanobactena, Bactesgideles, Spicochaetes, Caldithniy,
Hypersaling Firmmicures, GNi4, OPS
PMA: Proteobacieria, Baciensidetes, Mancomycetes,
Chioroflext, Cyanobacterla, Avidobacteda, Spirochastes,
GNO4, Verrucomicrobia, Geninatimonadutes, Acrinobacteria
Schivvmonnikoog idand/Nonh  Photesyatheus micsebial ST7 (Trest wanel; P renas (oL y s o), Massive sequencing of 165 (BNA [0)
5¢a beach of the Dutel matoastal Bacteroidetes, Cyanobacreria, Actinobacterias, Firmicuies, (V& region)
BarriersMetherlands Ehloroflexi
ST2 | Intermediate zone): Proteabacterias | o |b, &),
Hactetouletes, Cyanobactenis, Acinobactsrias,
Vermucomicrobia
ST3 {Interridal zone]; Protechacteria (o, ¥, 6),
Bacterpidetes, Actinehacterias, Vermuromicrobia,
Planctomycetes
Gredt Sippewisserr sall Phetosyhchedic interbital Cyanobacteria, Proreabacteria | partcalarly Chromatiates],  SSU-rENA amplicon hbrasies-454 21
marsh/Buzzards it Constal Ohloroflexs, Spirochactes, Acidobackeria, Verrucomicrobia,  sequencing and metagenomic
Bay/MassachussetsUSA Caldithrx, Actinobactera diredt sequencing
Cuairo Crenegas/Chihiah s othetic stable microbial - SM: Cyanobactena, Proteabacteria |y, €.0). Bacterodeies, 165 rRNA gene clone hbranes, |31
desern, Coahuila, MExKo mat SM, Disurbed ma Chiorefiexi, Chalrob, Acidobscreria, Firmicates Metagenomic proein gene
D Obigeiropbie enwvirnminent | Clostridia), Planciomyceres, Kitrospie analyses
DM: Proteabacteria [y, % w. £}, Fimircutes {Bactlli),
Actinohacteria
Ward Hunt LakeNurthen Benthic phototrophic microbral  Cyanebactena Chigropliyies, Heterod rophic bocteti, LSk, SEM, EDS and LTSEM 4845
Eltesmere [sland mat/Psychraphilic
reginn/Canadian High Accric
Contingntal Aguaric micridialb Actinobacteria, Bacteroideies, Proteobacteria, Firmicates,  Micnobial culture, Rep-PCR, |47]
Anarczica and the Antareric matPsychraphilic Cetiocotcus-Thermius 16rRMA gene sequencing
Penimsula
Ady Enire and Rosfori/Romania  Photetrophic micrablial Cyanobacteria, Chloroliexi, Proteobaceria SEM, 165 NA Clone library [59]
mat/thermophilic construchon. sequencing and
phylogenetic anatysis
Central and Central-Eastetn Phototraphie miccabial Furtiticudes, tera, Oy tena, Chlorollaxi, Powder X-ray dilfraction, 165 {58]
Tibel mat thermophilic Bacteroidetes, Acidobactenia, Nitrospirae, Planciomycetes,  rDNA Clone libraty construction
Thermadesulfobacteria, Atuificie
Porcelana, CahvelmdNorthern P phic micratnal Cyangbarteria, Baacrodetes, Deinococcys-Thermms. IMGGE {57]
Patagonia, Chile marthermephillc Protecbacrerla {i4, <. ¢, Acidobasterla
Bockleumy | Westoern Thailandt  Phatotroplhie mivrobml Cyangbacteria. Chloroflexi, Bacreridetes, OM0. DGGE | 5|
renat A keersophitie Actinobactena, Plasctomycetes
Wonder Lake/Luzon lsland. Ihotatroplie microling) Cyanohactena, Bacterindetes, Chloraby, Chlaroflexi, Mictuscopy, Figment |60
rhithppnes matihermophilic Firrmucites, Frotenbacteria (¥ determination, DGGE
Ararg Michoican, México Plstserophie micraiial Finmicues, Protecbacteria, Actinnhaciera Micrabial culiure |Rd|
matAhermpphilic
Acid Mine Dranage ‘lron Avidte non-Photorcaphis Mitros parae [ Leplospiniiium), buryard haeata Micmscopy, RFLF, 165 (RMA chime | £56]
Mauntain, California, USA rCiizal mar { Thermoplasmales ), Actinobacteria llrrary
{Ardimicromium, Fermmicrobiom),
One Hundred Spring Plain, Adidic thermophilfc Aquificae ( Hydrogensbaruiint, Crenarchasota tran Accretion Rates, SEM, FISH, {67
Beowu FMNormts Geyser Basin,  Non-Phoetocraphic miceabial | Metalinsphinerd yeil JGecarcharata 168 rEMNA Gene segquencing
Yeilowstone National Pack, mat
USA
Atacama Desatt, Chile/amard  Hypersaline mat Syncchoecoccos, Cvanothece, Muroccoleus, Dsollfarorta, Macre and Microscopy {39]

Salt Flat

Cloeacapsa, Glocobavir, Anoxygenic photosynthetic
Icteria and unidentified coco ard hackli

description

Ahbreylations; IGCE [ Detiaruring Gradient Gel Elecuopharesis); FISH [ Fluorescenye in sity Hybridization), RFLP { Termunal-Resiriction Fragnemi Lengih Polymorphism); Rep-PCR
{Repetitive elemenr sequence-hasert PCR); SSU-rRNA [Simall subonit ribosomal RNAY CLSM {Confacal Laser Scanming Microscopy |, SEM [Scanning Electron Microscopy)h EGS {X-ray

Energy, Dispersive, Spectroscapyk; LTSEM {Low Temprruture Scaening Electron Mi¢roscomy).

ang Planctomycetes {Brocadiae}. Bacteroidetes and Proteobacreria
are also found in the mat. Furthermore, «-protecbactenis
[ Gichotomicrobium  thermehalophilum),  y-prateabacteria  {Class
Anaerolineae), -proteobacteria {Desulfobacterales and
Pesulfovibrionales) are alsn found in abundance in the mai [34].
Another example of hypersaline mats s La 5zlada de Chiprana
found in Spain, which also has high levels of magnesium {seven tmes
maore than seawater} and sulfates, Qf interest, microbial mats have

developed even in such conditions, Several techniques are used
for studying this community such as microbial culture, microscopy
and denaturing gradient gel eleciropharesis {DGGE). Cyanobacieria
{Holothece-like,  Microcoleus-like,  Pseudosnaboenn-like  and
Gloegcapsa-likey and Chloroflexi (Chioroflexus-tike) are the major
comporent of this mat. In addition, purple suifur bacteria, aerchic
heterotrophic bacteria, colorless sulfur bacteria and SRB were detected
by DCGE This community has a high availability of organic substrates,
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during day and right, and dissolved organic carbon in the form of fatty
arids may be the veason far an unusual top layer of Chioroflexus, a
photoheterotrophic bacterium |40,

32 Coastal mars

Coastal and hypersaline mats are the most binjogically diverse
and have extensive coastal distribution [4]. The intertidal coastai
zones present irvegular Noods, high saline cancentration fuciuations
and iniense temperature changes amg are primarily inhabited
by Cyancbacteria 41|, although recent studies have discovered
the importance of sther bacterial groups, viz. Protecbacteria and
Bacteroidetes |20).

The Schiermonnikoog island of the Netherlands contains a "green
beach’, a huge strip with microbial mats measuring 300 m wide tu
5 km long. Substantial analysis of the 185 rRNA genes has shown that
Proteobacteria {Subdivision a-proteobacteria of the Rhodobacteriales
and Sphingemonadales orders, y-proteobacteria prder Chromatiales
and s-protepbacteria of the Desuifobacteriales and Desulfovibrionales
orders}, Bacteroidetes (Flavobacteriales and Sphingobacteriales),
Cyanobacteria, and Actinobacterias are the dominant bactevial
divisions. Although, Euryarchaeota { particularly Methanogens) and
Crenarchaeota are present to a lesser extent, they are hmparranl
Archean elements | 20].

Armitage and collaborators |21] found that Proteobacteria,
Cyanobacteria and Chlcroflexi are the most abundant divisions in
the Great Swamp of Sippewisset {Massachussets, USA), with the
presence of Spirochaetes, Acidobacteria, Verrucemicrobia, Caldithrix,
and Actinobacteria in a smaller proportion, Most of the microbial mats
oresented with structural and organizational similarities: however,
coastal mats have a large number of eukaryotic representatives,
primarity diatoms (Noviculo sp. Diploneis sp. Amphere sp. and
Cvlindrothera) and algae {Chiorophyta and Eneeromorpha sp.) |42.431

1.3, Microbinl nats in oligotrophic environments

The ofigotrophic mats of Cuatro Ciénegas in the desert of Coahuila, to
the north of Mexico, are best studied. These mats are rare, but the
impartance of Lheir study lies in the search for Kife outside the pianet
with simitar atmosphere. Cuatre Ciénegas is distinguished by its
extremely low phosphorus conteal, which is an important limiting
factor for the existence of life because phosphorus in the form of
phosphates is a vital canstituent of DNA, proteins and energy molecules,

However, it has been observed that the geographic isolation has
affected the speciation ai the microkial level, with some sxclusive
microorganisms, Bacilliis coghuilensis [44), a Firmicute found in this
partion has shown specific adaptations such as the high presence ol
sphingolipids in their membrane to survive in a low phosphorus
environment [45),

Bonilla-Rosso et al, |3] analyzed two mats under an independent
cultivation approach. one mat in stable conditions and the other with
constant disturbances, and revealed the following interpretations:
first, these constant disturbances have a strong effect on the
communities, thereby preventing an increase in diversity, and second,
even at low concentrations of phosphorus the stable community can
develop a high biclogical diversity,

Mats that are nor exposed to canstant disturbances show a
diverse community with no dominant groups, with frateabacieria,
Cyanobacteria and Bacteroidetes as the most diverse groups, as well as
16 gther divisions and 28 bacterial orders,

34, Psychrophile microbial mats
The largest groportion of the planet has low temperatures {below

5°C), with a vast array of cold environments from the oceans, alpine
areas, caves and polar regians [46|. Antarctica and the Arctic sheiter

micrabial mats {polar region mats}, represent hot spots of biologicai
diversity and primary production (47|,

The photosynthetic mais of the poles are deminated by filamentous
Cyanobacteria (orders: Dichothriz, Nostocales-Tolypothnx, and
Oscillatoriales- Tychorema), which produce a polysaccharide matrix
that provides protection to organisms with lewer tolerance; diatoms,
algae, fagellates, ciliates. nematodes, rotifers and microinvertebrates
are part of this community |48.49]

Extreme polar conditions impose strong  selective pressure,
low temperatures, high selar radiation, prolonged winter darkness,
drought, nutrient deficiency. and freezing and thawing cycles }50,51 .
In Antarctica, it has been observed that heterotrophic bacteria play a
inajor role in nutrient cycling, where Actinobacteria, Protepbacteria,
Bactergidetes, Firmicutes and Deinococcus-Thermus are the major
divisions |47). The Cyanobacteria constitute the dominant group of
phatasynihetic bacteria, with the Rlamentous forms af the Nostocales
and Oscillatoriales arder being the most common |52) Other
photosynthetic groups {Chloroflexi and Chlorobj) are present in a
smaller praportion |50].

335, Hot springy microbiol mots

High temperature environments soch as hot springs. geysers
and currents from them represent an extreme environment for life.
pH. sulfur concentration and temperature are the main limiting
characteristics for the development of life. with remperature being
essential in the modeling of these peculiar communities |53). These
mats are the {east diverse within photolrophs; however, they are key
to understanding rhe otdest communities on Earth [4].

Thermoephilic commuonities may be associated with sediments,
streams, water columns and microbial mats (17}, In microbial mats,
photasynthetic organisms play an timiportant rale in the metabalic
dvnamics of the community, Photosynthesis in thermal waters
presents two major obstacles, high temperatures that decrease
dissolved gases such as 0; ang €O, and denaturation of protéins
and ather biomolecules due te high temperature; therefore, the
temperature [imit for the growth ol photosynthetic bacteria is 75°C,
the temperature ar which chlorophyil degrades [54].

Among the mest profific members of this category of mats are
Cyanobacteria. Cyamnbacteria play twao key roles in the community,
carbon and nitrogen fixation. Unicellular Cyanobacreria, particularly
Symechocercus, ate predominant in springs wherein the ternperature
of the thermal water exceeds 55°C [19,55], Thermaphilic micrebial
mais are Iocated in different parts of the waorld, viz. Thailand |56],
Patagonia |57, Tibet | 58}, Romania [58] and the Philippines |60], and
their geographical distibution is directly linked to geothermal zones.
However, 1o date, the most studied are those of the Yellowstane
National Park (YNP} in tie USA [61,62],

Cyanahacterta constitute the bacterial group that is common to all
phototrophic mats. and together with Proteobacterta, Chioroflexi,
Bactercideles and Deinoceccus-Thermus they represent the most
abundant groups in these mats: other divisions that are present but in
minute abundance are Planctomyceres, Firmicutes, Acidobacreria,
Verrucomicrobia, Nitrospirae, Actinebacteria, Syneigistetes, and
Amnatimonadetes | 56,57 58.59|. In addition, when the temperature is
around 40-55°C, the presence of filamentous Cyanohacteria and a
marked lack of unicellular forms are ohserved |57.60].

The ecalogiral analysis of these communities has shown a slight
effect of season changes on populations of Synechovoccus and
Chioroflexi in the mats obtained from Octopus at the YNP |63);
however, Lacap et al. 60| found a significant change in the
community when analyzed during the rainy season ang drought,
suggesting the impartance of precipitation in the structure of the
mats, These communities are stable against abrupl environmental
changes, and biclogica} diversity may be one of the responses 1o
external shocks.
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the expression of genes invelved in photosynthesis, such as the
production of bacterinchlorophyll, were aiso studied.

[n a recent study by Drewniak et al. [86), they used a combination of
malecolar and blochemical tools as well as metagenomics and eleciran
microscopy to study the diversity, structure and ecological role of two
microbial mats Iocated in two mines, one gold and pne uranium, in
Poland. Of relevance, the authors observed that the micrebial mats
were caprable of decontaminating and purifying the water tontaining
high levels of heavy metals that runs Lhyough drainage systems,
Metagenomic analysis cevealed that the community harbored the
families Methylococcaceae and Methylophitaceae in abundance, along.
with the filamentous bacteria Leptothrix, Thiothrix, and Bepsiaton,
which were a central part of the community. It Is interesting to
note that the authors suggest that microbial mats form a natueal
barrier to purify water as a result of its biofilm formation capability
and because they empioy heavy metals in the respiration prixesses
{ oxide reduction),

Multiple dala entries are submitted to the databases routinely:
however, the study, analysis, and interpretation of rthe dam are an
ardusus task that requires a lot of work,. Much is still unknown of
these communities, and the close relationship that bacteria farm with
their environment and with other microbial groups is atimbutable to
their genelic coding, which is a challenging study.

5. Bistechnological applicatinns of microbial mats

Microbial mats can be forimed, as discussed above, under conditions
that may be considered extreme. |n other words, high temperatures
outside the mesaphilic range | -40°C) ar temperatures that slightly
exceed the water freezing point are important limiting factors for
cell growth and reproduction [87). A ctlassic example of enzyme
that has been found in thermophilic organisms is Taq polymerase, a
DBNA polymerase isolaled from Thermophilus aquaticus oy Thermus
aquaticus, a bacterium isolated from the Lower Geyser Basin in the
¥NP by the microbiologist Thomas Brock in 1969 [88). Tag polymerase
has many applicaticns in molecular biology, particularly in PCR.

Apart from Tag polymerase, enzymes exhibiling activities such as
degrading cellulpse, lignin or chitin as well as varions polysaccharides,
lipids or proteins have also been discovered, Many of Lhese enzymes
are used in industries such as paper, detergent, leather processing
and shoe production |89, Therefore, micrabial mats are excellent
candidates for searching and studying such enzymes and their functions.

Other metabolites, compounds and by-products of metaholism
have been isolated from microarganisms that are part of the microbial
mats in Lthermophilic envirenments. For exarnple, antirmicrobial
compounds and inhibitors af quarum sensing have been described in
Cyanobacteria mats focated aear thermal springs, Some tompounds
showed excellent antibacterial activity agatnist Bacilius sp., Microroccus
Iuteus, Shigella sonnei, Solmonella enterica. and Klebsiella pneumoniae.
some ol Lhe guorum inhibitor compounds exhibited activity against
many model strains such as Chramebacterium violaceum Cv037 and
Agrabacterium nmefaciens NTL4A (90},

In another study, Putri et al. (91) reported the isolation and
characterization ol a new antibictic, the tetramic compound
ophiosetin, which showed 3 wide range of activity against bacteria
{Staphylococcus aurens and Enterococcus faecolis ], tumnor celt lines type
P388 and viruses (HIV). In this sense, thermal springs and micrabia)
mats formed in thermal springs have been described as important
sources for discovering new antibiotic compounds with various
applications in medicine [92].

However, bigtechnelogicat applications, relative 1o compounds or
enzymes derived from microbial mars. are not fimited 10 thermophilic
organisms because psychrophiles can form microbial mats in polar
regions, where the remperatures are commonly below zera, In fact,
varicus strains of the Pseudomonas genus have multiple metabolic
capacities, including the degradation of various contaminanis and

ability to grow in envircnments with high concentrations of heavy
metals. Therefore, some psychrophilic strains of the Psendomonas
species are being evaluated for their bioremediation capabilities in
places such as Antasetica 193], Psychrophiles are aiso desirable in the
detergent and food processing industries because in some cases
enzymes with high stabifity at aikaline pH and low temperatures are
vequired. One examnple is proteases, including subtilisin, which was
initially isolated from multiple steains of Bacillus and used in the
detergent ang feod processing tndustry |54].

Micrabial mats can be found in diverse regions and environmints
around the warld, with equal diversity in environmental condirions
that are considered extreme and challenging for many osganisms. For
example, bacreria growing in high saline concentration { haiophiles},
radiation (radiophiles), low pH {acidophiles} and high pressure
{barophiles) |87|. However, microorganisms have deveioped and
evoived with sirategies that allow them to colonize such environments
{e.g. biofi'm formation}, allowing them to proliferate since millions
of years. Therefore, these extreme capabilities of microorganisms
in microbial mats can be further exploited for biotechnological
application |9596]. Likewise, 1t is desirable io find certain activities
thar allew bioremediation of contaminated seils, wherein seme
microhial mats develop under high concentrations of heavy metals, The
bacterium Lamipropedia cohaerens strain CT6 was recently isolated and
sequenced from a microbial mat in thermal poals of the Himalayas
that cantained high concentrations of arsenic {97]. Other works have
also shown the patential of bipremediation of oil-contaminated sites
through the use of marine microbial mats [481,

Mitrobial mats are natural ecosystems that produce gases such
as methane, COy or hydrogen, therely promoling the potent use
of these gases, primarily produced by Cyanobacteria, as biofuels
|99]. Therefore, miceobial genome isolated from microbial mats
presernts enormous biotectimotogical potential that is eco-friendly and
sustainable with no harm Lo human heaith.

& Conchusions

Knowledge aboot the functioning of reicrobial communities mosthy
comes from eukaryptic macroscopic communities: therefore, an
endless number of relationships, interactions and functioning of
bactetial and archaea communities are unknown [21). Microbial mats
a5 a study madel is an easily accessible viable laboratory, and 1hese
communities present with varying degrees of complexity frem simple
non-phatotrophic mats, YNP mats with a low diversity of phototrophs,
to the complex hypersalice and mats obtained from Guerrero Negro,
Méxica and lamard, Chile. The varicus molecular tools such as
metagenomics and prediction of functions based on 165 rRNA profiles
have opened up endless possibilities for studying the micsobial
communities and interrelations of mats without the need to cultivate
the individual microorganisms that comprise the mats |1001.
Heowever, microbial culture should not be ignored as ir kelps in
detailing the metabolic functions of individual micrearganisms.
Countless examgles exist wherein the efforts [0 cultivate
microorganisms reguiring ultra-specific cullure medis have been
successful |101], Moreover, this information needs o be siudied
further to determine the functions of novel and unknown enzymes
that have an appiicatien in resolving the persisting envisonmentat and
health problems,
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Resumen

Fn este trabajo investgamos la presencia, diversicad y relacikones filogenélicas de genes asociados d la toleranc’a
al arséniceo (As] en 37 cepas del génere Bacdius, aisladas de lopetes microbianos localizaodes 2n poza: “ermales en
Arard, Michoacan, Maxico, e disefiaron oligonue edlides especficos parala amplificecion por PCR de los genes
arsB Iborrbo de expusion de ansenits) y arsC [arseotareducasa;, ACRS (ransportador de arseni=o) v Soxd (arsenita
axidorsa) de géners: Bocilus, deleclando onicarmen’®e [os genes aiof y arst en 21 de las 37 cenosaralivadas (56 7%
del -otal]. Los analisis tipo Blasts dermuestran una alta identidad [84-100%) con bomibas de expulsidr de arsenito
rArsh) y proteinas anenato reduclasas (AsC) de diversas cepas de os géneros Bacilivs, Paenibacilus. Psychrobacter
¥ Plonococcus. Dichos analisis se confirnarcn a traves de o cansliuccion de flogenias de los genes asB ¥y arsC.
Lox cdexbeeeicn e los gonos arsf y ersCoon cepros de Socios se cormelociond con valones de hiperloleroreia ol As,
los cunles carespancleron a 32 y 128 mM de aserto | 1l] y ansenato [V, respectivamente. FinalmenTe, o genas
ang y asC idenfiicados en cepas de Baciivs codrian ser Jn macanismo de resistencio al arsénico en v ambiente
acudticn extrermno, corme os pesos iernoloes de Anoo,

Palabray Clave: tapetes microlianos, manantiales termales, diversidad bacleriana, factores ambientalas.

Idenfification and analysis of ars genes in strains of Bacilus hyper
falerant to arsenic, isolated from thermal pools in Arard, Mexico

ABsTRACT

In t1is work we invesligated the presence, diversty and phylogenetic relalionships of genes *hat conler -esistance
“o arsenic [4s) in 37 strains of the genus Bocius. isolated rem microbic: mats in hot sgrings from Aro-o. Michoacan,
mMedcs. Specfic oigonucleotides were designed for FCR ampl“catian of the genss anb [grsenile-specific afiux
pump) and arsC jarsenite reductose), ACRS {orserte fransporte ] and aoxl (aesenite axidose | of the genaus Bocifus,
detecting only the geres orsBand arsC in 21 outof the 37 analyzed s*rains {56.7% of the total). Tne Blask-type analysis
showec o high iderrity [84-100%} with arzenite el*ux purps {ArsB] oad arsenate reductose proteins {ArsC) of varicus
ska'ns of “he genera Bacilius. Fognibaciius. Psychrobocter ana Hlanococous, Such cnalyzes were cor‘mes through
*hercensirachion of phylogenices of the oms8 ard orsC sequencas. The deloclion of the arsB ord arsC Goenes e Bereadios
shro'ns was correloted with As hypemasistonce vao ves, which corresconded up te 32 and " 28 M of arsenlte [l
and arsenate V], respectively. Tinglly, the orsB and arsC genes identified in Bacitivs straing could be o mechanism
of -esistance to Asin an extrerne gquatic ewircnment, such as 'n Asaro’s hot springs.

Key Wards: microbial mats, hot springs, bacterial diversity, environmental factors.
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INTRODUCCIGN

| arsénico es un elemento quiniict presente en
ambientes acudticos, con efeclos MULLAZENICOS,
citotdaicos ¥ cenotdxicos v ampliamente raconocido
coma carcinogénico {Rosen, 1971; Ly, Zhang, Chen
& S, 20110 Se i propussioque alrededeor de 12 Muillones de
persomng puedenesinT enriesgo 4] consuntir agua comaninada
canarsénicoy en alpunos palses representi un grave problema
de salud, yaque la poblacionconsums A Con CONCENLraciones
de arsénico muvores a 10 pgfL, siendo el maxino pentnitido
por ke Organizacion Muodial de la Salud ( Nordsicoun, 26002:
Khian & Ho, 20115

Ciertas actividades hwmnaoas son responsibles de la
contninacion de suelos y aguns, come La mineria, desperdicios
industriales v el uso de pesticidas en la agricullura, enlre otros
{Norgstrorn, 2002, Paes-Esping, Tamames, de Lorens &
Clngras, 2008, Ladificullad para remover obiomremeadiar sitios
canlkmunados con arsénico, asi coma su toxicidad, depende en
parte del estadoe de oxidacion o valencia del metaloide. Fl1As
puede presentar ung variedad de estados oxidativos. siendo
los estados pentrvalenle (V3 v trivalenta (IT1) las formas mids
comunes de encontrtarla v el As{ 111 como fa formamds idxica. El
arsemtto (As0O, ) formado por arsénico pentavalente puede ser
astiladoairavésde las membrunas celulares de Tas bacierins por
los transponadares de (osfalo (PO, mientras que el arsenito
(AsQ), Jcompriesto por arséuicotivalente puede entrar a través
de las aguapliceroporings { Paez-Espino, Tamames. de Lorenzo
& Canovas, 200073, Una ver dentro de Lo eéluli, €] arsenato e
reducido aarsenit porarsenato reductasas (ArsC) yesexpulsado
porbombas de expulsion dearsenilocArsB). Sehaobservadoque
el arsenilo puede estimular la generacion de especies reaclivas
de vxipeno (ROS), las cuales dafan protelons, ligdos ¥ oal
DA AL Khan & Sajad, 20133 Adends de Lo panticipacion
de proneinas come ArsC y AgsB, existen olros mecaismos de
resistenci al arsénico; por gjeniplo, la oxidacidn del acsenito,
siendo & gen aon® el que codifics para Lo subunidad canliviea
de la arsenito (11D oxidasa (Aox AB), (Quémeénenr of af . 2008).
Estos ¥ otrns mecanisines de resistencia al acsénico han sido
revisados en diverses irabajos (Ver Paez-Espinn. Tamames, de
Lortenco & Cinovas, 2009, Yang & Rosen, 2016),

Flarsénicocsabundante enla congratenesire y puede originarse
de diversas fucntes naturales (Mandal & Sueuks, 2025 Fn
particular, allas conceniraciones de As pueden encontiarse en
druassublerrineas y manantiglestermales. Estas fuentesde agua
pueden ser empleadas para consume humanoy otras actividades
recrentivas, conoes el caso de losmanantiales termales de Arird,
Michoacin, México. En los mananriales termales de Araré se
hanreportadoelevadasconcentracionesde As, las cuales pueden
alcansar los 6.9 mgT. (Vieque s-Viarsques, Canés-Martines &
Alfaro-Cucvas-Villanucva, 2015). En ¢l wabajo realizado por
Prieto-Rarajas, Alfaro-Cuevas. Valencia-Cantero & Santovo.

(2017), se conlinnaron Lus altas canlidides de As detectando
conceilreiones que v desde 2.7 a 6 bnesL dorante las cuadoo
estaciones del afo. El As resultd ser un fclor relevante pica
detenninar lbiodiversidad bacterima de los sapetes microbianas
de las posas, durante cuiateo muesireos en diferentes épocas del
ano. Ung dz los principales grupos reportados en dicha irbijo
fueron Ias baclerias del pénero Huciffe, division Firmicules.
T.os resuliados mostraron que el As, juiio con otros factores
fAisicoquimicos comp la lemperatura (> 20°C), s voo de los
elementios mis imporlanies que selecciouan las comynidades
bacterianas en los rugnantiales teomales analizados {Pristo-
Hargjas, Alfare-Cuevas. valencia-Cantere & Saniovo, 2017).
En esla conlexto, el objeliva de este wabmo fue wdentificar
genes{urid, arel” aavi, ACRI), cong un polenciad mecanisuo
de resistenci al arsénico en cepas aisladas de los lapetes
microbianos de las poras termwles de Arard, Micle Por Lo anto,
se idemificd la preseocia de penes wrs en 21 de las 37 cepas
de Reeifius analizadas ¥ medianie la aruplificacian por PCR,
secuenciacion v andlisis filagenélicos. seidentilicaron Jos genes
i iy arsCoAdicionalmente, se analiz6 1a cosrelacion entre la
tolerancia al arsenaloe | ¥y arsenilo (11 delas cepas bacterianas
con la presensiy de los genes ors. Los resultados demuesltaun
que las cepas de Haoedns que muestrn ser lnperivlecantes al
Ay zland), contieuen menes aey que podrian commibuir a la
resistencia al arsénico.

Marteriales T Métopos

Cepas microbianas

En el presente estndio se wabajo con 37 cepas del género
Baciffus nisladas de dos pozas termales de Arard. Michoacdn,
México (Prielo-Barajas, Alfare-Cuevas, Valencia-Cantero &
Sanlove, 2007, Los 37 aislados  pertenecen a ias especies
Buaeillus ficheniformis {18 cepas), Beeillug cores (G oopas);
Bz iMes promnifis (5 cepasy, Bae il subuidis | d cepas)y, Ruciiius
veermaensis (2 cepas )y Boeillus megatorivn (2 cepas). Todos
los aislados han sido identificados a través de 1a secuenciacion
del pentibosomal 165 (Prieto-Rarajas, Alfaro-Cuevas, Valencin-
Cantero & Santoyo, 20173 Los afsledos fueron cnllivados en
medio de cultivo Agar Nutritive (AN}, a 27°C, para su usa
rutinarig en ¢l Laboruarno y conservadas a -707C en glicerol
al 50% mds medio nuteitivo,

Amplificaclén y secuenclaclén de genes

E1IINA gendmico de cada cepa fue aislado por medio del
protocole de (Mahuku, 2004) ¥ la exteaccion se comprabd
mediante eleciroforesis en zel. Se disefiaron “primers”
especificos para lnmplificacion de los genes ars B ors ponily
ACKA(Tabla ). Para lnamplificazion poe lo reaccidn en cadena
de L polimerasa {PCR, por sns siplas en jngleés) se eniplearon
las sipniees condiciones: Un ciclo de desnaniralizacion
inicial a 95°C por 3 win, neinta ciclos de desnanwalizacion
(9570 308), alineamiento (397°C: Imin}, extengion (7270 min)
y iun ciclo de extension final a 72°C por Smin. Los productos
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Takbla I. Cligonucledtido disefiades para la amplificacién de genes de resislencio a arsénico: arsC, ars8, ACRI y ooxi.

{I: Oligonucleétido directo, r: Oligonucledtide reverso).

Gen Secuencia de los oligonucledtidos Longitud {phb) Tamaiie del amplicin
c f §-TGGTACTTTTTCCACACACTTTCA-Y 24 134pb
e r S-TGTGGCACATGTCAAAAAGCA-Y 21 0
f §-TGOGAATCGCAACTCGGACAA-Y 24}
arsB , . Fpb
r S -CCACCACTAGCAAAGGTTCG-3 24
(CR? f 5-AGQTGATTAGCGCTAGCAATGAAA-Y ek 632nb
A r 5-TGOTGAGGATCCGATGTTGC-3 24 P
B f §-GCACTGGGGCTCGACTTC-3 18 650pb
aox t 5-CCAGGAAAACGCTGCTTACG-Y 20

de PCR fueron purificados con del kit Wizard® 5V Gel and
PCR Clean-Up Systern (Pramega), y se mandaron secuenciar
4 ME.DNA sequencing services {Texas, USA).

Andlisis filogenélicas

La idemrificacion de los genes de resistencia a arsénico fie
llevada a cabo con bisquedas de homologla tipo Blasix en 1a
hase de datos del GenBank. En el Blasix, las secuencias de
micledtidos son fransformadas a secuencias de aminodcidos
¥ com éstas se calculn el gradn de identidad de las secuencias.
Los analisis filngenéticos de las secuencias de nucledridns de
Ins penesarsfTy arsd” se Nevaron a cabo utilizando el programa
MTGA S, Tas iilogenias se constroyeron wiilizanda €] método
del “vecinamas cercano™, Diros métodos mestraran wapoalogias
similares; mdxima verosimalitud y minima evolucidn. {Tamues »f
b, 20110 Las secuencing de penes arsB y ops caravierizidos
se nbluvieron del NCBI y se realizuron los comespondisnies
alinearientos. Ui valer dz confianza para el conjnnio de datos
de secnencias alineadas se obiuve mediante La realizacion de
andlizsiz de Bootsirap de 100D repeticiones. Para entaizar los
drboles se emplearon las sizuientes secuencias pard el drbol de
iarsB Paenibocifhies pofviryce MIIHESTT054, 1y para el arbol
de arst”, Adspergifis poranitices SU-F 6960 JZFFHO0OGZ L, 1,

Concenfraciones mdximas de tolerancia dl As

Tas concenmraciones maximas de lelerancia se rgalizaron
medianle el crecimignio de los aislides en canas de Petn
con medio sgar nuitvo (ARG v medio nanimoe (M9 con
concelracioes crecientes de arsenade de sodic dibdsico
heptahidratado Na,HAsO -7 H,O (4. K 16, 32, 64 y |28
by y (rmela) arsenito de sedio AsNad), (4, 8. 16, 32, 64 y
12% MY Los culiives se jvonbaron a 3770 durante 72 lirs.
El creciimiento se determing o ravés de la observacidn de Tas
colonias en el wedio.

ResulaDOs
Ldentilcucion de Jus gengs arsdS y ar
Lua uligonueleotidos fucron diseiados con base o seouenelas

conservadas de los genes que codifican lasenzinws ArsB, s,
AoxBy ACRI{Tabla D). Dz las 37 cepas baciertanas analizadas
seobmvieron amplificados del timafioesperadoen 2 | cepaspara
los genes arsf y gre, sin embares, ninguni cepa dio positive
para by amplificacion dz los genes a8 y AR

Los productos de PCR amplificados fireran secuenciados y por
hiisquedas de tipo Blastx en la base de daros del GenDank, se
identificaron como proteinas ArsB v ArsC con altos porcentajes
de idemidad (Tabla suplementaria). Cuatre de las veintitin
cepas diernn positive a a255. con uma alta identidad (R4-99%0)
a pengs arsB de especies como: Pxvehrabacter, Bucilfng y
Freherichin cofi, Diecisiele cepas mosiraron identidad del 91
al 111% con genes et de Paenifueilig pobue, Buaciles
pevalichenifirmis, Planocoraes amtareticus v oal grupoe de

Hoenfus abiific,

Filogenias de los genes orsB y arsC

Para Ja nsizgnacidn Blogendticn de las secnencias orsh oy
arsC g2 wtilizaron secuencias del GrenBank que nwsiraton
identidad von las seguencias problema como grapos de
referencia en la reali-acién del arbol Glogenético. Para
el arbol de las secuencias arsP se wilizd 3 Puewibarilius
pedvmorn ML {arsB) como grapo externa v para ¢l arbel de
arsC se uilizd o Asporgiting purasiticus US-1 696 {ars(). I
andlisis Blogenélica colocd las secuencias wrs R endos prupos.
En parncular, la secuencia arsH de Baeillus behenifirmis
ZAFRLD se oaprupd con genes andt de N swhnlis, Baciling
eores v Bocdhes grbsenn (Figura Lu). Las ohws secuenciss
ursBde B fehomforas ZAPRL B pogaterinm ZAP2D v B,
cores ZAPA3, [otuiaron un prupoe con genes des B de £ coli,
Sraphvlococcs arfenae v cepas de Hociting sp.

En el cavo de las seonencias aes( el amilisis Ologenético
distinguio entre dos grupos distinies de secuencias (Figur 1by.
Lo eonformado poreepas ZAF aislados de [us poeas de Arard
porteneeienles o B Gchendforans, B sihtiliy y B cerens cou
wepas ALCC de ceferencia de B Schenifiveis, B subiifis v 8.
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Tabla suplemr

Cepas bac)

que dievon posifivo a b omplificacién par PCE ¥ bisqueda de homologia por Blastx

en el NCBI.
Especie ¥ cepa bacteriana Tam_a[m del Relacién mis cercana por Blastx ]del:{t]dad Nomero de acceso
amplicdn (pb} "o

B megaterivin ZAP2) 329 Bomba de fgje de arsénico/ G705 WT_(158368437.1
Lsychrobacter sp.

B lchenitormiy ZAP31 346 Bomba de fhyje de arsénico / Y9% WP_D55368437.1
FPsychvobacier sp.

B leheniformiy ZAPI0 358 Proteina de Resistencia al arsénico ars8/ Lk WF_U04398715.1
Buacitlus

B, coreus AP 474 Bomba de lujo de arsénicoe ! Eschorichio 99% ORT41606, 1
coli

B. cereus ZAP4O 348 Arsenaln reduclasa / Planocociis DR WP 0068295571
aANfeIrT i

B. cereus ZAP(S 257 arsC ! Grupe Baciflus subiilis 100% WP_020451674.1

B. cereus ZAPSY 421 ars(C ! Bacifins sp. 100% WF_003182412.1

B licheniformis ZAPOR 399 Arsenato reductasas Bacidhs 21% OMIL046, 1
paralichenifornis

B licheniformis ZAPT3 401 arsC | Baciflus 9%, WP_003182412.1

B lichenitormis ZAP14-1 278 Arsenalo reductasa grelt Bacitius UL WP_NoY500528.1
ficheitiformis

B subfifis ZAPA3 404 Arsenato reductasa / Grupo Hacifiny 100%, WP_025810731.1
subritis

K. fickeniformis ZAP12 40 Arsenawo reductasa / Puemifcilus 1681%, WE_O 4600 10, |
polynyvia

R subriliv ZAPLY 407 Arsenato reductasa / Grupo Bucillus 9% WP 025810781, 1
seebrilic

fi. ficheniformis ZAP14-2 390 Arsenaw reductasa ¢ Paesibaciing 100% WP 0146000101
polyimvia

B. yubiifis LAPL0O0 273 Arsenate reductasa ¢ Paemibaciins 100% WP_014600010.1
pohmysa

B ficheniformis ZAPT9 408 Arsenatw reductasa / Paenibacilus 93% WP_040]1(5021.1
polymyxa

B. pumilus ZAPUT2 403 Arsenato reductasa / Paemibaciilus 93 WP_U40103021.1
podvimvie

H. pumilus ZAPL6 399 Arscnato reductasa / Paenibacitius @3% WP_040103021.1
polvinyra

B lickeniformis LAPLT 399 Arsenaw reductasa / Q1% OMIL0446 1
Bacitius pavaficheniformis

K. fickeniformis ZAP14-] 40% Arsenawn reductasa / Q1% OMILOda6 1
Racitluy peratichenifnnis

B cercux ZAPOG 362 arvC { Baeiflus Q9% WEP_123857526.1
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Figura 1. Filogenias de las secuvencias ors@ [a) ¥ arsC (B). Para la reconshvccidn fllogenétca se ulilizd el mélado dal “vecine
mas cercana™ ¥y como medida de soporte Bootstrap de 1000 repelicionas, utillzando el programa MEGA 5.

paralicheniformiz. El olro grupo incluyd irey sceucncias de las
cepis M. rewens ZAPNS, B ficheniforpris ZATTO, B pumiiluy
ZAPIG6y ZAPT2 con cspecics de Bacilins sp.

Hiperolerancia ol arsenate (V) y arsenite (111}

El arsénica s¢ presenta principalmente en dos fornuas quinicas;
arscoato y arsenito. por lo que los mictoorganismos han
desamrollado mecanismos de resistencia a ambos estados de
oxidacion. Para detemuinar la tolerancia 4 c500s COMPUestos s¢
crecieronlas cepasen medios AN v M@ con canlidades crecientes
de arscnato v arscoito (4, . 16, 32, 64 ¥ 125 mbD, Cuando
ficren cultivadas cn los medios M9 v AN sin ¢l metaloide
(condiciones conrol), tedas las bacterias crecicron de manera
optita, igualmente, todos los aislados fueron tolerantes a
concemraciones de As(V) v As{111) de 8 mM, sin entbargo, ¢l
porcentaje de aislados bacieranos capaces de crecer enpresencia
del As disminuyd de forma estadisticamene significativaa partic
de la concentracion 16 mM para ¢l caso del As¢ Ly de 32 mM
para el caso del AstV), hasta llegar a una proparcion 0.0 y de
.13 et la concentracion de 128 respectivamente (Tabla 113,

La Figura 2 muestta on listado de las 37 cepas de Bacilins
analizadas en este rabaye, asi cowe la presenciasausencia de
genes ars v la tolerancia a las diferentes concentraciones de
As(V}y As{lI[}. En general, se puede observar que las copas
hipertolerandes <128 mbd de As (Viy 32 mAd As (1IN, &
megaterivm ZAT 20, B fcheniformis ZAPXL, B, licheniformis

ZAPIO v 8 cerens ZAPA3, dicron positive @ la presencia de
los goncs arsE y ars (. signdo estas copas los que mosiraron
mayor resistencia al As. Otras 17 copas con miveles altos de
resistencia al arscnica (W y [11), pere inferiores a Tas del primer
wrapo, dicron tambign positivo 2 la amplificacion del gen
ars(’, que codifica para la arsenato reductasa ArsC pero no 4
la amplificacion del gen ersf que codifica para la bomba de
expulsion de arsenita, Ma obstante. no se descarta que ofTes
mecanisings de resisiencia csién presentes cn las demds cepas
de Bac#ins, va que algunas de cllas lambién fueren tolerantes
aaltas conceniraciones de arsénico [Z64 mM As (Vv 32 mM
As (11I)]. sin haber dado positiva para los genes arsf y arsl
Sin cimbargo. se puede observar una correlacion clara enere la
presencia de los genes arsB v e £ como posibles mecanismoes
de resistencia en las cepas hipertoleranies al As.

Discusion

Enuntrabajorcalizadorecientements por Pricio-Barajas, Allare-
Cuevas, Valencia-Cantera & Saotove, (2017, se observd un
efecto de la estacionalidad ¥ cizrtos pardmerros fisicoquimices
sobre la diversidad cultivable de comunidades bacterianas de
dos pozas termales en Arard (Pricto-Barajas, Alfaro-Cuevas,
Valencia-Cantere & Sandoyo, 2017, [ocalizado en el centro
del Eje Valcdnice Transmexicano y relativamente cercana {20
Kmy)ala zona de los Acufres, cn Michoacin (Israde-Alcantara
& Garduho-Moenroy, 1999, Al analizar diversos parametros
fisicoquimicos, las allas concentraciones de arsénico resultaron

50



DOT 1022200 Tesz 235958725 2018.0.14%

28

Pricto-Barajas, C.M. ef al: Genes a#5 cn Boeilfus hipertolerantes al avsénico 27

Tabla Il. Fropercidn de aislados bacterianos tolerantes a As(ll} y As{¥) o distintas concenfraciones.

Concentracién Medio M9 Medio AN
(mM) As Toderaotes Proporccion Valor P Tolerantes Proporcidn Valor P
o (V) 37 1 - 37 1 -
(Control) (i 37 ] - 37 1 -
8 V) 37 1 05 37 1 03
(11T} 37 ] 03 37 1 05
16 V) 37 1 05 26 0.7 0.0002
(TIT} 1 .29 <0, 00 24 .64 <MK
32 (V) 33 0.89 0.0190 26 0.7 0.0002
(110} 1 216 <N 4 al <0.0001
64 V) 20 0.54 <0.0001 15 0.4 <0.0001
(11T} ¢ o <0001 a 1] <0.0001
125 ¥y 5 0.13 <0.0001 7 0.18 <0.0001
(1T} i f 0,00 L] 1] BURCLO]
"alor de p indica la significancia estadistica de la diferencia de las proporciones enite ¢l control y el tratamiento seialado segin un andlisis
de frecpenaas de X ? seguido de un andlisis de praporciones,

ser un facior imporianie que influyd de forma significaliva
sobre la diversidad bacteriana en una de las pozas analizadas.
Otres reportes también habizn encootrado niveles allos de As
en alpunas olras [uenles lermabes recreativis en Arang, con
valores que oscilan entre 0,01 mg /Ly 6,26 1y / L, que superan
las mermas de la Organizacion Mundial de la Salod (OMS),
siendo un resgo polencial para la salud (Vazquez-Viazques,
Congs-Martingz & Alfaro-Cuevas-Villanueva, 2013}, Por 1o
lante, al descubrir los allos niveles de As en el agua de las
pozas lenmalcs, surgio la hipétesis de que dichas cepas poscen
clementos genélicos que les brindan resisteneia al As para poder
sobrevivir, Cabe destacar que el 76% de los filotipos analizados
correspondieran al Phylum Firmicutes y principalmente al
pénerog Bacidlus Asi, de las 37 cepas analizadas el 36.7% dieron
pasitivo al ser amplificadas por PCR. los genes arsH v arvs(C.
Los genes arsd y ersC son dos de los genes mas amplinnente
distribuidos en baclerias resistentes al As. ya que la reduccion
del arsenatoe a arsenile, llevada a cabo per la arsenato reductasa
ArsC; asi como suposterior expulsitn poria bomba de expulsion
de arsenito ArsB, es uno de [os mecanismos mas eficientes de
resistencia a la toxicidad del As(Bachate, Cavalca & Andreoni,
2009, Cervantes & Gamifio, 2017; Oremland & Stalz, 2003).
Los genes arsH y arsd” forman pane del operdn arsROARC,
gue conliene cince penes o lres, come el orsiBC, siendo
ambos localizados en diversos replicones, de 1ipo cronwsorsl
o plasiidico {Oremtand & Stolz, 200730, Sin embargoe, el que
1o se hayan amplificado los genes ACR3 y goxB, no pennite
descartar su presencia en este trabajo. Las razones podrian

ser diversas, incluyendo un eslierzo mayor para modilicar
las condicionces de amplificacion o disefio de nucvos oligos.
Asi mismo, se podria realizar ofre tipe de estudio mds amplio,
corno unanalisis metlagendmico de dichos anbientes gue podria
revelar la presencia de exos genes oincluso, de otros elementos
que brinden un mecanisimo diferente de resistencia al As (Yang
& Zhang, 2017).

Al realizar los analisis lipo Blastx se encontré una alla
identidad con las protcinas AsB y ArsC de diversas cspecics,
como Bacillus, Paentharitlus, Psyefvobacter y Planococous,
Algunas de estas proteinas han sido ya caracterizadas, por lo
que su funcidn ha side comprobada como un mecanismo de
resistencia al As. Por ejemplo, en un trabajo realizado por
Bachale, Cavalea & Andreom {2009}, se aislaron diversascepas
bactedianas lolerantes al As de un suelo agricola contaminade
con este meliloide en Bangladesh, logramdo reducir 2 mmol
"' de As{ ¥} a As(IlL), en condiciones aerobias. Algunas cepas
del género Bacilfus contenian arsenato reductasas v bombas de
expulsiin de arsenite. Qo trabajo realizado por Tripti, Sayantan,
Shardendu, Singh & Topathi (2014}, tambien analizaron la
capacidad de toma y remecién de arsenato (V); asi coma la
reducciim de arsenate (V) a arseruto (I11}, en una cepa de
Hacithus Gichemifursis (DAS ). De fomi inleresanle las cepas
mostrarongoe coneeniraciones ihibitonas rinimas (CMI) puaca
As(Vhy As (110 eran 10 y 7 b, respectivamenie. Aungue el
trabajo anterior reporia buenas capacidades de la cepa DAS]
para tomar, remover © reducir el arsenato y arsenito, la cepa
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CONCLUSIONES

Los genes sl v arsC idenuficades en copas de Baciffus v en
particelar cn aguellos misludos bipertolerantes ol As. podrian
sousttunr une de los principales mecanisioos gendlices de
sobrevivenciacmmambicnle acuatico conallas conceulraciones
delnetalode. comosonlas pozas tenoales de Arard, Michwoiein,
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Resultados adicionales

Comparacion metagenémica

El metagenoma de la comunidad de los tapetes microbianos del sistema
hidrotermal Tina-Bonita fue comparado con los metagenomas de otros tapetes de
México asi como comunidades de suelo agricola y forestal (Figura 6). Todas las
comunidades analizadas estan conformadas en su mayoria por poblaciones
bacterianas (Figura 6a), sin embargo, se observa la presencia de eucariotas y
arqueas, en los ambientes salinos y oligotréficos se les encuentra en mayor
proporcion. Las divisiones bacterianas presentes en las muestras analizadas
presentan miembros comunes en gran proporcidon como lo son las proteobacterias
y en el caso de los tapetes fototrofos las cianobacterias. En particular Araré presenta
una proporcion unica de miembros de la divisidn Chloroflexi. Las comunidades de
suelo mostraron una mayor abundancia de actinobacterias, sin embargo, estan

estas presentes en todas las comunidades.

Figura 6. Comparacion taxonomica de los metagenomas de tapetes microbianos

(TM) de ambientes salinos, oligotréficos y termales con comunidades de suelo agricola y
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forestal. a. Comparacion de las comunidades a nivel de dominio. b. Comparacion de las

divisiones bacterianas presentes en las comunidades microbianas analizadas.

El analisis del metagenoma mostré una gran similitud en la diversidad de
genes de las comunidades analizadas (Figura 7). Destaca la proporcién de genes
de metabolismo del ADN, la sintesis de cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y
pigmentos, y asi como genes para la respiracion (en la figura 7 en color rosa neon).
Interesantemente los metagenomas de los tapetes presenta mayores similitudes al
metagenoma del suelo agricola y mayores disimilitudes con el suelo forestal en el

cual hay una mayor abundancia de genes para la movilidad y la quimiotaxis.

Figura 7. Analisis comparativo de los metagenomas del suelo y tapetes microbianos
hipersalinos de Guerrero Negro, oligotroficos de Cuatro Ciénegas y Termdfilos de Arard.

Datos normalizados, analisis en el servidor en linea MG-RAST.

Esta comparacion metagendmica nos ha revelado que, aunque las
comunidades se han desarrollado en un amplio espectro de ambientes presentan
comunidades complejas, diversas y con un gran potencial genético, el cual es muy

similar entre ellas. La presencia de un conjunto de genes tan diverso permite que
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las comunidades reaccionen de manera especifica a las condiciones ambientales
extremas, asi como adaptarse a los cambios en los parametros fisicoquimicos de

SuU microambiente.
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Discusion general

La zona geotermal de Araré presenta un gran numero de pozas termales con
altas temperaturas, particularmente el sistema hidrotermal Tina-Bonita, con un
rango que va de los 45-78°C, aunado a elevados contenidos de Arsénico (2.7-
6.6mg/l). Los parametros fisicoquimicos de la zona son similares en temperatura y
pH a otros manantiales del mundo: Rumania 45-55°C/ pH 8; Patagonia (Cahuelmo-
Porcelana) 39.7-58.7°C/ pH 5-7; Tailandia 50.8-56.5°C/ pH 6.8 (Coman et al. 2013;
Mackenzie et al. 2013; Portillo et al. 2009), particularmente a los manantiales
Octopus y Mushroom (Ward et al. 2006), en los que ademas también se desarrollan
tapetes microbianos, sin embargo, difieren en las concentraciones de arsénico
disueltas. La presencia de estas comunidades ha llamado la atencién de sinfin de
microbiologos desde el siglo pasado (Marsh y Larsen, 1953), la estructura y
organizacion, asi como la composicidon y funcionamiento han sido algunas de las
preguntas frecuentemente abordadas, sin embargo, pese al aislamiento microbiano
a través del cultivo (Bateson y Ward, 1988; Nold et al. 1996), la visualizacion por
microscopia (Coman et al. 2013; Ferris et al. 1996) y el uso de técnicas moleculares
(Santegoeds et al. 1996; Ward et al. 2006) entender la fisiologia de los tapetes no
ha sido facil. Por ello los analisis metagendmicos es decir, aquellos que permiten
analizar muestras de origen ambiental sin el requerimiento del cultivo microbiano

son una alternativa clave para ello.
Diversidad microbiana

El andlisis de pirosecuenciacion de los genes ribosomales 16S-18S permitié
explorar la diversidad tanto de procariotas como de eucariotas que conforman la
comunidad microbiana de Arard. El andlisis de rarefaccion nos indica que la
comunidad se encuentra representada de forma significativa. La diversidad de los
manantiales termales de Araré estimada a través de los indices eclogicos de
Shannon (1.719) y Simpson (0.644) muestra una baja diversidad microbiana
comparados con tapetes microbianos del Tibet (Shannon 2.10-4.93) (Lau et al.

2009), de manera recurrente se ha observado una baja diversidad asociada tapetes
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termdfilos (Bolhuis et al. 2014), mientras que los tapetes costeros e hipersalinos
presentan indices de alta diversidad, estos ultimos se encuentran entre los mas
diversos ecosistemas microbianos (Bolhuis y Stal, 2011; Ley et al. 2006). La baja
diversidad de Araro, esta directamente relacionada a la baja equitabilidad y gran
dominancia de un par de especies bacterianas, ya que de manera interesante hay
una gran diversidad de UTOs. La comunidad microbiana de los manantiales
termales de Araro esta dominada por bacterias (99.7%), sin embargo, se obtuvieron
secuencias de eucariotas y arqueas, esto hace que la comunidad sea mas

heterogénea y compleja.

Las arqueas, aunque no suelen ser el taxon dominante en los tapetes
microbianos (Casamayor et al. 2002; Bolhuis et al. 2014) forman parte de estas
comunidades, se ha observado que en tapetes hipersalinos y costeros las
Euryarchaeotas son las mejor representadas (Bolhuis y Stal, 2011; Ruvindy et al.
2016), pese a la ubicuidad de las Crenarchaeota en manantiales termales
(Kanokratana et al. 2004; Perevalova et al. 2008), su presencia en los tapetes
termdfilos es muy baja o nula. En la comunidad aqui analizada se detect6 a la
Euryarchaeota Methanomethylovorans sp., un representante de la clase
Methanomicrobia. Es capaz de llevar a cabo la metanogénesis (Jiang et al. 2005),
este género suele encontrarse en ambientes mesofilos a excepcion de la especie

M. thermophila.

Como producto de la secuenciacion se obtuvieron lecturas de genes
ribosomales eucaridticos 18S, la identidad de estas corresponde a un alga roja
Antithamnionella spirigrafidis 'y Ankylocrisis Ilutea una Ochrophyta ninguna
previamente reportada en ambientes extremos. El dominio Bacteria constituye el
taxdén dominante de la comunidad termdfila. Veintidos divisiones bacterianas fueron
determinadas. Como en otras comunidades similares son dominantes (Portillo et al.
2009; Lacap et al. 2007; Ward et al. 2006) las divisiones Chloroflexi (52.5%) y
Cyanobacteria (27.4%); sin embargo, la alta proporcion con casi el 80% de la
comunidad es Unica de las pozas de Araré. La diversidad de UTOs por otro lado

estuvo liderada por las Proteobacterias con 50 unidades, de las subdivisiones alfa,
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beta, gama y delta. Otras divisiones con importante numero de UTOs son las
Chloroflexi, Firmicutes y Cyanobacteria. Destaca la presencia de UTOs de bacterias
reductoras de sulfatos de dos de las tres divisiones bacterianas Firmicutes y Delta-
proteobacterias (Barton y Fauque, 2009). Esta comunidad estda dominada por el
gremio de bacterias fotosintéticas, sin embargo, con gran cantidad de UTOs con

variedad de metabolismos entre los que destacan los heterotrofos.

Las bacterias son dominantes en todos los tipos de tapetes microbianos
estudiados hasta el momento (Bonilla-Rosso et al. 2012; Ley et al. 2006; Ward et
al. 1998; de los Rios et al. 2015; Bolhuis y Stal, 2011). Las cianobacterias se
encuentran entre los principales grupos microbianos de los tapetes fotosintéticos,
sin embargo, en el caso particular de los tapetes terméfilos se han asociado las
formas filamentosas a temperaturas menores y las formas unicelulares a ambientes
termdfilos (Ward y Castenholz, 2000; Lacap et al. 2007). En los tapetes terméfilos
la cianobacteria de mayor frecuencia suele ser Synechococcus (Ward et al. 2006),
sin embargo, en Arar¢ se identificé a Cyanobacterium aponinum quien también es
unicelular, este se aisl6 por primera de tapetes termofilos de Italia (Moro et al. 2007).
De la division Chloroflexi y la bacteria dominante de la comunidad es Chloroflexus
aurantiacus, esta es una bacteria fotétrofa anoxigénica filamentosa de gran éxito
ecolégico en ambientes termdéfilos (Pierson y Castenholz, 1974; Weltzer y Miller,
2013).

La presencia de una gran variedad de proteobacterias de las diferentes
subdivisiones nos sugiere un abanico genético y metabdlico muy amplio dentro la
comunidad. En tapetes costeros, hipersalinos, y oligotroficos estas suelen ser
dominantes y sumamente importantes de acuerdo a los recientes hallazgos
independientes del cultivo microbiano (Harris et al. 2013; Bonilla-Rosso et al. 2012,
Gobet et al. 2012). Otros grupos relevantes son las bacterias productoras de
endosporas como los miembros de la divisidn Firmicutes estos han sido detectados
en trabajos previos (Prieto et al. 2017), identificacion de diecinueve UTOs y

representando el 1.76% de la comunidad bacteriana. La division Chlorobi, que,
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aunque fotosintética no es muy abundante en tapetes microbianos, con excepcién
del Tibet donde prolifera a temperaturas de 60-65°C (Lau et al. 2009).

Diversidad funcional de las comunidades termofilas de Arard

El metagenoma de la comunidad terméfila revel6 un grupo genético muy
amplio y similar al de las comunidades de suelo, agua y particularmente parecido a
otros tapetes microbianos de distintas naturalezas (hipersalinos, oligotréficos, y
termofilos). Un total de 9,782,916 secuencias fueron analizadas, de las cuales una
gran proporcion de genes corresponden al metabolismo primario, sin embargo,
también se observaron muchos genes para sintesis de metabolitos secundarios
como el acido clavulanico (inhibidor de B-lactamasas), péptidos no ribosomales,
biosintesis de penicilina, cefalosporinas y estreptomicina asi como genes que
codifican enzimas para la degradacion de hidrocarburos nocivos como el tolueno y

benceno.

Una de las preguntas mas recurrentes en el entendimiento de las
comunidades biolégicas se centra en el funcionamiento de las mismas y los estudios
metagenomicos nos ayudan a explorar tales cuestionamientos. La reconstruccion
de las rutas metabdlicas de los principales ciclos biogeoquimicos, permitié observar
la presencia de genes que codifican enzimas que participan en las transformaciones
quimicas del carbono, azufre, nitrégeno, asi como los genes propios de la actividad
fotosintética. Cabe destacar que en todas las rutas analizadas se obtuvieron la
mayoria de los genes para completar los ciclos biogeoquimicos. Los genes para la
sintesis de carbohidratos se perfilan como la categoria con la mayor abundancia de
hits (Chan et al. 2015).

El metabolismo del azufre, uno de los mas importantes para la comunidad de
Arard, es a su vez uno de los mejor representados. La ruta involucra la generacion
de sulfuro de hidrogeno (H2S), tan importante para la sintesis de aminoacidos
(Cisteina y metionina) que contienen azufre (Chan et al. 2015), la reduccion de
sulfatos y la oxidacién de sulfitos. Las ya identificadas bacterias reductoras de
sulfato son vitales para la degradacion de la materia organica en condiciones

anaerobias (Chan et al. 2015; Barton y fauque, 2009). Algunas de las bacterias
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reductoras de sulfato presenetes en la comunidad son las siguientes
Deltaproteobacteria: Desulfocaldus sp. (Meyer y Kuever, 2007), Desulfomicrobium
terraneus (Muyzer y Stams, 2008), Thermodesulforhabdus spp. (Beeder et al. 1995),
Desulforegula spp. (Rees y Patel, 2001), Desulfosoma profundi (Grégoire et al.
2012), Desulfovirga spp. (Tanaka et al. 2000), Firmicutes: Desulfofomaculum
acetoxidans (Widdel y Pfennig, 1977), Desulfurispora thermophila (Kaksonen et al.
2007).

El nitrogeno es un elemento vital para cualquier ser vivo, su ciclo
biogeoquimico es complejo y requiere la actividad conjunta de distintos
microorganismos catalizando diferentes reacciones quimicas (Chan et al. 2015). El
metagenoma sugiere que este ciclo es uno de los mas completos, la presencia de
los genes que codifican nitrogenasas (E.C. 1.19.6.1 y E. C. 1.18.6.1), demuestran
que esta comunidad es capaz de fijar nitrdgeno atmosférico, asi como producir
nitritos y nitratos, debido al bajo contenido de oxigeno (Chan et al. 2015) del
manantial los procesos de desnitrificacion hasta la produccion de nitrégeno gaseoso
pueden llevarse a cabo, también se observa la presencia de los géneros
desnitrificantes Rhodobacter spp. (Schwintner et al. 1998), y Pseudomonas spp.
(Koérner y Zumft, 1989). La mayor parte de los pasos de la ruta estan representados,
lo que sugiere que esta comunidad tiene la capacidad de participar en el ciclo del

nitrégeno.

Los tapetes termodfilos de Arard, estan dominados por microorganismos
fotosintéticos de cuatro divisiones bacterianas distintas, Chlorobi, Alfa-
proteobacteria, y Chloroflexi y Cyanobacteria como los taxones dominantes. La
anotacién del metagenoma permite observar los genes que codifican para el
fotosistema | y Il, asi como para el complejo citocromo b6/f que participa en la
formacion del gradiente electroquimico de protones transmembrana y finalmente los

transportadores de electrones (plastocianina, ferredoxina, FNR y citocromo c6).

Por lo tanto, la interrelacién de los ciclos de biogeoquimicos del nitrégeno, azufre y
carbono, esta directamente relacionada con los acoplamientos de los metabolismos
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de los grupos funcionales microbianos (van Gemerden, 1993) que hacen funcionar

a la comunidad.
Implicaciones ecoldgicas

Los tapetes son asociaciones microbianas de organismos con muy distintos
origenes filogenéticos, y aun asi, tienen la capacidad de funcionar de manera
autosostenible y coordinada. Las cianobacterias son los principales productores
primarios y la base de la red trofica (Stal, 1995). Los tapetes termdfilos son menos
diversos (Bolhuis et al. 2014) que aquellos sin la presién selectiva de las altas

temperaturas.

Bajo las condiciones ambientales de las pozas de Arar6 (es decir, el rango de
temperaturas (58-60°C) y las altas concentraciones de arsénico 2.7-6.6mg/L), la
comunidad microbiana esta dominada por el gremio fotosintético, la abundancia de
Chloroflexus aurantiacus es sobresaliente, en otros manantiales con alto contenido
de sulfuro se ha observado que prolifera exitosamente y es capaz de colonizar
pozas hidrotermales sin cianobacterias (Skirnisdottir et al. 2000), se llegd a pensar
que junto a Synechococcus formaban los tapetes termaofilos del parque nacional de
Yellowstone, sin embargo se rectific6 que era una bacteria relacionada llamada
Roseiflexus (Klatt et al. 2011). Chloroflexus es un genero asociado a las altas
temperaturas, sin embargo habita desde los 30-72°C, curiosamente cuando las
concentraciones de sulfuro estan por debajo de los 100um se observa la asociaciéon
Chloroflexus/cyanobacteria, donde la primera vive de forma foto-heterétrofa a
expensas de los fotosintatos producidos por la cianobacteria quien no sobrevive a
mayores concentraciones de sulfuro (1000um) (Hanada y Pierson, 2006), en Araré
se observa esta asociacion simbiotica donde Chloroflexus aurantiacus es el taxdn
mas abundante dados los elevados contenidos de sulfatos seguida de la
cianobacteria Cyanobacterium aponinum. Otros grupos bacterianos fotosintéticos
importantes son Caldilinea aerophila (Chloroflexi), Leptolyngbya (Cyanobacteria), y
como elementos raros o poco abundantes Chlorobium spp. (Chlorobi) vy
Rhodobacter spp. (Alfa-proteobacteria), asi como las algas Antithamnionella

spirographidis (Rhodophyta) y Ankylochrysis lutea (Ochrophyta).
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Resistencia al Arsénico

El arsénico es uno de los elementos mas abundantes en la corteza terrestre
(Mandal y Suzuki, 2002) y se presenta de manera natural en los fluidos geotermales
con hasta 50ppm aunque mas frecuentemente con concentraciones de 1-10ppm
(Ballantyne y Moore, 1988). Su presencia esta asociada de manera natural a
eventos volcanicos o reminiscencia de los mismos (Aiuppa et al. 2006), las
principales especies quimicas de arsénico en las corrientes hidrotermales son el

arsenato y el arsenito (Connon et al. 2008).

En la localidad de Zimirao Arard, se han determinado altas concentraciones
de arsénico que van de 2.7 a 6.6 mg/L (Prieto-Barajas et al. 2017). Otros trabajos
de la zona muestran niveles menores y similares en varios manantiales de la cuenca
hidrolégica de Cuitzeo (Vazquez-Vazquez et al. 2015). Las fuertes perturbaciones
a las que se ven sometidas las pozas hidrotermales no permiten el desarrollo de
comunidades microbianas complejas, sin embargo, en el sistema hidrotermal Tina-
Bonita se han desarrollado tapetes microbianos de gran extension. La temperatura
y el arsénico juegan un rol crucial para las poblaciones bacterianas del tapete
quienes han sido aisladas por cultivo microbiano (Prieto-Barajas et al. 2017), sin
embargo los elementos genéticos que subyacen y les permiten prosperar como
comunidad son desconocidos. La geoquimica de los manantiales termales del
mundo muestra que el arsénico es un componente importante de estos ecosistemas
(Ballantyne y Moore, 1988), en Araré se ha observado que junto a la temperatura
actuan como una fuerte presion selectiva sobre las comunidades microbianas que

se desarrollan las pozas.

El arsénico es un elemento que ha estado presente desde el origen de la vida
(Gihring et al. 2003) y por ello mecanismos de resistencia se encuentran albergados
en la mayoria de los seres vivos (Rosen y Liu, 2009). Es altamente téxico, lo cual
esta directamente relacionado a su estado de oxidacién, el arsenito (lll) es varias
veces mas téxico que el arsenato (V), produce la formacién de especies reactivas
de oxigeno inhibiendo el metabolismo celular y estrés oxidativo mientras que el

arsenato por su alta similitud estructural con el fosfato llega a reemplazarlo en
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algunas funciones celulares (ADN, moléculas energéticas) (Gamino y Cervantes,
2017).

Ante tales consecuencias, los microorganismos cuentan con elementos
genéticos que permiten resistir altas concentraciones de este toxico metaloide. En
bacterias los genes mas comunes para la desintoxicacion de este elemento estan
codificados por el operén ars que se presenta en varias formas con tres a cinco
genes (el operon mas comun y sencillo arsRBC, los genes arsA 'y arsD no siempre
se encuentran) (Rosen y Liu, 2009). En el andlisis de cepas bacterianas de Araré
se encontraron los genes arsB y arsC, que codifican para una bomba de expulsién
y una arsenato reductasa respectivamente. Este sistema permite la reduccién del
As (V) a As (lll) y posteriormente la expulsion por un transportador de membrana
especifico para el arsenito (Oremland y Stolz, 2003). La presencia de genes ars en
cepas de Bacillus aisladas de los tapetes microbianos estuvo fuertemente asociada
a la tolerancia a altas concentraciones del arsénico en dichas cepas, lo que sugiere

puede ser un mecanismo de sobrevivencia en este tipo de ambientes extremos.
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Conclusién general

Los tapetes microbianos de las pozas termales Tina-Bonita localizados en
Araré, Michoacan presentan una diversidad moderada, una comunidad con
miembros los tres dominios de la vida, los cuales contienen genes ars y de

respuesta a estrés como posibles mecanismos de sobrevivencia.
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Perspectivas

- Aislar e identificar genes con actividad antimicrobiana, sintesis de
metabolitos secundarios de interés y enzimas para la degradacion de compuestos

contaminantes.

- Expresar de forma heteréloga genes que codifiquen para compuestos

antimicrobianos y degradacion de compuestos contaminantes.

- Identificar genes que participen en mecanismos de comunicacion

bacteriana tipo Quorum sensing en el metagenoma.
- Analizar el transcriptdma de la comunidad Tina-Bonita de Arard, Michoacan.

- Llevar a cabo experimentos de microcosmos para ver el efecto directo de
parametros fisicoquimicos tales como la intensidad luminosa, la temperatura y la

presencia de arsénico en la sobrevivencia y diversidad bacteriana.
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