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Resumen

En este trabajo se analiz6 la diversidad de microorganismos heterétrofos cultivables
durante las estaciones anuales (invierno, primavera, verano y otofio) en dos manantiales de
la zona geotermal de Araré denominados La Tina y La Bonita. Se obtuvieron 105 aislados
microbianos que fueron identificados como miembros de 17 especies de las cuales la mayor
proporcion pertenece a la division Firmicutes (76%), seguida de las Proteobacterias (18%)
y, finalmente, las Actinobacterias (6%). Los géneros representativos mas abundantes fueron
Bacillus, Paenibacillus y Exiguobacterium, y en menor proporcion se encontraron especies
de los géneros Aeromonas, Pseudomonas y Microbacterium. Se estimo la diversidad alfa
utilizando los indices de Shannon (H) y Simpson (D), asi como la diversidad beta mediante
el indice de Sorensen (ls), mostrando que la diversidad va de moderada a baja. Es
interesante que en los muestreos de primavera e invierno se encontrd una mayor diversidad,
mientras que otofio se presentd como la estacion con menor diversidad vy, a la vez como la
de menor similitud bioldgica entre los manantiales analizados. Las curvas de rarefaccion
indican que los muestreos fueron significativos y representativos de la diversidad analizada
en ambos manantiales. Durante los muestreos se determinaron, de manera simultanea, los
factores fisicoquimicos como temperatura, pH, DBO (Demanda Bioldgica de Oxigeno), asi
como la concentracion de sulfatos, cloruros, calcio, magnesio y arsénico, entre otros.
Posteriormente, se llevaron a cabo andlisis de correlacion entre los factores fisicoquimicos
y la diversidad en cada estacion y cada manantial, observandose una correlacion de forma
diferencial para cada uno de los sitios analizados. Para el manantial La Tina se observo que
las sales (magnesio, cloruros, sulfatos, calcio y sodio) son los principales moduladores de la
diversidad, mientras que para La Bonita la temperatura, pH y arsénico presentaron las mas
altas correlaciones. Por Gltimo, nuestro analisis sugiere que los factores abidticos influyen
de manera diferencial en cada una de las pozas, las cuales presentan variaciones durante el

afo tanto en su abundancia como en la diversidad microbiana.



Abstract
Seasonal fluctuation of microbial diversity in the hot springs from Araro, Michoacan.

In this study we analyzed the diversity of cultivable heterotrophic microorganisms
during the four seasons (winter, spring, summer and autumn) from two hot springs of the
geothermal zone of Arard, Michoacan named as The Tina and The Bonita. We obtained
105 microbial isolates, with 17 species identified. The majority corresponded to Firmicutes
(76%), followed by Proteobacteria (18%) and finally Actinobacteria (6%). Bacillus,
Paenibacillus and Exiguobacterium were the most representative, however we also found
in lower proportion Aeromonas, Pseudomonas and Microbacterium. The alpha diversity
was estimated using Shannon (H) and Simpson (D) indexes and the beta diversity using
Sorensen index (Is), which showed that the diversity is medium to low. Interestingly,
spring and winter had the highest diversity, while autumn had the lowest and at same time
the less beta diversity between the analyzed hot springs. Rarefaction curves indicated a
representative sampling of both microbial communities. Simultaneously we evaluated
physicochemical parameters at each sampling: Temperature, pH, DBO (Biochemical
oxygen demand), salts (calcium, chloride, magnesium, sodium and sulfates) and arsenic.
Then, we did a correlation analysis between physicochemical parameters with diversity
changes per season and per hot spring (Bonita and Tina), we observed correlation between
salts and diversity fluctuations for Tina hot spring and temperature, pH and arsenic with
Bonita’s hot spring diversity change. Our analysis suggest that abiotic factors have
influence in a different way in each community, which have variations during the year in

both abundance and microbial diversity.



1. Introduccién
1.1 Biodiversidad

La biodiversidad se define como la variedad de la vida en todos sus niveles de
organizacion (Colwell 2009) y comprende tres tipos de diversidades: la genética, la de
especies y la de ecosistemas (Biggs et al. 2008). La diversidad a nivel genético 0
intraespecifica reside dentro de cada especie, en esta se encuentran incluidas las variaciones
genéticas dentro de las poblaciones y entre las mismas. La diversidad especifica o
interespecifica es frecuentemente conocida como la riqueza de especies, es decir, el nUmero
de especies de una comunidad. Finalmente, la diversidad a nivel de ecosistemas refiere a la
variedad de ecosistemas que se encuentran presentes en una region dada (Biggs et al. 2008,
Dirzo y Mendoza 2008).

Para su andlisis la diversidad bioldgica se divide en alfa (o)), comprende la riqueza
de especies de una comunidad o habitat dado,  (beta), el recambio de especies entre dos o
mas comunidades y vy, riqueza especifica de una regiéon o una unidad espacial mayor
(Colwell 2009). La principal forma de medirla es con el uso de indices ecoldgicos que

expresen la diversidad a diferentes escalas espaciales.

Un indice de diversidad se define como la expresion matematica que combina la
riqueza de especies y la equitabilidad como una medida de la diversidad presente (Colwell
2009). Magurran (1988) ordend los indices en tres categorias: indices de riquezas de
especies, indices basados en las abundancias proporcionales de las especies (medidas de
equitabilidad y dominancia) y modelos de abundancia de las especies.

Los indices ecoldgicos mas utilizados para estimar la diversidad alfa son los de
Shannon y Simpson, y para la beta Sorensen y Jaccard, que se encuentran incluidos en las
dos primeras categorias de Magurran. Estos estimadores no solo nos permiten obtener un
dato cuantitativo de la diversidad de una comunidad sino que también tienen la ventaja de
permitir la comparacion de las distintas comunidades y habitats en funcion de esta

informacion.



1.2 Diversidad procariota

Los dominios Archaea y Bacteria representan la diversidad procariotica actual,
producto de 3,800 millones de afios de evolucion (Torsvik et al. 2002), por lo que se ha
sugerido sea extraordinaria. A la fecha el total de especies procariotas registradas es de
9740, de las cuales 9443 corresponde a las eubacterias y solo 297 son arqueas (Battistuzzi y
Hedges 2009). Sin embargo, con respecto a la abundancia de los microorganismos en la
bi6sfera, el nimero estimado es exorbitante, ostentando predicciones de hasta 5 x 10%
células procaridticas, lo que constituye la mayor proporcion de biomasa sobre la Tierra
(Madigan et al. 2004). A manera de resumen se muestran las actuales divisiones
bacterianas, sus relaciones filogenéticas y el tiempo de divergencia entre cada una de ellas,

en el cladograma de la Fig. 1.

Histéricamente la diversidad procariotica ha sido subestimada debido a las
complicaciones para el cultivo de los microorganismos, la determinacién
quimiotaxonomica y la caracterizacion morfolégica de los mismos. No fue hasta el
surgimiento de las técnicas moleculares que su identificacion se ha facilitado, de manera
gue se han descubierto un gran nimero de nuevos grupos microbianos, antes desconocidos

para la ciencia (Coleman y Whitman 2005).

Entre las técnicas utilizadas actualmente para el analisis de la diversidad microbiana
se encuentran la secuenciacion del RNAr, la Hibridacion Fluorescente in situ (FISH),
Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion (DGGE), construccion de
bibliotecas metagendmicas, Fragmentos de Restriccion de longitud polimérfica (RFLP),
Fragmentos de Restriccion terminal de longitud Polimérfica (T-RFLP) (Coleman vy
Whitman 2005), Andlisis de restriccion de amplificados de DNAr (ARDRA), Electroforesis
en Gel con Gradiente de Temperatura (TGGE) y el Analisis de los espaciadores

intergénicos ribosomales (RISA).

La gran mayoria de estas metodologias se basan en el analisis del RNAr 16S, el
cual fue propuesto por primera vez por Carl Woese, como un gen marcador ideal para

obtener las relaciones filogenéticas entre los distintos linajes de seres vivos, consiguiendo
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asi la actual division de los tres grandes dominios de la vida: Eubacteria, Archaea y
Eucarya (RNAr 18S) (Woese y Fox 1977), ademas de ser un preciso cronémetro molecular
(Woese 1987).
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Figura 1. Historia evolutiva de la diversidad procari6tica. Arbol filogenético actual
a nivel de divisiones bacterianas, asi como, el nimero de especies de cada division
bacteriana, el andlisis de reloj molecular en cada nodo (a) y en la parte inferior nota de los
mayores acontecimientos ocurridos en los eones terrestres (b). Grupos | y I, agrupaciones
de divisiones bacterias provenientes de ambientes terrestres y acuaticos, respectivamente.

Tomado y modificado de Battistuzzi y Hedges 2009.



A la fecha, el RNAr 16S sigue siendo el gen mas utilizado para identificacion

microbiana e inferencias evolutivas (Pace 2009), por sus propiedades intrinsecas:

v" Es un gen conservado entre los distintos grupos bioldgicos (alta grado de
identidad) (Woese 1987).

v’ Esta presente en todos los seres vivos (con su homdélogo: RNAr 18S en
Eucarya) (Woese 1987).

v' La transferencia horizontal no lo afecta de manera significativa (Pace 2009).

v' Las bases de datos con secuencias de RNAr 16S tanto de microorganismos
cultivables como no cultivables provenientes de muestras ambientales, entre

otras, son muy grandes (Pace 2009).

El proceso para el estudio de las comunidades microbianas, se lleva a cabo
utilizando los genes ribosomales y se esquematiza a continuacién, donde a partir de una
muestra de origen ambiental o cultivos puros se aplican distintas técnicas que involucran el

RNAr 16S para la identificacion y censado de las comunidades (Fig. 2) (Head et al. 1998).

De manera adicional, cuando se explora la diversidad microbiana uno de los
aspectos mas interesantes es conocer las relaciones filogenéticas (Woese y Fox 1977), la
comparacion de las secuencias de RNAr 16S es una herramienta poderosa al inferir

relaciones evolutivas (Weisburg et al. 1991)

Las dificultades en el estudio de los microorganismos comprenden desde su
pequefio tamafio, hasta el desconocimiento de los requerimientos quimicos, fisicos y
biolbgicos para su cultivo, entre otras. Sin embargo ¢Cual es la importancia de su estudio?.
Los microorganismos, particularmente los procariotas son pieza clave para el
mantenimiento del delicado equilibrio que sostiene la vida sobre la Tierra (Torsvik et al.
2002).
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Los microrganismos son centrales para el buen funcionamiento de las interacciones
ecoldgicas en las aguas superficiales, océanos y suelos, tratamiento de aguas negras, (Curtis
et al. 2002), ademaés participan en distintos ciclos biogeoquimicos, como ejemplo los del
nitrégeno, azufre, fierro y manganeso, entre otros, regulan la composicion de la atmosfera,
reciclan nutrientes, y descomponen contaminantes ambientales (Huse et al. 2008). Sus
capacidades tienen un fuerte impacto sobre la vida humana: algunos como agentes
etiologicos de enfermedades, otros beneficiando la agricultura, la industria alimenticia y la

biotecnologia, entre otras (Madigan et al. 2004).

Todos los eucariotes estamos rodeados e invadidos por miles de microorganismos,
los podemos encontrar practicamente en cualquier habitat sobre la Tierra, ya sea en
asociacion con plantas como habitantes internos (endofitos) 6 en la rizosfera, en los tractos
digestivos de los animales, como patdgenos o paréasitos, en las comunidades de suelo, en las
aguas de arroyos, rios, mares, océanos, lagos enterrados en la Antartida o bien en las
muchas y variadas manifestaciones superficiales del calor interno de la Tierra como en

fumarolas, ventanas hidrotermales, y manantiales termales.

Estos Gltimos han sido motivo de estudio desde hace ya varias décadas,
principalmente han Illamado la atencién aquellos que presentan interesantes comunidades

microbianas, que se exhiben a simple vista y reciben el nombre de Tapetes microbianos.
1.3 Tapetes microbianos

Los tapetes microbianos son comunidades estratificadas formadas por capas de
microorganismos que alteran los microgradientes ambientales (Gerdes 2010), en donde
podemos encontrar microorganismos heterétrofos, quimioautotrofos y fotoautotrofos
(Pinckney et al. 1995). Estas comunidades se pueden desarrollar en una gran variedad de
ambientes desde manantiales termales, pozas hipersalinas, desiertos calidos y secos, lagos

alcalinos y sedimentos costeros (Villanueva 2011) (Fig. 3).



Figura 3. Tapetes microbianos de diferentes ambientes. Region costera Tunez, Poza
hipersalina y sedimentos intermareales en Australia, manantiales termales del Parque
Nacional de Yellowstone y Arard, Michoacan, y por ultimo lago localizado en de la
Antértida.

Los tapetes microbianos comparten caracteristicas que los unifican, asi como una
estructura general basica, esta consiste en una estructura multicapa, donde el estrato
superior se encuentra en intimo contacto con la columna de agua, la mayor cantidad de
oxigeno y de energia luminosa, mientras que la capa mas profunda es andxica y con escasa
luminosidad, en la cual se llevan a cabo procesos metab6licos anaerobios estrictos
(Villanueva 2011) (Fig. 4).
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Figura 4. . Modelo general de la estructura de los tapetes microbianos. En la capa
superior encontramos a los microorganismos fotosintéticos oxigénicos, es decir, las
cianobacterias y a las bacterias aerobias, seguidas de una mezcla de fotosintéticos
anoxigénicos, como son las bacterias verdes-pUrpuras azufrosas asi como las chloroflexi
(Roeselers et al. 2008), finalmente se encuentran las metandgenas, las reductoras de sulfato

y las heterotrofas anoxigénicas (Coman et al. 2013).

Las caracteristicas que unifican a todos los distintos tapetes microbianos son
(Gerdes 2010):

)] Cooperatividad fisiologica de los organismos.

1) Presencia de substancias poliméricas extracelulares (EPS) asi como sus
capacidades adhesivas, que unen a las células entre ellas y a la materia

orgéanica al sustrato.
1)  Laafinidad a las interfaces y sustratos.
IV)  Laagregacion microbiana.
V) Alto contenido de agua.

Los tapetes microbianos son los ecosistemas mas antiguos conocidos a la fecha y
datan de hace 3.48 mil millones de afios (Noffke et al. 2013), su éxito ecoldgico es el
reflejo de su versatilidad metabdlica, y su adaptabilidad fisiol6gica dada por sus principales
integrantes: Bacteria y Archaea (Franks y Stolz 2009). Debido a esto, los tapetes
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microbianos han sido propuestos por distintos grupos de trabajo como modelos biolégicos:
de consorcios microbianos (Paerl et al. 2000), ecologia microbiana (Ward et al. 1998),
evolucion microbiana y de astrobiologia, asi como, representantes anélogos de la vida

primitiva (Des marais 2003).

Hoy en dia los tapetes no son solo de interés para el sector cientifico, sino también,
su aplicacién es centro de atencidn en distintos procesos antropogénicos como son en el
tratamiento de aguas negras, biorremediacion, acuacultura, produccién de biohidrdgeno,

entre otros (Roeselers et al. 2008).

Muchos estudios sobre los tapetes de diferentes ambientes con distintos enfoques se
han llevado a cabo, sin embargo, la primera pieza en la ardua tarea de entender estas
interesantes comunidades microbianas es el recuento de sus habitantes, es decir, los analisis
de la diversidad presente son fundamentales en el entendimiento de la dinamica, estructura

y composicion microbiana.



2. Antecedentes

De los parametros que se han buscado en los analisis de los tapetes microbianos son
patrones de distribucion de la diversidad, y su relacidn ya sea con la estratificacion vertical,
estacionalidad o cambios en los factores ambientales.

De entre estos, podemos sefialar el trabajo de Portillo y colaboradores del 2009,
donde buscan la relacion de distintas pigmentaciones como resultado de la composicion, y
estructura de la comunidad microbiana, o de su actividad metabdlica. Utilizando DGGE
toman la “huella digital” para los tapetes rojos, amarillos y verdes, de manera simultanea
analizan el RNA ribosomal como indicador metabdlico. Ellos encuentran distribuciones
desiguales para cada uno de los diferentes tapetes examinados, de tal manera que las
diversas coloraciones, son el reflejo de distintas comunidades bacterianas que ademas,

presentan grupos bacterianos particulares que estdn metabolicamente activos.

Uno de los primeros trabajos que abordaron la estacionalidad como un factor que
ejerce un fuerte impacto sobre las comunidades bacterianas de tapetes, fue el llevado a cabo
por Pinckney y colaboradores. En este trabajo de 1995, analizan la fraccion de
microorganismos fotosintéticos de cuatro tapetes durante doce meses, utilizando pigmentos
como indicadores quimiotaxondémicos (clorofila a [todos los microorganismos
fotosintéticos oxigénicos], bacterioclorofila a [fotosintéticos anoxigénicos], fucoxantina
[diatomeas] y zeaxantina [cianobacterias]). Ellos observaron cambios en los pigmentos, sin

embargo, ningun patrén estacional regular fue identificado.

Ferris y Ward en 1997, utilizando la técnica DGGE, evaluaron la distribucion
estacional de las poblaciones de tapetes microbianos del manantial Octopus (Parque
Nacional de Yellowstone, EUA), definidas por los genes de RNAr 16S a lo largo de un
gradiente termal, hipotetizando cambios en la estructura de la comunidad. Ellos observaron
ligeros cambios, con respecto al rango de temperaturas al cual se encuentran las
poblaciones microbianas en cada estacion, sin embargo, no lograron discernir patrones
estacionales, y discuten el uso de otros parametros ambientales a tomar en consideracion,

como la intensidad luminosa.
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Mackenzie y colaboradores en 2013, analizaron la variacion estacional de tres
tapetes microbianos al norte de la Patagonia, donde toman en consideracion cambios en la
temperatura de las aguas de los manantiales, en las estaciones de verano e invierno. Ellos
observaron cambios de la composicion bacteriana de estas comunidades; esta informacion
estd resumida en la Figura 5, donde las variaciones de las temperaturas tienen influencia
sobre la estructura de la comunidad, permitiendo que distintos grupos bacterianos florezcan

y otros disminuyan.
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Figura 5. Distribucién de la diversidad bacteriana en manantiales termales de la
Patagonia. La grafica muestra los porcentajes de las secuencias de rRNA 16S de cada grupo
bacteriano, en los tres sitios de muestreo (P= manantial Porcelana, C=manantial Cahuelmé
y G=geiser), se muestran las mediciones de la temperatura en °C, y sefialado con S los

muestreos de verano y con W los de invierno. Tomado de Mackenzie et al. 2013.

Todos estos trabajos incluyen el uso de técnicas moleculares para censar las
comunidades de microorganismos, sin embargo, el uso de técnicas tradicionales como el
cultivo microbiano sigue vigente y nos otorga informacion adicional, ademas de la
oportunidad de analizar con mayor profundidad aspectos genéticos y fisiologicos de los

microorganismos.

11



La importancia de las técnicas tradicionales, como el cultivo microbiano se pone de
manifiesto en estudios de diversidad como es el trabajo de Nold y colegas (1996), en el cual
se analiza la comunidad de bacterias heterétrofas aerobias, aisladas por cultivo enriquecido,
utilizando distintas fuentes de carbono y diluciones seriadas muy altas (para eliminar a los
microorganismos mas abundantes). Este analisis se llevo a cabo en el manantial Octopus, el
cual es uno de los més estudiados en Yellowstone, varias técnicas moleculares han sido
empleadas para examinar la composicion microbiana, sin embargo, ellos encontraron
bacterias aerobias pertenecientes a las divisiones Firmicutes y Proteobacteria cuyas
secuencias jamas habian sido detectadas, y cuyos hallazgos arrojan informacion
complementaria para la reconstruccion de las comunidades microbianas presentes en estos
habitat.

Finalmente, en nuestro grupo de trabajo se llevo a cabo un analisis preliminar de la
comunidad bacteriana de un tapete microbiano proveniente de un manantial termal de
Arar6 Michoacan usando un enfogue metagenomico. En este estudio, se analizaron 39
secuencias, la mayoria correspondieron a las cianobacterias Synechococcus y Cyanobium
(54%) y el resto a bacterias y cianobacterias no cultivables (Prieto-Barajas et al. 2011).

Esto muestra que la diversidad de los tapetes bacterianos termofilos es mucho
mayor a lo antes pensado, por lo que el uso de distintas técnicas que permitan recuperar la

diversidad del lugar es imperativo.
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3. Area de estudio: Arar6, Michoacan de Ocampo

+.

Morelia

Figura 6. Ubicacion geografica de la zona geotermal de Arard, Michoacan. México
presenta la Faja VVolcanica Transmexicana (resaltada en gris obscuro), esta atraviesa el pais
por el centro, desde el Pacifico hasta el Golfo de México. La parte norte de Michoacén se
halla dentro de la faja y presenta alta actividad volcénica o bien reminiscencias de esta, la

zona geotermal de Araré se ubica al noreste del estado, cerca de la capital Morelia.

El campo geotermal de Arard se ubica en la porcion nororiental del Estado de
Michoacan de Ocampo, en la parte central de México, dentro de la Faja Volcanica
Transmexicana (Hiriart Le Bert 2011), a unos 40Km de la ciudad de Morelia (Fig. 6). La
zona se localiza al interior de la cuenca tectonica de Cuitzeo, y presenta 3 fallas geoldgicas
de tipo normal: al Norte Huingo, al Centro Araro-Zimirao y al Sur El Caracol (Viggiano-
Guerra y Gutiérrez-Negrin 2005), las dos primeras son las mas relevantes y actian como
conductos para el movimiento de fluidos hidrotermales, con temperaturas de 31-98°C
(Hiriart Le Bert 2011).
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En la zona se encuentran manantiales con escape de gas agrupados en varias areas,
la més importante es Zimirao, donde concurren manantiales con temperaturas de 48-99°C y
sus aguas son de tipo sodico-cloruradas (con 2340 ppm de NaCl) (Hiriart Le Bert 2011,
Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin 2005), la composicién quimica de las mismas se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion geoquimica de las aguas de Zimirao. Analisis de cuatro
muestras, reportadas en partes por millén. Tomado y modificado de Viggiano-Guerra y
Gutiérrez-Negrin 2005.

Lugar Fecha T(C) pH Na K €a Mg Li HCO, Cl 50, Si0, B Rb Cs

Zimirao Nov. 1990 71 TR 693 415 317 20 54 1654 B233 1025 2075 555 062 135

Geologicamente Zimirao esta situado sobre una cama de sedimento lacustre, cuando
las fallas 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 analizada desde el punto de vista geoldgico, y con miras a la
produccién de energia eléctrica a partir de la energia geotérmica del lugar, por parte de la
Comision Federal de Electricidad (CFE) (Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin 2005). La
zona no solo presenta interesantes particularidades geol6gicas, sino que también ostenta

manantiales con tapetes microbianos que no han sido analizados.
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4. Justificacion

México es un pais con un gran numero de manifestaciones superficiales del calor
interno de la tierra. En particular, el Estado de Michoacan se ubica dentro del cinturdn
volcénico transmexicano, por lo que cuenta con numerosas zonas geotermales, entre las
cuales encontramos los manantiales termales de Arard. Estos ecosistemas representan un
excelente modelo de estudio de las comunidades microbianas termofilas. Determinar qué
factores abidticos influyen sobre la estructura y la diversidad de la comunidad microbiana a
través de las diferentes épocas del afio, ayudard a descifrar sus roles ecoldgicos y posibles

mecanismos de sobrevivencia en estos ambientes extremos.
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5. Hipotesis

Los tapetes microbianos de los manantiales termales de Araré son comunidades

dinamicas que reaccionan de forma diferencial a los estimulos ambientales
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6. Objetivos

6.1. General

Determinar la diversidad microbiana cultivable en los manantiales termales de
Arard durante las estaciones del afio asi como su correlacion con los cambios de los

factores ambientales

6.2. Especificos

I.  Caracterizar la diversidad genética de aislados bacterianos cultivables.
Il.  Identificar la especie de los aislados bacterianos obtenidos.
I1l.  Estimar la diversidad y riqueza de especies bacterianas cultivables en las cuatro
estaciones.
IV.  Determinar la correlacion entre los parametros fisicoquimicos y la diversidad

bacteriana encontrada.
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7. Estrategia experimental general

La estrategia experimental general consistio en llevar a cabo muestreos estacionales
en invierno, primavera, verano y otofio, tomando tanto el material bioldgico, como medidas
de los pardmetros fisicoquimicos. A partir del tapete y el agua del manantial, obtener
aislados microbianos, los cuales fueron identificados con el uso del gen de RNAr 16S, su
diversidad a nivel genético fue obtenida utilizando la técnica RAPDs, con esta informacion

se realizo el andlisis de diversidad de la comunidad bacteriana de Araré (Fig. 7).

Muestreos estacionales

. _.:: \
= e Tapete
. Agua del manantial microbiano
Parametros fisicoquimicos Aislamiento microbiano CFU
Temperatura ADN Genodmico : Cinéticas de crecimiento
pH C RAPDs
Arsénico Amplificacion del gen de D
ADNr 168
C Secuenciacion del 16S
BLASTn :
C Identificacion de las
especies D
Analisis de diversidad

Figura 7. Estrategia experimental general del presente trabajo
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8. Materiales y métodos
8.1 Toma de la muestra bioldgica

Se llevaron a cabo 4 muestreos en dos de los manantiales termales localizados en la
localidad de Zimirao en Arard, Michoacan. Para la seleccidn de los sitios de muestreo se
utilizaron dos criterios: 1. El manantial menos perturbado, ya que en la region son
empleados por la comunidad para usos diversos, 2. Manantiales con caracteristicas

distintivas y unicas que representen sistemas distintos.

Los muestreos abarcaron las cuatro estaciones ya que se realizaron el 2 de febrero
(invierno), 5 de junio (primavera), 6 de octubre (verano) y 5 de diciembre (otofio) del afio

2012, todos alrededor de las 11 am en dias soleados y despejados.

Las muestras de material biolégico de tapete microbiano, se tomaron utilizando
cajas Petri, y espatulas estériles, con las cuales se obtuvieron muestras de 5-10cm de largo
por 0.5-1cm de ancho, mismas que se mantuvieron en oscuridad en una caja aislante con
hielo hasta su procesamiento. Para la toma del agua se usaron frascos kimax de 500 ml
esteriles (se colectaron cerca de 500ml de agua por manantial y por muestreo), la muestra

se conservo en oscuridad y hielo.
8.2 Toma de la muestra para el analisis de agua

Las mediciones de los parametros fisicoquimicos se llevaron a cabo de manera
simultanea al muestreo del material biolégico. Los parametros temperatura (°C),

conductividad eléctrica, salinidad, pH, y oxigeno disuelto fueron medidos in situ.

Mediante andlisis quimicos convencionales con la colaboracion de la Comision
Nacional del Agua (CONAGUA) se determinaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: DBO (demanda biologica de oxigeno), color, turbiedad, soélidos
sedimentables, solidos totales, solidos suspendidos totales, solidos totales disueltos,
cloruros, sulfatos, dureza total, dureza de calcio, dureza de magnesio, alcalinidad total,
carbonatos, bicarbonatos, calcio, magnesio, sodio, nitrégeno amoniacal, y coliformes
fecales. La determinacion del arsénico se obtuvo por espectrofotometria de absorcion

atomica (AAS) y la medicion de fluoruros utilizando un fliorometro convencional.
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8.3 Aislamiento microbiano por cultivo puro

Una vez obtenidas las muestras, tanto de agua como de tapete microbiano se
procedio a la obtencion de cultivos axénicos de microorganismos procedentes de tales
materiales biologicos. Para ello se utilizaron los medios de cultivo generales: agar nutritivo
y Luria-Bertani (LB) por su alto contenido en nutrientes, que permite el crecimiento de la

mayoria de las bacterias.

El medio Agar nutritivo (Bioxon: 23g/L); tiene la siguiente composicion: peptona

(5g), extracto de carne (3g), agar (15g).

El medio Luria-Bertani tiene la siguiente composicion para un litro: peptona de

caseina (10g), Extracto de levadura (5g), NaCl (10g), Agar bacterioldgico (15g).

Se hicieron diluciones seriadas a partir del agua de los manantiales y los tapetes
microbianos, se plaquearon en LB y agar nutritivo las diluciones 10°,10™, 102,10% y 10, y
se les dejo crecer toda la noche en una incubadora a 37°C. A la mafana siguiente, se
resembraron todas las colonias observadas en medio LB (ya que en este medio crecieron
mejor todas las muestras). Los cultivos puros fueron obtenidos por la resiembra de colonias
aisladas y con ellos se trabajé en el presente estudio.

8.3.1 Unidades formadoras de colonias (CFU)

Para el conteo de células viables se midieron las unidades formadoras de colonias
CFU (colony forming units, por sus siglas en inglés), con las diluciones 10™ y 102, ya que
a mayores diluciones no se registrd crecimiento microbiano. Para su estimacion, se utilizo
la férmula: CFU/ml o CFU/g= Numero de colonias por placa X Factor de la dilucién /ml de

la muestra sembrada.
8.3.2 Cinéticas de crecimiento

Se hicieron cinéticas a 37°C (temperatura a la cual se aislaron las bacterias), y a
50°C para corroborar su caracter termofilico. Para tales cinéticas se utilizaron 23 aislados
(ZAP001-ZAP020), y Escherichia coli DH5a como control positivo a 37°C y control

negativo a 50°C. Las cinéticas partieron de un inéculo a una densidad dptica de 0.05
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medida a 590nm. Las mediciones se hicieron cada hora por 8 horas en total, tomando 1ml
del cultivo liquido (LB), y medido en un espectrofotdmetro con una celdilla de pléstico a
una longitud de onda de 590nm. Los datos para obtener las curvas fueron procesados en
Microsoft Excel 2010.

8.4 Extraccion de DNA gendmico

Para la caracterizacion genética e identificacion de los aislados microbianos, se
extrajo el DNA genomico de cada uno de los mismos, utilizando el protocolo propuesto por
Mahuku en 2004, para extraccion de DNA de bacterias, hongos y plantas. El protocolo
parte de un cultivo ya sea liquido o en medio sélido, cuyas células fueron suspendidas en el
buffer TES (tris-HCI 0.2M pH 8.0, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl 0.5M y SDS 1%). Estas
fueron sometidas a friccion mecanica en el vortex, y tratadas con proteinasa K
(concentracion final 50ug/ml) a una temperatura de 65°C por 30 min, una vez transcurrido
el tiempo a las muestras se les adicioné acetato de amonio (7.5M) y se mantuvieron en
hielo por 10min, posteriormente las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue
transferido a un tubo nuevo al cual se le afiadié isopropanol (1vol) y se mantuvo en
refrigeracion a -20°C por 2h, centrifugando a 14,000rpm y lavado con etanol al 70%,
centrifugacion final y la pastilla se dejo secar completamente, posteriormente se
resuspendié con agua desionizada estéril o buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH

8.0). Por ultimo se les traté con RNasa por 5-15min a temperatura ambiente.

Una vez extraido el DNA de cada aislado bacteriano se visualizé en un gel de agarosa al
1%.

8.4.1 Electroforesis en agarosa

Se hicieron geles de agarosa al 1-1.5% Y, se us6 TAE 1X (Tris 1M pH 8.0, Acido
acético glacial, EDTA 500mM pH 8.0) como buffer de corrida. Las muestras de DNA se
cargaron con 1pl de Gelred® para cada pozo para visualizar el DNA. Se dejaron correr las
muestras a 80-100V de 40-60min.
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8.5 RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA/ Amplificacion
Aleatoria de DNA Polimorfico)

La técnica de biologia molecular RAPD, consiste en el uso de un Unico
oligonucleotido pequefio disefiado aleatoriamente, para lo cual no se requiere del
conocimiento previo de la secuencia, que se utilizara en una reaccion de PCR, en la cual se
espera que este oligonucleotido se alinee en distintas regiones del genoma con el que
presente complementariedad, si dos genomas contienen polimorfismos en su secuencia esto
se ve reflejado en la ausencia o presencia de distintos patrones de bandeo, que son
observados en una electroforesis. Esta técnica, es util en el analisis de la diversidad genética
de los microorganismos, no obstante, solo se utiliza en microorganismos cultivables, por lo

que no puede ser utilizada en estudios metagenémicos.

Para nuestro andlisis, utilizamos el oligonucleétido OPA02 (5"-TGC CGA GCT G-

3") (Samal et al. 2003) cuyas condiciones para la PCR son las siguientes:

Condiciones Ciclos = Temperatura (°C) = Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 1 94 5
Desnaturalizacion 35 94 1
Alineamiento 35 38 1
Extension 35 72 1
Extension final 1 72 5

Una vez terminada la reaccién de PCR se prosiguio a realizar una electroforesis en
agarosa al 1.5%, para la visualizacion de los patrones de bandeo de cada aislado. Con esta

informacion se cre6 una matriz de presencia/ausencia de bandas para su posterior analisis.

La matriz fue analizada con el programa MVSP version 3.13p. Para la elaboracion
del dendrograma, se utilizo el coeficiente de Nei & Li de 1979 para reflejar distancias
genéticas, ademas del método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean).
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8.6 Amplificacion de los genes ribosomales RNAr 16S

Con el DNA gendmico extraido de cada uno de los aislados se procedié a amplificar
los genes de RNAr 16S, para lo cual se utilizaron los oligonucle6tidos fD1 (5"CAG AGT
TTG ATC CTG GCT CAG 3) y rD1 (5"AAG GAG GTG ATC CAG CC 3") (Weisburg et

al. 1991), las condiciones para su amplificacion fueron las siguientes:

Condiciones Ciclos | Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 1 95 3
Desnaturalizacion 35 95 1
Alineamiento 35 53 1
Extension 35 72 2
Extension final 1 72 10

Una vez obtenidos los productos de PCR se visualizaron en agarosa al 1% para
verificar el tamafio de banda aproximado de 1500 pb, para posteriormente purificarlos.

8.6.1 Purificacion de los genes de rDNA 16S y secuenciacion

La purificacion de los productos de PCR se llevo a cabo con el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up system®, siguiendo las indicaciones del proveedor. El cual consiste en
unir los productos de PCR a una membrana y posteriormente hacer repetidos lavados con
las soluciones que proporciona el kit para eliminar el exceso de nucleétidos y
oligonucleodtidos, hasta que el DNA finalmente se eluye en agua y puede posteriormente ser

usado en otras técnicas moleculares.

Los productos purificados fueron secuenciados en el Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) en CINVESTAYV Unidad Irapuato.
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8.6.2 Analisis de las secuencias de rDNA 16S

Una vez obtenidas las secuencias de los genes ribosomales se ensamblaron

utilizando el programa Codon code aligner y los electroferogramas de la secuenciacion.

Una vez ensambladas las secuencias, se hicieron busquedas de tipo BLASTn en la base de

datos del GenBank del NCBI. Se tomo el punto de corte para nuestras secuencias en 98%

para considerar las identidades de la secuencia como la especie asignada.

8.7 Reconstruccion filogenética

Para asignar las secuencias obtenidas a sus relativas especies bacterianas conocidas,

se hizo una reconstruccion filogenética tomando las secuencias de referencia de los

organismos mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Especies y cepas de referencia utilizadas en el anélisis filogenético.

Cepas de referencia

NuUmero de acceso

Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG19562 NR 042155.1
Aeromonas media ATCC 33907 X60410.2
Aeromonas salmonicida ATCC 33658T X74681.1
Aeromonas sobria ATCC 43979T X74683.1
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5036 NC 020410.1
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 NR 075005.1
Bacillus aquimaris 12-4 FJ607044.1
Bacillus boroniphilus YNA54 JN867119.1
Bacillus cereus F837/76 NC 016779.1
Bacillus cereus JN156 KF150409.1
Bacillus foraminis CVV53 NR 042274.1
Bacillus licheniformis ATCC 14580 NC 006270.3
Bacillus licheniformis CICC10102 DQ171712.1
Bacillus licheniformis 9945A NC 021362.1
Bacillus megaterium WSH-002 NC 017138.1
Bacillus megaterium DSM319 CP001982.1
Bacillus megaterium QM B1551 NR 074290.1
Bacillus oceanisediminis CCMM B618 JN208067.1
Bacillus pumilus APT37 KC519409.1
Bacillus pumilus M1-9-1 AB048252.1
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 NR 102783.1
Bacillus subtilis BAB-2489 KC443094.1
Bacillus viethamensis KJ-W6 JQ799104.1
Escherichia coli DH1 NC 017638.1

Escherichia coli DH5«a
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Exiguobacterium profundum 10C AY818050.1
Exiguobacterium sibiricum 255-15 NR 075006.1
Microbacterium halophilum 76 NR 028601.1
Microbacterium oleivorans DSM 16091 NR 042262.1
Microbacterium oleivorans MS25 KF311081.1
Microbacterium paraoxydans C57-33 AJ581908.1

Microbacterium profundi Shh49 NR 044321.1
Paenibacillus favisporus T2 JN867753.1

Paenibacillus favisporus GMPO1 NR 029071.1
Paenibacillus lautus NE3B01 JX273779.1

Paenibacillus pabuli MSB13 FJ189794.1

Paenibacillus xylanilyticus XIL14 NR 029109.1
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 NC 008463.1
Pseudomonas fluorescens PC17 AY538263.1
Pseudomonas psychrotolerans C36 NR 042191.1
Pseudomonas stutzeri A1501 NR 074829.1

8.8 Andlisis de la Diversidad especifica

El andlisis de diversidad se realizé con las identidades de los aislados, para lo cual
se obtuvieron los indices de Shannon y Simpson para diversidad alfa, con el programa
PAST, y Sorensen para diversidad beta. Se produjeron curvas de rarefaccion para ambos
manantiales (PAST).

8.9 Andlisis de la Diversidad genética

Con las secuencias de rRNA 16S de cada especie y el programa DnaSP 5.10 se
sacaron las diversidades haplotidicas y nucleotidicas, dos parametros que nos permiten

conocer el estado de las poblaciones detectadas asi como la clonalidad de los aislados.
8.10 Correlaciones de los parametros fisicoquimicos con cambios en la diversidad

Se calcularon los coeficientes de determinacion de Pearson (r?) existentes entre cada
uno de los parametros fisicoquimicos medidos en cada manantial termal y estacion del afio
y los indices de diversidad de Shannon calculados para el mismo manantial y tiempo de
muestreo. De esta forma se obtuvieron cuatro puntos para cada correlacion parametro
fisicoquimico-indice de diversidad. A partir de la r? se sacé raiz cuadrada obteniéndose el
parametro r (o coeficiente de correlacion) que posteriormente se multiplico por 100 para
obtener los porcentajes de correlacion. Las correlaciones superiores a 80% se consideraron

altas.
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9. Resultados
9.1 Parametros fisicoquimicos

Los parametros ambientales se midieron en cada estacion en campo y en el
laboratorio. Cabe destacar que todos presentaron cambios, sin embargo, algunos fueron casi
imperceptibles. Entre los pardmetros que vale la pena destacar se encuentran la
temperatura, el pH, el arsénico, el magnesio, sodio, cloruros, sulfatos y calcio, asi como la
busqueda de coliformes totales por la CONAGUA (Tablas 3-4).

9.2 Aislamiento microbiano

Se obtuvieron 105 aislados microbianos, para el caso del manantial termal Bonita se
lograron aislar 9, 11, 14 y 11 mientras que para el manantial Tina 14, 15, 12 y 11

correspondientes a los muestreos de invierno, primavera, verano y otofio respectivamente.

El primer paso para su analisis fue obtener cultivos puros por medio del cultivo
repetitivo estriado en caja Petri. Sin embargo, como una medida del numero de células
viables en el tapete microbiano se llevé a cabo el conteo de UFCs bajo las condiciones de
cultivo utilizadas, el tapete La Bonita presento mas UFCs que el tapete proveniente de La
Tina (Fig. 8).

De los 105 aislados bacterianos obtenidos se hicieron cinéticas de crecimiento a las
condiciones de aislamiento (37°C) y a 50°C para probar su termofilia. Se tomo6 una muestra
de 23 aislados (ZAP001, ZAP002, ZAP003-1, ZAP003-2, ZAP004, ZAP005, ZAP006,
ZAP007, ZAP008, ZAP009, ZAP010, ZAPO11, ZAP012, ZAP013, ZAP014-1, ZAP0O014-
2, ZAP015, ZAP016, ZAP017, ZAP018-1, ZAP018-2, ZAP019, ZAP020) y a Escherichia
coli DH5a como control positivo en las cinéticas a 37°C y control negativo de las cinéticas

a 50°C. Las curvas de su crecimiento se muestran en la Fig. 9:
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Tabla 3. Factores ambientales medidos en La Bonita.

Parametros Fisicoquimicos  Unidades Invierno Primavera Verano Otono
Conductividad Eléctrica pmhos/cm 3650 3801 3670 3650
Temperatura °C 50 45 50 55
pH Unidades 6.75 7.03 7.49 7.78
Oxigeno disuelto mg/L N.D. N.D. N.D. N.D.
DBO5 mg/L 0.6 0.8 0.4 2.6
Solidos totales mg/L 2896 3184 2398 2502
Solidos suspendidos totales mg/L 18 22 22 16
solidos totales disueltos mg/L 2878 3162 2376 2486
Cloruros mg/L 028 051 o917 910
Sulfatos mg/L 239 245 237 239
Dureza total mg/L 574 626 598 593
Alcalinidad total mg/L 310 337 328 328
Calcio mg/L 230 202 187 158
Magnesio mg/L 22 29 32 48
Sodio mg/L 533 586 569 567
Nitrogeno amoniacal mg/L 0 0 0 0
Coliformes fecales NMP/100ml 0 0 0 0
Arsénico mg/L 3.7%0.03 4%0.01 2.9%0.003 2.7+.01
Fluoruros ppm 8.6 8.6 3.2 4.05

N.D.= No determinado

NMP=NUmero mas probable



Tabla 4. Factores ambientales medidos en La Tina

Parametros Fisicoquimicos Unidades Invierno Primavera Verano Otofio
Conductividad Eléctrica pmhos/cm 3860 3840 3950 3510
Temperatura °C 63 66 78 74
pH Unidades 7.35 7.64 6.95 7.07
Oxigeno disuelto mg/L N.D. N.D. N.D. N.D.
DBO5 mg/L 0.80 0.60 0.60 3
Solidos totales mg/L 2423 3722 2616 2410
Solidos suspendidos totales mg/L 26 26 36 30
solidos totales disueltos mg/L 2397 3196 2580 2380
Cloruros mg/L a77 960 976 867
Sulfatos mg/L 246 245 252 228
Dureza total mg/L 572 632 649 570
Alcalinidad total mg/L 330 338 347 330
Calcio mg/L 188 207 209 153
Magnesio mg/L 25 28 30 45
Sodio mg/L 625 581 610 545
Nitrégeno amoniacal mg/L 0 0 0 0
Coliformes fecales NMP/100ml 0 0 0 0
Arsénico mg/L 4.910.01 4.7+0.006 6.6%0.01 6.1£0.004
Fluoruros ppm 7 7.4 3.9 2.9

N.D.= No determinado

NMP=Numero mas probable
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Figura 8. Unidades formadoras de colonias. Conteo de UFCs para los dos
manantiales analizados asi como, para cada estacion muestreada. Crecidas en medio LB,

toda la noche a 37°C.

El crecimiento de los aislados a 37°C lo vemos dividido en dos grupos: un conjunto
que crece de manera dptima a esta temperatura (parte superior) y el segundo conjunto que
crece de manera mas lenta (Fig. 9). Cuando se llevaron a cabo las cinéticas a 50°C, se
observd (Fig. 10) que la mayoria de los aislados crecieron &ptimamente, un
comportamiento esperado de microorganismos provenientes de una fuente hidrotermal,
mientras que E. coli DH5a no crecid a esta temperatura ya que se encuentra por encima de

su rango de crecimiento.

Los aislados microbianos fueron purificados hasta obtener colonias aisladas con
morfologia Unica, para ello se hicieron varias resiembras por estriado, con lo que se
obtuvieron 105 cultivos puros. A partir de ellos se extrajo el DNA con el protocolo de

Mahuku (Fig. 11), podemos observar una banda tnica correspondiente al ADN gendmico.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de las cinéticas bacterianas a 37°C. La linea en

negro sefiala el crecimiento de E.coli DH5a. Crecidas en medio LB en agitacion constante

(n=1).
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Figura 10. Cinética de crecimiento bacteriano a 50°C. .En negro se indica la curva

de crecimiento de E. coli DH5a. Crecidas en medio LB en agitacion constante (n=1).
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Figura 11. DNA genomico extraido de los aislados microbianos, utilizando el
protocolo de Mahuku. En la parte superior se indica el nimero del aislado al que pertenece
el DNA. Con flechas verdes se indica la altura a la que se encuentran las bandas, y por

encima el pozo de carga.

Este DNA extraido fue utilizado como templado para la técnica molecular RAPD,
para lo cual se utiliz el oligo Opa02. De los 105 aislados bacterianos analizados, se
encontraron 79 haplotipos que mostraron patrones de bandeo Unicos, exponiendo una alta

diversidad genética entre ellos (Fig. 12).

Para observar la diversidad genética de los aislados de forma gréafica construimos un
dendrograma con el programa MVSP (MultiVariate Statistical Package) (Kovach 1999) y
el método de agrupamiento UPGMA, asi como el coeficiente de Nei & Li como un modelo

matematico para la variacion genética a nivel de nucle6tidos (Nei y Li 1979).

En el dendrograma, se muestra la gran diversidad genética entre cada aislado, de
manera que muy pocos grupos se concentran en el mismo haplotipo. De manera peculiar
los aislados ZAPQO75, ZAP064, ZAP050-2, ZAP050-1, ZAP043, ZAP0O30 presentaron
exactamente el mismo haplotipo, no obstante fueron aislados en diferentes estaciones
(primavera y verano) y en los dos manantiales (La Bonita y La Tina). Sin embargo, no se
observo alguna relacion entre la diversidad de haplotipos y la estacion y/o poza (Fig. 13.)
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Figura 12. Patrones de bandeo de RAPD de los 105 aislados bacterianos
analizados. ElI ndmero indica el aislado, el primer carril en cada gel corresponde al

marcador de tamafio molecular de 1Kb.
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Figura 13. Diversidad genética de los aislados microbianos de la zona geotermal de
Arard. A la derecha se muestra un codigo de colores. La primera columna correspondiente
a las estaciones muestreadas: rosa=primavera, verde=verano, amarillo=otofio,

azul=invierno, y la segunda columna el manantial muestreado: Negro=Bonita, Rojo=Tina.

33



9.3 Identificacion de las especies bacterianas
9.3.1 Amplificacién y secuenciacion de los genes de rRNA 16S

La identificacion de los aislados bacterianos se llevd a cabo con la secuenciacion de
los genes marcadores de rRNA 16S. Para ello se seleccionaron con la técnica RAPD
aquellos aislados no redundantes. Se amplificaron estos genes de 79 aislados (aquellos que
mostraron haplotipos Unicos) utilizando los oligonucleodtidos fD1 y rD1 (Fig. 14), y se
obtuvieron bandas de aproximadamente 1,500pb (tamafio del gen completo), mismas que se

purificaron y mandaron secuenciar.

12 313246 6 7:8 9101112 .L 13 141142 15 16 17 181182 22« ;230 24. 25,26, 2728

1500pb = e -

L 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 20

1500pb

W

L 80 81 8 83 8 8 8 87 88

1500pb

Figura 14. Amplificacion de los genes de rRNA 16S. Electroforesis en agarosa al
1%. Banda Unica de tamafio molecular aproximado a 1,500pb correspondiente al gen
completo. En la parte superior de cada carril se anota el nimero del aislado, y con L se

sefala el marcador de tamafo molecular 1Kb.

Se obtuvieron 74 secuencias de entre 517-1449pb. Realizamos busquedas de tipo
BLASTN en la base de datos “Collection nucleotide (nr/nt)” del NCBI, para inquirir la
identidad de las secuencias y fijamos el punto de corte en 98%. Se identificaron 17
especies, del dominio Bacteria, pertenecientes a tres divisiones Proteobacteria,

Actinobacteria y Firmicutes (Tabla 5).

La division Firmicutes agrupd la mayoria de las especies con los géneros

Paenibacillus, Exiguobacterium y Bacillus, siendo este ultimo el mejor representado con 9
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especies. Los representantes de la division Proteobacteria se concentraron en dos géneros

de la subdivision gamma proteobacteria, Aeromonas y Pseudomonas. Por ultimo, solo se

recuperé un aislado de una especie de la divisidbn Actinobacteria, Microbacterium

oleivorans.

Tabla 5. Identificacion de las especies bacterianas, la division a la que pertenecen

asi como el tamafio de las secuencias del gen de rRNAL6S.

10

11

12

13

14

15

16

17

DIVISION

ESPECIE IDENTIFICADA BACTERIANA AISLADOS
Aeromonas hydrophila Proteobacteria ZAP019,082,083
Pseudomonas psychrotolerans = Proteobacteria ZAP069
Pseudomonas stutzeri Protecbacteria ZAP090, 091
Bacillus amyloliquefaciens Firmicutes ZAP018-2,027
Bacillus boroniphilus Firmicutes ZAP002,008, 022,038
Bacillus cereus Firmicutes ZAP009,015,030,034,040,043,050,058,064,067,

075,077,087,102
ZAP010,012,014-1,014-2,017,025,031,032,036,039,
Bacillus licheniformis Firmicutes 042,044,054,057,059,070,073,078,079,
080,081,086,088,094,095,096,097,098,099,101

Bacillus megaterium Firmicutes ZAP005,020, 065, 066
Bacillus oceanisediminis Firmicutes ZAPO21
Bacillus pumilus Firmicutes ZAP016,026,028,053,055,061,062,068,071,072
Bacillus subltilis Firmicutes ZAP013,018-1,023,033,052,100
Bacillus vietnamensis Firmicutes ZAPQ01,003-1,004,006,007,041,060
Exiguobacterium sibiricum Firmicutes ZAP024, 035,037, 045
Exiguobacterium profundum Firmicutes ZAP0T6,084
Paenibacillus pabuli Firmicutes ZAP003-2
Paenibacillus favisporus Firmicutes ZAP029
Microbacterium oleivorans Actinobacteria ZAPO74

TAMANO PROMEDIO
DE LAS SECUENCIAS

(pb)
1037-1339

1342
1341
673-1286
605-1433

817-1438

575-1449

1037-1386
1300
1194-1436
1274-1411
517-1437
1238-1315
1392-1438
1397
1309

1299

La informacion desglosada del analisis de las secuencias se proporciona en el ANEXO 1.
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9.3.2 Reconstruccion filogenética

Para confirmar la identidad de las secuencias asi como sus relaciones evolutivas, se
hizé el anélisis filogenético. Para ello se produjeron 3 arboles, uno por cada division
bacteriana encontrada, con el programa MEGA 5.0, el método de agrupamiento Neighbor-

joining y como medida de soporte Bootstrap con 1000 repeticiones.

Los Firmicutes son la division mejor representada con el 76% de las especies,
repartidas en tres géneros Bacillus, Exiguobacterium y Paenibacillus. Para la
reconstruccion filogenética de los aislados, se utilizaron todas las secuencias obtenidas asi
como secuencias de cepas de referencia, de acuerdo a las especies identificadas por
BLASTNn. Como grupo externo se usé una gamma proteobacteria Escherichia coli (las
cepas DH1 y DH5a) (Fig. 15).

Las Proteobacterias (18%) por su parte estan representadas por los géneros
Aeromonas y Pseudomonas. Las secuencias de las especies identificadas fueron utilizadas
para su ubicacion filogenética, como grupo externo se utilizaron a las bacterias gram
positivas Bacillus cereus y Bacillus megaterium. El arbol resultante se muestra en la Figura
16.

Por su parte la filogenia de un dnico aislado de la division Actinobacteria (6%)
Microbacterium oleivorans se muestra en la Figura 17. Este se agrupa perfectamente con
cepas de esta especie, como grupo externo se utilizé a las Firmicutes Bacillus cereus y

Bacillus licheniformis.
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Figura 16. Anélisis filogenético de las secuencias del gen rRNA 16S con Neighbor-

joining. Aislados correspondientes a la division Proteobacteria. En la base de cada nodo la

medida de soporte Bootstrap con 1000 repeticiones.
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Figura 17. Analisis filogenético de las secuencias del gen rRNA 16S con Neighbor-

joining. Aislados correspondientes a la divisién Actinobacteria. En la base de cada nodo la

medida de soporte Bootstrap con 1000 repeticiones.
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9.4 Analisis de diversidad

9.4.1 Diversidad genética

Las diversidades haplotidicas y nucleotidicas fueron obtenidas, utilizando las

secuencias del gen de rRNA 16S para 10 especies (Tabla 6). Seis especies: B. licheniformis,

B. cereus, E. profundum, B. megaterium, B. vietnamensis, B. pumilus y Aeromonas

hydrophila, mostraron altas diversidades haplotidicas, cercanas a 1, siendo estas la

probabilidad de tomar dos haplotipos de una poblacion y que sean diferentes, todas estas

especies pertenecen a poblaciones con alto grado de diversidad genética, aun en un gen tan

conservado como el 16S. Esta diversidad se corresponde con la nucleotidica en la cual A.

hydrophila, B. licheniformis, B. vietnamensis y B. cereus presentaron las mas altas,

indicando que las poblaciones analizadas tienen baja clonalidad entre sus integrantes.

Tabla 6. Analisis de la diversidad Haplotidica y Nucleotidica.

Especies No. de Sitios No. de Diversidad  Diversidad

Secuencias polimérficos Haplotipos  haplotidica nucleotidica
Bacillus licheniformis 8 34 7 0.964 0.00853
Bacillus cereus 9 11 5 0.833 0.00297
Exiguobacterium profundum 2 2 2 1.000 0.00144
Exiguobacterium sibiricum 4 1 2 0.500 0.00040
Bacillus megaterium 3 3 1.000 0.00150
Bacillus vietnamensis 6 11 5 0.933 0.00333
Bacillus boroniphilus 2 0 1 0.000 0.00000
Bacillus subtilis 4 2 2 0.500 0.00118
Bacillus pumilus 5 4 3 0.700 0.00134
lAeromonas hydrophila 2 15 2 1.000 0.01449
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9.4.2 Diversidad especifica
9.4.2.1 Curvas de rarefaccion

La curva de rarefaccion se hizo una vez que se identificaron las especies de cada
muestreo. Con ello se produjo una base de datos que se import6 al programa PAST con el
cual se obtuvieron dos curvas propias de La Tina y La Bonita (Fig. 18). Para ambos casos
las curvas de rarefaccion tienden a la meseta o asintota mostrando que los muestreos son
representativos de las comunidades de bacterias heterotrofas aerobias provenientes de los
tapetes microbianos, y que por lo tanto el nimero de especies nuevas en un quinto muestreo

seria muy bajo.

18- Tina 18- Bonita
< 164 = 16
N N
S 14+ 5 14-
[ c
8 124 S 12 - —
3 10+ L 104
R 2
8 8+ 5): 8
g 61 g 6
c c
S 4+ S 4-
i i

rL 2

0 0

1 2 3 4 1 2 3 4
Muestreos Muestreos

Figura 18. Andlisis de rarefaccion de los muestreos realizados a La Tina y La
Bonita. En negro se muestra la curva de rarefaccion para ambos manantiales, y en gris se

muestra el intervalo de confianza en cada caso.
9.4.2.2 indices de diversidad

El anélisis de la diversidad alfa (es decir aquella propia de un habitat dado), se
realizd al obtener los indices de Shannon, que pondera principalmente la riqueza de
especies v, el indice de Simpson que le da mayor peso a la dominancia de las especies

comunes (Tabla 7).
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Para el caso de La Tina la estacion con mayor diversidad fue la primavera, seguida
del invierno, el verano y finalmente el otofio, de manera complementaria el indice de
Simpson muestra la mayor dominancia en otofio. La Bonita por su parte, mostro un patron
similar con la mayor diversidad segun Shannon en invierno seguido de la primavera, verano
y otofio. Con respecto al indice de Simpson, de igual manera que La Tina el otofio presento

la mayor dominancia.

Tabla 7. Indices de diversidad: Shannon y Simpson para diversidad alfa.

Simpson (D) Shannon (H)
Tina Bonita Tina Bonita
Invierno 0.1563 0.1735 1.906 1.909
Primavera| 0.1405 0.2 2.02 1.767
Verano 0.2653 0.2083 1.537 1.748
Otofio 0.4375 0.3719 1.074 1.169

Para el analisis de la diversidad beta se aplicd el indice de Sorensen, que nos
permite comparar la comunidad bacteriana de La Tina con la de La Bonita (Fig. 19). La
similitud total entre las comunidades fue del 64%, sin embargo, cuando se desglosa para
cada una de las estaciones, se observa que cada una presenta composicion y estructura

caracteristica, y que estas dos comunidades no son subsistemas una de la otra.
9.4.2.3 Abundancia y ocurrencia

Algunas especies mostraron altas abundancias, con un gran nimero de aislados,
mientras que el grueso de las poblaciones presentd abundancias medias, y por Gltimo

algunas especies raras también fueron recuperadas de los manantiales (Fig. 20).

La especie mas abundante en ambas pozas fue B. licheniformis con 30 aislados en
total, seguida por B. cereus. Entre las especies raras podemos mencionar las de los géneros

Paenibacillus, Pseudomonas y Microbacterium.
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Figura 19. Esquema que muestra el Indice de Sorensen. El circulo interior
representa la comparacion total de las comunidades de La Tina y La Bonita. En los
pequefios circulos a la izquierda, se muestra el porcentaje de similitud de los manantiales

para I-invierno, P-primavera,
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Bacillus boroniphilus
Bacillus megaterium
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Figura 20. Abundancias de cada una de las especies por manantial.



El inventario de las especies también consistié en ver la ocurrencia de las especies

en los diferentes muestreos. En total, se pueden dividir tres grupos de bacterias: las

dominantes, es decir las que estuvieron presentes en 3 0 4 de los muestreos y que

caracterizamos como habitantes permanentes del tapete, las frecuentes que se encontraron

en 2 de los 4 muestreos y las ocasionales que solo se recuperaron en un muestreo (Tabla.

8).

Tabla 8. Ocurrencia de las especies en los muestreos estacionales y las pozas Tina y

Bonita.
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9.5 Correlaciones de los parametros fisicoquimicos con cambios en la diversidad

Los parametros fisicoquimicos fueron correlacionados con la diversidad en términos
del indice de Shannon para cada estacion. Algunos pardmetros arrojaron correlaciones bajas
y medias, mientras que algunos mostraron altas correlaciones. En la Tabla 9, se muestran

aquellos con altas correlaciones, por encima del 80%.

Tabla 9. Correlacion de los parametros fisicogquimicos con las diversidades de cada

PARAMETROS

FISICOQUIMICOS % CORRELAGION*
Tina Bonita

Conductividad eléctrica 92.0 60.4
Temperatura 50.1 90.5
pH 42.5 91.7
DBO 95.4 78.9
Solidos totales 29.1 81.8
Cloruros 97.9 87.0
Sulfatos 89.8 55.8
Calcio 82.3 87.9
Magnesio 99.4 90.7

Sodio 91.3 6.8
Arsénico 47.4 94.4
Fluoruros 77.4 83.0

estacion muestreada.
*[ndice de correlacion de Pearson

Ambas comunidades mostraron correlaciones altas a los cambios en los pardametros

ambientales. La Tina por su parte, se correlacioné con cambios en el contenido de sales de
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sus aguas tales como cloruros, sulfatos, calcio, magnesio y sodio asi como. a la DBO y la
conductividad eléctrica esté relacionada al contenido de iones en suspension. El caso de la
Bonita fue bastante diferente. En este ambiente, cambios en la temperatura, pH, arsénico y
algunas sales como cloruros, magnesio y calcio se vieron de manifiesto al influenciar la
diversidad microbiana. Estos dos manantiales presentan caracteristicas propias que las
distinguen, mientras que la Tina es un sistema abierto con flujo constante de agua y que se
encuentra sobre una cama de sedimentos minerales, la Bonita semeja mas bien un sistema
cerrado con baja emanacion de agua, sin salientes cuyas temperaturas van de un ambiente

mesofilo a un ambiente termofilo durante el afo.
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10. Discusion

Los tapetes microbianos durante mucho tiempo se consideraron ambientes sencillos
y sumamente estables (Ward et al. 1998). Los andlisis de diversidad indican que estos
habitats son més diversos de lo antes reportado. Un gran nimero de especies es reportado
en cada trabajo, donde podemos observar que cada comunidad aunque muestre similitudes

con otras es Unica e irrepetible.

Es por ello que la comparacién de la diversidad comprende el uso de indices
ecologicos y sin bien, estos son ampliamente aplicados a comunidades de suelo (Garcia-
Salamanca 2012), para los tapetes hay pocos trabajos que los presentan haciendo que la

comparacion entre estas comunidades sea una tarea complicada.

En la provincia de Yunnan, China, el analisis de 17 manantiales termales les
permitio hacer un analisis de diversidad significativo que incluye indices ecoldgicos, la
mayoria de sus muestras van de 1-3 en el indice de Shannon (H") y algunas extraordinarias
de 5 (Hou et al. 2013). En manantiales de Tailandia el estimado se muestra mas
conservador con H™ de 2.1-2.4 (Purcell et al. 2007), y en manantiales del Tibet H"1.5-3
(Yim et al. 2006), comparando nuestros estimados que van de 1-2 para Arard, éste parece
un ambiente menos diverso. Una diferencia importante entre los estudios mencionados y el
presente trabajo son las técnicas utilizadas. En el caso de los estudios de manantiales
termales chinos, todas las técnicas empleadas fueron moleculares y los indices se
obtuvieron a partir de OTUs y no de especies, lo cual sobreestima el resultado de la
diversidad. En el presente trabajo, se identificaron 79 haplotipos (equiparables a OTUSs) que

correspondieron a solo 17 especies.

Por otro lado, las curvas de rarefaccion, que permiten conocer la representatividad
de los muestreos, son practicamente inexistentes en otros analisis de los tapetes de
manantiales termales. En nuestro caso, ambas curvas se dirigen a la meseta lo que nos

indica que el esfuerzo de muestreo fue el adecuado.

Hasta donde sabemos la alta diversidad identificada de Firmicutes no ha sido
encontrada en ningin otro manantial termal. Y la proporcion de Firmicutes, Proteobacterias

y Actinobacterias solo se descubri6 al analizar comunidades microbianas de fumarolas del
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volcan Paricutin en el estado de Michoacan (Comunicacion personal con Miguel Medrano).
En otros lugares del mundo, se ha visto que Firmicutes y Proteobacterias son los grupos
dominantes de heter6trofas en tapetes (Huang et al. 2011).

De las 13 especies de Firmicutes, solo B. megaterium (Baker et al. 2001) y E.
profundum (Crapart et al. 2007) y una especie de Paenibacillus (Mead et al. 2012) han sido

aisladas de ambientes termales.

Los Bacillus son bacterias Gram positivas con bajo contenido de G+C, aerobias o
anaerobias facultativas, formadoras de endosporas, que son capaces de utilizar una gran
variedad de compuestos organicos e inorganicos por lo que se les puede encontrar en gran

variedad de ambientes (Alcaraz et al. 2010).

Los Bacillus comunmente encontrados en suelo B. subtilis, B. cereus, B.
licheniformis, B. pumilus y B. megaterium (Slepecky y Hemphill 2006) tienen la capacidad
de crecer a altas temperaturas (Slepecky y Hemphill 2006, Yakimov et al. 1995), sin
embargo, solo B. megaterium ha sido detectada por técnicas moleculares y cultivo
microbiano en manantiales de Indonesia (Baker et al. 2001), ademas de presentar enzimas
termoestables (Kuhn y Fortnagel 1993).

Bacillus boroniphilus es una especie cuya cepa tipo fue aislada de suelo
contaminado del area de Hisarcik, Turquia, y presenta alta tolerancia a grandes
concentraciones de Boro e incluso las requiere para su crecimiento 6ptimo (Ahmed et al.
2007). En este trabajo obtuvimos un par de aislados de esta especie y aunque no se ha
reportado su aislamiento de ambientes termofilos, las aguas de ambos manantiales (Tina y
Bonita) en Arar6 presentan altos contenidos de boro (Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin

2005), uno de los nutrientes que limitan o favorecen el crecimiento de esta especie.

Bacillus vietnamensis fue descrita como una especie moderadamente halotolerante,
formadora de endosporas, aislada de lugares tan diferentes como salsa de pescado en
Vietnam y el Golfo de México. Algunas cepas presentan mayor rango de temperatura
(Noguchi et al. 2004), sin embargo, esta especie no ha sido reportada previamente en

manantiales, este el primer reporte de ello.
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Bacillus oceanisediminis fue aislada de sedimento marino al sur de China (Zhang et
al. 2010), la cepa aislada en este trabajo corresponde al primer reporte de su aislamiento de

un ambiente geotermal.

B. licheniformis, generalmente encontrado en suelo, fue detectado como una especie
dominante en las comunidades analizadas. Aunque no hay reportes de esta especie en
ambientes similares ni con técnicas moleculares ni tradicionales, nosotros la recuperamos
en todos los muestreos con una alta abundancia, por lo que sugerimos que se trata de una
especie importante para este sistema biolégico. Ningun Bacillus de linaje termofilico fue
encontrado en este trabajo, sin embargo, en otros manantiales, por ejemplo en el Octopus
de Yellowstone (EUA) si se han recuperado aislados termofilicos de este género (Nold et
al. 1996).

Las especies de Exiguobacterium han sido aisladas de muy diferentes fuentes desde
hielo glaciar, manantiales termales en Yellowstone (EUA), y rizdsferas y son
frecuentemente recuperadas de ambientes extremos (Vishnivetskaya et al. 2009). EI género
comprende especies y cepas, psicrofilicas, mesofilicas y moderadamente termofilicas
(Vishnivetskaya et al. 2005).

E. profundum es una bacteria halotolerante, moderadamente terméfila aislada de
ventanas hidrotermales del océano Pacifico, a unos 2600 m de profundidad (Crapart et al.
2007). E. sibiricum fue inicialmente aislada de permafrost de Siberia y multiples analisis lo
sittan en el grupo de las psicrofilas (Vishnivetskaya et al. 2009), siendo este el primer

reporte de su aislamiento de un manantial termal.

Paenibacillus es un género de bacterias Gram positivas intimamente relacionadas a
Bacillus, las cuales han sido aisladas de suelo, la Antartida y cavidades orales de animales
(Mead et al. 2012). En nuestro anélisis logramos aislar 2 especies P. favisporus y P. pabuli,
y aunque estas especies no estan muy relacionadas a manantiales termales la especie
hermana P. lautus fue recuperada del manantial Obsidiana en Yellowstone (Mead et al.

2012); sin embargo, nuestros aislados no muestran cercania filogenética con esta especie.

El 18% de los aislados correspondio a las Proteobacterias, una de las divisiones mas

grandes y con mayor diversidad metabdlica del dominio Bacteria, dividida en cinco grandes
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linajes a-, B-, y-, 6- y e-Proteobacteria (Kersters et al. 2006). Seis aislados pertenecen a los
géneros Aeromonas y Pseudomonas, ambas gammaproteobacterias. Esta subdivision
también se ha localizado en la Patagonia, Chile, en pozas hidrotermales como un
importante constituyente de la comunidad (Mackenzie et al. 2013), e incluso se han
reportado hasta el 80% de Proteobacterias de una comunidad geotermal (Moyer et al.
1995).

Aeromonas hydrophila es una bacteria patdgena de humanos y otros animales tanto
de sangre fria como caliente, sin embargo, se encuentra ampliamente distribuida de manera
natural en el ambiente, particularmente, en cuerpos de agua como rios, lagos, pozos,
estuarios, agua potable, corrientes subterraneas y aguas residuales (Farmer et al. 2006,
Janda y Abbott 2010). Crece ademas en una amplia gama de condiciones ambientales,
aunque no se le asocia a cuerpos de agua termal (Janda y Abbott 2010). Se han obtenido
clonas cercanamente relacionadas a A. salmonicida (Huang et al. 2011), y A. sobria (Yim et
al. 2006) de manantiales del Tibet, China, extendiendo en conjunto con el presente trabajo

el rango de ambientes en los cuales habita este género.

El género Pseudomonas comprende muchas especies con gran versatilidad
metabdlica y plasticidad genética, mismas que le permiten hacer uso de un vasto nimero de
compuestos organicos e inorganicos y vivir bajo muy diversas condiciones ambientales.
Pseudomonas presenta requerimientos nutricionales sencillos, alta adaptabilidad
metabolica, por lo que se le encuentra existiendo de manera silvestre en suelos y agua asi
como tejidos animales y vegetales, bajo condiciones aerobias, mesofilicas y con pH neutros
(Moore et al. 2006). Es un género muy rico en especies, pero éstas no estan coligadas a
manantiales termales, no obstante, en nuestro aislamiento microbiano inventariamos dos
especies: P. psychrotolerans y P. stutzeri. P. psychrotolerans aislada de una granja
veterinaria (Hauser et al. 2004) no ha sido reportada de manantiales termales. P. stutzeri es
del grupo de las no fluorescentes, de amplia distribucion en suelo y agua, y muy vigorosa
como desnitrificante (Palleroni et al. 1970). Este es el primer trabajo en el cual se aislan

estas bacterias de ambientes geotermales.

Un aislado se identific6 como Microbacterium oleivorans la cual es una bacteria

Gram positiva, aerobia estricta que no forma esporas. Se caracterizé por primera vez como
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degradadora de hidrocarburos en contenedores de petréleo (Schippers et al. 2005), y
aunque esta especie no ha sido relacionada a ambientes termales y su crecimiento ronda en
el rango mesofilico otras especies de actinobacterias han sido detectadas en manantiales
termales en China, Rusia y EUA (Song et al. 2009).

Encontrar grupos microbianos mas relacionados a aquellos principalmente
habitando suelos pareciera una inconsistencia, sin embargo, es un hecho no solo reportado
en este trabajo, sino también en manantiales de China, Rusia y EUA (Song et al. 2009,
Huang et al. 2011) Por otro lado, se ha observado que microorganismos de la misma
especie e idénticos rRNA 16S pueden presentar distintas caracteristicas fisioldgicas, que les
confieren la capacidad de ocupar distintos nichos ecoldgicos en ambientes iguales o

diferentes (Jaspers y Overmann 2004).

Adicionalmente, encontramos alta diversidad genética entre los aislados analizados
tanto por la técnica RAPDs, que nos desgloso un total de 79 haplotipos, hasta en un analisis
mas fino a nivel del gen 16S en términos de diversidades haplotidicas y nucleotidicas.

A nuestro entender, actualmente no hay otros trabajos que hayan explorado la
diversidad genética intraespecifica de los integrantes de un mismo manantial, de muchas de
las especies revisadas en este estudio (A. hydrophila, B. boroniphilus, B. megaterium, B.
pumilus, B. subtilis, B. vietnamensis, E. profundum, E. sibiricum), que permitan comparar
los resultados del presente trabajo, excepto por las bacterias B. cereus y B. licheniformis.
En el caso de B. cereus, Daffonchio et al. (1998) utilizando distintas técnicas moleculares
observaron una gran diversidad genética, sin embargo, ésta fue principalmente atribuida a
elementos extracromosomales. Por su parte, para B. licheniformis se ha encontrado una alta
diversidad genética, de manera general sus cepas se agrupan en dos o tres clusters
dependiendo del anélisis (Porwal et al. 2009). Esto se ha atribuido a la capacidad
extraordinaria de intercambiar material genético con otros microorganismos, por ejemplo
con B. subtilis (Daffonchio et al.1998). Nuestro trabajo concuerda con estas observaciones,
aunque de manera complementaria, ya que estas dos especies se encontraron entre las que
presentaron mayor variacion genética pero no en elementos extracromosomales 0 genes de

facil intercambio horizontal, sino en el gen ribosomal de 16S, practicamente no
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intercambiable. Ambos bacilos tienen altas diversidades genéticas entre sus integrantes, lo

que nos indica un bajo nivel de clonalidad entre los aislados de Araro.

Con cada trabajo de diversidad microbiana nuestro entendimiento de la distribucion
de los microorganismos en la biosfera y en los ambientes terrestres se esclarece. En este
caso, observamos que las comunidades microbianas de cada manantial, Bonita y Tina, estan
adaptadas a las condiciones fisicoquimicas circundantes, sin embargo, ambas pozas
representan de buena manera dos sistemas hidrotermales diferentes, cuyas cualidades
bioldgicas se ven regidas por ello.

La Bonita representa comunidades microbianas muy estables que se ven reflejadas
en el grosor del tapete, ya que este ronda el centimetro de ancho, sin embargo, también
constituye un sistema cerrado en el cual la emanacién de agua es muy baja, y esta
permanece estancada, no presenta corrientes salientes ni entradas de agua superficiales
exceptuando las precipitaciones. Su comunidad microbiana se ve afectada en gran medida
por cambios en la temperatura, que van de 45-55°C, pasando de un ambiente mesofilo a
uno termofilo. Se ha explorado la influencia de la temperatura sobre las comunidades
microbianas, donde cambios de temperatura abruptos, ligeros o en gradiente modifican la
diversidad (Ferris y Ward 1997, Ward et al. 1998, Yim et al. 2006, Purcell et al. 2007,
Mackenzie et al. 2013,). Incluso experimentos en mesocosmos de tapetes de Cuatro
Ciénegas (Coahuila, México) han demostrado la sorprendente influencia sobre la diversidad
de los cambios de temperatura a corto y largo plazo (Pajares et al. 2012, Pajares et al.
2013).

Otro pardmetro importante fue el pH, cuyos ligeros cambios mostraron su
influencia. De manera general se ha visto que éste es un factor importante que moldea las
comunidades microbianas (Fierer y Jackson 2006), sin embargo, este no muestra gran
correlacion en algunos casos (Mackenzie et al. 2013), y en otros si llega a haber correlacion
(Purcell et al. 2007). En la Bonita, la percepcion de estos ligeros cambios nos puede indicar
el delicado equilibrio en el que se encuentra dicha comunidad. Los cambiantes contenidos
de arsénico parecen también influir, asi como cambios en las concentraciones de algunas

sales como magnesio, calcio y cloruros.
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En el caso de la Tina, sus cualidades son un tanto diferentes y a este manantial se le
asignd “sistema abierto”. Este se encuentra en un estado permanente de emanacion de
grandes cantidades de agua, que forman canales efluentes, sus temperaturas son mas
elevadas y por lo tanto representa un ambiente meramente termofilo. Cambios en la
temperatura, pH y arsénico no influyen en la comunidad, a diferencia de lose observo en la

Bonita.

En este sistema, la mayor afectacion fueron los cambios en el contenido de sales de
magnesio, sodio, calcio, cloruros y sulfatos. De éstos la mayoria de los manantiales
presentan cantidades considerables, ya sea en China, la Patagonia o0 Rumania, (Coman et
al. 2013, Hou et al. 2013, Mackenzie et al. 2013), Particularmente los sulfatos, se ha
demostrado que afectan tanto a las comunidades de arqueas y bacterias en combinacion con
altas temperaturas, por lo que se sugiere que éstos en conjunto regulan la diversidad en
ambientes termdfilos (Purcell et al. 2007). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce
cuantos y cudles son los factores que determinan las comunidades termofilas de los
ambientes geotermales, aunque se sugiere que es un conjunto de parametros (Hjorleifsdottir
et al. 2001).
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11. Resumen de resultados

v' Con el técnica RAPDs se encontraron 79 haplotipos en los 105 aislados

bacterianos analizados de ambos manantiales, Tina y Bonita.

v Se identificaron 17 especies que pertenecen a los géneros Bacillus (9),
Paenibacillus  (2), Exiguobacterium  (2), Pseudomonas (2),

Microbacterium (1) y Aeromonas (1).

v’ La estructura y diversidad de la comunidad bacteriana fue diferente en las

distintas estaciones muestreadas.
v El indice de Shannon mostr6 una diversidad de especies de moderada-baja.

v El indice de Sorensen mostré que la comunidad microbiana de la Tina y la
Bonita comparten un 64% de similitud en su composicion bacteriana. Esta

similitud varia en las diferentes estaciones analizadas

v’ Se encontraron diferentes correlaciones entre los parametros fisicoquimicos
y la diversidad bacteriana de acuerdo al manantial analizado: mientras que
para la Tina se correlacionaron los cambios en la diversidad con el
magnesio, calcio, sodio, cloruros y sulfatos, es decir con las sales, para la
Bonita las més altas correlaciones se presentaron con la temperatura, pH y

arsénico.
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12. Conclusioén

Los manantiales termales Tina y Bonita presentan comunidades bacterianas diversas
y diferencialmente influenciadas por las fluctuaciones de temperatura, pH, arsénico, y

contenido de sales.
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13. Perspectivas

El anélisis de la comunidad bacteriana de los manantiales termales de Arar
sigue siendo nuestro objetivo de estudio, por lo que el uso de técnicas
moleculares que nos permitan explorar la diversidad no cultivable tanto de
bacterias como de arqueas desde un punto de metagendémico se plantea como

la meta més proxima.

Metatranscriptomica de las comunidades bacterianas de la Tina y Bonita

para estudiar la expresion de genes relacionados a estos ambientes extremos.

Busqueda de mecanismos de resistencia a las condiciones ambientales de los
manantiales Tina y Bonita como son: la presencia de proteinas de choque
térmico, y elementos genéticos que confieran resistencia a arsénico, entre

otros.
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14. Lista de anexos

Anexo | Tabla de Identidades especificas de los genes de rRNA 16S
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Anexo | Tabla de Identidades especificas de los genes de rRNA 16S

Tamaiio
Aislado sitio | __ 93 % # Acceso Identidad
microbiano secuencia Identidad

en pb

ZAP001 B 1432 99 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis K]-W6 16S
ZAP002-a (fD1) T 605 91 JN867119.1 | Bacillus boroniphilus YNA54 16S
ZAP002-b (rD1) 613 94 NR 042274.1 | Bacillus foraminis CV53
ZAP003-1 T 1422 99 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis K]-W6 16S
ZAP003-2 T 1397 99 FJ189794.1 | Paenibacillus pabuli MSB13 16S
ZAP004 T 1437 99 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis KJ-W6 16S
ZAP0OS5 T 1386 99 CP001982.1 | Bacillus megaterium DSM319
ZAP006 T 1433 99 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis KJ-W6 16S
ZAP007-a T 517 97 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis KJ-W6 16S
ZAP007-b 639 100 AB262736.1 | Bacillus aquimaris
ZAP008 B 1433 99 IN867119.1 | Bacillus boroniphilus YNA54
ZAP009 T 1434 99 CP003187.1 | Bacillus cereus F837/76
ZAP010-a (D1) B 613 93 CP000002.3 | Bacillus licheniformis ATCC 1458
ZAP010-b (rD1) 737 96 -
ZAP012-a (fD1) B 603 94 CP000002.3 | Bacillus licheniformis ATCC 14580
ZAP012-b (rD1) 590 98 -
ZAP013 T 1411 99 AL009126.3 | Bacillus subtilis subsp. subtilis 168
ZAP014-1 T 1449 98 DQ171712.1 | Bacillus licheniformis CICC10102
ZAP014-2 T 1356 98 DQ171712.1 | Bacillus licheniformis CICC10102
ZAP015 T 1407 99 CP001186.1 | Bacillus cereus G9842, complete genome
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359392732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=YT7597T701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=YT7JPNH301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YG2W5NYN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220046432?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZYR91FX0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YG2W5NYN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294799901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=YHCR33VB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YG2W5NYN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YVS9VGUE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/109240281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=YVS9VGUE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359392732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=YKKVDCGS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364509831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YKNH8YW401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145902672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25EDZRUD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145902672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=25EDZRUD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225184640?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=YM4D7MRP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74319748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=YM79SUCJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74319748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=YM79SUCJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218540569?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=YM91F0V301S

ZAPO16 B 1436 99 AB048252.1 | Bacillus pumilus M1-9-1
ZAP017-a (fD1) T 616 92 CP000002.3 | Bacillus licheniformis ATCC 14580

. acillus licheniformis
ZAP017-b (rD1) 680 97
ZAP018-1 B 1412 99 AL009126.3 | Bacillus subtilis subsp. subtilis 168
ZAP018-2-a (fD1) 673 95 CP000560.1 | Bacillus amyloliquefaciens FZB42
ZAP018-2-b, B Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU

HE774679.1
(RD1) 659 99 — | B9601-Y2
ZAP019 T 1037 99 NR_042155.1 xilgg%r;onas hydrophila subsp. dhakensis: LMG
ZAP020 B 1360 99 CP003017.1 | Bacillus megaterium WSH-002
ZAP021 B 1300 99 IN208067.1 | Bacillus oceanisediminis CCMM B618
ZAP022 T 1301 99 JN867119.1 | Bacillus boroniphilus YNA54.
ZAP023 B 1275 99 CP003329.1 | Bacillus subtilis subsp. subtilis 6051-HGW.
ZAP024 T 1265 99 CP001022.1 | Exiguobacterium sibiricum 255-15,
ZAP025 (rD1) T 834 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP026 B 1194 99 KC692175.1 | Bacillus pumilus ML484
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum

ZAP027 B 1286 99 HF563562.1 UCMBS036
ZAP028 T 1325 100 KC519409.1 | Bacillus pumilus strain APT37
ZAP029 T 1309pb 99 NR 029071.1 | Paenibacillus favisporus GMP01
ZAP030
fD1 B 892 99 JN252098.1 | Bacillus cereus B53
rD1 860 99 CP003747.1 | Bacillus cereus FRI-35
ZAP031 T - - Bacillus licheniformis
ZAP032 T - - Bacillus licheniformis
ZAP033 T 1274 99 CP003329.1 | Bacillus subtilis subsp. subtilis 6051-HGW.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/10129890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=72&RID=26D1PXXV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145902672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=26DPPK1W016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225184640?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=66&RID=YMB58JTK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154350369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=280G30RS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380496984?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=206DEFD201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201429?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=YMBR0HFU01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345441867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=YMCAK00S01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/354550363?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=71&RID=W7HGS9FR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359392732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=W7KFD61M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459387757?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=W7M1TNB801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/171988566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=W7NF8WC901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=W7PXF3S701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507847241?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=W7R61V3G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452078322?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=W7RJUWT901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459926496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=W7S0P3CY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678766?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=W7S8543301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363903380?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W7SMK7TW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401794054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=W7T63MTA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459387757?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=W7M1TNB801R

ZAP034 T 1256 99 CP003187.1 | Bacillus cereus F837/76

ZAP035 T 1315 99 CP001022.1 | Exiguobacterium sibiricum 255-15
ZAP036 rD1 B 820 97 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP037 B 1242 99 CP001022.1 | Exiguobacterium sibiricum 255-15
ZAP038 fD1 543 90 DQ447793.1 | Uncultured bacterium MSFC_2M4Q
rD1 T 932 99 IN867119.1 | Bacillus boroniphilus YNA54 16S
ZAP039 B - - Bacillus licheniformis

ZAP040 T 1275 100 CP003187.1 | Bacillus cereus F837/76

ZAP041 B 1289 99 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis KJ-W6 16S
ZAP042 T - - Bacillus licheniformis

ZAP043 B 1236 99 CP003747.1 | Bacillus cereus FRI-3

ZAP044 T - - Bacillus licheniformis

ZAP045 B 1238 99 NR_075006.1 | Exiguobacterium sibiricum 255-15
ZAP050 T - - Bacillus cereus

ZAP052 T 1287 99 KC443094.1 | Bacillus subtilis BAB-2489
ZAPO053 T - - Bacillus pumilus

ZAP054 T 1273 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAPO55 B 1329 99 KC692175.1 | Bacillus pumilus ML484

ZAP057 rD1 B 860 98 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP058 T 1390 99 CP003187.1 | Bacillus cereus F837/76

ZAP059 T 1346 98 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP060 T 1316 100 JQ799104.1 | Bacillus vietnamensis KJ-W6 16S
ZAP061 B - - Bacillus pumilus

ZAP062 B 1421 99 HQ858060.1 | Bacillus pumilus MB4 NIOT
ZAP064 B
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364509831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=90&RID=W7THJ76901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/171988566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=W7NF8WC901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=W7UZ16NF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/171988566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=W7NF8WC901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/90896438?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=W8NF17AG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359392732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=50&RID=W8PFWM5P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364509831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W8PP5FS101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W8PW7N1D015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401794054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=W8R2CYU4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439691?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=W8N2DFJY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/445069745?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=W8RCXGJW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=W8RN8GJS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507847241?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=W8RYNK2F015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=W8RN8GJS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364509831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W8PP5FS101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=W8RN8GJS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385880908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X4KW2X2H015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323700988?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=XBCACA8Y01R

fD1 817 99 KC708565.1 | Bacillus cereus Y12

rD1 698 95 CP003747.1 | Bacillus cereus FRI-35

ZAP065 T - - Bacillus megaterium

ZAP066 B 1331 99 CP001982.1 | Bacillus megaterium DSM319

ZAP067 T 1345 100 KF150409.1 | Bacillus cereus JN156

ZAP068 B 1415 99 HQ858060.1 | Bacillus pumilus MB4 NIOT

ZAP069 T 1342 99 NR 042191.1 @ Pseudomonas psychrotolerans C36

ZAP070rD1 T 900 97 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A

ZAP071 B 1344 100 KC692175.1 | Bacillus pumilus ML484

ZAP072 B - - Bacillus pumilus

ZAP073 T 1312 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A

ZAP074 B 1299 99 NR 042262.1 | Microbacterium oleivorans DSM 16091

ZAP075 T - - Bacillus cereus

ZAP076 B 1392 99 JX112643.1 | Exiguobacterium profundum B09

ZAPO077 B 1379 99 CP001186.1 | Bacillus cereus G9842

ZAP078 T - - Bacillus licheniformis

ZAP079 T - - Bacillus licheniformis

ZAP080 B 1330 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945

ZAP081 B - - Bacillus licheniformis

ZAP082 T 1339 99 NR 042155.1 . Aeromonas hydrophila subsp.
— | dhakensis

ZAP083 T ) ) ) . Aeromonas hydrophila subsp.

dhakensis

ZAP084 B 1438 99 NR_043204.1 = Exiguobacterium profundum 10C

ZAP086 B 1441 99 NR _074923.1 | Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580

ZAP087 T 1438 99 CP003187.1 | Bacillus cereus F837/76
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/512127138?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=XBFT2C3C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401794054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=XBG2E06Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294799901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=XCGPGEA501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/513798749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XCH0BCU1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323700988?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=XCJ7AZSM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201465?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=XCJFKBTJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=XCK36DKS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507847241?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=XCK8VVWJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=XCK36DKS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201536?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XCKPYDU3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/399931812?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XCMXP2K0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218540569?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=XMFHZ998014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=XCK36DKS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201429?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=YMBR0HFU01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201429?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=YMBR0HFU01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202762?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZRPEP25701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=XMGKUNUY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/364509831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMJ23DAF014

ZAP088 T 1327 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP090 T 1341 99 NR 074829.1 @ Pseudomonas stutzeri A1501
ZAP091 T - - Pseudomonas stutzeri
ZAP094 T - - Bacillus licheniformis
ZAP095 B 1324 99 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP096 T - - Bacillus licheniformis
ZAP097 rD1 T 575 95 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP098 rD1 T 684 96 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP099 T 776 95 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP100 fD1 B 738 98 HM470251.1 | Bacillus subtilis shu-3
ZAP101rD1 B 850 97 CP005965.1 | Bacillus licheniformis 9945A
ZAP102 B 1417 99 CP003747.1 | Bacillus cereus FRI-35

*(=) Asignacidn de especies por identidad de haplotipos (RAPD).

*Manantial del cual fueron aislados B (Bonita) y T (Tina).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=XMJDAGCT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310694091?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WHZAR2J601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/510140713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=WH24R2U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401794054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XBAGS0U501R

