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Diversidad de linajes de bacterias cultivables en dos
comunidades contrastantes en Cuatro Ciénegas Coahuila,
México
Resumen

Actualmente el estudio de comunidades microbianas en Cuatro Ciénegas se
lleva a cabo bajo con dos enfoques, el dependiente de cultivo, que implica la
elaboracion de medios de cultivo, aislamiento bacteriano y caracterizacion
morfolégica y taxonémica de las colonias; y el independiente de cultivo que
mediante el advenimiento de nuevas técnicas moleculares hace posible la
extraccion de DNA total de la comunidad a partir de muestras ambientales. En
este estudio se colectaron dos muestras de tapete microbiano de pozas
distintas [Poza German(PG) y Poza Eguiarte(PE)] en noviembre de 2008 a
partir de las cuales se aislaron bacterias en varios medios de cultivo. Se
recuperaron 638 aislados en total donde caracterizaron 74 morfotipos
coloniales distintos, siendo algunos exclusivos para cada medio de cultivo y
poza. De esta coleccion se tomaron 100 aislados de PG y 77 de PE, se aislo su
DNA y se amplifico el marcador taxonomico 16S rDNA. Las colonias
secuenciadas presentaron 54 genotipos [operational taxonomic units (OTUS)]
distintos de 24 géneros bacterianos. No se encontrd correspondencia entre la
morfologia colonial y la taxonomia de los aislados. Los indices de diversidad
sugieren que PG es la mas diversa y posee mayor riqueza de especies que PE,
sin embargo, las curvas de rarefaccion muestran que el esfuerzo de muestreo
no fue suficiente para representar el total de las comunidades. Por otro lado, a

pesar de ser muy diversa, PG tiene una fuerte dominancia, pues un tercio de la
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comunidad estd dominada por Aeromonas, mientras que en PE no hay una
dominancia clara. Si contrastamos nuestros resultados con la diversidad
descrita en el metagenoma en PG, encontramos que la porcién de la diversidad
cultivada es muy pequefia sin embargo, en este estudio recuperamos en los
cultivos numerosos linajes de heterétrofos aerobios que permitirdn en un futuro
hacer estudios finos sobre genética de poblaciones, gendémica y fisiologia

molecular de linajes interesantes de la comunidad.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Introduccidén
Determinacién de la diversidad microbiana

Los microorganismos a pesar de ser pequefios, son el componente esencial de
la biota en la Tierra, ademas de tomar parte primordial en los ciclos
biogeoquimicos, liberan componentes importantes de la atmésfera y
representan una gran porcion de la diversidad de la vida. La mayoria de los
procariontes podemos encontrarlos en todos lados principalmente en agua de
mar, suelo y subsuperficie de sedimentos, siendo los suelos el mayor

reservorio de éstos organismos. (Whitman et al., 1998).

Tener un buen estimado del nimero de estos microorganismos no es una tarea
facil, tomando en cuenta que no son evidentes a simple vista ni tan diferentes
morfolégicamente para poder ser censados; se ha calculado que hay alrededor
de 10% individuos bacterianos en todo el mundo (Whitman et al., 1998). Sin
embargo, la tarea se complica ain mas ya que la fraccién de microorganismos
gue pueden ser cultivados es pequefia, se estima en a penas un 1% del total
(Schloss et al., 2004), y se sugiere que mas del 99% de las especies
bacterianas no pueden crecer en condiciones de laboratorio (Rappé et al.,

2003; Keller et al., 2994; Jansen, 2006).

En afos recientes, con el advenimiento de técnicas moleculares
independientes de cultivo y el empleo del gen 16S rRNA como gen marcador
de la diversidad taxonémica de las comunidades, el problema del cultivo fue
aparentemente resuelto. En efecto, estas técnicas han permitido conocer una
mayor fraccién de microorganismos para tener mejor conocimiento de la

estructura y composicion de las comunidades microbianas. El gen 16S rRNA es
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un gen bien conservado entre los procariontes, y se ha utilizado como reloj
molecular, codifica para la subunidad pequefia del ribosoma bacteriano
(Madigan et al., 2004), ademas es una herramienta filogenética para describir
relaciones evolutivas (Wose y Fox, 1977) que permite asignar taxonomia a los
microorganismos, cultivables y no cultivables (Peace et al., 1985). La base de
datos de Ribosomal Database Project (RDP) contiene 33 082 secuencias de
16S rRNA arqueobacterianas y 643 196 bacterianas de las cuales 142 511 son
de organismos cultivados y 534 487 de no cultivados (Cole et al., 2009). En el
sitio web de RDP se puede acceder a la base de datos y comparar las
secuencias de estudio con las aqui depositadas y alineadas. En la actualidad
se han descrito alrededor de 50 Phylum bacterianos y la mitad de ellos se
componen en su totalidad de bacterias no cultivables (Harris et al., 2004,
Hugenholtz et al., 1998; Rappe et al., 2003), de modo que no se ha muestreado
suficientemente bien la diversidad de bacterias y hace falta mucho por explorar
de ésta basta mayoria de la biota de organismos desconocida. Se sabe de su
existencia gracias a la secuencias del gen 16S rRNA en muestras ambientales
(Stott et al., 2008), aunque solo una porcién de los microorganismos puede ser
cultivada, la ventaja obvia de las técnicas de cultivo es que las cepas de
nuevos taxones pueden ser preservadas para analisis taxonémicos detallados,
caracterizacion fisiologica, asi como la busqueda de aplicaciones potenciales,
tales como la busqueda de enzimas adaptadas al frio, pigmentos, antibiéticos y

otros compuestos bioactivos.

Es por esto que se han llevado a cabo esfuerzos en la uUltima década por
mejorar las técnicas de cultivo para poder conocer mas acerca de aquellos

microorganismos desconocidos aun no cultivados, y entender como crecen
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para ampliar la panordmica de la diversidad taxonémica y metabdlica de las
bacterias (Stott et al., 2008). Los medios de cultivo se han suplementado con
una variedad de nutrientes (Nold et al., 1996; Burns et al., 2004; Simbaham et
al., 2005), incluso enriqueciendo muestras de agua y suelo (Marteinsson et al.,
2001; Habbel et al., 2004). Los medios de cultivo en placa y liquidos
implementados en estudios previos se han modificado variando el uso de
agentes gelificantes, composicion de los medios y fuentes de energia

optimizandolos para ambientes particulares (Stott et al., 2008).

A pesar de las incongruencias de conteo de microorganismos empleando
cultivos y técnicas moleculares (Brambilla et al., 2001), ambos enfoques de
estudio son complementarios y presentan informacién que no se sobrelapa

(Van Trappen et al., 2002, Albrecht et al., 2009).

Algunos ejemplos de comunidades microbianas son los estromatolitos y
tapetes microbianos. Los estromatolitos son estructuras organosedimentarias
laminadas, considerados como una de las primeras formas de vida sobre la
Tierra (Awramink, 1992). Los estromatolitos y los tapetes microbianos estan
compuestos de varias capas con capacidades metabdlicas distintas que se
caracterizan por presentar un fuerte gradiente de oxigeno y en la capa mas
superficial esta dominada por organismos fotosintéticos como las
cianobacterias (Madigan et al., 2004), mientras que las otras capas contienen
bacterias del metabolismo del azufre (fotétrofas anoxigénicas por debajo de la
primer capa, hasta donde llegue suficiente luz, y bacterias quimioorganotrofas,
especialmente sulfato reductoras en la capa siguiente y metandgenas en la

parte inferior (Madigan et al., 2004).. Los estromatolitos a diferencia de los
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tapetes microbianos poseen una consistencia dura como roca gracias a la

precipitacion y captura de carbonatos (Baumgartner et al., 2009).

Los tapetes microbianos y los estromatolitos se encuentran en una amplia
diversidad de ambientes en el mundo incluyendo sitios hipersalinos como
Guerrero Negro, fuentes geotérmicas en Yellowstone, en los frios valles de la
Antartica y manantiales alcalinos sulfidicos en Rusia. Las comunidades de
tapete pueden, por si solas, controlar el ciclo de nutrientes ya que tienen una
fuerte diferenciacion de nicho y regulacion homeostatica. Esta regulacion del
microambiente se ve afectada directa o indirectamente por el tipo de sedimento
y minerales precipitados y atrapados. Geomorfol6gicamente resulta en una
gran variedad de formas, desde capas sueltas mucilaginosas, estructuras
uniformemente laminadas e incluso estructuras de mayor dureza. Como
resultado de la acumulacion de actividad del tapete y la captura de minerales
los tapetes podrian litificarse resultando en estromatolitos (Allen et al., 2009;

Golubic, 1976).

Cuatro Ciénegas Coahuila

En el valle de Cuatro Ciénegas, hay abundantes estromatolitos y tapetes
microbianos (fig. 1, Minckley, 1969). Se piensa que dadas las condiciones de
aislamiento, el sitio ha evolucionado a un ritmo diferente que si estuviera en
terreno abierto y los microorganismos que se encuentran en las pozas son los

mismos que habitaban el lugar hace miles de millones de afios.
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El valle de cuatro Ciénegas es un laboratorio de evolucién que mantiene en
aislamiento geogréfico a microorganismos que se creé habitan los cuerpos de
agua de éste sitio desde hace miles de millones de afios y podria ser
considerado una ventana al pasado para entender las condiciones primitivas
qgue dieron lugar a la vida y a su vez la diversificacion de los primeros seres
vivos sobre el planeta; ademéas los microbios del sitio se pueden encontrar
tanto en la columna de agua como parte de consorcios microbianos en

estromatolitos y tapetes microbianos (Souza et al., 2006).

Dentro del valle de Cuatro Ciénegas se encuentra una gran diversidad de
cuerpos de agua, incluidos rios, manantiales, lagunas y pozas (permanentes y
de desecacion), charcos, estanques, entre otros. Las aguas convergen en la
caracteristica de ser oligotréficas, es decir, con escasos nutrientes, sin

embargo, las condiciones microambientales de cada sitio varian entre si.

En el presente estudio, con el fin de aislar un niumero elevado de especies
bacterianas, se muestrearon dos localidades dentro del valle de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, y bajo el enfoque clasico mediante el uso de dos medios
de cultivo diferentes y dos gelificantes se caracterizaron morfolégica y
taxonémicamente aislados a partir de muestras de tapete microbiano de Poza

German y Poza Eguiarte.

Los sitios muestreados para llevar acabo esta investigacion fueron Poza
German (PG), perteneciente a un conjunto de pozas permanentes llamado
Pozas Azules; y Poza Eguiarte (PE), de la localidad de Los Hundidos,
conformada por pozas de desecacion, las cuales presentan fluctuaciones de

nivel de agua a lo largo del afio con respecto a la temporada de lluvias y de
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sequia. Los microambientes de cada poza son contrastantes ya que en las
pozas permanentes al mantenerse mas estable el nivel de agua, la
concentracion de iones disueltos se mantiene con menos cambios que en las
pozas de desecacion, incluso en éstas Ultimas gran parte de los tapetes estan

expuestos al aire.

Souza et al. (2006) encontr6 que dentro del valle hay una gran diversidad de
microorganismos, teniendo 38 filotipos Unicos de 10 linajes procariéticos lo cual
fue sorprendente dadas las condiciones de oligotrofia del lugar. La diversidad
reportada fue comparable incluso con la encontrada en rizésfera y muestras de
suelo. Al parecer, la microbiota y agua del lugar provienen del Mesozoico. Las
bacterias asociadas a organismos provenientes del Golfo de México se sugiere
poseen capacidades dispersivas. Ademas se asume hay interconexion entre
los cuerpos de agua del valle en base a los estudios de T-RFLP, sugiriendo los
linajes derivaron de una fuente en comun o que hay migracion través de los
mantos acuiferos. Se resaltd la importancia de conservar el sitio ante la
amenaza constante que el agua de Cuatro Ciénegas sufre por el uso

desmedido.

Escalante (2008) realizé un estudio muestreando cuatro puntos principales de
Cuatro Ciénegas y determiné la diversidad bacteriana de columna de agua
mediante el analisis de fragmentos de polimorfismos terminales de restriccion
(T-RFLP) del gen 16S rRNA. Encontr6 que hay heterogeneidad espacial entre
los diferentes habitats muestreados por los bajos valores de diversidad a vy
altos de B; ademas aisl6 Pseudomonas caenicarum sp. nov. Por otra parte,
Cerritos (2008) realizo un proyecto con bacterias cultivables termoresistente en

el sistema Churince dentro del valle de Cuatro Ciénegas, muestreando 10 sitios
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desde el manantial hasta la laguna de desecacion. Emple6 tres medios de
cultivo diferentes e identifico taxonémicamente los aislados mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Aisl6 una especie nueva, Bacillus
coahuilensis. Ademas, realiz6 la toma de datos de parametros ambientales
tales como la salinidad, pH, conductividad y temperatura, habiendo sido
propuestos estos parametros como aquellos que determinan la diversidad de
organismos como bacterias (Kaartokalillo et al., 2005; Ludemann et al., 2000;
Princic et al.,, 1998; Sievert et al., 1999), siendo en este estudio la
conductividad la que mejor explica la diversidad de especies entre los sitios de

muestreo a lo largo del sistema Churince.

Dentro del valle de Cuatro Ciénegas se encuentra una gran diversidad de
cuerpos de agua, incluidos rios, manantiales, lagunas y pozas (permanentes y
de desecacion), charcos, estanques, entre otros. Las aguas convergen en la
caracteristica de ser oligotréficas, es decir, con escasos nutrientes, sin

embargo, las condiciones microambientales de cada sitio varian entre si.

En el presente estudio, con el fin de aislar un niumero elevado de especies
bacterianas, se muestrearon dos localidades dentro del valle de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, y bajo el enfoque clasico mediante el uso de dos medios
de cultivo diferentes y dos gelificantes se caracterizaron morfolégica y
taxonémicamente aislados a partir de muestras de tapete microbiano de Poza

German y Poza Eguiarte.
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Figura 1. Mapa del Valle de Cuatro Ciénegas y las cuatro localidades
muestreadas como parte de las lineas de investigacion del grupo de trabajo
comarcados los principales puntos de muestreo dentro de cada localidad. a)
Sistema Churince. b) Rio Mezquites. ¢) Los Hundidos (lugar donde se
encuentra Poza Eguiarte). d) Pozas Azules (lugar donde se encuentra Poza
German).

Objetivo

Analizar la diversidad de bacterias cultivables de tapete microbiano de Poza
German y Poza Eguiarte en Cuatro Ciénegas.

Hipoétesis

Si lo que podemos capturar en medios de cultivo es solo una muy pequeia
parte de lo que hay en un sitio, pero esa parte es equivalente en varias
muestras. Entonces, esa pequefia parte va a reflejar la riqueza y diversidad real
de cada sitio, por lo que las técnicas de cultivo nos puedes indicar de manera

relativa si un sitio es mas diverso que otro.
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Métodos

Area de estudio

Ubicacién geografica

Localizado en el centro del estado de Coahuila, México, el valle de Cuatro
Ciénegas forma parte del desierto Chihuahuense (26° 59° N, 102° 04'W)
extendiéndose aproximadamente 40Km de este a oeste y 30 Km de norte a sur
a una altitud de 740 msnm (Minckley, 1969). Se encuentra entre dos de los
mas grandes macizos montafiosos de México, la Sierra Madre Oriental y Sierra
Madre Occidental. La humedad proveniente del Golfo de México y del Pacifico
no le es posible llegar al valle por dicha barrera montafiosa. Lo que en parte
explica las condiciones éaridas del lugar. Las montafias que circundan el valle
se elevan hasta 3000 msnm, éstas son la Sierra de San Marcos, Sierra de
Pinos, Sierra la Fragua, Sierra Menchaca, Sierra Purisima y Sierra de la

Madera.

Clima

Cuatro Ciénegas posee clima arido, seco muy calido con escasas lluvias en el
afo, algunas en verano y otras en invierno (CONABIO 2010), con precipitacion
anual de menos de 200mm y méas de 2000mm de evaporacion potencial

(SEMARNAT 2003). Las lluvias ocurren entre mayo y octubre, con la mayor
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parte de la precipitacion en junio. Las temperaturas pueden llegar al
congelamiento en invierno (0° C), acumulandose nieve en las montafias. En

verano las temperaturas superan los 44° C (Minckley, 1969).

Hidrologia

La escasa precipitacion anual reportada en la zona no puede ser generadora
de cuerpos de agua en el valle, por lo que la gran cantidad de agua
subterrdnea es la causa de la existencia de los manantiales. La Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) reporta que existen cerca
de 300 pozas siendo la mayoria no permanentes (Minckley, 1969). Los
resultados de andlisis hidroldgico indican que la quimica del agua de Cuatro
Ciénegas es debida principalmente a la alta tasa de evaporacion de agua,
aunque también el flujo subterraneo entre valles y mezcla con agua mas
profunda e incluso con valles vecinos pueden también estar influyendo
(Johannesson et al., 2004; Evans, 2005; Souza et al., 2006). Pocos estudios se
han hecho acerca de la hidrogeologia de Cuatro Ciénegas, por ello existe la
polémica sobre el origen del agua de las pozas que no se ha resuelto de todo

hasta hoy en dia.

Las pozas varian de manera extrema en temperatura, salinidad, quimica del
agua y descarga a escalas pequefias y locales (Minckley, 1969). Las
caracteristicas limnolégicas de las pozas son muy variadas. Las aguas son
duras y contienen gran cantidad de sales de magnesio y calcio. Los cationes

mas abundantes en orden decreciente son calcio, magnesio, sodio y potasio; y
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los aniones estan dominados por sulfatos, carbonatos y cloruros. El pH varia
mucho, los valores cercanos a la neutralidad se encuentran en los manantiales
(7 — 7.02) hasta valores de alcalinidad en las lagunas de desecacion (8 — 9.7)
(Alcocer et al., 1995; Calegari, 1997). Los cuerpos de agua se caracterizan por
ser pobres en fosforo y otros nutrientes por lo que no se permite el crecimiento
de algas, por lo que se ha sugerido que las cadenas troficas del lugar las
conforman bacterias (Souza et al., 2006), aunque no hay estudios que den fe

de ésta aseveracion.

Dentro del Valle los cuerpos de agua se clasifican en Iénticos, es decir, que no
hay flujo ni corrientes de agua como el caso de pozos artesianos, ciénegas,
lagos-playa, pozas y lagos terminales: lagos Los Fresnos, Santa Tecla,
Churince o Grande, San Marcos, La Escobeda, El Tio Candido, Salada,
Orozco, Anteojo, Ferrifio, Tio Quintero, Chiqueros, Garabatal, San Pablo, Juan
Santos, Los Hundidos, El Mojarral y otras (méas de 200 pozas); y los cuerpos de
agua léticos que son lo contrario a los Iénticos, como es el caso de rios Cafén,
Garabatal, Puente Chiquito, Salado de Los Nadadores, Polilla, Churince o
Pasos Bonitos, Positos, Mezquites, Puente Colorado; manantiales El Mojarral
Este, Oeste y de En medio; arroyos de tormentas; canales de Julio, de Anteojo,
de Orozco, de Nuevo, de la Angostura, de La Polilla, de Pozos, de la Becerra
de Ferrifio, de Saca del Fuente, de Escobedo y un complejo sistema de aguas

subterrdneas (CONABIO, 2011).
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Figura 2. Sitios de muestreo. De izquierda a derecha Pozas Azules y Los Hundidos

Medios de cultivo

Los medios de cultivo son soluciones nutritivas que se usan en el laboratorio
para el crecimiento de microorganismos en laboratorio. En microbiologia se
emplean dos tipos de medios de cultivo: definidos y complejos. En los medios
definidos se conoce la concentracién y cantidades exactas de los compuestos
organicos e inorganicos afiadidos en un volumen de agua destilada. En los
medios complejos, el afiadir mezclas complejas de nutrientes como el caso del
extracto de levadura o peptona de caseina no se sabe que elementos estan
contenidos y cuéles de ellos intervienen en el crecimiento microbiano y en qué
cantidades se encuentran. Algunas bacterias solo crecen en medios de cultivo
con componentes a concentraciones especificas. Para tener medios de cultivo
sélidos se requiere de algun tipo de gelatina. El agente gelificante que mas se
emplea para solidificar los medios de cultivo es el agar, que es un extracto de
las macroalgas rodoficeas Gelidium y Gracilaria, el cual contiene una mezcla
de dos polisacaridos: agarosa y agaropectina que la mayoria de las bacterias

son incapaces de metabolizar permitiendo crecer colonias sobre el gel que
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forma en solucion acuosa (Fu et al., 2010). Por otra parte, el fitagel es un
gelificante que se obtiene de la fermentacion de almidones llevada a cabo por
Sphingomonas elodea (Silva, 2005). Con este sustituto de agar se han logrado
cultivar bacterias de suelo previamente no cultivables (Joseph, 2003) e incluso

aislados de un Phylum bacteriano previamente no cultivado OP11 (Stott, 2008).

El medio marino es un medio complejo que ha sido empleado en el grupo de
trabajo de la Dra. Souza, ya que ha demostrado ser eficaz en la recuperacion
de diversos grupos bacterianos, ademas por las altas cantidades de sal que
presenta se intenta reproducir las condiciones de alta salinidad de los cuerpos
de agua de donde se obtuvieron los tapetes microbianos. Por otra parte, el
medio minimo es un medio definido del que se conocen las cantidades exactas
de cada uno de sus componentes. Contiene los elementos minimos necesarios
para que las bacterias puedan llevar a cabo su crecimiento. Al presentar
escasez de nutrientes se intenta reproducir las condiciones de oligotrofia de las

pozas.

Por otro lado, las interacciones entre algas y bacterias en ocasiones son de
exclusion competitiva, y aunque en Cuatro Ciénegas no hay algas, las
bacterias podrian presentar sensibilidad, y el agar al ser de origen algal, en su
extracto podria estar conteniendo sustancias quimicas que podrian inhibir el
crecimiento de grupos bacterianos susceptibles a dichas sustancias. Se empleo
el fitagel en un intento por recuperar a la posible proporcién susceptible a agar

dada su naturaleza vegetal.
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En este trabajo se prepararon dos diferentes medios de cultivo, medio marino
(MMM) y medio minimo (Mmin) en un intento por reproducir las condiciones de
alta salinidad y oligotrofia de las pozas respectivamente. MMM es un medio de
propagacion indefinido que cuenta con sales diversas, levadura y peptona;
Mmin es medio definido con dextrosa como fuente de carbono, sales de

potasio, sulfato y amonio.

Para preparar 11 de MMM se afiadieron en 860mL DE H,O, 5g de peptona de
caseina, 1g de extracto de levadura, NACI 5g, KBr 0.08g, SrCl, 0.34g, H3BO3
0.022g, NaF 0.024g, (NH4).NO3 0.026g, Na,HPO, 0.08g, Na,SiO3 10ul y MgCl,
2.2g. A parte se disolvieron Na,SO4 1g, CaCl, 0.4g, KCI 0.2g, NaHCO3 0.1g y

FeCeHsO7 0.1g en volimenes de 30ml de H,O cada uno.

Para preparar 11 de Mmin se afadieron dextrosa (CsH1206) 19, Na;HPO, 79,

NaH,PO, 2g, CsHs0O7Nas 0.5g, MgSO4 0.1g y (NH4)2SO..

Se afiadi6 para la gelificacién de los medios Agar 15g; de Fitagel 9 g mas 2g de
MgCl, ya que los iones divalentes Mg** promueven la solidificacién de éste

gelificante (indicaciones de proveedor).

Se prepararon 50 cajas de Petri para cada sitio de colecta con cada uno de los
medios medio marino agar (MMMAg), medio marino fitagel (MMMP), medio

minimo agar (Mmin) y medio minimo fitagel (MminP).
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Muestreo

Se visitd Cuatro Ciénegas de Carranza en 2008. Del 18 al 22 noviembre (de
ese mismo afio) se visitaron las localidades de Pozas Azules, en especifico
Poza German (PG) (26° 49'N, 102° O'W), y en Los Hundidos Poza Eguiarte
(PE) (26° 52'N, 102° 1'W). En cada una de los sitios se tomé una muestra de
tapete microbiano. El tapete se guard6 en tubos Falcon con solucion fisiolégica

estéril (NaCl 1%) y se almacené a 4° C.

Se realiz6 un corte transversal de tapete microbiano, se tomo una rebanada y
se homogenizé el tapete con agua esterilizada. Posteriormente se hicieron
diluciones hasta 1/1000. De esta diluciéon se tomaron 200puL, se esparcieron
sobre los medios de cultivo y con ayuda de perlas de vidrio estériles se
homogeniz6 la solucién sobre el medio. Se retiraron las perlas y se cerraron y
sellaron las cajas con parafilm. Se almacenaron a 4° C hasta regresar al
laboratorio. Se incubaron a temperatura ambiente durante una semana. Diario
se revisaron las cajas y se seleccionaron colonias para aislar. Se realizaron
cultivos séricos para obtener aislados puros. A éstos aislados puros se les pico
en medios de cultivo nuevos para determinar su morfotipo. Se tomaron en
cuenta cuatro caracteres morfologicos: color, forma, elevacion y margen. El
color toma toda la amplia gamma de colores posibles que presentan las
bacterias por los pigmentos que poseen. La forma pudo ser circular, irregular,
filamentosa o rizoidal. La elevacion naciente, convexa, plana, umbonada o
crateriforme. Y el margen pudo ser entero, ondulado, filiforme, rizado o

lobulado (Apéndice 1).
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Se seleccionaron aislados en base a su morfologia, 100 de PG y 77de PE. Se
tomaron en cuenta aquellos morfotipos mas dominantes y los menos
representados para extraerles DNA y posteriormente secuenciar el gen 16S

rRNA.

Extraccién de DNA por microcolumnas

Se crecieron las cepas seleccionados en cajas de Petri pequefias con el medio
de cultivo en que se aislaron para generar volumen celular. Se tomé una
cantidad generosa de las cepas con un asa y se colocaron en tubos eppendorf

con 500uL de MgSO, 50mM. Se centrifug6 a 7500 revoluciones por minuto

(rpm) durante 10 min en centrifuga refrigerada, al final se retiré el sobrenadante
y conservo el pellet. En 180uL de solucién de lisis [Buffer de lisis (20mM Tris-
HCI pH8; 2mM EDTA), Triton 1.2% y Lizosima 20mg/ml)] se resuspendi6 el
pellet e incub6 30 minutos a 37° C. Una vez finalizada la incubacion se afiadio
del kit de extraccion DNAeasy Blood & Tissue Kit Qiagen 20ul de proteinasa K
y 200ul de buffer AL. Se incubé la mezcla a 70° C durante 30 min y al término
se afladié 200ul de etanol 100% y se llevé al vortex. Toda la muestra se
pipeted y coloco en la minicolumna (incluidas en el kit), se centrifugé a 8000
rom durante un minuto, al final se recuper6é la columna y se descartd el
sobrenadante. Se colocé la columna en un tubo de 2ml (tubos de 2ml incluidos
en el kit), se le afadio buffer AW1 500pl, se centrifugé a 8000rpm 1 min. Se
repitié el paso anterior recuperando la columna que se colocé en otro tubo de

2ml y se le afiadi6 buffer AW2 500ul y se centrifugd a 14 000 rpm durante tres
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minutos. Se recuperd una vez mas la columna y se colocé en tubos de 1.5ml
(no incluidos en el kit), se agreg6 buffer AE, se incubd a temperatura ambiente
1 minuto y después se centrifugé a 8000 rpm 1 minuto. Sin descartar nada se
repiti6 el paso anterior pero agregando agua ultra pura (Sigma®) 50ul. Al
finalizar se desecho la columna y se recuperé el volumen obteniendo asi 250l

de solucién de DNA purificado.

Amplificacién y secuenciacion del gen 16S rRNA

Para preparar reaccion de PCR 1x y poder amplificar el gen 16S rRNA se
mezclé Taq polimerasa 0.2ul, buffer 5ul, MgCl, 3.25ul, dNTPs 2.5ul, primer 27
F (forward) 3pl, primer 1429 R (reverse) 3ul y H,O ultra pura (Sigama®)
31.05ul, al final se afiadi6 2ul de DNA purificado para tener un volumen final de

50pl.

Los tubos con la reaccion para las muestras se sometieron a 4 etapas de ciclos
de elevacién y descenso de temperatura para poder llevar a cabo la reaccion
de PCR en el termociclador. En la primera etapa se elevo la temperatura a 94°
C. En la segunda etapa, como primer paso se mantuvo la temperatura a 94° C
por 1 minuto; en el segundo paso desciende la temperatura a 52° C por 2
minutos; el tercer paso es subir la temperatura a 72° C por 3 minutos. La
segunda etapa se repite 30 veces a manera de ciclos. La tercera etapa se
mantuvo la temperatura a 72° C por 20 min. Finalmente la cuarta etapa
(refrigeracion) se baja la temperatura a 4° C hasta por 9h. Al término, los

productos se almacenaron a -20° C hasta su secuenciacion.
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Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a FinchLab con un solo primer
(27 F) para obtener la secuencia parcial del gen. La secuencia se reviso en el

sitio web de FinchLab (http://uwhtseq.finchlab.com/Finch).

Curacion de secuencias

Las secuencias se descargaron del sitio web de FinchLab, se guardaron en
formato  fasta  mdltiple. En el sito web de  Greengenes

(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cqi), en la opcién Align se subio el

archivo fasta multiple con las secuencias para alinearlas con respecto a la base
de datos Greengenes y entre ellas mismas, con longitud minima de 500 bases
y porcentaje de identidad minimo de 10%. A cambio el sitio envié de vuelta un
archivo fasta multiple con las secuencias alineadas, con las bases y gaps;
ademas archivos fasta maltiple con secuencias de organismos cultivables y de
no cultivados alineados. Por un lado, las secuencias alineadas se subieron en
el mismo sitio en la opcibn Compare para determinar la taxonomia de los
aislados en base a la comparacién de sus secuencias con las bases de datos
gue hay en Greengenes como opciones de taxonomia, a cambio el sitio envio
la taxonomia de los aislados (Taxonomia de Hugenholtz) hasta nivel de género.
Por otra parte ese archivo de secuencias alineadas se revis6 manualmente en
el programa BioEdit para refinar la alineacion y detectar errores de alineacién a
los que los sistemas computacionales no pudieron ser sensibles. Una vez
revisada la alineacion, las secuencias se realinearon con el programa HMMER

para mejorar la alineacion y crear un perfil de alineaciobn de secuencias de
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aislados de Cuatro Ciénegas. Se revisoé por Ultima vez manualmente en BioEdit
la alineacion antes de calcular las matrices para estimar la diversidad de las

localidades de muestreo.

Analisis estadisticos

Indices de Diversidad

La diversidad de una comunidad, como se mencioné antes, se compone de dos
atributos, la riqueza y abundancia que describen la composicién y estructura

respectivamente.

Para describir la diversidad es necesario tener una referencia numérica que
nos de un idea de que tan diversa es una comunidad e incluso poder hacer
comparaciones. Las medidas de diversidad de especies se dividen en tres
categorias. Primero se encuentran los indices de riqueza de especies que son
una medida del nimero de especies en una unidad de muestreo definida. En
segundo lugar tenemos los modelos de abundancia de especies, los cuales
describen la distribucién de abundancia de especies. Y por ultimo los modelos
de abundancia proporcional de especies que intentan integrar la riqueza y
equidad en una sola expresion. En ésta Ultima categoria se encuentran los
indices de Shannon y Simpson (Magurran, 1988). Para fines de éste estudio se

describen solo los indices de riqueza y abundancia relativas de especies.
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indices de riqueza de especies

Si el area de estudio puede ser bien definida en espacio y tiempo vy las
especies numeradas e identificadas, la riqueza de especies provee una medida
de la diversidad con frecuencia empleada. Si en vez de obtener un catalogo de
especies completo se tiene una muestra de la comunidad, es necesario
distinguir entre riqueza numerica de especies, la cual es definida como el
ndamero de especies definidas en un ndmero de individuos dado (Kempton,
1978), y la densidad de especies, la cual es el nUmero de especies por area de

colecta especificada (Hulbert, 1971).

Por supuesto no siempre es posible tener muestras del mismo tamafio por lo
gue el nimero de especies incrementara con el tamafio de la muestra y el
esfuerzo de muestreo. Para atacar éste problema, Sanders desarrollo una
técnica llamada rarefaccion para calcular el nUmero de especies esperado en
las muestras si las muestras fueran de tamafo estandarizado (Magurran,
1988), mediante ésta técnica se puede comparar la diversidad entre sitios,
tratamientos o habitats que no han sido muestreados equitativamente. Para
llevar a cabo esta aproximacion, se toman submuestras de la muestra mas
grande y se calcula la riqueza esperada de especies en las submuestras
basandose en la distribucion de abundancias de la muestra mayor. El proceso
se repite para submuestras de diferentes tamafios. Una curva de rarefaccion
muestra el cambio en el valor esperado de riqueza de especies de acuerdo al

tamafo de la muestra (Grafica 3).
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En una comunidad muy diversa, la probabilidad de que las especies sean
observadas mas de una vez es baja y la mayoria de las especies son
representadas por un individuo. El estimador de Chao usa la relacion de
marcaje captura-recaptura para estimar la diversidad como riqueza total de
especies al agregar un factor de correcciéon al nimero observado de especies

(Chao 1984). El estimador de Chao se calcula con la ecuacion:
Schao= Sobs + (n12/2n2)

donde Schao €S la riqueza total de especies (esperada), Sqs €S el nimero total
de especies observadas, n; es el nimero de especies observadas una vez y n
el nimero de especies observadas dos veces. Chao (1984) hace notar que
este indice es particularmente (til para series de datos con poca abundancia en

sus clases, como es el caso de los microbios (Eguiarte et al., 2007)

indices de abundancia proporcional de especies

A pesar de la gran cantidad de informacion provista por los modelos de
abundancia de especies, éstos se enfrentan a problemas de célculo y requerir
de computadoras para su rapida calculacion y en ocasiones ser comparado con

un indice de diversidad.

Los indices de abundancia relativa ofrecen un enfoque alternativo para la
medicién de la diversidad. Estos indices toman en cuenta la equidad y la
rigueza de especies; ademas, al no poder hacer suposiciones acerca de la

manera en que subyace la distribucion de abundancia de especies, se les llego
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a considerar medidas no paramétricas de la diversidad (Southwood, 1978). Los
hay de dos tipos, aquellos basados en la teoria de la informacién, y los indices

de dominancia.

Indices de informacion

Estos indices se basan en el razonamiento de que tanto la diversidad como la
informacion pueden ser medias en un sistema natural de igual manera que la
informacién puede ser leida en un mensaje codificado. El indice de Shannon

es uno de ellos, éste mide la entropia del sistema analizado.

El indice de Shannon es la entropia de la informacién de la distribucién,
tratando a las especies como simbolos y al tamafio relativo de sus poblaciones
como probabilidades. Asume que los individuos muestreados son
pertenecientes a una poblacién infinitamente grande y muestreados de manera
aleatoria, y que todas las especies estan representadas en la muestra. Los
valores de Shannon usualmente caen dentro del intervalo de 1.5 a 3.5 y rara

vez sobrepasa 4.5 y es calculado a partir de la ecuacion:

H'= ->piLn pi

donde pi es la abundancia relativa en la iésima especie.
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Mediciones de dominancia

Este tipo de indices esta dirigido a hacia la abundancia de la especie mas
comun. El mas estudiado es el indice de Simpson el cual es la probabilidad que
al tomar dos individuos al azar de una poblacion infinitamente grande
pertenezcan a la misma especie. Toma valores de 1 — D, o de 1 — 0, tomando
en cuenta que 1 se refiere a que la comunidad se representa por solo una
especie y 0 se refiere a que la comunidad tiene especies igualmente
abundantes y la probabilidad de que al tomar dos individuos sean de la misma
especie es nula dada la equilibrada abundancia de especies. Se calcula a partir

de la féormula:;

D= Y pi?
donde pi es la abundancia relativa en la iésima especie.

También se puede obtener una medicion intuitiva de la dominancia con el
indice de Berger-Parker el cual es facil de calcular. Expresa la importancia
proporcional de la especie mas abundante. Si el valor de éste indice aumenta
acercandose a 1 la comunidad poseera menos equidad ya que una especie es
la que domina y por consiguiente la comunidad es menos diversa a pesar de la

rigueza de especies que posee. Se calcula con la formula:
d: Nmax/N

donde Nmax €s el numero de individuos de la especie mas abundante y N es el

numero total de individuos de la comunidad.
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Herramientas computacionales como apoyo en el estudio de comunidades

Las herramientas computacionales son de gran ayuda en el estudio de
comunidades. Para fines de este proyecto se utilizO el programa mothur
(Schloss et al.,, 2009), que es un software que describe y compara
comunidades microbianas, posee una gran cantidad de funciones para llevar a
cabo prueba de hipétesis ecolégicas, sobre todo enfocandose en métodos que
consideran unidades taxondmicas operacionales (OTUs) por sus siglas en
inglés (operational taxonémic unit), ademas incorpora y mejora funciones de

software previos como Unifrac, TreeClimber entre otros.

Dicho programa hace matrices basadas en el modelo oculto de Marcov de las
secuencias de 16S rRNA y a partir de ahi se efectian célculos de OTUs a
diferentes valores de corte. Se tomo el valor de 0.030 ya que dicho valor de
corte asigna géneros. Ya con el numero de OTUs y secuencias incluidas por
cluster se puede efectuar el calculo de indices de diversidad (Simpson,
Shannon, Chaos y Berger -Parker) y puntos para construir curvas de

rarefaccion.

Para editar secuencias de DNA y su manejo, BioEdit se ofrece como una
herramienta que permite revisar grupos de secuencias alineadas por
programas que cuentan con algoritmos de alineacion como las herramientas

ofrecidas por el sitio www.greengenes.com que ademas de alinear, las

secuencias de estudio se comparan con la base de datos del sitio web de

secuencias alineadas y se puede asignar taxonomia y arrojar resultados de
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busqueda de secuencias de organismos cultivables y no cultivables que tengan

un valor de similitud que el usuario puede predeterminar en la busqueda.

Tomando en cuenta la complejidad del manejo de formulas y cifras, es
necesario el uso de la computadora como herramienta de apoyo tanto para el
manejo como para la visualizacion de los datos, y permite la descripcion y

comparacién de la diversidad.

Estimacion de diversidad

Las secuencias alineadas en archivo fasta se cargaron en el programa mothur
para realizar el calculo de las matrices de distancia para secuencias de cada
una de las pozas. Una vez calculadas las matrices, éstas se cargaron en este
mismo programa para obtener OTUs de clusters de secuencias con un valor de
corte de 0.030 de divergencia. Con la lista de los OTUs calculados para ambas
pozas, se cargaron estos datos en mothur para estimar los indices de
diversidad de Shannon, Simpson, Chao y Berger - Parker, y se usaron para

construir las gréficas de rarefaccién

Construccion de filogenia

El archivo de las secuencias alineadas se cargd en el programa Arb junto con

los archivos de secuencias de aislados y clonas que envié el sitio Greengenes
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como los best hits de blsqueda en la base de datos y archivos con secuencias
de libreria de clonas de grupos abundantes bacterianos en Cuatro Ciénegas.
La filogenia se construy6 con el método de neighborjoining (bootstrap= 100). El
programa Arb permiti6 crear una base de datos de las secuencias con datos
relevantes como fecha de colecta, colector, origen de la secuencia, sitio de
colecta, nombre de las cepas de las que provienen las secuencias y el
morfotipo de los aislados que sirvi6 después para comparar los OTUs en una
filogenia con solo las secuencia de los aislados de este estudio y los morfotipos

presentados en cada uno de ellos.

Resultados

Efecto de los medios de cultivo en los aislados recuperados

En total se recuperaron 638 aislados con los medios de cultivo y gelificantes
empleados. El mejor medio de cultivo resulté ser Medio marino (MMM) con
agar como gelificante (Ag) en muestras provenientes de Poza German (PG).
Aun con fitagel (P) solidificando los medios el nUmero de colonias aisladas de
la muestra de PG fue mayor al de la proveniente de Poza Eguiarte (PE). El
ndamero de colonias aisladas empleando Medio minimo (Mmin) fue menor al
conseguido con MMM. De PG con MMMAg se recuperaron 184 colonias, 113
con MMMP, 1 con MminAg y con MminP 29. De PE fueron 175 empleando

MMMAg, 57 con MMMP, 41 con MminAg y con MminP 38 (tabla 1).
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Figura 3. Tapetes microbianos y colonias en medios de cultivo

Colonias aisladas recuperadas en cada medio
Poza German Poza Eguiarte
Medio Medio Medio
Gelificante |marino minimo marino Medio minimo
Agar 184 1 175 41
Fitagel 113 29 57 38

Tabla 1. Numero de aislados obtenidos por procedencia de la muestra y medio
de cultivo y gelificante empleados. El nimero de colonias aisladas de PG es
mayor al de PG. Se aislaron mas colonias utilizando MMM y Ag como gelificante.

Caracterizacién de morfotipos coloniales

Se caracterizaron en base a color, forma, elevacién y margen 74 morfotipos
coloniales de los 638 aislados recuperados (apéndice 2). Se presentaron
morfotipos abundantes y raros en aislados provenientes de ambas muestras y
se clasificaron y numeraron (tabla 2), dentro de éstos, los mas abundantes
fueron M9 y M24 y también M1, M3, M4, M7, M8 y M27 estuvieron
representados en un buen nimero de aislados (tabla 2). Estos morfotipos los
presentaron en mayor numero de cepas provenientes de muestras de ambas

pozas. La mayoria de los morfotipos estuvieron representados en los aislados
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crecidos en MMM, fueron 68 los caracterizados en este medio. En Mmin el
namero fue menor pues se representaron 31 de los 74 morfotipos

caracterizados.

Hubo morfotipos que solo se lograron caracterizar en colonias cultivadas de
muestras de solo una de las pozas y en un medio de cultivo y un gelificante en
especifico. Fueron 29 los morfotipos Unicos descritos de aislados provenientes
de PG y 16 los de PE; 42 morfotipos se caracterizaron para las cepas crecidas
en MMM y 6 en Mmin; y 33 morfotipos se presentaron empleando Ag como

gelificante y 8 con P (tabla 3).

Morfotipos representados en las pozas por
medio de cultivo y gelificante

MMM Mmin Total
Morfos | Agar Fitagel |Agar Fitagel
PA |PR |PA |PR |PA |PR |PA |PR

M1 4 |15 |15 |3 1 38
M2 2 1 2 5
M3 13 |11 |5 |1 1 31
M4 7 |14 |8 |6 8 2 |45
M5 1 |1 3 5
M6 5 |2 7
M7 5 119 |15 7 |46
M8 4 |6 |6 |1 2 |1 |20
M9 11 |15 |7 |31 11 |1 |9 |85

Tabla2. Aislados representados por morfotipo en medios de cultivo
gelificante y poza de procedencia.
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Morfotipos representados en las pozas por
medio de cultivo y gelificante

MMM Mmin Total
Morfos | Agar Fitagel |Agar Fitagel

PA |PR |PA |PR |PA |PR |PA |PR
M10 1 1 1 3
M11 2 1 3
M12 3 |2 12 1 1 19
M3 |2 |1 |4 |1 3 5 |16
M14 1 3 7 11
M15 1 1 1 1 4
M16 1 1 2
M17 2 2
M18 1 1
M19 1 2 3
M20 |2 |1 2 5
M21 (2 |1 2 5
M22 1 1
M23 2 |5 1 1 9
M24 |35 |23 |13 |3 2 |5 |4 |85
M25 1 2 13
M26 |13 |3 |1 1 |18
M27 14 |14 |1 1 1 |2 33
M28 1 1
M29 1 1
M30 3 |1 1 5
M31 4 |3 7
M32 (5 |8 |4 1 |18
M33 |9 |4 |2 15
M34 1 |3 3 7
M35 4 1 1 6
M36 1 1 1 3
M37 1 1
M38 4 4
M39 1 1
M40 2 2
M41 1 1
M42 5 1 1 7
M43 |3 5 8
M44 1 1
M45 1 1

Tabla2. (continuacion)
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Morfotipos representados en las pozas por
medio de cultivo y gelificante

MMM Mmin Total
Morfos | Agar Fitagel |Agar Fitagel
PA |PR |PA |PR |PA |PR |PA |PR

M46
M47
M48
M49
M50
M51
M52
M53
M54
M55
M56
M57 3
M58
M59
M60
M61
M62
M63 1
M64
Me5 |1
M66 1
M67 1 3
M68 1
M69 1
M70 1
M71 1
M72 |2
M73 1
M74 1

Total |184 |175|113 |57 |1 |41 |29 |38 |638
Tabla2. (continuacion)

RlWWwRNR(R(NPRN

PR (R e

=

RPN RR|RPRRPRIDRPRIPIRPRIPIRPIRIRPIRPIRPIWR[W[A R[NP [R[N RN

Con respecto a la poza, los morfotipos Unicos caracterizados para PG

representan el 39.18% y los de PE el 21.62%. En cuanto al medio de cultivo
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empleado, los morfotipos que presentaron aquellas colonias crecidas en MMM
son 56.75% y los de Mmin 8.1%. El 44.59% de morfotipos Unicos se lograron
describir empleando Ag como gelificante y 10.81% usando P. Se describio
mayor variedad de morfotipos en colonias provenientes de la muestra de tapete
microbiano de PG y mediante el uso de MMM para cultivarlas y usando Ag
como gelificante del medio. A pesar de ser menos los morfotipos Unicos
caracterizados usando Mmin y P, se logr6 recuperar un porcentaje
considerable de cepas que solo crecen en ese medio y empleando solo ese

gelificante.

Morfotipos que se presentan en cada poza, medio de
cultivo y gelificante
PG |PE |MMM [Mmin |Ag [P

# Morfotipos |29 (16 [42 6 33 |8

Tabla 3. Numero de morfotipos caracterizados en aislados
segun su procedencia, medio y gelificante empleados en su cultivo

Figura 4. Morfotipos coloniales mas abundantes
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Taxonomia de los aislados

Se caracterizaron genéticamente utilizando al gen 16S rDNA a 177 aislados en
total, 100 de PG y 77 de PE de las 638 cepas aisladas. Los aislados
pertenecieron a cinco Phylum bacterianos Firmicutes, y-Proteobacteria,
Actinobacteria, a-Proteobacteria y Bacteroidetes. Los primeros cuatro se
presentaron en ambas pozas y solo Bacteroidetes se encontré exclusivamente

en PE.

En PG 44 de los 100 aislados pertenecieron a y-Proteobacteria, 32 a
Firmicutes, 16 fueron Actinobacteria y 8 a a-Proteobacteria. De los 77 aislados
de PE, 39 fueron Firmicutes, 25 vy-Proteobacteria, 9 a-Proteobacteria, 2

Actinobcteria y 2 Bacteroidetes.

Las vy-Proteobacteria de PG se compusieron de 32 Aeromonas, 9
Pseudomonas, 2 Rheiheimera y 1 Shewanella. Firmicutes se compuso de 30
Bacillus, 1 Planomicrobium y 1 Planococcus. Actinobacteria se represento por 6
Arthrobacter, 3 Kocuria, 2 Corynebacterium, 2 Agrococcus, 1 Microbacterium, 1
Knoelia y 1 Nocardodides. Las a-Proteobacteria que se caracterizaron son 3

Agrobacterium, 3 Rhodobacter, 1 Roseomonas y 1 Sphingomonas.

Los Firmicutes en PE se trataron de 33 Bacillus, 5 Planococcus y 1
Paenibacillus. Las y-Proteobacteria fueron 13 Pseudomonas, 6 Rheinheimera,
3 Aeromonas, 2 Vibrio y 1 Idiomarina y 1 Halomonas. Las a-Proteobacteria se
integraron por 4 Rhodobacter, 2 Agrobacterium y 2 Devosia. En cuanto a las
Actinobacterias se integr6 por 1 Brachybacterium y 1 Microbacterium.

Bacteroidetes present6 2 Algoriphagus.
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De las secuencias de 16S rRNA de los 177 aislados de ambas pozas se
tuvieron 54 clusters de 24 géneros diferentes de bacterias, de los cuales 26

fueron exclusivos de PG, 20 de PE y 8 compartidos entre las pozas (gréficas 1

y 2).

Correlacion Grupo taxonémico — Morfotipo colonial

Se caracteriz6 gran numero de morfotipos coloniales para las cepas
recuperadas. En la mayoria de los aislados no se encontr6 una
correspondencia clara entre la taxonomia determinada a través de la secuencia
del gen 16S rRNA y el morfotipo que presentaron. Los grupos taxondémicos
mas abundantes demostraron ser morfolégicamente verséatiles ya que
presentan mas de un morfotipo colonial como es el caso de Bacillus y
Aeromonas. Casos excepcionales como el de Algoriphagus y Devosia en los

cuales los aislados presentaron un solo morfotipo para su grupo taxonémico.

De los 100 aislados caracterizados de Poza German se determinaron 18
géneros bacterianos, siendo los mas abundantes Bacillus, Aeromonas y
Pseudomonas. Estos grupos no solo fueron los mas abundantes sino quienes
mayor versatilidad morfotipica presentaron. De los 77 aislados caracterizados
de Poza Eguiarte se determinaron 15 géneros bacterianos, siendo los mas
abundantes Bacillus, Pseudomonas, Reinheimera y Aeromonas. Estos grupos

fueron morfotipicamente versatiles (tabla 4).
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Taxonomia y numero de morfotipos por OTU

Taxon OTU | #Morfotipos | Morf. Compartidos

PG1 (13
Aeromonas PE1 0

PG1
PE1

Agrobacterium

Agrococcus PG1

Algoriphagus PE1

PG1
PG2

o |O|o| O

Arthrobacter

PG1
PG2
PG3
PG4
PG5
PG6
PE1
Bacillus PE2
PE3
PE4
PC1
PC2
PC3
PC4
PC5

12

~N N RN w iR RRIR|lwR[RW R R|w|N

[EY
N

Brachybacterium PE1

Corynebacterium PG1

Devosia PE1

RPN OTN D>

Halomonas PE1

o000 |O

Idiomarina PE1 |1

Tabla 4. Los 540TUS en 24 géneros clasificados (cut off = 0.030). PG= Poza German
PE= Poza Eguiarte. PC= Compartidos
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Taxonomia y numero de morfotipos por OTU
Taxon OTU | #Morfotipos | Morf. Compartidos
Knoelia PG1 |1 0
. PG1|2
Kocuria PG |1 0
. . PG1|1
Microbacterium PEL |1 0
Nocardioides PGl |1 0
Paenibacillus PE1l |1 0
PG1|1
PE1 |1
Planococcus PE2 |2 2
PC1 (2
PG1 |3
PG2 |1
Pseudomonas PCl1 |4 3
PC2 |2
PC3 |2
. PG1|2
Rheinheimera PEL |2 0
PG1|1
PG2 |1
Rhodobacter PEL |2 1
PE2 |1
Roseomonas PGl |1 0
Shewanella PG1 |1 0
Sphingomonas PG1 |1 0
Vibrio PE1 |2 0

Tabla 4. Continuacion

Anélisis de Diversidad

Con los perfiles de alineacion de secuencias se determinaron 54 clusters a un
valor de corte de 0.030 de divergencia entre secuencias; cada cluster se
consideré como un OTU. En PG se encontraron 26 OTUs, en PE 20 OTUs, y 8
OTUs se presentaron tanto en PG como en PE. A partir de los 54 OTUs

determinados, se calcularon los puntos para construir las curvas de rarefaccion


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

de PG y PE (gréafica 3). Se espera un mayor nimero de OTUs en PG que en
PE. Segun las curvas de rarefaccion se espera encontrar 35 OTUs si se hiciera
un muestreo aleatorio con una muestra del mismo tamafio de la tomada en
este estudio y 29 para PE. Las curvas no hicieron asintota lo que sugiere que
el esfuerzo de muestreo no fue suficiente para caracterizar el total de especies

de las comunidades muestreadas.

También se calcularon los indices de diversidad para PG y PE. Estos fueron
Chao, Shannon, Simpson y Bergerparker, con un valor de corte de secuencia
de 0.030 (tabla 5).

indices de Diversidad

chao shannon simpson bergerparker
PG |70 2.8391 0.1168 0.3200
PE | 34.5 3.0875 0.0458 0.1169

Tabla 5. indices de diversidad calculados a partir de la matriz construida con
el programa Mothur (valor de corte 0.030).

Al igual que con las graficas de rarefaccion, se espera mayor riqueza de OTUs
en PG que en PE segun el indice de Chao. En PG el indice de Chao fue
Chaopgo.010= 109.00 y en PE el indice de Chao fue Chaopgooi0= 56.27. La
rigueza de OTUs es mayor en PG que en PE, sin embargo, una tercera parte
de la comunidad de PG estd dominada por el OTU mas abundante
repartiendose las abundancias relativas de los OTUs de manera menos
equilibrada. PE presenta un mayor equilibrio en la distribucion relativa de
abundancia de los OTUs, el mas abundante representa poco mas de una
decima parte del total de la comunidad, siendo esta abundancia relativa muy
similar al de otros OTUs de esa comunidad que representan tambien un

decimo de la totalidad de la comunidad y el resto de los OTUs presentan
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abundancias muy semejantes entre si sin tener una clara dominancia lo cual

aumenta la entropia de esa comunidad.

OTUS tinicos en Poza Eguiarte OTUS unicos en Poza Germdn e

® Agrobacterium

B Agrococcus
Arthrobacter

= Bacillus
Corynebactenium

u Knoelia

® Kocuria

u Microbacterium
Nocardioides

B Planococcus

B Rhodobacter

(b) e

(a)

Gréfica 1. OTUs Unicos en cada una de las pozas (a) Poza Eguiarte (b) Poza German

Géneros con OTUs Compartidos en las
pozas
6
4 =
2 =
O = 1 T —
Bacillus Planococcus Pseudomonas Rhodobacter

Gréfica 2. Géneros bacterianos cuyos OTUs se componen de secuencias de 16S rRNA de
aislados provenientes de ambas pozas.
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OTUs CURVAS DE RAREFACCION

Esperados
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25

20 + —— PG
—m—PE
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1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
numero de repeticiones de muestreo

Gréfica 3. Curvas de rarefaccion para Poza Germéan (PG, azul) y Poza Eguiarte (PE, rojo).
Valor de corte 0.030; se espera mayor riqueza de especies en Poza German. Las curvas no
hacen asintota por lo que el esfuerzo de muestreo no fue suficiente para describir el total de la
comunidad.

Discusién

MMM y Ag lograron recuperar mayor nimero de aislados y presentan mas morfotipos en

especial de PG.

El crecimiento microbiano en gran medida estd dado por los nutrientes
disponibles. EI MMM es un medio enriquecido indefinido, posee gran cantidad
de fuentes alimenticias y energéticas disponibles para el crecimiento de células
microbianas. A diferencia de MMM el Mmin es un medio definido, el cual posee

solo dextrosa como fuente de carbono y sales inorganicas; la disponibilidad de
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nutrientes es poca, lo cual hace dificil el crecimiento de mayor niumero de

colonias y es por ello que se presentd mejor crecimiento microbiano en MMM.

Las bacterias de tapete de PG muestran cierta versatilidad al aprovechar las
fuentes nutricionales de los medios con respecto a las de PE, algun
componente indeterminado en la peptona y el extracto de levadura podria estar

favoreciendo el crecimiento de las bacterias de una u otra poza.

En un inicio se pensaba que usando P como gelificante por su origen vegetal
crecerian mas bacterias 0 al menos cosas diferentes a las recuperadas en Ag.
A pesar de los metabolitos secundarios inhibidores de crecimiento bacteriano
contenidos en el extracto de Ag, éste gelificante en combinaciéon con los
componentes del MMM funcionaron bien en la obtencién de aislados
bacterianos. En cambio P en medio FS1 se mezcla con sales de iones
divalentes que favorece la solidificacion del medio y soluciones vitaminicas y de
minerales, ademas de extracto de levadura (Stott et al., 2008). Esta
combinacién podria estar optimizando la recuperaciéon de aislados sobre
superficie de P de tal manera que los componentes de MMM y Mmin

enmascaran su desempefio.

Hay mayor cantidad de fuentes nutricionales en MMM que pueden ser
aprovechadas de diferentes maneras dada la versatilidad fisiologica de los
aislados y asi modificar el medio en mas de una forma para presentar esos
patrones de crecimiento colonial. EI menor namero de morfotipos
caracterizados en Mmin quiza esta determinado por la limitacion de fuentes
energéticas y nutricionales, al ser escasos los recursos menos bacterias son

capaces aprovecharlos para su crecimiento.
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Probabilisticamente, en un nimero mayor de aislados se presentan mayor
numero de morfotipos que es lo que pasa en el caso de las cepas aisladas de
tapete de PG, al ser mayor el nimero de ellas, por azar es mas probable que
aquellas bacterias menos abundantes con cierta plasticidad morfolégica
puedan crecer y ser caracterizadas. De manera intrinseca los miembros de la
comunidad de PG poseen mayor plasticidad fenotipica pues presentan gran
variedad de formas de crecer sobre los medios de cultivo en comparacion con

los provenientes de PE.

Los aislados presentan gran versatilidad morfotipica y dominancia numérica de pocos

morfotipos, compartiendo caracteres dentro de los grupos.

La gran versatilidad morfotipica se debe a que los patrones morfolégicos de las
colonias estan dados por las condiciones de los medios de cultivo, asi como la
variacion genética y fisiolégica de las bacterias. La variedad de colores y
formas de las colonias bacterianas tal vez estan representando metabolismos
o modos de llevar a cabo las funciones biolégicas de las bacterias dependiendo
las condiciones de los medios de cultivo y de incubacién. Ademas las bacterias
modifican el medio de cultivo en tanto van desarrollandose como colonia,
determinando asi las caracteristicas morfotipicas de sus colonias a manera de

patrones (Tcherpakov et al., 1999).

Los morfotipos coloniales son el reflejo de la plasticidad fenotipica y diversidad
genotipica de las células bacterianas. El que un morfotipo esté mejor

representado que aquellos menos abundantes en los aislados no quiere decir
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que sea una forma de adaptacion de las bacterias de la comunidad ya que en
su medioambiente las bacterias viven como células libres en columna de agua
0 en agregados laminados dentro del tapete microbiano y no formando colonias

coloridas en una gamma amplia de formas perceptibles a nuestra vista.

Las unidades formadoras de colonias al entrar en contacto con la superficie del
medio de cultivo crecen en las formas posibles que su genética les permita.
Ademas la presencia de estructuras celulares de movimiento como los flagelos
y la secrecion de sustancias les permiten a las bacterias desplazarse sobre la

superficie del medio y experimentar diversas formas de crecimiento colonial.

Los aislados de determinados cluster filogenéticos comparten caracteres
morfolégicos, es decir, en algunas ramas de la filogenia, los morfotipos de los
aislados, por ejemplo en forma y color son muy parecidos, en lo que varian es
en los margenes o la elevacion. Se sabe que las bacterias no crecen a la
misma velocidad, aun siendo la misma especie por lo que diferentes aislados
con morfotipos semejantes podrian poseer un mismo patron de crecimiento y
solo se estaria describiendo el mismo morfotipo en diferentes estados de
desarrollo de la colonia. La variacion morfotipica de los aislados esta dada de
manera intrinseca por la genética y la fisiologia asi también por la plasticidad
fenotipica, por otro lado las condiciones del medio de cultivo y la interaccién
con colonias vecinas. Ademas la caracterizacion de las colonias depende como
se menciond antes de su estado de desarrollo. No obstante la estandarizacién
de escalas para asignar color a las colonias, la elevaciéon, margen y forma de la
colonia carecen de estandarizacion por lo que la caracterizacion morfotipica de

las colonias es subjetiva y se sesga por la percepcion del observador.
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La morfologia no es representante ecotaxonémico de los grupos bacterianos.
Los caracteres morfolégicos de grupos taxondémicos que se caracterizaron no
hacen ningun sentido con su ecologia. Muchas veces las condiciones del sitio
donde viven las bacterias no son parecidas a la de los medios de cultivo
empleados para aislarlas. Crecen de determinadas formas dependiendo el
medio de cultivo y la condiciones de incubacion, sin embargo no sabemos de
gue manera se desempefia en su medioambiente pues como se menciond
antes, en su ambiente son células que viven en laminaciones
organosedimentarias de tapete microbiano y no tendria que ver si al
establecerse en la caja Petri crece en agregados circulares o si son planos y

filiformes.

Al parecer, los resultados sugieren que los medios de cultivo empleados son
buenos para crecer heterétrofos, especialmente aquellas bacterias que se sabe
se han aislado de sitios con concentraciones altas de sal. Con anterioridad en
otras lineas de investigacion dentro del grupo de trabajo se han utilizado éstos
y otros medios de cultivo y, grupos dominantes como las Bacillus y no
abundantes como las Actinobacteria resultaron ser abundantes en los sitios
muestreados en el valle de Cuatro Cienegas (Souza et al, 2004; Souza et al.,
2006 en Cerritos 2008); y géneros de bacterias marinas como Rheinheimera,
Rhodobacter y halofilas y halotolerantes como Halomonas y Vibrio también han
sido aisladas de los cuerpos de agua del valle. Pseudomonas es otro de los
géneros que se ha encontrado con cierta abundancia en Cuatro Ciénegas, es
un microorganismo capaz de vivir en un amplio espectro de sitios; y Aeromonas
gue es comun en todos los cuerpos de agua en el mundo, tanto de ambientes

salinos como dulceacuicolas, en ocasiones estan asociados a enfermedades
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de peces (Janda et al. 2010) fue de los OTUs representados por gran nimero
de aislados. Las secuencias de 16S rRNA asocian a las cepas de Aeromonas
con secuencias ambientales obtenidas en el proyecto de metagendmica de PG
y a secuencias de organismos no cultivables patdgenos de peces, éste dato es
de relevante resultando de interés, a futuro, determinar si en realidad éstas

bacterias son patégenas de peces.

Géneros tales como Bacillus y Planococcus son organismos capaces de
generar esporas. Ademas de ser estructuras de resistencia las esporas sirven
para llevar a cabo la dispersion. OTUs de secuencias de aislados
pertenecientes a éstos géneros se presentaron tanto en PG como PE. La
capacidad dispersiva de estas bacterias les permite habitar en ambos sitios.
Las pozas compartieron OTUs de Pseudomonas. Este género bacteriano se ha
aislado de una gran variedad de ambientes, incluso en el aire. No seria extrafio
gue estas bacterias se dispersaran de una poza a otra y por eso les

encontremos en ambos sitios.

A pesar de las diferencias en la quimica del agua de las pozas podemos
encontrar mismos OTUS en ambos sitios. Los esporuladores Bacillus y
Planococcus si no les favorecieran del todo las condiciones de las pozas
podrian mantenerse latentes como esporas que una vez en el medio de cultivo
se liberan y proliferan. Pseudomonas son microorganismos metabolicamente
versatiles que pueden habitar gran cantidad de ambientes e incluso explotar
diversas fuentes energéticas por lo que no es de sorprenderse que se

encuentren OTUs en las dos localidades de muestreo.
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A pesar de la gran versatilidad morfolégica de Bacillus, Aeromonas y
Pseudomonas, no se encontré una relacion entre el nimero de OTUs y los
aislados que presentan los morfotipos. Ya se ha mencionado anteriormente
gue esta versatilidad morfolégica son formas de crecer sobre los medios de
cultivo utilizados y no refleja adaptaciones ni la ecologia de las bacterias, solo

son grupos con gran plasticidad fenotipica.

Por otro lado, el gran nimero de aislados representados en estos géneros de
manera azarosa eleva la probabilidad de muestrear bacterias pertenecientes al
mismo OTU con cierto grado de plasticidad fenotipica, de tal manera que al
estar contenidos mas aislados en un OTU se tendr4 mejor representada la

variedad de formas en las que un linaje de bacterias puede crecer.

Mayor riqueza de especies en Poza German cuya comunidad estd dominada por una

OTU en un tercio de la comunidad, la comunidad de Poza Eguiarte es mas equitativa.

Las comunidades de tapete microbiano de PG y PE poseen riqueza diferente
de OTUs. Para dos muestras de tamafio diferente las curvas de rarefaccion
permitieron calcular el numero esperado de OTUs para cada comunidad.
Efectivamente el nimero de OTUs de PG fue mayor al de PE lo cual fue
consistente con el niumero esperado de OTUs en la grafica de rarefaccion y

también con el indice de Chao.

Ambas comunidades segun sus indices, son muy diversas, sin embargo, se

necesita mayor esfuerzo de muestreo para lograr representar mejor a los
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integrantes de la comunidad debido al mayor nimero de OTUs esperado que el

gue se ha observado.

La diversidad es mayor en PE en términos de uniformidad de abundancia de
los OTUS. En PG la probabilidad de que al tomar de manera aleatoria dos
organismos pertenezcan al mismo OTU es mas alta que en PE por lo que las
frecuencias de cada OTU estan repartidas de manera mas desigual, ya que
una tercera parte de la comunidad estd dominada por Aeromonas que es el
OTU mas abundante y otra proporcion menor por algunos Bacillus y
Pseudomonas, y el resto por los demas grupos taxonémicos caracterizados
con pocos aislados representando sus OTUs. En PE alrededor del 11% de la
comunidad esta dominada por un OTU de Bacillus que es el mas abundante, y
otros OTUs de Bacillus y Pseudomonas presentan alrededor del 10% de la
comunidad. El resto de la comunidad se reparten las frecuencias en grupos
menos abundantes de manera mas equitativa ya que las frecuencias de cada
OTU son muy parecidas y la probabilidad de tomar dos organismos y
pertenezcan al misma OTU es muy baja dada la alta entropia que esta

caracterizando esa localidad.

Los parametros ambientales y la diversidad.

Debe tomarse en consideracion las variables ambientales de ambas
localidades, ya que éstas podrian estar determinando la diversidad de
organismos. La temperatura promedio para PG y PE fue de 30.06 y 38.40

respectivamente; el pH 6.46 y 7.4; y la conductividad 2.55 y 82.68 (datos no
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mostrados). La diferencia mas grande entre valores de cada una de las pozas
se presentd en la conductividad, quiza este parametro ambiental, al igual que
en el trabajo llevado a cabo por Cerritos en 2008 sea la variable determinante
de la diversidad de organismos en las comunidades muestreadas. Si bien el
objetivo del presente trabajo no fue buscar la correlacion de componentes
ambientales y la diversidad de linajes bacterianos encontrados, pero vale la
pena resaltar esta observacion y de ser posible tomar mediciones posteriores y
llevar a cabo pruebas de correlacion de variables y diversidad bacteriana e
intentar resolver la incoégnita de si solo la conductividad afecta de manera
directa la diversidad bioldgica encontrada en un determinado sitio o si la
temperatura, pH y oxigeno disuelto afectan del mismo modo que la

conductividad.

Estudio de comunidades dependiente de cultivos y metagenémica, dos enfoques

complementarios

El enfoque independiente de cultivo abre una nueva puerta para el
entendimiento de la estructura y composicibn de comunidades. Como
sabemos, el porcentaje de microorganismos que se puede cultivar en
condiciones de laboratorio es muy bajo en comparacion con la cantidad de
bacterias que habitan un sitio. Ambos enfoques tienen ventajas y limitaciones a
los que se enfrentan y en ocasiones la informacién conjunta de éstos se
complementa dando una panordmica mas completa de la composicién y

funcionalidad de las comunidades microbianas.
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El enfoque dependiente de cultivos nos permite conocer atributos de las
bacterias tales como la morfologia, fisiologia y genética, ademas de su
potencial ecoldgico y biotecnoldgico. Con los aislados se puede tener una idea
mas certera de la funcionalidad de la comunidad a través de estudios
bioquimicos con las cepas. También de los requerimientos nutricionales para el
crecimiento de ellas y poder inferir los requerimientos de grupos cercanos al de

las cepas aisladas.

El metagenoma nos da informacion taxonémica de toda esa diversidad no
cultivable y ademas, se puede saber que rutas metabdlicas se llevan a cabo en
una comunidad y de que manera intervienen en los ciclos biogeoquimicos, sin
embargo la limitante es que no se sabe con certeza que organismos llevan a
cabo las funciones. Con el enfoque dependiente de cultivos si podemos saber
esos detalles y no quedar solo en inferencias especulativas. Por ejemplo, con
el enfoque clasico se determina si algin microorganismo de interés es

cultivable.

Un problema frecuente en la metodologia metagenémica es la contaminacién
con compuestos polifendlicos de DNA purificado que interfieren con las
modificaciones enziméticas del DNA (Streit et al., 2004). Se carece de
estandarizacion de métodos para la obtencién de datos. Los protocolos de
obtencion de DNA son muchos y varian en sesgo y eficiencia dada las
diferentes cantidades de muestra empleada en cada uno de ellos. Al igual que
con la extraccion de DNA de cepas aisladas, los protocolos de extraccién de
muestras ambientales son mas eficientes para obtener el DNA de ciertos tipos

de células, desde la lisis celular, cierto porcentaje de la muestra no responde a
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los reactivos del protocolo. Ademas los protocolos se enfocan en lisis de

células y no se toman en cuenta la presencia de quistes y esporas.

La sensibilidad de los métodos de secuenciacion como el shotgun a la
abundancia relativa de las especies de una comunidad también representa una
inconsistencia ecoldgica ya que se podria estar sobre representando DNA de
especies que en numero son muy abundantes pero no necesariamente claves
dentro de la comunidad. El ensamble de las secuencias en ocasiones no es de
todo confiable dada la variabilidad intraespecifica tomando en cuenta los
elementos méviles y polimorfismos dentro de las secuencias, e incluso la corta
longitud de fragmentos de DNA obtenidos. Esta fragmentacion de datos hace
dificil la reconstruccion del rompecabezas de DNA de la comunidad y queden

huecos informativos.

Es gran cantidad de informacion la que aporta la metagendmica, los costos de
secuenciacion de DNA disminuye en tanto se desarrollan nuevas tecnologias
de secuenciacién. Se genera mas informacion de la que se puede hacer
analisis, pues no se tiene la capacidad de computo ni recursos humanos para
llevar a cabo el ensamble de la gran cantidad de fragmentos de DNA (Bonilla et
al., 2008). Como era de esperarse, las bacterias de PG que se lograron cultivar
fue un porcentaje pequefio en comparacién de lo que se tiene en cuenta en el
metagenoma Mientras que un metagenoma de una poza vecina a PE (Poza
Valeria) tiene mucho menos diversidad que PG (Bonilla et al., en preparacion),
con una representacion muy alta de heterétrofos aerobios (Pseudomonas) por
lo que es posible que las muestras cultivadas representen mejor a este
metagenoma. Lo que es interesante es que tanto en los cultivos como en el

metagenoma, PG es muy diversa. Mientras que en PE, los OTUs de
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Pseudomonas fueron de los mas abundantes, siendo de alguna forma
consistente con librerias de clonas realizadas en esa misma localidad
(Peimbert datos no publicados), aunque dichos datos determinaron a
Pseudomonas como los mas abundantes, los medios de cultivo empleados
captaron solo una parte de esa diversidad existente de Pseudomonas, y resulta
atractiva la idea de emplear medios de cultivo especificos para éstos

microorganismos como lo hizo Escalante en 2008.

Clusters pertenecientes a Pseudomonas, filogenéticamente estan relacionados
a linajes previamente encontrados en otros sistemas acuaticos en el valle de
Cuatro Ciénegas como es el caso de los reportados por Escalante en 2008.
Uno de los clusters, con cepas aisladas de PG y PE, crecidas solo en MMMP y
a su vez es grupo hermano de un cluster relacionado con Pseudomonas
mendocina cuyo aislado proviene de PG y creci6 en MMMP; y otro grupo
relacionado con P. cuatrocieneguensis, con aislados de PG y PE y crecidos en
MMMAg. Si se desea aislar Pseudomonas preferencialmente se debe emplear
MMM y no Mmin, y podemos ver que dos de estos linajes previamente

reportados se pueden aislar mediante el uso de P como gelificante.

La gran abundancia de heterétrofos de los aislados de PG no es consistente
con el metagenoma de tapete microbiano, pues segun la base de datos
metagendmica la comunidad esta dominada por fot6trofos aerobios y en menor
proporcién por heterétrofos. Ese pequefio porcentaje de la diversidad se esta
recuperando en los medios de cultivo. Se sabe que esa pequefia porcién esta
dominada por Aeromonas, Bacillus y Pseudomonas y diversos géneros de
Actinobacteria y a — Proteobacteria y filogenéticamente hay OTUs compartidos

de los grupos mas abundantes entre las pozas.
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El refinamiento y busqueda de nuevas técnicas de cultivo seria de gran ayuda
en el entendimiento de la estructura, composicion y funcionalidad de las
comunidades dentro de Cuatro Ciénegas. La busqueda de formas de
enriguecer medios de cultivo a partir de los datos metagendmicos de genes
presentes en la comunidad nos da una idea de los requerimientos nutricionales
de los organismos, aunque un porcentaje grande de los genes dentro de los
genomas no se les conozca funcion (Nichols D., 2007). Podria ser una
oportunidad de poner a prueba el conocimiento tedrico de la comunidad y tratar
de crecer mayor numero de grupos bacterianos para poder disipar las dudas
que quedan sobre la funcionalidad de las comunidades. Una forma seria el
empleo de medios de cultivo para el crecimiento de gremios funcionales como
reductores de azufre y fijadores de nitrégeno, fotétrofos e incluso las técnicas
de cultivo in vivo. El uso de gelificantes diferentes al agar podria abrir nueva
puertas en la recuperacion de cepas cultivadas en medios semiliquidos. Se ha
logrado cultivar miembros de un Phylum candidato previamente no cultivable
OP11 y miembros de grupos ya caracterizados con algunos integrantes no
cultivados antes como Actinobacteria (Stott etal., 2008) lo que nos dice el valor
de explorar nuevas fronteras en las técnicas de cultivacion y descubrir esa
microbiota rara de lo cual poco se sabe a pesar de los enfoques alternos al de

los cultivos.

Si bien el esfuerzo de muestreo no fue suficiente para conocer el total de OTUs
de ambas localidades como lo sugieren las graficas de rarefaccion, al menos
sabemos que aumentando el numero de aislados para determinar su

taxonomia habrd mayor rigueza en PG que en PE con esta misma
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metodologia, asi que se puede incluir nuevos métodos para listar un mayor

namero de grupos taxondmicos de bacterias cultivables.

En perspectiva, la realizacién de pruebas bioquimicas y la comparacion de
éstos datos con los del metagenoma nos permitirdn entender mejor la
funcionalidad de los tapetes microbianos y de que manera intervienen las
bacterias en el funcionamiento del ecosistema al que pertenecen. Ambos
enfoques se complementan y es importante mejorar las metodologias de
ambos para conocer mejor las comunidades de tapetes microbianos de Cuatro

Ciénegas.
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Apéndice 1
Caracterizacion de la morfologia colonial

Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Al. Caracterizacion morfolégica de colonias bacterianas a partir de forma,
elevacién y magen. El color varia dependiendo de los pigmentos que las

bacterias poseen. Imagen extraida de http://www.sciencebuddies.org/science-

fair-projects/project ideas/MicroBio Interpreting Plates.shtml
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Apéndice 2

Descripcion de los 74 morfotipos coloniales caracterizados

Morfotipos caracterizados

Morfo Descripcion
1 Amarillo, Irregular, Elevado, Ondulado
2 Amarillo, Irregular, Aplanado, Lobulado
3 Naranja, Irregular, Elevado, Ondulado
4 Amarillo, Irregular, Aplanado, Ondulado
5 Café, Irregular, Elevado, Ondulado
6 Amarillo, Circular, Elevado, Completo
7 Blanco, Irregular, Aplanado, Completo
8 Blanco, Irregular, Aplanado, Lobulado
9 Blanco, Irregular, Elevado, Ondulado
10 Café, Irregular, Aplanado, Ondulado
11 Naranja, Circular, Aplanado, Completo
12 Naranja, irregular, Aplanada, ondulada
13 Blanco, Irregular, Elevado, Lobulado
14 Blanco, Filamentoso, Aplanado, Filiforme
15 Blanco, Circular, Aplanado, Completo
16 Transparente, Irregular, Aplanado, Ondulado
17 Crema, Irregular, Aplanado, Ondulado
18 Crema, Irregular, Aplanado, Completo
19 Amarillo, Irregular, Elevado, Lobulado
20 Naranja, Irregular, Elevado, Rizado
21 Blanco, Irregular, Elevado, Rizado
22 Amarillo, Irregular, Elevado, Rizado
23 Amarillo, Irregular, Aplanado, Rizado
24 Blanco, Irregular, Aplanado, Ondulado
25 Transparente, Irregular, Elevado. Ondulado
26 Blanco, Irregular, Elevado, Completo
27 Blanco, Irregular, Aplanado, Rizado
28 Blanco, Filamentoso, Aplanado, Lobulado
29 Blanco, Filamentoso, Aplanado, Ondulado
30 Naranja, Irregular, Aplanado, Lobulado
31 Naranja, Irregular, Elevado, Completo
32 Amarillo, Irregular, Aplanado, Completo
33 Amarillo, Irregular, Elevado, Completo
34 Rosa, Filamentosa, Aplanada, Filiforme
35 Rosa, Irregular, Aplanada, Ondulada
36 Rojo, Irregular, Elevado, Completo
37 Rojo, Irregular, Elevado, Rizado

A2.Morfotipos caracterizados
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Morfotipos caracterizados

Morfo Descripcion
38 Rojo, Irregular, Elevado, ondulado
39 Rojo, Irregular, Elevado, lobulado
40 Blanco, Irregular, Crateriforme, ondulado
41 Transparente, Irregular, Aplanado, Lobulado
42 Blanco, Circular, Elevado, Completo
43 Naranja, Filamemtoso, Aplanado, Filiforme
44 Transparente, Filamentoso, Aplanado, Filiforme
45 Blanco, Irregular, Aplanado, Completo
46 Rojo, Irregular, Aplanado, Filiforme
47 Naranja, Circular, Umbonado, Completo
48 Rojo, Filamentoso, Aplanado, Filiforme
49 Naranja, Circular, Elevado, Completo
50 Blanco, Rizoide, Aplanado, Filiforme
51 Naranja, Circular, Crateriforme, Completo
52 Rojo, Irregular, Aplanado, Lobulado
53 Naranja, Irregular, Aplanado, Completo
54 Rosa, Irregular, Aplanado, Completo
55 Naranja, Irregular, Crateriforme, Completo
56 Amarillo, Filamentoso, Aplanado, Filiforme
57 Rosa, Irregular, Aplanada, Lobulada
58 Rosa, Irregular, Aplanado Ondulado
59 Café, Irregular, Aplanado, Rizado
60 Naranja,lrregular, Elevado, Lobulado
61 Naranja, Irregular,Umbonado, Rizado
62 Blanco, Circular, Crateriforme, Completo
63 Amarillo, Irregular, Elevado Completo
64 Blanco, Irregular, Aplanado, Rizado
65 Salmon, Irregular, Elevado, Completo
66 Naranja, Irregular, Elevado, Lobulado
67 Café, Irregular, Elevado,Lobulado
68 Rosa, Irregular, Aplanado, Rizado
69 Rosa, Circular, Convexo, Completo
70 Amarillo, Irregular, Crateriforme, Completo
71 Rojo, Circular, Convexo, Completo
72 Salmon, Irregular, Convexo, Completo
73 Blanco, Rizoide, Elevado, Filiforme
74 Naranja, Irregular, Aplanado, Lobulado

A2 (continuacion).
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Apéndice 3

Filogenia

GMO11, GMOT1 M
v 1109, D

vz Mg, saciiales

mazssr, m.usr Mo
hizs
Ghooe, m |_~.4 I

Mza, ecita
G 70 i+ Baclores
P Fuizooe 1S, Builaies

14155 11064, B
Amosse Fm-uaF zs, Baciia
RmM201P M08, Bac
Vo, Baciialos
e

am
12, Baciiaies

et acillales

55, Dot
E1P, AMOETP 1O

RM115P, AM115P Mos, Ba
e Iphaprotecbastaria
24 o2, Alphas
MOES, ANMoes
G084, GiMOB4 MO, AlDN e
05 A, Ao
BerR42P, Am242P MOT.,
——— Am

e ——
FiA24, FANZAS MO, A et
148 163, Alphas bactoria
AM240
e ee——
Aionacroleccasieria

Auss

u 125 cudomonacacea

S0SaR Ma. P sk

| AMEG1, AMZGT W23, Avrommrmces
5 491 Acromonaca

“RAVESPF, AM2SSP MO, Chros

4019, AMO19 M3, Chros
BMT 145, B 145 MO,

R e A aa
—RM

lervidtes
G112, GIA1 12 M25, Actinobacteria

— = = Ghoo
l.u«v

ctinovacterta
ctinobastaria

A3. Filogenia de aislados construida con el programa Arb (neighbor joining,1000 bootstraps ). En la
nomenclatura de los aislados G=Poza German, R=Poza Eguiarte; M= medio marino, m= medio minimo;
Ag= agar, P = fitagel. El nimero indica el nimero de aislado caracterizado. MO1... Mn= morfotipo#. Al

final la clasificacion (Hugenholtz).
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Apéndice 4
Viendo de cerca las ramas de la filogenia

Filogenia de aislados (amarillo) con secuencias de referencia en

www.greengenes.com y secuencias de organismos provenientes de Cuatro

Ciénegas. Filogenias construidas en Arb (neighbor joining,1000 bootstraps).

AmHydr? Aeromonas hycophlasubsp. hykonhile, Gammapoteobacter, Aeromonadcese
AmHied, Aeromanas hychophisubep. tanaei Gammapmteobadena Agomonadacese
An ed»a Aetomenzs mada, Gammapial bt Aeromonadacede
AmPunc2. Aeromonas punclalz sibsp. pincat, Gammapmtenbactene Awamonadicese
AinPunct, Aetomenas punctala subsp. punclals, Gammaydlecbacler, Astomonadacese
| AmHydo Asromons hydiophila suEsp chakensis, Gammaprolecbacterd, Aiomorddacsze
Amdguar, Aeromonde ageriorm, Gammaproieobacteriz, Aeromenzdacess
! AmEnter, Aeromonas enteropelogenes, Gammaprcteobacterle, Agromonadaceae
{ Aol iy amares mollscanim, Gammapiotedbactr, Ac moadizese
AnEnche; Asomonzs enchelel, Gammap icteobacieria, Abromonadaceas
AmSa\mE Aeromongs samoricick subsp. salmomcwda Bammapicieoactara Aeromonsdaceae
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F 170801 clo, VOG0 clore  feealp g Gammaprmeobactena
69233_:\0 10 cme 1455k e, Gammapcleobaciet
Aeromongs2 Astomafids2 Wﬁ'bp 3, Gammapmoba:te i
detomonas  Aeomoras 012 490bp  ma Ganmapoieckaceld
L 167490 co 6700 e 1470bn e, Gammapcﬁeobactala
] 170077 c\oﬂOO??:Tame ASpr e, Gammaproleobacterls

164874 clo, 164373 clone  1488bp Gammapmtenbactena
Agromorias_, Astomanas: veranii_B1 1515bp i, Gammeprolsobactera
AIOmenas., ASTomonas_ veloni M16 1515bp 11, Gammaprotechacteria
Aeromonas_, Aeromonag 9C 14" 1490bp mna, Gammaprctecbacfana
ArmVeron, Awromonas verori, Gammaproleobacterla, Asromanacaceae
Aeromonas veronil bv Vere Gai’nmap fotgobacterla, Aeromenadaceas

A
— GM ,amrwm_u

as aﬂdael Gammapmteubactena Agromonadacese

e AtSimia, Aerumunas simiae, Gammaproteobacterla, Aeromonadaceas
AinSchub, Aeromonas schuberil, Gammapmtenhwena Astomonadaceag

TolAugns, Tolumonas auensis, Gammapm?anhamsna Aemmnsdaceae

A4-11. Ramas del grupo de Aeromonas.
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A

- rna Gammapro fechactria

Budomonas p\seudoalcalig'enes, Gammaproteobacteria; Paeudomoniadacede
~ PdnAlca2, Pasudomonas leallahla, Gammaprolsabacterls, Pssudomonzdaceas
szeudomona Pseudomonaﬂ 1460bp ma, Bammaproteobacteria

2 ‘1'59,;_; 0 gl i

5 3 Bammanrolachacterls
! e = e

Pseudomona, Pseudomonat?. 1458 bp ma Gammapratecbadena

BdhMendo, Pseudmnonas mendocing, Gammaproteobactena Pseudamon adaceas
aMOET GMOET M5 G2 SMimaf alEas At ea

PdnStitz Pseudomona-s stutzerl, Gammaprotecbacterla, Peeudomonadaceas:

PdnXanth, Pseudomonas xanthomaring, Gammaprotecbacterla, Pseudomonadaceae
PdnAErug" Pseudomonzs aerigiosa; Gammapreteabacieria, Pseudomonadaceae

Podn Critr, Pseudomonas otitidiz: Gammaproteobactena Pseudomonadaceae

Panlew Pseudomonas oieworans Gammaproteobacteriz, Pseudomonadaceas

Bdnl.uten, Pseudomanas luteola, Gammaprotecnacters, Pseudomanadaceag

e PdnPutid, Psaudomonaspulwda Gammaproteobadeﬁa Pieudomonadacede

Pdnhlosse, Peetdomonas mosselil Gammaprotecbacteria, Psaudomonadaceae
PanIeme Pseudomanas reinekef, Gammapro teobacteria, Pseudomonadaceas
nKorea Psaudomonaskoreensls Gammaproteobacistia, Pseycomon adiceae

Pdnhloray, Pseudomonas moray SIS Garhmaproteobactena Psgudomonadaceas

PdnLutea Psaudomonas utea Gammaproteobactena Pselidomonadaceae
FANMANTE; FSBIOCMOINaS MANG81, GAMMapIoe0acTeNs, FERUamenacaceae,

Pl Syrin, Pseudomenas syringae py. syringae, Gammaproteobaderla, Peeudomen adacaae
PinBrazs; Pseudomnnasbrass&cacearum Gammaproteobacteria, Pseudomonadaceaa
PdnCerr, Pseudomenas comigats, Gammaprmeogactena Pseudomariadacess

PehFluor, Praidomonas fluorsscens, fammaproteobactaria, Peaudomonadaceas
Panhode Pgudomonas thotesias, Gammaproteobacteria, Poeudomonadaceas
Peinarg, Pseudumonas marginalls, Gammanrotechacteria Pseiidomoniadacess
PentGrimo, Pseudomon as grimontli, Gammaproteobactetia. Pssudomonadcene

PohAngui, Pseudomonas angut\hsephca, Gammapiot eobacter\a Pseudomonadacese

nSpecQ Pseidomornias sp, Ga obactetia Pseudomonadaceae

= GllgRd

zl-\|

PdnGuine, Pseudomanasgumea Gammaproteobac teria, Paudomionaddceae
PdnS‘I‘l?& Pseudomonas cuamc|enegasen5|s Gammaprmeabac o3, Psaudomonadaceae

A4-11l. Ramas del grupo de Pseudomonas.

—

YibVulni; Wibtio vulnificl's, Gammaproteobacteria; Vibrionaceas
Lstingul, Lmanelia anguiliarum Gammaprmacbactiarla Wibrionaceae
= . 1t

— |31
L FI|:I'-'l\.|'-:. [ |
ﬁbDrdaI \.‘ibno ordaln Gammaproteobactena "u"IbIanEI.EIEElE

71226 clon, 71226 clone 1482 bg rria, Gammaproteobacteria
VIEHI:.pa., Yibrid hispanicus, Gammaproteabacterla, Yibriohaceae

NibChole, Wibrio choleras, Gammaprotaobacteria, Vibrionacsae

A4-1V. Rama del grupo de Vibrio.
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Ehethire, Bheipheimera chironomi, Gammaproteobacteria, Chromatiaceas "
T RheSpec2 Rheinheimera sp. BL-d48, Gammaproteobacteria, Chromatiaceae
—— G110 GM110 M27, Gammaprolbebacieta
RheSpeca, Rheinheimera sp. JAZ-B52, Gammaproteobacteria, Chromatiaceae
275803 clo, 275803 clone 1445 bp rng, Gammaproteobacteria
S GMAGT, GMAOY M21, Gammapiotedhactiela 2
RheTexas, RBheinheimeratexasensls, Gammaproteobacteria; Chromatiaceas.
RhePacif, Rheinheimera pacifica Gammap_roteqbacter_ia, Ghromatiaceae
HhiefAqui2 Rheinheimera aguimaris; Gammaprotecbatterla, Chromatiaceas
8825 _clone, 3826 clong 1454 bp rna, Gammaprotecbacteria
[ TAERMOTE BVIOY9, Gammapiateah i :
. = B4R, B AR ME0, Gammap olsabacterls ;
RheBalt2, Rhelnheimera baltica, Gammaproteobacteria, Chromatiaceae
Riced HMO3S, Samimapr

Dadlgll=

A4-V. Ramas del grupo de Rheinheimera.

—— 05356 clon, 95256 clone '1"5“1._5.'bp tha; Gammaprotecbacteria
——_ RWM151, Afi151 Maa Sammaprétenbacteria
[diSpeci, Idiomarina sp. PC-M2, Gammaproteobacteria, ldiomarindceas

ldiSalin; |diomarin a salinae, Gammaproteobacteria, [diomarinaceae
A4-V1. Rama del grupo de Idiomarina.

Halfguam, Halomonas aguatnarina, Gammaprotéobacteria, Halomonadaceae
FEM261n, RN2E1p, Gammaproleochacistia ; '
152] et f
HalHydro, Halomeonas hydrathenmaliz, Gammaproteobacteria, Halomenadaceas
Halvenus, Halomonas venuysta, Gammaproteobacteria; Halomonadaceae
EUSB4463, Gammaproteobacteria. ;
~HalElong, Halomonas elongata, Gammaproteobacteria, Halomonadaceae

A4-VI1l. Rama del grupo de Halomonas.

Shefmazo, Shewahella amazonensisl,.-GammaprOTEGbacteria, Shewanellaceae
shelalhl, Shewanelld loitica, Gammaptoteobactetid, Shewanellaceas
- SheHalf, Shewanella halifaxensls, Gammaproteobactera, Shewanellaceas
SheFrigi, Shewanella frigidimranna, Gammaprotesbacteria, Shewarellaceae
SheBalti, Shewariella balica, Gammaprofecbacteria, Shewanellaceas
Bhelneid, Shewahella oneldensis MR-, Gammapratecbacteria, Shewahellaceae
. I113‘1'97‘5' ?-;c'i'g, 1Q1g?;§_.clo_n1e__ _1532bp riva, Gammaproteobacteria
— "GN0RY B0 n0E Sammaproteabacterla

ShePutré, $héio.;aﬂé1__l.a putrefaciens, Gammaprotéobacteria, Shewanellaceas

A4-VIII. Rama del grupo de Shewanella.

DevBubas, Devosia subasquoris, Alphaproteobacteria, Hyphomictobidcsae
DevSpect, Devosia 2p. IPLA8, Alphaproteobacteria, Hyphomicroblaceas
DevRibef, Devosia riboflavina, Alphaprotecbacteria, Hyphomicrobiaceae
DevNepty, Devosia neptunize, Alphaprotecbacteria, Hypharicrobiaceae
Dewaliml, Devosia liml, Alphaproteabacteria, Hyphomicrobiaceas

256741 clo, 256741 clone 1414 bp na; Alphaproteobacteria
— BMEr3 B Alphaproteobacteria
| Bz BM288 Alshan ateebacterls

84242 clon, 84242 clone 1434 bp ‘tha, Mphapmteubaﬂteria
80871 clon, 80871 clone 1428 bp  rna, Alphaproteobacieria

A4-1X. Rama del grupo de Devosia.
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Agrobacter, Agrobacterium 14126p rra, Alphaprotecbacteria
Agrobacter, Agrobacterivmd 1412bp. rna, Alphaproteobacteria’
fAgrobacter, Agrobacterium tumefaciens 1412 bp tria,- Alphaprotecbacteria:
TAgrobatter; Agmbacterlumz Tte bp rna, Mphaprmecrbacierla

"'"F'Il 4 _::

Hr 'Ef.‘tk.,.-.l"l:
— AgbTumet, Agrubacterlumtumefamens Alphaprmeubamerla, Rhizobiaceae
BIaAggre B]asmbacter aggregatua Alphaprmeubamena Bradyrhizobiaceas

u.:u".-."- (B

i ST GE MG, Alp ST A=
Agmba::tt—zr Agmbacterlum tumefazlenﬂ 1403 bp rna, Alphaprotecbacteria
Agrobacter; Agrobacteriumd 1422 bp  ma ﬁlphapmteabactena

A4-X. Ramas del grupo de Agrobacterium.

: PrsPanto, Paracoccus pantofrophus, Alﬁhaprot'eob'adéria, Rhodobacteraceae
ﬂ PrsDemt, F’ara:::cccus denitrificans Al .ap’rot'eqbacferia, Rhodobacteraceae
_r T 4

= 2. Algh aprolesbactisr s
r 61950 t:Io : . ina, Alphiaproteobacteris

A 365100 clo 265100 clone 1418 bp. ria, Alphaproteobacteria

- Paracoccus, Paracoctus SAS. 1906 bpy rna, Alphapreteobacteria
Preflcal, Paracooous alaliphilus, AIphapro’[Eobac{erla Rhodobacteraceas
PrsHalot, Paracoccus halotolerans, Alphiaproteobacteria; Rhodobacteraceas

U PrsGanot, F’aractx:cus carotinifaciens, Alphaprotecbactetia, Rhodobacteraceae
ahjosa GG s: "I"h el echacters

PrsHaeln, Paraceccus hasundaensis, Alphaprotecbactetia, Rhodobacteraceae

PrsMarcu F’aracbc:c:us marcusii, Alphaprotechacteris, Hhodobacteraceas
Prafestu, Paracn::cus apstuati, Alphaproteobacterla Rhodobacteraceas
3536 ;glo 168535 _clone 1364 bp ra, Alphaproteobacterla

e RMEas Alnk: Lproleckactieria

— #2922 c]on 42022 clone 12832 bp ta, Nphapro’[eobaﬁ:terla
RwiToler, Roseovarius tolerans, Nphaprctagbacterla Rhodobacteraceae
Fh’rAestu Fiosewanus aestuaru Alphapmtecbacterla Fi.‘hodobacteraceae

-

A4-X1. Ramas del grupo deParacoccus.

ReimFiid], Roseamanas Ifilidaguag, Alphaproteobacteris Acetobicteracese S e : T
187504 %10 12750 c\om‘:\u i aercsolsharbor dvaise and dynanic bacterial popilatons 145305, Alphaproteabacteria, Acefobacterales
a GMO18 L\‘ 210l g i
Toinl clon, 76334 done Rosaommasgenomospecwesfysva]n leolale s ATCC 400805 1475 by oma Alph aprotacbacteria; Acctobacteraceae
HsmGlIa Razsamona g\\ardu sbsp. gllardi, A\phaproieobactena Acstobacteraceae :
Remigat Poszamoras aguafica, A\phaprdeobac ria, Acetobaceraceas
RsmTerra, Hossomonasterras, Nphapro teobacterla, ielobacleraceee
Remlacus: Roseomonas lacus, AJphapm!eobametia‘ Aestchsciorcese

A4-XIl. Ramas del grupo de Roseomonas.

A e Rt ST L S AT [ R S L f A e e St e

Spmiittl, Sphmgomonas wittichi, Alphaproteabacterla Sphingomonadaceas
SpmPayci, Sphingemonas paucimobilis, Alphaproteobacteria, Sphingomenadaceae
Spmauran, Sphingomonas aurantiaca, Alphaproteobaﬂtena Sphingomonadaceae
SpmAguat, Sphingomonas aguatilis; Alphaprotecbacterra Sphingomonadaceae
5491 clo, 225481 clone 1442 bp rna, Alphaprotecbacteria
1 iH -||""-‘ﬁ"‘ teria

i mSpE.?B Sphlngomonas sanxanigenens; Alphaproteobacteria, Sphingomonadaceds
Spmdasps Ephingomonas jaspsl, Alphaprotecbacteria, Sphingomonadaceas

A4-XIll. Rama del grupo de Sphingomonas.
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MNcdSimpl, Nocardicides simplex, Actinobacteria, Nocardicidaceag
MedAlbus, Nocardioides albus, Actinobacteria, Nocardicidaceae
NedSpeci, Nocardioides sp., Mmeactena Mocardioidaceae

]: Nod‘r{nbb Na:ardiuldes knbbensm ﬁu:tmnb'aﬂtena Mocardioldacsas
o i, B Py I|r|']|l.l" A3 r'.l""'r'l i .-.. || l.'n..-'.' ||"||-
NDdMarIn Nmafdrmdes marinisabull, Actinobactetia, Nocardiodaceae
Medlslan, Nocardioides |5Iandlen5|s ﬁu:tmubacterla Nacardlmdaceae

A4-XIV. Rama del grupo de Nocerdioides.

CrrDipht, Coryriebacterium diphtheriae, Actinobacteria, Corynebacteriaceas
CrrAmyco, Gorynebacteriu m amytolatim, Actinobacteria, Coryhebacteriaceas
CreBuico; Corynebacterium suicardis, Actinobacteriy, Cor:.tnebacterlaceae ;

[~ GrrEf‘hc Gorynebactenum efflmens A;:tlnobacierla Gorynebantenaceae

& M0 At S
=5 — CrrEluta, Corynebactermmglutamicum Actmobacterla Corynebactetiaceas
CrrGaIIu Conyhebacterium callunae, Aﬁhncbacterla Corytnebac’fenaceae

A4-XV. Rama del grupo de Corynebacterium.

-ﬁ.rthrnbaﬂ't, ﬁﬁhruba:ter_?l{m o 14280:bp rna. Actinobacteria
il "" 3 T _|.|| Aclintbiacterz
ArrSpE.ﬂ-? Arthmbacter S 4'31 a, Actinobactsria, Micrococcaceas
5 III'\.\.J\..- Emoas, Actinoba
G mas, (51 r‘-ﬁ-“‘u:-'.
.inl' -5-’, Actinobatcterla
amd 2 Gmidz Actinobaclerlz
ArrSpa2e, Arihrabaﬂter alkaliphilus, Actinobacteria, Micrococcaceae
Arrllici Arthrobacter jlicis Actinobacteria, Micrococcaceae
ArrKcree Arthrobacter kareensis, Actinobactetia, Mictococcaceae
Arthrobact, Arthmbacter E-Erb 1482 bp tna, Actinobacteria
A "GM108, GMITE M2g, Actin cbicterla
- Arthrobact, ﬁﬂhrnb_aﬂtér_EE 1452 bp Fria, Actinobacteria
ArrCryst, Arthrobacter crystallopoietes, Actinobacteria, Micrococcaceae

A4-XVI. Ramas del grupo de Arthrobacter.

ocHosea, Koouria rosea, Actinobacteria, Micrococcaceae
_—faM15a, G 150 PG A IH.I.;|. atterlz
k_lr' .':-I-:I - || .'1'_'|""
KocPolar, Kecuria polaris, Ac:tmc:ba;:fena Micrococcaceae
KocHimac, Kecuria himachalensis; Actinobacteria; Micrococcaceas
Kochegyp, }{a:urra aegyptla, Actinobacterla, Micrococcaceas
| 91665 _clon, 1666 clong '1488 bp rra, Actinobacteria

T P |' .—'r“'l (\..I-q-qﬁ I“' |fl'\-:'hF-TF'

KucSpem Koouria sp HO—8042 Actinobacteria, Microcoocaceae

_r' ||[|I_| LI"'II'

A4-XVII. Ramas del grupo de Kocuria.

JanLimos, Janibacter limosus, Actinobacteria, Intrasporangiaceae

danTerra, Janibacter terrae Actinobacteria, Intrasporangiaceas
JanCaral, Janibacter corallicola, Actinobacteria, Intrasporangiaceae

Janf&ﬂeh‘m Janibacter fmelonis, Actinobacteria, Intrasporangiaceae

g ot o

GRIORS, BMOGS. Actinobacterla

A4-XVIII. Rama del grupo de Janibacter.
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- MmLach Mmrnhaﬂtenum lacticum, Actinobacteria, Microbacteriaceas
————— M|cSed|m Microbacterivim ‘aedlmmmula ﬁm’tinubamena Microbacteriaceae
i Micirbor, Mli::rcbadE-num arborescens, Actinobacteria, Microbacteriaceae

Fm200R, Ame@0nP, Actin obacieria

Mm[mper Mrcmbacterlummpenale Actinobacteria, Microbacteriaceae
MicTesta, Microbacterium testacewm, Actinobacteria, Microbacteriaceae
icrobacte, Mmrnbaﬂtenum SI{JH—EB 1513 bp ma, Actinobacteria
_'|"'-|"—lr"'|"l = tinly l'-c""l’_ -"'"‘lllll"':l_ teria a

Microbacte, Mmmbacteriurrr ALt s 1480 bp ‘tha, Actinobacterid’
T'u'TicGthu Microbsicteriom chocolatum, Actinobacteria, Microbacteriaceae

A4-XIX. Ramas del grupo de Microbacterium.

224249 clo, 284241 clone  1438bp maActinobactetia
AgcCitre, Aagm:a:(:_u'_'s cf:jtreUB,'_ Actinobacteria, Microbacterdceas
|_|— GMCaE t'_;l 1095 M 25, Actinobactarla

iZME13, GM213, Actinebacierla
Agclenen, Agm:a*:c:us]enerrms Actinobacteria, Microbacteriaceas
Agckakau, Agrococcus lahaulensis, ﬁctmnbacterra Mmmbac’tenacEae

A4-XX. Rama del grupo de Agrococcus.

— BraTyrof, Brachybacteriumtyrofermentans, Actinobacteria, Dermabacteraceae
“; BraParac; Brachybacterium paraconglomeraturm, Mmobacterla Dermabacteraceae
B'raFaecl Brach‘_.fbacterlumfaecmm Actinobacteria; Dermabadera:aae
z rl-ﬂ""'u F |_JJ :' I._:IL.-__| JiED

A4-XXI. Rama de Brachybacterium.

Fmidar  Rmidar I-||r.-"'|In
5 , GRAZ0S, rlrrlun"|_|||
Rma2aEP, Bm2a2 P, Flonle s =
SE l.-uf'.']_,uu 5, G5, rlllTlu Ltes
G187 it GENIET .--"”‘._ Flrmicutes
Gmi7ER, Gmt7aF Mad. Flrmicules
Bacillys_m, Bacillus mujavenals BCRGC, 17531 1527 bp. rhia, Firmicutes
,—!— L I|'-'I|:|‘ 'EII'IH S8 MOG4, Firmicutes '
R P, Bm20 1P, Firmioutes
T,El el RmidsP '—||||.| ules .
BEIEMD]&V Bacllus ma]a‘uenms Firmicutes, Baclllaceae
= H..-L-I'ﬁn‘, f—.‘n- 208 i icutes

am TaP -Bm1mP |'-."| 4 Flrmices

BacSubta, Bacillus sublilis subsp. subtilis, Firmicutes; Bacilaceas

A4-XXIl. Ramas del grupo de Bacillus1.

Bacﬁfmp, ‘Bacillus atmphaeua Firmicutes, Bacillacese
Bac‘ufallr Bacillus vallismartis, Firmicutes, Baﬂlllaceae

= Em AER, GmdesP Mad, Fimlcutes
BacAmylo, Baﬂﬂlus amylnhquefamens Firmicutes; Bacillaceag

A4-XXIIIl. Rama del grupo de Bacillus2.

BaclLiche, Bacillus licheniformis ATCC 14580, Firmicutes, Bacillaceae.
BacSuﬂur Bacillus sonorensis, Firmicutes, Ba’mtlaﬂeae

|- GamiE EmAET P L --i..r.g. fag
| = m"’* I—-m.. Firmicltes
|_ I-rn:’.‘-.:,lll"" .J-1 Fimicities
p - Gm17aP, GmITeR M2, Firmisutes
= GmITTR. Gm R R Mg, Elrmigutes

A4-XXIV. Rama del grupo de Bacillus3.
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BacPumi2, Bacillus pumilus, Firmicutes, Bacillaceas
‘ Ghaas, GMOsE, Firmicutes

ZMosET GMOET, Flimisites
SMOSE, -.M-":--w Flrmigiites
[l F"f'-.'l._d At 224, Flirmiziles
[ Pl E, R “J., Elimioutas
= GEMosa GOS8 Fimicufes
F‘m Ul'ﬁF' 1 2aP, Flrmloies
Ghicez Ghidez Moa. Firmloutes
_‘ -:.m..eﬁ Gm1768 M5, Firmicutes
r GEM80, GMt1al Ma7, Flimicutes
—— RM14F, BT MES, Firmicuties
— HmiedP  RmosoP Firmkiles
—FHM24 0, BEM24L Firmieutes
Rim P BmardlP, Flrmioufes
Bma78F, Hm27aP, Flrmicules
OM244. G249, Flrmioutes
— G173 ST TE MO, Flirmicutes
— Pm"L"-E:P Rmz20sE Flimikulas

A4-XXV. Rama del grupo de Bacillus4.

B By ] R P TR

BEM219. Rh21 9, F|||Tu|-_l.|'.'-:,

BacAguim, Bacillus aquimatis, Firmicutes, Bacillaceas

BacVistn, Bacillus wistnamensis, Firmicites: Bacilacesas

EacMarls Bacillus maristlavi, Fitmicutes; Bacillaceae

Bac[iaahu Bacillus ‘coahuilensis mé—4, Firmicutes, Bacillaceas
BacSpecy, Bas:lllua sp. BH724, Firmicutes, Bacillaceas

BacCoagu, Bacillus coagllans, Firmicutes, Bacillaceas
Bac:Dlem Bacillus oleronius; Firmicutes, Bacillaceae

4 Baclsabe, Ea@llus_ra_ab&!ae Firmicutes, IB_Eu_:_IIIEugeaB

A4-XXVI. Rama del grupo de Bacillus5.

B Micrococcd, Micrococtus luteus B-P. 26 1487 b tna; Firmiciites
- BacBenzo, Bacillus benzuevoranﬁ Firmicutas, Bacillaceae
BacCircu, Bacillus circulans; Firmicutes, Bacillaceae ;
BacNaalz E’ac:lllus healsnnh F‘irrmcufes Bacillacgae
EMOT, S0, Ehmlcutss
BacFirms, Bacillus firmus Firmicutes, Bacillaceas
g Gh4s G148 MES Flimlicutas
f-ﬁ.-n:p'. Ghi & I.J’iu&h Firrmizutes
[ g AMzE2. Ri2sg, Firmleytes
- HMesh, F?M.__.":- Firmicutes
EacLentu Bacﬁiluslentus Firmicutes, Bacillaceai
AN, Flrmioutes
(et =k GMOS1P, Firmicutes
o GhMas, GMIas M2 Eirmlcutes
- i l.M;-’._H GhizasP. e ||l=.-
o R0 S, A5, Fimicutes
|_ RN, .n'h'in 116, Flrmlcutes
Janiarn By Elrmlélies

A4-XXVII. Ramas del grupo de Bacillus6.

~BacLitor;, Bacillus Iltoraris I—irmlj_gutésﬁ, Bicillaceas
li = [ 'W" imictites
—RM257, BMEET Elfricilies

r R C:-‘-’J RME2 *:J FluTnuHe

= HBEF7r 27T, Ermisiies

A4-XXVIII. Rama del grupo de Bacillus7.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

7. BacAnthr, I:a*éu:illus anthiracis; Firmicutes, Bacillaceaeg
+ MR GM1E2 MOS Flrmieutes
i _F ||I|f|| (NA=E=
4 Flrmicutes
'SR Flemleules
'-., I'-.uT.!i'_nllu_;
=P ["li' i I:i' MICLES

A

| r|IT|| I
I'l_ I'II 1l ._|| 3 _. I
1~ Rhizaap ’:H.__“r | IIII|'! ||-':
—E245P. A 245P, Fiimicutes

E| Bachiycol, Bacilluz mycoides, Firmicutes, Baclllaceae

a;:Weme Bamlhswerheh*stephahensm Fitmicutes, Bacillaceae
— Gmiee, Em192

L "| |l||l utes

= Ba;:'l'hurl Eamllusihurmqmnsm Firmicutes, Bacillaceae

A4-XXIX. Rama del grupo de Bacillus8.

BacAszahi Bacillug asahil, Firmicutes, Bagillaceae
'BacStmpI Bacﬂlua mmplea{ anl»:;utes Bacillaceae
el 1 ""r' it o e e r|II|III_'I'L

BacCohni, Bacllluatchnu men::utas Bacillaceae

BacHaima, Bamllushalmapalus Firmicutes, Bacillaceas
BacHuorik; Baclllug horikashil, Firmicutes, Baclllaceae

Bacl:lexu. Bacillusflexus meu:utes Baﬂnlaceae

Bachegat, Bacillus megatenum Firmicutes, Bacillaceas

BacPahac; Bacilus panaciterrae, Firmicutes, Bacillaceae

A4-XXX. Rama del grupo de Bacillus9.

FRASKENHT FEn0zoCtl s Mariimus, ERmicues, Fanococcaceae

80020 clo, 360920 clone 1504 bp ‘tna, Firmicutes
L G474, GMATL MAS, Flrmicutes ; ;
Flanocooou, F’Ianucae:cus_'l’_|bet—|){2‘1 1510 by rna, Firmicutes

Planococcu, Planococous Smarlab 143 bp tha, Firmicutes
PnsCitre, Planococcus citreus, Firmicutes, Planococcaceas
Prrchllum P[aﬂccc:o:us columbail, Firmicutes, Planococcaceas
i-_._ _H'l L T r[' " -‘ '-|.|..|| I|| 25
| Rm2ESR | fn,].':.-'. |||--.| ils
_]:asﬁntar F’Iana:n:cus antarchcus Firmicites, Planococcaceae
Pnz3tack, Planﬂccx:cus stac;kebrandtn meua:utes Planococcaceas

A4-XXXI. Ramas del grupo de Bacillus10.

Bacillus_L, Bacillus_LY 1464 bp.  rha, Firmicutes
lﬁl‘a.-\J'_;. |_T\.1x-\. 'F".l ||'T|'_II"':: A TS

I|- !-.||!. ._-lrnr,|(_|||
Bacillus m, Bacillus ma;::rmdes 508 1544 bp ra, Firmicutes:
BacillusZ, Bacillus2. 1532 bp rna,-Firmicutes

Lyanmr: Lysinibacillus boronitolerans, Firmicutes, Bacillaceas

AcbPas20, Acetobacter pasteurianus, Firmicutes, ﬁ'u:e‘tnbaﬂteraceae

LysEpecs, Lymmbamllua g BAMBEZ, Firmicutes, Bacillaceae
|E L

ysFuslf, Lysinibacillus fusiformis, erm:utes Bacillaceae

LysSphae, Lysinibacillus sphasricus, Firmicutes, BFIJ.}Z]”EEEELE' .
H &1 RMNOGIP, Flrmiloute:

A4-XXXII. Ramas del grupo de Bacillus11.

Primiforee, Pranomicrobium Koreenss, FInmicutes, Manococcaceas )
PhmESpecs, Planomicrobium sp. 0423, Fitmicutes, Planococtaceae
91368 clon, 91369 clone 1498 bp rna, Firmicutes

g ?'_'1 "ll.- "H I"ﬁ' —' fimlcules
F"anhme F’lanomrcmbmm chinense, FrmlcufES F’Ianu:occaceae

A4-XXXIll. Rama del grupo de Planomicrobium
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FasTaiwa; Paenibacillus tawanensis; Firmicutes, Paenibacillaceae
Paslenti, Paenlbacﬂlualenhmorbus Flrmlcutas F‘aembamllaceae
PaeDendr Paenibacilu s dendiitiformis; Firmicutes, Paehibacillaceas
r‘nbacd F’aenlb&t:lllua GPTSAQ 1493 bp ma, Firmicutes:

| ||"l"l. |- |I||,l 11t

RN AR R

Paeh’.olec Pasnibacilius ko]eworana FII’mICufE‘S Pagnibacillaceas

A4-XXXIV. Rama del grupo de Paenibacillus.
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Apéndice 5

Clasificacion de aislados

Clasificacion de aislados

Clasificacion
Cepa | Morfotipo Hugenholtz RDP GenBank
GMO011 | M50 Bacilli Bacillus Bacillus
GM012 | M51 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM014 | M4 Bacilli Bacillus Bacillus
GMO018 | M54 Roseomonas Roseomonas Roseomonas
GMO020 | M50 Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas
GMO031P | M12 Bacilli Bacillus Unclassified
GMO032P | M24 Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas
GMO35P | M7 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO045 | M8 Bacillus Bacillus Bacillus
GMO049P | M24 Actinobacteridae Microbacterium | Microbacterium
GMO055 | M33 Intrasporangiaceae Knoellia Knoellia
GMO056 | M9 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO058P | M24 Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas
GMO059 | M3 Rhodobacter Paracoccus Paracoccus
GM062 | M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM063 | M21 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM064 | M32 Sphingomonas asaccharolytica | Sphingomonas | Sphingomonas
GMO065 | M26 Agrobacterium Rhizobiaceae | Agrobacterium
GMO066 | M9 Bacillus Bacillus Bacillus
GMO067 | M59 Bacillus Bacillus Bacillus
GMO068 | M7 Bacillus Bacillus Bacillus
GMO069 | M24 Bacillus Bacillus Bacillus
GMQ74 | M26 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMOQ75 | M26 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO76 | M9 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMOQ77 |M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMOQ78 |M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO080 | M3 Shewanellaceae Shewanella Shewanella
GMO081 | M7 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM082 | M27 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO083 | M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM084 | M4 Agrobacterium Rhizobiaceae | Agrobacterium
GMO086 |M13 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMO087 | M25 Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas
GMO088 | M27 Pseudomonadaceae Pseudomonas | Pseudomonas

A5. Clasificacion de aislados (Hugenholtz, Ribosomal Database Project y GenBank).
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Clasificacion de aislados

Clasificacion

Cepa | Morfotipo Hugenholtz RDP GenBank
GMO090 | M26 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMOQ091 | M42 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM092 | M3 Bacillus Bacillus Bacillus
GMO093 | M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM094 | M24 Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas
GMQ095 | M24 Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas
GMO096 | M26 Actinobacteridae Agrococcus Agrococcus
GMOQ97 | M26 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GMOQ98 | M7 Bacilli Bacillus Bacillus
GMO099 | M28 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM100 | M26 Propionibacterineae Nocardioides Nocardioides
GM101 | M42 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM102 | M32 Rhodobacter Paracoccus Paracoccus
GM103 | M32 Rhodobacter Paracoccus Paracoccus
GM105 | M26 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
GM106 | M9 Agrobacterium Rhizobiaceae Agrobacterium
GM107 | M21 Rheinheimera Rheinheimera Rheinheimera
GM108 | M27 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM109 | M9 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM110 | M27 Rheinheimera Rheinheimera Rheinheimera
GM111 | M26 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM112 | M26 Corynebacteriaceae Corynebacterium | Corynebacterium
GM113 | M26 Aeromnas Aeromonas Aeromonas
GM116 | M9 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM119 | M8 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM120 | M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM146 | M62 Bacilli Bacillus Bacillus
GM150 | M9 Actinobacteridae Kocuria Kocuria
GM156 | M8 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM159 | M64 Bacillus Bacillus Bacillus
GM160 | M57 Bacillus Bacillus Bacillus
GM163 | M9 Bacilli Bacillus Bacillus
GM164 | M9 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM165 | M12 Bacilli Bacillus Bacillus
GM166 | M4 Corynebacteriaceae Corynebacterium | Corynebacterium

A5. Continuacion.
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Clasificacion de aislados

Clasificacion
Cepa | Morfotipo Hugenholtz RDP GenBank
GM167 | M4 Bacillus Bacillus Bacillus
GM173 | M4 Bacilli Bacillus Bacillus
GM174 |M33 Planococcaceae Planococcus Planococcus
GM182 | M9 Bacillus Bacillus Bacillus cereus group
GM183 | M9 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
GM184P | M12 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM189 | M4 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
GM190 | M3 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM191P | M9 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
GM199 | M33 Actinobacteridae Kocuria Kocuria
GM202 | M44 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
GM204 | M54 Actinobacteridae Kocuria Kocuria
GM206 |M24 Bacillus Bacillus Bacillus
GM207 | M55 Planococcaceae Planomicrobium | Planococcaceae
GM213 | M49 Actinobacteridae Agrococcus Agrococcus
GM232P | M3 Bacilli Bacillus Unclassified
GM241 | M9 Bacillus Bacillus Bacillus
GmO038 | M34 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
GmO039 | M34 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
Gmo042 | M35 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
Gm043 | M35 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
Gm161P | M34 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm175P | M24 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm176P | M35 Bacillus; Bacillus Bacillus
Gm177P | M14 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm178P | M14 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm179P | M14 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm186P | M34 Bacillus Bacillus Bacillus
Gm192 |M73 Bacilli Bacillus Bacillus cereus group
Gmo044 | M26 Arthrobacter Arthrobacter Arthrobacter
RMO015 |M32 Bacilli Jeotgalibacillus | Bacillus
RMO016 |M33 Bacilli Jeotgalibacillus | Bacillus
RM019 |M38 Rheinheimera Rheinheimera | Enterobacteriaceae
RM033 | M4 Rheinheimera Rheinheimera | Enterobacteriaceae
RM034 | M4 Rheinheimera Rheinheimera | Enterobacteriaceae

A5. Continuacion.
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Clasificacion de aislados

Clasificacion
Cepa | Morfotipo Hugenholtz RDP GenBank
RMO047P | M1 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RMO50P | M9 Rheinheimera Rheinheimera Enterobacteriaceae
RMO51P | M9 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM053 |M24 Bacilli Bacillus Bacillus
RMO61P | M9 Planococcaceae Pasteuriaceae Bacillus
RM114P | M60 Rheinheimera Rheinheimera Enterobacteriaceae
RM115P | M8 Paenibacillaceae Paenibacillus Paenibacillus
RM147 | M26 Bacillus Bacillus Bacillus
RM148 | M63 Rhodobacter Rhodobacteraceae | ncbi:Bacteria; Antarctic
RM151 |M33 Alteromonadales Idiomarina Pseudidiomarina
RM153 | M27 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM154 | M27 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM155 | M27 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM194 |M24 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM219 |M12 Bacilli Bacillus Bacillus
RM221 | M9 Bacillus Bacillus Unclassified
RM222 | M1 Bacilli Bacillus Bacillus
RM225P | M1 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
RM227P | M9 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
RM228P | M9 Planococcaceae Pasteuriaceae Bacillus
RM239P | M9 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
RM240 | M9 Bacillus Bacillus Bacillus
RM244 | M24 Pseudomonadaceae | Pseudomonas Pseudomonas
RM245P | M9 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
RM247 | M3 Rhodobacter Rhodobacter Unclassified
RM248 | M3 Rhodobacter Rhodobacteraceae | Roseobacter
RM249 | M3 Rhodobacter Rhodobacter Unclassified
RM250 |M1 Vibrionaceae Vibrionaceae Vibrio
RM251 | M23 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
RM252 | M27 Planococcaceae Planococcus Planococcus
RM253 | M27 Planococcaceae Planococcus Planococcus
RM255 | M27 Brachybacterium Brachybacterium | Brachybacterium
RM257 | M7 Bacilli Bacillus Bacillus
RM259P | M9 Rheinheimera Rheinheimera Enterobacteriaceae
RM261p | M2 Halomonadaceae Halomonas Halomonas

A5. Continuacion.
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Clasificacion de aislados

Clasificacion
Cepa | Morfotipo Hugenholtz RDP GenBank
RM262P | M23 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
RM265 | M54 Bacilli Bacillus Bacillus
RM266 |M32 Vibrionaceae Vibrio Vibrio
RM267 | M7 Algoriphagus Algoriphagus Algoriphagus
RM268 | M7 Algoriphagus Algoriphagus Algoriphagus
RM269 | M7 Bacilli Bacillus Unclassified
RM272 | M4 Bacilli Marinibacillus | Bacillus
RM277 | M7 Bacilli Bacillus Unclassified
RM278 | M7 Bacillus Bacillus Bacillus
RM279 | M7 Devosia Devosia Antarctic
RM280 | M7 Devosia Devosia Antarctic
RM285 | M1 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
RmO46P | M24 Bacillus Bacillus Bacillus
RmO48P | M24 Bacillus Bacillus Bacillus
RmMO6OP | M12 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm158P | M8 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
Rm162P | M9 Bacillus cereus Bacillus Bacillus cereus group
Rm193P | M27 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
RmM196P | M7 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
Rm197P | M9 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
Rm198P | M27 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm200P | M11 Actinobacteridae Microbacterium | Microbacterium
Rm201P | M8 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm203P | M13 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm205P | M7 Bacilli Bacillus Bacillus
Rm208P | M24 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
Rm209P | M8 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm215P | M24 Aeromonas Aeromonas Aeromonas
Rm230P | M9 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
Rm242P | M7 Agrobacterium Rhizobium Agrobacterium
Rm243P | M7 Agrobacterium Rhizobium Agrobacterium
Rm270P | M27 Planococcaceae Pasteuriaceae | Bacillus
Rm273 | M3 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm274P | M32 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm276P | M23 Bacillus Bacillus Bacillus
Rm281 |M24 Pseudomonadaceae | Pseudomonas | Pseudomonas
Rm282 |M24 Bacillus Bacillus Bacillus

A5. Continuacion.
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