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Alguna vez viajaba en un auto a través de carreteras polvorientas, llenas de un vacío que 

era capaz de llenarlo todo. Los ecos de un águila lejana eran capaces de estremecer el 

inmenso desierto en quietud. Aunque veía aquél mundo por la ventana, la imaginación de 

un oasis escondido me ofrecía mucho más que el paisaje que hacía pasarela. No sabía bien 

a dónde iba. Algunas paradas por un par de pueblitos no hacían sino alimentar la sospecha 

del carácter novelesco de aquél destino, pues al atravesarlos no se advertía la presencia 

humana. Pero en un rato y con un poco de atención, se podía divisar a los moradores, con 

las miradas como de búhos sofocados de duda, resguardándose en sus madrigueras para 

no desecarse bajo el astro despiadado. 

En fin, que en algún momento todo se detuvo. Y se abrió el azul más cielo, y no se 

distinguía el final del horizonte del principio de aquél. Y familiares, conocidos y extraños 

empezaron a sonar bulliciosos en el fondo de aquélla imagen, y todo volvió a ser normal. 

Pero no me tomó mucho caminar sobre aquéllas aguas someras y creer que podía ir tan 

lejos como aquél francés enamorado; y creer que sí era posible caminar como el Yisus. Tan 

fue así que la tierra me abandonó, y de pronto me vi rodeado de algas como espaguetis 

translúcidos, peces psicodélicos y tortugas budistas. Y el sol atravesaba el agua como 

lanzas de cristal. Y el bullicio se hacía mudo de nuevo, y era otro idioma el que se hablaba 

en la pecera. En realidad, no sabía bien a dónde iba. Pero era un astronauta.  Y, aun así, no 

tardó mucho el bullicio en regresar, y de pronto me vi extirpado de aquélla pecera, tan 

bruscamente que parecía que me habían dado a luz. Y allí estaba mi padre regresándome a 

la orilla, y todo mundo viéndome como si viniera de otro planeta (y es que tenían razón). 

De eso serán unos 18 años, pudo ser un 21 de mayo, no lo sé. Solo sé que fue el día en que 

me iba a morir sin saberlo, como a todos pasa. 

Un buen día desperté de los años sucesores de aquél suceso, preguntándome qué hacer 

de mi vida académica. Lo bueno de biomédicas (de la LIBB, pues), es que uno puede 

perderse en la pecera que quiera, aunque no sea tan inesperada como alguna de la 

infancia. Y así, como si el mundo fuera redondo, regresé al inicio. Volví al valle de Cuatro 

Ciénegas, y comprobé que no era la infancia lo que hacía de lienzo la memoria. Es el valle. 

Y su cielo de azul atómico. Y la vida necia que no deja de colmar la mariposa del desierto. 

Así sea, que la vida siga en un avion de papier. 
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“Lo más terrible se aprende enseguida y lo hermoso nos cuesta la vida” 

Silvio Rodríguez. 
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RESUMEN. 

Las poblaciones bacterianas naturales están sujetas a diversas presiones selectivas que 

determinan sus trayectorias evolutivas y las adaptaciones que adquieren. La tasa de 

crecimiento celular y poblacional es una adaptación importante en la ecología microbiana y 

está determinado por diversos factores, entre ellos la disponibilidad de nutrientes.  Las 

características del valle de Cuatro Ciénegas (VCC), en el estado de Coahuila, lo hacen un 

modelo idóneo para el estudio del crecimiento microbiano. El aislamiento geográfico y la 

naturaleza desértica del valle, así como sus condiciones de oligotrofía extrema, se reflejan en 

las adaptaciones inusuales de las bacterias que lo habitan. En este trabajo evaluamos el 

crecimiento en cultivo líquido de 15 cepas del género Bacillus del VCC para determinar sus 

parámetros de crecimiento. También cuantificamos la concentración de proteínas en las 

diferentes fases del crecimiento para saber en qué momento estas bacterias invierten la 

mayor parte de sus recursos energéticos. Al analizar el conjunto de valores de las variables 

en estudio, se encontró que dichos valores están determinados principalmente por el nicho 

ecológico en que fueron aisladas las cepas, así como la densidad celular máxima alcanzada. 

Estos resultados apoyan evidencia previa que muestra que la estructura de las comunidades 

bacterianas de Cuatro Ciénegas está determinada principalmente por las condiciones de sus 

nichos ecológicos, y además sugieren que la densidad celular máxima es un parámetro que 

agrupa las bacterias de este ecosistema en conjuntos discretos. Este trabajo contribuye a 

entender cómo las comunidades bacterianas en el valle de Cuatro Ciénegas tienen dinámicas 

de crecimiento particulares que podrían reflejar las adaptaciones que adquieren las 

comunidades bacterianas en otros ecosistemas oligotróficos similares.  
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ABSTRACT. 

Natural bacterial populations are subject to various selective pressures that determine their 

evolutionary trajectories and the adaptations they acquire. The rate of population and cell 

growth is an important adaptation in microbial ecology and its determined by diverse factors, 

among them is the nutrient availability. The features of the Cuatro Ciénegas Basin (CCB), in 

the state of Coahuila, make it an ideal model for the study of microbial growth. The 

geographical isolation and the desert nature of the basin, along with its extreme oligotrophy, 

are reflected in the singular adaptations of the bacteria inhabiting it. In this work we evaluated 

the growth in liquid culture of 15 strains of the genus Bacillus from the CCB to determine their 

growth parameters. We also quantified the protein concentration at the different growth 

phases to know when these bacteria are investing the majority of their energetic resources. 

After analyzing the entire set of values of the variables under study, we found that these 

values are mainly determined by the ecological niche from where the strains were isolated, 

as well as by the maximum cell density reached. These results support previous evidence 

where is shown that the structure of bacterial communities at CCB are mainly determined by 

their ecological niches, and also suggest that the cell density is a parameter that cluster 

bacteria from this ecosystem in discrete groups. This work contributes to understand how 

bacterial communities at the Cuatro Ciénegas Basin have specific growth dynamics that could 

reflect the adaptations acquired by bacterial communities in similar ecosystems.  
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ABREVIATURAS. 

VCC – Valle de Cuatro Ciénegas. 

UFC – Unidades formadoras de colonias. 

DO – Densidad óptica. 

MM – Medio Marino. 

CCBw – Medio de cultivo consistente en agua estéril de Cuatro Ciénegas + 5g/L de peptona. 

λ – Duración de la fase de adaptación (h). 

μ – Tasa máxima de crecimiento (h-1). 

A – Densidad máxima del cultivo.  

ACP – Análisis de componentes principales. 
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INTRODUCCIÓN. 

Cuatro Ciénegas: Un laboratorio natural para el estudio de la ecología microbiana. 

El valle de Cuatro Ciénegas (VCC) es un humedal ubicado en el desierto chihuahuense del 

estado de Coahuila (Figura 1). Este ecosistema es un refugio de biodiversidad que alberga 

más de 70 especies endémicas de macroorganismos, sin contar su megadiversa microbiota, 

por lo que se considera el ecosistema más biodiverso del norte de América (Stein et al., 2000; 

Souza et al., 2012). El VCC está rodeado por diversos sistemas montañosos de hasta 2500 

msnm, que durante diversas eras geológicas han mantenido una barrera geográfica 

importante que pudo haber propiciado este alto nivel de endemismo (Meyer, 1973; Souza et 

al., 2012). 

Desde hace unos quince años se empezó a estudiar la biodiversidad bacteriana del VCC y se 

encontró que existe una gran diversidad, y que el ~50% de los grupos filogenéticos que lo 

Figura 1. Ubicación del valle de Cuatro Ciénegas. El valle de Cuatro Ciénegas se encuentra en la región central del 
estado de Coahuila. Tiene un área aproximada de 200 km2 (área verde, panel derecho) y está rodeado por diversas 
cadenas montañosas. (Imágenes satelitales LANDSAT, cortesía de U.S. Geological Survey). 
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habitan están relacionados con organismos marinos (Souza et al., 2006), lo que en conjunto 

con el hecho de que el VCC contiene una gran abundancia y diversidad de estromatolitos 

(“fósiles vivientes” de comunidades microbianas complejas con origen en el Archaeano y muy 

abundantes durante el Precámbrico), sugiere que este ecosistema es una reliquia viva del 

periodo en el que océano ancestral de Phantalassa (ahora el Pacífico) entro a la región al 

abrirse Pangea y separarse el hemisferio Norte del Sur (Souza et al., 2006, 2012; Elser et al., 

2005).  

Además de las condiciones ambientales extremas inherentes al carácter desértico del valle, 

también se ha encontrado que Cuatro Ciénegas tiene una concentración de fosfatos menor 

a  1μM, una de las más bajas del planeta (Elser et al., 2005; Peimbert et al., 2012).  Esta 

limitación se refleja en las adaptaciones inusuales de las bacterias que habitan el valle, como 

en la especie endémica Bacillus coahuilensis, que ha sustituido significativamente sus lípidos 

de membrana por sulfolípidos y ha reducido su genoma (el más pequeño en el género), 

estrategias que podrían disminuir el requerimiento metabólico de fósforo (Elser et al., 2005; 

Alcaraz et al., 2008).  

La existencia de una gran diversidad microbiana en un ambiente tan extremo en sus 

condiciones y tan limitado en sus recursos, como lo es el VCC, ha dado pie a la idea de que 

son precisamente estos factores los que promueven el endemismo y la diversidad  (Souza et 

al., 2008). Por sus condiciones inusuales de aislamiento geográfico, de alta biodiversidad, y 

de condiciones ambientales extremas, Cuatro Ciénegas es un modelo ideal para estudiar 

procesos generales en ecología evolutiva, e incluso es un sitio de interés para la astrobiología 

(Souza et al., 2012).  
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JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO. 

Uno de los grupos microbianos cultivados más estudiados en Cuatro Ciénegas es el género 

Bacillus, del cual se ha descrito una especie endémica (Cerritos et al., 2008; Alcaraz et al., 

2008) y se ha reconstruido la historia evolutiva (Moreno-Letelier et al., 2012). También se han 

descrito interacciones antagónicas entre distintas cepas y especies del género, y la influencia 

de estas interacciones en su estructura ecológica. (Pérez-Gutiérrez et al., 2013). Sin embargo, 

y a pesar de las investigaciones previas, aún carecemos de información sobre la fisiología del 

crecimiento bacteriano en los bacilos de Cuatro Ciénegas, que podría reflejar las condiciones 

ambientales de este ecosistema. En el presente trabajo recurrimos a la microbiología clásica 

para determinar los parámetros de crecimiento de cepas del género Bacillus para ampliar el 

conocimiento sobre la fisiología del crecimiento microbiano en ambientes oligotróficos.   
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OBJETIVOS. 

Objetivo General. 

Determinar parámetros relacionados al crecimiento de bacterias del género Bacillus aisladas 

en el Valle de Cuatro Ciénegas. 

Objetivos Particulares. 

a) Realizar curvas de crecimiento de 15 aislados de Bacillus del valle de Cuatro Ciénegas 

mediante la técnica de conteo de unidades formadoras de colonias. 

b) Estimar la tasa máxima de crecimiento, la duración de la fase de adaptación, y la 

densidad máxima alcanzada a partir de las curvas de crecimiento generadas. 

c) Cuantificar la concentración de proteínas totales en las tres fases de crecimiento 

bacteriano: fase de adaptación, fase de crecimiento exponencial y fase estacionaria. 

d) Buscar asociaciones entre las variables calculadas y el ambiente de origen en que se 

aislaron las cepas.  

 

 

 

 

 



16 

 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

Condiciones de crecimiento.

Todas las cepas utilizadas se encuentran en crioviales Eppendorf de 1.5 mL guardados a -80 

°C en la colección del Laboratorio de Evolución Molecular y Experimental (Dra. Valeria Souza) 

del Instituto de Ecología, y para su uso cotidiano y reducir riesgos de contaminación se 

mantienen alícuotas a -20 °C que consisten en 70% de bacterias cultivadas en Medio Marino 

DifcoTM (BD and Company) y 30% de solución de glicerol. Para iniciar las curvas de 

crecimiento, se descongelaron las alícuotas a temperatura ambiente, y se transfirió con un 

asa estéril un inóculo en un matraz con 50 mL de Medio Marino que se incubó a 35 °C en 

agitación constante a 150 rpm durante toda la noche. Al día siguiente se tomó una muestra 

de este cultivo y se inoculó por triplicado en matraces con 50 mL de medio preparado con 

agua estéril obtenida del Valle de Cuatro Ciénegas y suplementada con 5 gL-1 de peptona 

BactoTM Tryptone (BD andCompany), que se incubaron en las mismas condiciones de 

temperatura y agitación.  

Monitoreo de la densidad óptica de los cultivos.  

Para saber en qué fase de crecimiento se encontraban los cultivos, se tomaron medidas de 

la densidad óptica corregida a 600 nm (DO600) tomando muestras de 1 mL cada hora en las 

tres réplicas de cada cepa cultivada, diluyendo la muestra si el valor era superior a 0.5, que 

es el valor aproximado en que la saturación del cultivo requiere esta corrección en la medida 

de la DO600. Las medidas se hicieron en un equipo BioPhotometer Eppendorf, y las 

diluciones y el control de absorción basal se hicieron con el medio correspondiente en que 

se encontraban cultivadas las muestras.   
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Toma de muestras de biomasa.  

De acuerdo a las medidas de densidad óptica, se determinaron tres puntos para tomar 

muestras de biomasa de los cultivos, por cada fase de crecimiento (fase de adaptación, de 

crecimiento exponencial y estacionaria). Se tomaron 3 muestras de 1 mL por cepa, lavando 

tres veces con agua estéril desionizada mediante centrifugación a 5000 rpm y decantación 

del sobrenadante en cada paso de lavado, y resuspendiendo en agua estéril desionizada en 

el paso final de lavado para guardar finalmente las muestras en tubos estériles de 1.5 mL a -

20 °C hasta su posterior uso.  

Extracción y cuantificación de proteínas.  

Las muestras de biomasa colectadas durante el crecimiento de los cultivos se descongelaron 

y se lavaron en solución búfer de fosfatos (PBS), para posteriormente diluirlas para alcanzar 

una DO600 de 0.3 unidades. En seguida se extrajeron las proteínas totales incubando las 

muestras por 30 minutos en hielo con las siguientes soluciones: 50mM de Tris-HCl (pH 8.0), 

150 mM de NaCl, 0.5% (volumen/peso) de desoxicolato de sodio, 0.5% (volumen/volumen) 

de detergente Triton X-100, 0.5% (volumen/volumen) de dodecil sulfato sódico, 5mM de 

EDTA, y 1mM de floruro fenilmetildulfonil. Los restos celulares fueron lavados con PBS 

mediante centrifugación a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, los extractos 

proteicos se corrieron en geles de acrilamida, teñidos con Comassie, y también se determinó 

la concentración molar de proteínas mediante el método de Lowry.  

Cuantificación de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).  

Durante al menos 7 puntos a lo largo de las curvas de crecimiento, se tomaron muestras de 

las tres réplicas de cada cepa, y se diluyeron en una solución isoosmótica de 0.85% NaCl en 
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factores seriales de dilución 1:10, que dependiendo de la fase de crecimiento fueron de 

órdenes de dilución entre 10-3 a 10-9. Al menos tres distintas diluciones se utilizaron en cada 

punto de este muestreo, y un volumen de 50 µL de estas diluciones se inocularon en placas 

de Petri con Medio Marino DifcoTM en (BD and Company) con agar (15 g/L, BD and 

Company), utilizando esferas estériles de vidrio de ~3 mm de diámetro para una distribución 

uniforme de las células. Posteriormente las cajas Petri se incubaron por 24 horas a 30 °C, y 

se contabilizaron las colonias individuales siguiendo los siguientes criterios: no se 

contabilizaron cajas con menos de 30 colonias o con más de 300, para disminuir los errores 

de muestreo. Finalmente, al conocer el volumen que se inoculó en la placa, y el factor de 

dilución utilizado, se pudo estimar el número de UFC en las muestras originales.    

Análisis filogenético.  

Se tomaron las secuencias de la región hipervariable 5´ del gen ribosomal 16S que están 

reportadas en Valdivia et al. 2015, y que corresponden a las cepas utilizadas en estre trabajo, 

para construir un árbol filogenético utilizando una cepa de Staphylococcus como grupo 

externo, mediante el algoritmo ClustalW implementado en el software MEGA5 (Tamura et al., 

2011) y utilizando los parámetros recomendados por Hall (Hall, 2013).  

Análisis de imágenes.  

Las imágenes de los geles de acrilamida de los extractos proteicos fueron procesados 

mediante el software Fiji (Schindelin et al., 2012). Los datos numéricos fueron después 

exportados al software estadístico R, versión 3.2.2.  
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Análisis estadísticos.  

Todos los análisis estadísticos fueron hechos en el software estadístico R, versión 3.2.2. Se 

utilizaron diversos paquetes que se describen en seguida. “Grofit”, para corroborar los 

parámetros de crecimiento hechos en el software CurveExpert. “Devtools”, “FactoMineR”, y 

“factoextra” para el análisis de componentes principales. “Base”, para los análisis de ANOVA 

y t-Student. Finalmente se utilizó “ggplot2” para la visualización de los distintos análisis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

RESULTADOS 

Descripción de las cepas utilizadas y del sitio de estudio. 

Durante más de una década de estudios de campo en el VCC se han colectado miles de 

cepas bacterianas de distintas especies que forman parte de una colección conservada en el 

Laboratorio de Evolución Molecular y Experimental (Instituto de Ecología, UNAM) y en 

Laboratorio de Bacteriología Molecular del CINVESTAV. Para la presente tesis se escogieron 

16 cepas, 15 pertenecientes al género Bacillus, y una cepa del género Staphylococcus que se 

utilizó como grupo externo en la generación del árbol filogenético.  

Estas cepas fueron aisladas en el sistema hidrológico Churince, perteneciente al VCC, cuya 

localización y aspecto se muestra en la Figura 2A y 2B, y provienen de cuatro microambientes 

distintos, dos acuáticos y dos de suelo, como se ilustra en la Figura 2C. En la Figura 2D se 

muestra un árbol filogenético construido con las secuencias de la región hipervariable 5´ del 

gen ribosomal 16S, reportadas por Valdivia (Valdivia-Anistro et al., 2015). El árbol se realizó 

alineando las secuencias con el algoritmo ClustalW y utilizando el software MEGA5 (Tamura 

et al., 2011) según las recomendaciones de Hall (Hall, 2013).  
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En la Tabla 1 se muestra el nombre de las cepas, su especie, y el ambiente en que fueron 

aisladas. 

 

Figura 2. Descripción del sitio de aislamiento y características de las cepas utilizadas. El sistema hidrológico Churince 
(A, estrella roja) se encuentra al pie de la sierra de San Marcos (B). Las cepas de este estudio se aislaron de 4 
microambientes distintos, columna de agua (C-I),  muestra de agua próxima a la raíz de una planta (C-II), parte superficial 
del sedimento (C-III), y parte interna del sedimento (C-IV). Las cepas utilizadas se agrupan en 8 grupos filogenéticos (D), 
donde la cepa de Staphylococcus se utilizó como grupo externo. La imagen en (D) se tomó de la tesis doctoral de Eria 
Rebollar (Rebollar, 2012). 

A B 

C D 
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Tabla 1. Identidad de las cepas y sitio de aislamiento. AP = Agua próxima a las raíces de una planta, A = 
Columna de agua, SS = Sedimento Superficial, SB = Sedimento basal o interno. 

 

Modelado del Crecimiento Microbiano. 

La técnica más utilizada de la microbiología es el crecimiento de los microorganismos en 

cultivos de laboratorio, pero no fue sino hasta finales de 1940 cuando Jaques Monod propuso 

una relación matemática formal para describir este proceso de expansión poblacional 

(Monod, 1949). En los cultivos discontinuos o en lote, en donde hay una cantidad finita de 

nutrientes, el incremento en la población microbiana se puede describir en una curva de 

crecimiento de tres fases: fase de adaptación, fase exponencial, y fase estacionaria o 

asintótica (Zwietering et al., 1990).   

Cepa Especie 
Sitio de 

aislamiento 

169A_5R Staphylococcus AP 

118_4C Bacillus sonorensis A 

108 Bacillus atrophaeus SS 

152A_5R Bacillus aquamaris AP 

m3-18 Bacillus sp. m2-34 A 

441_T Bacillus horikoshii SS 

m2-9 Bacillus coahuilensis A 

m2-6 Bacillus coahuilensis A 

315_11T Bacillus marisflavi SS 

126_4D Bacillus cereus SB 

144b_4T Bacillus pumilis SS 

127B_4D Bacillus horikoshii SB 

122B_4D Bacillus pumilis SB 

107_3D Bacillus marisflavi SB 

178_5C Bacillus idriensis A 

155B_5T Bacillus cereus SS 
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En la fase de adaptación las bacterias se encuentran en una densidad baja,  la población 

monitorea su nuevo ambiente y empieza la transcripción y preparación fisiológica para la 

siguiente fase (Rolfe et al., 2012; Yates and Smotzer, 2007). En la fase de crecimiento 

exponencial las células modifican globalmente la expresión génica y hay un crecimiento 

poblacional constante y exponencial, proporcional al número de individuos y a los recursos 

disponibles (Matsumoto et al., 2013; Scott and Hwa, 2011; Hagen, 2010). En la última fase de 

crecimiento, la fase estacionaria, se reduce la tasa de reproducción y se llega a un equilibrio 

en la población, además de que hay cambios metabólicos que permiten a las células resistir 

el estrés nutricional y ambiental (Yates and Smotzer, 2007; Navarro Llorens et al., 2010; 

Ishihama, 1997). En la Figura 3 se muestran las tres fases de crecimiento. 

Figura 3. Fases del crecimiento microbiano. En un cultivo en lote (sistema cerrado) la población 
microbiana (N) crece siguiendo una función sigmoidea. El límite entre cada una de las fases 
depende de los parámetros de la curva (leer texto). 
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Determinación de las condiciones y parámetros de crecimiento de los bacilos estudiados. 

Experimentalmente, los datos para generar curvas de crecimiento se obtienen a través de la 

determinación de la densidad óptica del cultivo (DO), o de la determinación del número de 

unidades formadoras de colonias (UFC). Cada método tiene sus ventajas prácticas, pero los 

datos producidos pueden ser sensiblemente distintos (Dalgaard and Koutsoumanis, 2001; 

Biesta-Peters et al., 2010; Perni et al., 2005a; Dalgaard et al., 1994). Aunque la medición de 

DO puede automatizarse, lo que requiere menos esfuerzo por parte del experimentador, esta 

técnica subestima los valores de los parámetros de crecimiento (Biesta-Peters et al., 2010), y 

además requiere iniciar los cultivos con una densidad celular alta (>1 X 107 células mL-1), lo 

cual limita el periodo en que se observan cambios en la densidad poblacional. Por esta razón 

se decidió utilizar el método de UFC para este estudio (ver Materiales y Métodos).    

También se hicieron pruebas para determinar cuál sería el medio de cultivo, pues el Medio 

Marino (MM) que se utiliza normalmente para el crecimiento de estas cepas (DifcoTM Marine 

Broth, BD and Company) resultó en curvas de crecimiento que tomaban mucho tiempo (> 

12 horas continuas) en llegar a la fase estacionaria y mantenían una densidad celular baja (ver 

Apéndice I a), lo cual hacía impráctico el monitoreo constante y prolongado de cada cultivo. 

Después de ensayos con diferentes combinaciones de nutrientes, decidimos utilizar un medio 

consistente en agua estéril extraída del sistema Churince de Cuatro Ciénegas suplementada 

con 5g L-1 de peptona (BactoTM Tryptone, BD andCompany), que resultó mejor que el MM y 

otras combinaciones (ver Apéndice I b). Es notable el hecho de que solo el medio preparado 

con agua estéril de Cuatro Ciénegas es capaz de soportar un crecimiento bacteriano en altas 

densidades. Este tipo de medios de cultivos, en los que se busca reproducir las condiciones 
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naturales de crecimiento de los microorganismos, han sido utilizados ampliamente en el 

campo de la ecología microbiana a pesar de ser medios no definidos ni replicables 

(Kaeberlein et al., 2002; Stewart, 2012; Zengler et al., 2002). 

Para cada cepa se siguió la siguiente estrategia experimental: se tomó un inóculo del vial de 

la cepa (las alícuotas conservadas a -20°C, en 70% glicerol) y se creció en un matraz con MM 

estéril por un periodo de 24 horas (Figura 4A), luego se transfirió un inóculo en tres nuevos 

matraces (réplicas) con medio CCBw que crecieron por 12 horas (Fig. 4B). Finalmente se inició 

un nuevo cultivo de cada réplica con una DO600 inicial de 0.05 unidades, que correspondieron 

a ~1X107 UFC (Fig. 4C). Todos los cultivos se mantuvieron en incubación a 35°C con agitación 

constante a 150 rpm, monitoreando la DO600 hasta la saturación de los cultivos. En intervalos 

regulares se tomaron muestras para la determinación de UFC, y también muestras de 

biomasa en cada fase de la curva (asteriscos morados, Fig. 4D), que se utilizaron 

posteriormente en análisis de composición estequiométrica (grupo del profesor James Elser, 

Arizona State University), y para la cuantificación y análisis de expresión de proteínas totales. 

Los datos generados con la técnica de UFC pueden ajustarse a una función sigmoidea de 

crecimiento. Zwiettering et al (1990) revisaron extensivamente los modelos de crecimiento 

más utilizados, y determinaron que el modelo de Gompertz es el mejor para la mayoría de 

los casos que estudiaron (Zwietering et al., 1990). Estos resultados se han confirmado y 

ampliado en otros trabajos (Zwietering et al., 1992; Biesta-Peters et al., 2010; Dalgaard et al., 

1994; Perni et al., 2005).  



26 

 

 

Este modelo se implementó en el software CurveExpert Professional  2.0, y en el software 

estadístico R, versión 3.2.2, utilizando el paquete “grofit”  (Kahm et al., 2010). El procesamiento 

es simple: los datos experimentales (Figura 5 panel izquierdo, puntos rojos) se ajustan de 

manera iterada a la función buscando minimizar la diferencia entre la curva obtenida y los 

datos experimentales.  

Figura 5. Ajuste de datos a una función sigmoidea. En el panel izquierdo se muestra cómo se ajustan los datos 
experimentales para generar una curva de crecimiento. En la derecha se muestra cómo se obtienen los tres 
parámetros de crecimiento (ver texto para más detalles).  

Figura 4. Estrategia seguida para generar curvas de crecimiento. Se tomó una muestra de la cepa (A) y se 
creció en medio marino (B) por 24 horas. Luego se hicieron tres cultivos nuevos en medio CCBw y crecieron 
por 12 horas (B). Finalmente estos cultivos se transfirieron a medio CCBw fresco (C), y se iniciaron las curvas 
de crecimiento (D). En intervalos regulares se tomaron muestras para realizar conteo de UFC, y también 
muestras de biomasa (asteriscos morados) para análisis posteriores.  
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El modelo Gompertz nos permite calcular tres parámetros: λ (h), μ (h-1), y A (sin unidades), 

cuya representación gráfica se muestra en la Figura 5 (panel derecho).  En términos 

biológicos, λ representa la duración de la fase de adaptación, μ representa la tasa máxima 

de crecimiento que alcanza la población en la fase exponencial, y el término A representa la 

máxima densidad del cultivo en la fase estacionaria (Zwietering et al., 1990). En términos 

matemáticos simples, μ representa la pendiente máxima que alcanza la curva, λ representa 

la intersección de μ en el eje del tiempo, y A representa el valor asintótico de la función, o su 

valor máximo (Zwietering et al., 1990; Perni et al., 2005b).   

Las curvas de crecimiento obtenidas con este proceso se muestran en la Figura 6, donde se 

aprecia que existe una variación considerable en la forma de las curvas, y por ende en los 

valores de sus parámetros λ, μ y A. Los valores numéricos obtenidos para cada cepa se 

muestran en la Tabla 2. Los valores mostrados en esta sección, así como el procedimiento, 

están publicados en Valdivia-Anistro et al., 2015, anexo en el Apéndice II. 

Tiempo 
(h) 

Ln
[N

/N
0
] 

Figura 6. Curvas de crecimiento obtenidas. Se muestra la comparación 
de todas las curvas de crecimiento, marcadas con colores proporcionales 
al parámetro A. 

A 

8 
6 
4 
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Cepa           Especie       λ (h) μ (h-1)            A 

169A_5R Staphylococcus 0.921 0.26 7.3 

118_4C Bacillus sonorensis 1.128 0.24 9.899 

108 Bacillus atrophaeus 2.061 0.08 3.38 

152A_5R Bacillus aquamaris 0.224 0.16 6.483 

m3-18 Bacillus sp. m2-34 2.892 0.24 9.78 

441_T Bacillus horikoshii 4.117 0.19 5.2 

m2-9 Bacillus coahuilensis 1.08 0.22 7.954 

m2-6 Bacillus coahuilensis 1.45 0.21 7.68 

315_11T Bacillus marisflavi 1.44 0.12 4.44 

126_4D Bacillus cereus 2.602 0.23 6.69 

144b_4T Bacillus pumilis 2.795 0.11 3.679 

127B_4D Bacillus horikoshii 1.7 0.09 3.22 

122B_4D Bacillus pumilis 1.7 0.31 7.35 

107_3D Bacillus marisflavi 0.25 0.19 7.266 

178_5C Bacillus idriensis 2.66 0.57 7.026 

155B_5T Bacillus cereus 1.83 0.92 9.984 

Tabla 2. Valores de los parámetros de crecimiento. Se muestran los valores obtenidos para cada cepa. 
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Al comparar los parámetros obtenidos en nuestro grupo de estudio con otros trabajos 

representativos en el género Bacillus, encontramos que son comparables dentro de gran 

parte del intervalo obtenido (Tabla 3, modificado de Valdivia-Anistro et al., 2015).  

 

Especie λ μ (h-1) Referencia 

B. subtilis  0.00006 (Overkamp et al., 2015) 

Bacillus cereus 2.87-7.95 0.312-0.349 (Pla et al., 2015) 

Bacillus cereus 1.78-2.73 0.01-3.3 

(Biesta-Peters et al., 

2010) 

Bacillus cereus 8.4-88.4 0.033-0.26 (Valero et al., 2003) 

B. stearothermophilus 2.1-27 0.2-1.6 (Ng et al., 2002) 

B. licheniformis - 0.02-0.6 (Bulthuis et al., 1993) 

Bacillus caldotenax - 0.12-3.1 (Kuhn et al., 1980) 

    

Tabla 3. Parámetros de crecimiento publicados en otros trabajos sobre Bacillus. Se muestran los valores de 
λ y μ que se han obtenido en otros estudios hechos en el género (los guiones representan la ausencia de dicho 
valor en los trabajos citados). 

En especial podemos mencionar los valores que obtuvimos para μ (tasa máxima de 

crecimiento) son consistentes con un trabajo hecho en un ambiente oligotrófico marino (muy 

similar al VCC), donde se menciona que el valor típico de este parámetro en estas condiciones 

es de 0.2 h-1 (Cavicchioli et al., 2003). Estas comparaciones, sin embargo, deben ser 

cuidadosas, pues es conocido que la composición del medio de cultivo, la temperatura, la 

densidad del inóculo inicial, el pH, la eficiencia de la maquinaria de traducción proteica, el 
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estado de la expresión génica global, y muchas otras variables afectan el comportamiento 

de las curvas de crecimiento (Kuhn et al., 1980; Perni et al., 2005b; Sung and Yasbin, 2000; 

Bosdriesz et al., 2015; Piir et al., 2011; Scott et al., 2014; Klumpp and Hwa, 2014; Ratkowsky et 

al., 2005).  

Cuantificación de la síntesis proteica en las tres fases de crecimiento. 

Se extrajeron proteínas totales a partir de las muestras de biomasa tomadas durante las tres 

fases de las curvas de crecimiento (ver Fig. 4), y se determinó la concentración de proteínas 

mediante el método de Lowry (ver Materiales y Métodos). En la Tabla 4 se muestran valores 

que representan concentración promedio de proteínas totales (en μg μL-1) de tres réplicas 

para cada cepa.  

Estos tres parámetros nuevos (ФL, ФE, y ФS) reflejan la cantidad de síntesis proteica por 

unidad de volumen de cultivo. Es importante remarcar este dato, pues en la siguiente sección 

se describe el cálculo de parámetros que reflejan la cantidad de proteínas por célula.  
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Cepa Especie ФL (μg μL-1) ФE (μg μL-1) ФS (μg μL-1) 

169A_5R Staphylococcus 8.52 9.6 6 

118_4C Bacillus sonorensis 9.87 5.92 12.81 

108 Bacillus atrophaeus 11.24 11.75 10.62 

152A_5R Bacillus aquamaris 7.48 9.07 5.46 

m3-18 Bacillus sp. m2-34 8.26 10.22 8.38 

441_T Bacillus horikoshii 10.74 11.81 14.45 

m2-9 Bacillus coahuilensis 8.96 12.14 12.86 

m2-6 Bacillus coahuilensis 8.06 12.38 15.54 

315_11T Bacillus marisflavi 8.8 11.88 10.07 

126_4D Bacillus cereus 11.87 9.07 3.93 

144b_4T Bacillus pumilis 7.16 12.78 9.09 

127B_4D Bacillus horikoshii 13.13 11.27 9.95 

122B_4D Bacillus pumilis 11.2 8.78 12.59 

107_3D Bacillus marisflavi 9.52 14.16 8.77 

178_5C Bacillus idriensis 9.33 10.15 4.61 

155B_5T Bacillus cereus 7.24 8.88 5.36 

Tabla 4. Concentración de proteínas en los cultivos. Se muestran los valores promedio (tres réplicas) de la 
concentración de proteínas durante las tres fases de crecimiento.  
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Estimación de la síntesis proteica a nivel celular. 

Con los datos generados en la Tabla 4 podemos comparar entre diferentes cepas la síntesis 

global que una unidad de volumen de un cierto cultivo produce. Es decir, estamos analizando 

un parámetro poblacional, que bien podría diferir de los procesos que se llevan a cabo a 

nivel celular. Usualmente células de distintas cepas o especies difieren en volumen celular, o 

en la cantidad y eficiencia de ribosomas y operones ribosomales, lo cual afecta en gran 

medida la tasa de síntesis proteica a nivel celular (Bosdriesz et al., 2015; Weider et al., 2005; 

Yano et al., 2013; Molenaar et al., 2009). De hecho, como se describió en la introducción, las 

cepas utilizadas en este estudio se caracterizan por una alta variabilidad en el número de 

operones ribosomales (Valdivia-Anistro et al., 2015).  

Aunque no se hizo una determinación directa de la cantidad de proteínas por célula, con los 

datos obtenidos hasta ahora se pudo hacer una estimación, tomando ventaja de que la 

técnica de UFC es una buena aproximación al número de células por unidad de volumen 

(Hazan et al., 2012; JH, 1972), y de que la cantidad de proteínas por unidad de volumen es 

conocida (Tabla 4). El cálculo hecho para este propósito se muestra en la Figura 7.  
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Con estos cálculos (Fig. 7) se obtuvieron los datos que se muestran en la Tabla 5, que 

constituyen tres nuevas variables. Un examen breve nos permite reconocer que en efecto los 

datos entre las tablas 4 y 5 son cualitativa y cuantitativamente distintos.  Por ejemplo, 

mientras que la cepa 118_4C (Bacillus sonorensis) tiene valores decrecientes en la Tabla 5 (C-

ФL > C-ФE > C-ФS), sus valores en la Tabla 4 tienen otra relación (ФE < ФS > ФL).  

*Momento de toma de la muestra de biomasa.  

N0 = Número inicial de células (dato conocido). 

N* = Número de células al momento de la toma de 
muestra (dato desconocido). 

Al observar los ejes de la curva, vemos que  Y = 
Ln[N/N0], entonces podemos sustituir N por N*, 
para obtener: 

expY = N*/N0  , que da   N* = (expY)(N0)  

Finalmente podemos dividir ФL, ФS, o ФE, por el 
correspondiente valor de N*,  

Ф𝐿 [𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛−1]

𝑁 ∗ [𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛−1]
 

Y el valor resultante tendrá unidades de proteínas* 
células-1. 

N* 

N* 

N* 

Figura 7. Aproximación de la cantidad 
intracelular de proteínas. Se tomó 
ventaja de los datos generados en las 
curvas de crecimiento y la cuantificación 
de proteínas para extrapolar este dato a 
nivel celular. 
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El valor de estas nuevas variables está en un intervalo entre nanogramos y femtogramos de 

proteínas por bacteria, lo que concuerda con resultados publicados para otras bacterias 

(Peng et al., 2004; Loferer-Krössbacher et al., 1998). En especial cabe mencionar el trabajo de 

Zubkov et al., donde examina bacterias de origen marino de distintas especies, y encuentra 

cantidades intracelulares de proteínas de entre 0.25 nanogramos hasta 24 femtogramos, 

comparables a los de la Tabla 5 (Zubkov et al., 1999).  

 



35 

 

Análisis de la expresión diferencial de proteínas en las tres fases de crecimiento. 

Con las múltiples muestras de biomasa tomadas en las tres fases de las curvas, se extrajeron 

proteínas para examinar la expresión global de las proteínas mediante geles de acrilamida y 

tinción de Coomassie (ver Materiales y Métodos). Para cada cepa se cargaron tres carriles 

Cepa Especie C-ФL (g célula-1) C-ФE (g célula-1) C-ФS (g célula-1) 

169A_5R Staphylococcus 3.61 X 10-10 3.46 X 10-11 3.23 X 10-12 

118_4C Bacillus sonorensis 1.58 X 10-10 2.05 X 10-12 1.24 X 10-13 

108 Bacillus atrophaeus 6.65 X 10-10 2.02 X 10-10 2.61 X 10-11 

152A_5R Bacillus aquamaris 2.62 X 10-10 2.11 X 10-10 4.82 X 10-12 

m3-18 Bacillus sp. m2-34 6.81 X 10-11 1.37 X 10-11 8.53 X 10-14 

441_T Bacillus horikoshii 2.09 X10-10 2.80 X 10-12 1.83 X 10-13 

m2-9 Bacillus coahuilensis 1.29 X 10-10 9.07 X 10-12 4.70 X 10-13 

m2-6 Bacillus coahuilensis 7.70 X 10-11 2.92 X 10-11 1.32 X 10-13 

315_11T Bacillus marisflavi 2.96 X 10-08 3.78 X 10-10 1.58 X 10-12 

126_4D Bacillus cereus 1.86 X 10-11 1.26 X 10-12 1.03 X 10-14 

144b_4T Bacillus pumilis 1.17 X 10-09 1.53 X 10-11 1.34 X 10-13 

127B_4D Bacillus horikoshii 5.26 X 10-10 4.13 X 10-11 1.35 X 10-11 

122B_4D Bacillus pumilis 6.60 X 10-09 1.39 X 10-10 8.06 X 10-11 

107_3D Bacillus marisflavi 6.10 X 10-11 9.04 X 10-11 3.08 X 10-13 

178_5C Bacillus idriensis 1.93 X 10-09 9.39 X 10-10 5.41 X 10-14 

155B_5T Bacillus cereus 1.57 X 10-10 2.18 X 10-12 6.67 X 10-14 

Tabla 5. Cantidad proteica a nivel celular. Los datos que se generan en la técnica UFC se 
utilizaron junto con los de la Tabla 4, y se calculó la cantidad intracelular de proteínas totales.  
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con el mismo volumen de extracto proteico, cada carril representando una fase de la curva 

de crecimiento.   

Con las imágenes de los geles se hizo un análisis semicuantitativo ilustrado en la Figura 8 y 

explicado a continuación. Las imágenes capturadas originalmente en color se convirtieron a 

archivos de 8 bits (escala de grises) utilizando el software Fiji  (Schindelin et al., 2012) Fig. 8A. 

Una vez hecha esta transformación se ajustaron los valores de brillo y contraste manualmente 

para el gel de cada cepa, y se guardó la imagen.  

Aprovechando el hecho de que una imagen es un arreglo de pixeles en una matriz n x m 

(Figura 8B), se decidió trabajar con los valores numéricos de este arreglo, para lo cual se 

transformaron todas las imágenes generadas en Fiji a objetos numéricos que contenían los 

valores de cada pixel.  
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Esta transformación de las imágenes a matrices se realizó utilizando el software estadístico R 

versión 3.2.2 (R core team, 2015), y la matriz obtenida  se redujo a una sola columna matriz 

Figura 8. Se muestra el proceso de análisis de los geles de acrilamida. A) Para cada cepa se corrieron tres 
carriles de extractos proteicos, que corresponden a las tres fases de crecimiento (L-Adaptación, E-
exponencial, y S-estacionaria, PM-peso molecular en kDa), y las imágenes de los geles de acrilamida se 
transformaron a escala de grises de 8 bits. B) Los archivos de 8 bits se transformaron a matrices numéricas 
mediante el software R. C) cada carril se convirtió a un mapa de colores de acuerdo al valor absoluto de los 
pixeles, y en el inciso D vemos la normalización de estos valores, que en E aparecen como gráficos de caja.  

Fases de 
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L         E         S PM 

100 
70 

 
55 

 
 

35 
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que representa la intensidad de pixeles a lo largo de los diferentes pesos moleculares del 

carril y así, cada carril pudo visualizarse mediante un mapa de colores (Fig. 8C). 

Luego se normalizó el valor de los pixeles entre los tres carriles de cada cepa. El resultado 

visual se muestra en la Figura 8D, donde los colores representan los valores Z (de una 

distribución normal centrada en cero) de cada banda distinguible en los carriles. Por último, 

se hizo un gráfico de caja para representar la distribución de valores Z de los tres carriles de 

cada cepa (Figura 8E).  

Con este tipo de visualización semicuantitativa, podemos preguntarnos ¿en qué fase de la 

curva de crecimiento se observa una mayor cantidad de proteínas en comparación a las otras 

fases? Al responder esta pregunta, se clasificaron las cepas en tres categorías: α, β y γ. En la 

Figura 9 se observa un ejemplo de cada categoría, que a partir de ahora llamaremos 

estrategias metabólicas α, β, y γ.  

Esta clasificación es importante (Tabla 6) pues refleja la fase de crecimiento en que existe más 

inversión de energía celular en la regulación y síntesis de proteínas y por lo tanto es un reflejo 

de los procesos metabólicos intrínsecos a la fisiología del crecimiento de las cepas en estudio.  

Figura 9. Diferentes estrategias metabólicas de síntesis proteica. En el panel izquierdo se muestra una cepa con 
estrategia α, en el panel de en medio se muestra el gráfico de una cepa con estrategia β, y en el último panel la 
estrategia γ. El eje Y representa los valores Z y en X se ordenan las fases de adaptación, exponencial y estacionaria. 
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Cepa Especie E. M. 

169A_5R Staphylococcus α 

118_4C Bacillus sonorensis γ 

108 Bacillus atrophaeus α 

152A_5R Bacillus aquamaris α 

m3-18 Bacillus sp. m2-34 β 

441_T Bacillus horikoshii β 

m2-9 Bacillus coahuilensis β 

m2-6 Bacillus coahuilensis β 

315_11T Bacillus marisflavi α 

126_4D Bacillus cereus α 

144b_4T Bacillus pumilis β 

127B_4D Bacillus horikoshii α 

122B_4D Bacillus pumilis β 

107_3D Bacillus marisflavi γ 

178_5C Bacillus idriensis α 

155B_5T Bacillus cereus α 

Tabla 6. Estrategias de metabolismo proteico de los 
Bacillus estudiados. E.M. = Estrategia metabólica. 
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Análisis de correlación y componentes principales del conjunto de variables determinadas 

para los Bacillus en estudio. 

¿Cuál es el significado que tienen los valores de las variables hasta ahora calculadas? Para 

entender la interdependencia de estas variables y la posible relación que guardan con el 

medio en que se aislaron las cepas, se hicieron dos tipos de análisis: de correlación entre 

todas las variables, y de componentes principales. Para este fin, las variables obtenidas de las 

curvas de crecimiento (μ, λ y A) y de la expresión de proteínas (ФL, ФE, ФS, C-ФL, C-ФE, y C-

ФS) se agregaron a las siguientes variables determinadas por Valdivia et al. (2015): P (% de 

Fósforo en biomasa), N (% de Nitrógeno en biomasa), C (% de Carbono en biomasa) y el 

número de operones de RNA ribosomal. Con el conjunto de todas estas variables se hizo 

una matriz de datos para realizar diversos análisis estadísticos.   

Se hizo un análisis de correlación lineal entre todos los pares de variables, en el que se 

confirmó la correlación encontrada por Valdivia et al. entre el contenido de Fósforo y el 

número de operones ribosomales (p = 0.01). Además, se encontraron cuatro nuevas 

asociaciones significativas. El coeficiente de correlación de Pearson (R) y el valor P de todas 

las variables se encuentran en la Figura 10 (para que una asociación fuese significativa se 

consideró que el valor de P fuera < 0.05).  
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Cuando existen sets de datos con múltiples variables, es usual reducir la dimensión del 

conjunto al mínimo de variables posible para una mejor interpretación y visualización de los 

resultados. Una técnica de reducción de dimensiones muy utilizada es el análisis de 

componentes principales (ACP). Este método convierte las n variables originales en k nuevas 

variables, llamadas componentes principales, que se clasifican de acuerdo a la cantidad de 

variación que conservan del set de datos original (Jolliffe and Cadima, 2016). Así, sets de datos 

Figura 10. Matriz de resultados del análisis de correlación. Se muestran los resultados de correlación para 
todas las variables descritas en esta tesis y aquéllas publicadas por Valdivia et al. (2015). N. Op. = Núméro de 
operones en las cepas. P, C y N son las proporciones de fósforo, carbono y nitrógeno en cada cepa durante la 
fase exponencial (Valdivia-Anistro et al., 2015). µ, λ y A son la tasa máxima de crecimiento, la fase de 
adaptación y la densidad celular máxima, respectivamente. ɸL, ɸE y ɸS representan las concentraciones de 
proteínas en cultivo, en las fases de adaptación, exponencial y estacionaria, respectivamente, mientras que  C-
ɸL, C-ɸE y C-ɸS representan lo mismo pero a nivel celular. El color es proporcional al signo de la correlación 
(roja positiva, amarilla negativa), y los valores numéricos son los valores P. 
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con muchas variables se pueden representar con unas pocas (los componentes principales), 

sin perder información estadística (Jolliffe and Cadima, 2016). 

Se hizo un ACP para describir el conjunto de las variables encontradas en los Bacillos de este 

estudio, y se encontró que, de los 13 componentes principales, sólo dos son suficientes para 

explicar 42% de la variación total, lo cual representa una buena proporción de toda la 

variación. Por estos criterios se utilizaron estos dos componentes. 

¿Qué variables influyen más en los componentes principales utilizados? Para representar qué 

tanto contribuye cada variable con los dos componentes principales seleccionados (y por lo 

tanto con el set completo de datos), se hizo la Figura 11. Podemos observar que los tres 

parámetros de crecimiento (μ, λ y A), así como el contenido de carbono y la cantidad 

intracelular de proteínas en las fases exponencial y estacionaria son las variables que 

contribuyen más en la descripción general de los datos. Además, en esta figura, la amplitud 

del ángulo entre dos variables cualquiera es inversamente proporcional a su correlación 

(Jolliffe and Cadima, 2016) y por ello podemos observar tres grupos de variables que se 

asocian entre sí, un grupo compuesto por μ, A y el número de operones, otro entre λ y el 

contenido de carbono, y el último grupo que es muy variable compuesto por las demás 

variables. 
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Con el ACP también existe la posibilidad de representar los datos individuales (en este caso, 

los individuos son las cepas utilizadas) en el plano de los componentes principales. Con estos 

mapas de individuos se asociaron las variables numéricas (contenidas en los componentes 

principales), con variables categóricas que consideramos relevantes. Así, se asociaron los 

datos con las siguientes variables categóricas: ambiente de aislamiento de la cepa (agua o 

sedimento), contenido de operones (bajo, medio, alto), tasa específica de crecimiento (baja, 

media, alta), valor de λ (bajo, medio, alto), valor de A (bajo, medio, alto), estrategia metabólica 

Contribución 
(%) 

Figura 11. Contribución estadística de cada variable sobre el conjunto completo de datos. Cada flecha es un 
vector (eigenvectores) que representa la asociación de los dos componentes principales (CP1 y CP2) con cada 
variable. Además, se visualiza la contribución de las variables individuales en la descripción del set completo de 
datos. (Los nombres de variables son los mismos que se han usado, salvo: Nop = número de operones, Phi = Ф, 
lambda = λ, y mu =μ).  
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(α, β, γ). De todas estas asociaciones, hubo dos que mostraron agrupaciones relevantes y 

significativas. Encontramos que si identificamos las cepas mediante el sitio en que se aislaron 

(agua o suelo/sedimento), se forman dos grupos significativamente distintos (t-Student, p = 

0.03), asociación mostrada en la Figura 12.   

El hecho de que los datos de las cepas se agrupen de acuerdo al ambiente es consistente 

con lo encontrado por Rebollar et al., (2012) en un estudio hecho en el VCC con cepas del 

género Exiguobacterium, donde se determinó que las bacterias de este género tienen nichos 

definidos, de agua o de sedimento. Por otro lado, encontramos que si clasificamos la 

 

Figura 12. Relación entre el sitio de aislamiento y los valores de las variables en estudio. Podemos observar 
que si agrupamos las cepas en estudio por el sitio en que se aislaron, hay una diferencia estadística en la 
distribución de los valores en el eje del componente principal más importante.  
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densidad celular máxima alcanzada en baja, media y alta (de acuerdo a percentiles 

equivalentes), las cepas con densidad alta se distinguen estadísticamente de las de 

densidades medias y bajas (Figura 13). Debemos notar que a pesar de que no hay una 

relación directa entre la mayoría de las variables (Fig. 10), el análisis de componentes 

principales revela grupos de variables y organismos que podrían tener relevancia en el 

contexto ecológico del VCC (Figuras 12 y 13). 

 

Figura 13. Relación entre la densidad celular máxima y los valores de las variables en estudio. Observamos 
que se forman tres grupos, y que las cepas con densidad celular alta se distinguen de los otros dos, no así las 
cepas con densidad media y baja. Se realizó una prueba Tukey HSD (Honest Significant Differences), y se 
muestran los valores p de aquellas diferencias significativas.  
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

Fisiología del crecimiento bacteriano.  

Aunque la era de las tecnologías ómicas ha favorecido el avance en todas las áreas de la 

biología, aún existen importantes retos en el campo de la ecología microbiana. Por ejemplo, 

no sabemos cuál es la mejor referencia para definir una especie bacteriana, o si es necesario 

otro paradigma de clasificación biológica (Cohan, 2002; Konstantinidis et al., 2006; Medini et 

al., 2005). Por otro lado, es importante describir y entender los procesos evolutivos y las 

funciones ecológicas que realizan las comunidades microbianas en su ambiente (Konopka, 

2009; Widder et al., 2016), utilizando cepas y técnicas controladas lo más parecidas a lo que 

podríamos encontrar en la naturaleza, en lugar de cepas adaptadas al laboratorio durante 

mucho tiempo. Es por ello que decidimos utilizar cultivos de cepas que no se han adaptado 

al laboratorio (no se han transferido múltiples veces en medios de cultivo comunes), usando 

un medio de cultivo hecho con agua extraída in situ, del ambiente en que fueron aisladas las 

cepas. Estas técnicas, aunque no son replicables (por el medio de cultivo tan específico), han 

demostrado ser útiles para estudiar las características de las poblaciones naturales 

microbianas (Kaeberlein et al., 2002; Stewart, 2012; Zengler et al., 2002). 

El valle de Cuatro Ciénegas es un ecosistema idóneo para aprender sobre la ecología 

microbiana. Es un ecosistema desértico y oligotrófico extremo (Souza et al., 2006; Elser et al., 

2005; Peimbert et al., 2012), en el que las bacterias han adoptado estrategias ecológicas 

inusuales que les permiten sobrevivir en estas condiciones (Alcaraz et al., 2008).  Para 

entender mejor la ecología bacteriana del VCC se han utilizado técnicas modernas, como 

análisis estequiométricos, genómicos, metagenómicos, y de modelamiento matemático 
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(Bonilla-Rosso et al., 2012; Alcaraz et al., 2008, 2010; Aguirre-von-Wobeser et al., 2015; Pérez-

Gutiérrez et al., 2013; Valdivia-Anistro et al., 2015). Sin embargo, aún quedan muchas 

preguntas sobre un aspecto fundamental en la ecología microbiana: la tasa de expansión 

poblacional, que está muy relacionada con la abundancia y variación genética que tiene una 

población en un ecosistema determinado, pues el número de individuos es un componente 

importante que influye en los procesos evolutivos.  

En el presente trabajo se cultivaron diversas cepas de Bacillus para determinar los parámetros 

de crecimiento de las mismas, para conocer si las condiciones particulares del VCC se ven 

reflejadas de alguna manera en dichos parámetros. También indagamos en la descripción 

cuantitativa y cualitativa de la síntesis proteica en las distintas fases del crecimiento de 

nuestras cepas, pues como se mencionó antes, Cuatro Ciénegas tiene una concentración 

muy baja de fósforo, lo que se ha descrito como un factor determinante en la eficiencia de 

la síntesis de proteínas en bacterias (Gourse et al., 1996; Weider et al., 2005; Tourova, n.d.; 

Loladze and Elser, 2011; Souza et al., 2008; Elser et al., 2008). Con el uso de estas técnicas 

simples buscamos ampliar el conocimiento que se ha generado sobre las poblaciones 

microbianas del VCC. Ya hace varias décadas Jaques Monod mencionó que el cultivo de 

microorganismos no es un tema especializado o una rama de la investigación, sino “es el 

método principal de la microbiología” (Monod, 1949). 

Las curvas de crecimiento generadas revelaron que existe una amplia variación en los valores 

de los parámetros de crecimiento (ver Fig. 6 y Tabla 2). Por ejemplo, hay cepas que entran a 

la fase de crecimiento exponencial en menos de media hora (por ejemplo la cepa 152A_5R 

de la especie Bacillus aquamaris, o la cepa 107_3D de Bacillus marisflavi), mientras que otras 
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tardan casi tres horas (cepa 144b_4T Bacillus pumilis, o m3-18 Bacillus sp. m2-34), lo que 

representa una diferencia de hasta seis veces en el parámetro λ, que mide la duración de la 

fase de adaptación. Aun cuando existe esta gran variedad en los parámetros obtenidos, los 

valores que determinamos se encuentran dentro de intervalos reportados anteriormente en 

el género Bacillus (ver Tabla 3), además de ser valores muy cercanos a los valores reportados 

para bacterias aisladas de ambientes marinos muy similares al del VCC (Lauro et al., 2009). 

También se encontró que la mayoría de las cepas incrementa su síntesis de proteínas en la 

fase exponencial de crecimiento, lo cual sugiere que es en esta fase donde los bacilos de 

Cuatro Ciénegas invierten una mayor cantidad de energía metabólica (ver Fig. 9 y Tabla 6).  

El análisis conjunto de las variables reportadas aquí y en Valdivia-Anistro et al., 2015 mostró 

que aunque parece no haber una asociación estadística entre los valores de las variables, 

existen ciertas correlaciones significativas (ver Fig. 11). Por ejemplo, encontramos que el 

conjunto de variables e individuos (cepas) se asocia en dos grupos definidos por el ambiente 

en que se aisló cada cepa: agua o sedimento, y en tres si agrupamos las cepas por la densidad 

celular máxima alcanzada (ver Figs. 12 y 13).  

La asociación encontrada entre el nicho de procedencia y el valor de las variables tiene una 

relevancia importante para el conocimiento que se tiene sobre la ecología de bacterias de 

Cuatro Ciénegas, pues en un trabajo anterior, utilizando métodos diferentes, se encontró esta 

misma asociación en otro grupo de bacterias nativa del valle (Rebollar et al., 2012). En cuanto 

a grupos de bacterias Bacillus con densidades máximas altas, bajas o medias, podría ser este 

un mecanismo en para evitar la competencia con otros linajes bacterianos con distinta 
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densidad poblacional, pues se ha demostrado que existen múltiples interacciones 

antagónicas en bacterias que habitan dentro del VCC (Pérez-Gutiérrez et al., 2013). 

Comentario final.  

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el nicho de 

procedencia de las cepas es un determinante para los valores de las variables que calculamos, 

pues éstas se agrupan en dos conjuntos de acuerdo a si la cepa fue aislada en agua o en 

sedimento. También mostramos que la densidad celular máxima que alcanzan los cultivos 

está agrupada en tres conjuntos, que se distinguen entre sí, por lo que podría ser la densidad 

celular una adaptación para sobrevivir en el VCC. El conocimiento generado en Cuatro 

Ciénegas podría ser la descripción de algunos procesos generales de ecología microbiana en 

ambientes acuáticos oligotróficos. Hacen falta muchos otros estudios para entender mejor 

las causas y consecuencias de las complejas interacciones ecológicas microbianas (Figura 14). 

Figura 14. Esquema simplificado de las interacciones ecológicas microbianas. Las comunidades 
bacterianas mantienen un monitoreo constante de su medio, así como una comunicación compleja con 
otros organismos. Las expansiones o reducciones poblacionales se ven afectadas por estos factores, con 
la consecuencia última de moldear la trayectoria evolutiva de estos organismos.  
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ADDENDUM.  

Un ambiente extremo en extremo peligro: “A [reiterated] plea for conservancy”. 

El valle de Cuatro Ciénegas se encuentra en grave peligro. Durante más de un siglo se ha 

extraído agua de sus manantiales sin un control adecuado, además de que en recientes 

décadas se han saqueado ejemplares de especies endémicas y han sido introducidas especies 

invasoras, todo lo cual ha dañado irreversiblemente el equilibrio ecológico de este 

ecosistema (Minckley, 1969, 1992; Contreras Balderas, 1984; Souza et al., 2006; Betancourt, 

2016). El valle de Cuatro Ciénegas ha sobrevivido millones de años a las grandes 

transformaciones de la vida en la tierra, pero parece no resistir el ritmo furtivo de explotación 

de sus riquezas por el hombre (Figura 15). Ojalá el conocimiento generado por décadas de 

investigación en el VCC ayude a concientizar sobre su relevancia ecológica y se refleje en 

acciones concretas y definitivas de conservación, hasta entonces, como dijo W.L. Minckley, 

seguiremos en una súplica por la conservación del área.  

Figura 15. Evidencias del deterioro ecológico del valle de Cuatro Ciénegas. Las fotos en (A) y (B) se tomaron en 
1960 y 1988 respectivamente, y muestran el impacto que tuvo la extracción intensiva de agua en las pozas de La 
Becerra durante ese periodo. En (C) y (D) se nota una reducción drástica del nivel de agua en el sistema Churince, 
durante 2011. Imágenes en (A) y (B) tomadas de Minckley 1992, y en (C) y (D) del blog de Souza 2011. 
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Apéndice I. 

a) Determinación de las condiciones de cultivo de las cepas utilizadas. 

Cultivos de Bacillus en Medio Marino mantienen una densidad baja y toman mucho tiempo 
en alcanzar la fase estacionaria.  Se muestran diferentes cepas y con distintos números de 
operones ribosomales (Figura cortesía de Jorge Valdivia). 

 

b) Comparación del Medio Marino con otras combinaciones de nutrientes.  

La concentración de fostatos, nitratos, y sulfatos utilizada en las distintas combinaciones fue 
la misma que hay en el Medio marino (DifcoTM Marine Broth, BD and Company). Cada 
tratamiento se hizo por duplicado (para una cepa escogida al azahar) y el crecimiento final 
a 12 horas (medido en unidades de DO600) se normalizó con el crecimiento máximo, que fue 
el alcanzado por el agua estéril de Churince + 5g/L de peptona (BactoTM Tryptone, BD and 
Company).  
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Apéndice II.  

Artículo. 

“Variabilidad del número de copias del operón rRNA y de la dinámica de las tasas de 

crecimiento de Bacillus aislados de un ambiente acuático oligotrófico extremo” 

Valdivia-Anistro, J. A., Eguiarte-Fruns, L. E., Delgado-Sapién, G., Márquez-Zacarías, P., Gasca-

Pineda, J., Learned, J., Elser, J. J., Olmedo-Alvarez, G. and Souza, V. (2015). Variability of rRNA 

Operon Copy Number and Growth Rate Dynamics of Bacillus Isolated from an Extremely 

Oligotrophic Aquatic Ecosystem. Frontiers in microbiology, 6, Frontiers, p.1486. [Online]. 

Available at: doi:10.3389/fmicb.2015.01486 

Resumen.  

El operon de genes ribosomales (RRN) es un grupo clave de genes relacionados con la 

producción de la maquinaria de síntesis de proteínas, y por lo tanto con la fisiología del 

crecimiento microbiano. Evidencia experimental sugiere una intrínseca relación entre el 

número de copias de este operon y la disponibilidad de recursos ambientales, especialmente 

de fósforo, porque usualmente las bacterias que viven en ecosistemas oligotróficos tienen 

menos operones RRN y una tasa de crecimiento lenta. El valle de Cuatro Ciénegas (VCC) es 

in complejo ecosistema acuático que contiene una inusualmente alta diversidad microbiana 

que es capaz de persistir bajo condiciones de extrema oligotrofía. Estas condiciones 

ambientales suponen una variedad de fuertes presiones selectivas que moldean la dinámica 

genómica de sus habitantes. El género Bacillus es uno de los grupos cultivables más 

abundantes en el VCC y usualmente posee un número alto de copias de RRN (6-15 copias). 

El propósito principal de este estudio fue analizar la variación en el número de copias del 
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RRN en Bacillus del VCC y determinar sus propiedades relacionadas al crecimiento, así como 

su balance estequiométrico (contenido de nitrógeno y fósforo). Definimos 18 grupos 

filogenéticos dentro del clado de bacilus y documentamos un intervalo entre 6 y 14 copias 

del RRN. La dinámica de crecimiento de estos bacilos fue heterogénea y no mostró una 

relación directa con el número de copias del operón. Fisiológicamente, nuestros resultados 

no fueron consistentes con la hipótesis de la tasa de crecimiento, pues el número de copias 

del RNN estuvo desacoplada con la tasa de crecimiento. Sin embargo, creemos que la 

diversidad en las propiedades de crecimiento de estos bacilos, así como el bajo contenido 

de fósforo en sus células en un amplio intervalo de copias del RNN son una respuesta 

adaptativa a la oligotrofía que hay en el VCC y esto podría representar un mecanismo 

ecológico que permite a estos taxones coexistir. Estos hallazgos aumentan el conocimiento 

en la variabilidad del número de copias del RRN en el género Bacillus y dan pistas sobre la 

fisiología de este grupo bajo condiciones de extrema oligotrofía.  
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....J <t.' jiro'/ld, ~]fom""" ":lrc>lOd 'Sur;l<llO ... " J'f l ab1< S,-" 
H.,.,·,,'('!,'" llb~,UJ" "'tq¡o~",_ o: 1hb "'P)' n_o. (wh"", 
10,," ...... úc. n.. lo """.1 ,<>pie>. -m.d" U ! f",,, eio¡ht l' 
" " "';' .. oM "'"eh . ...... """ " tn I~ .... r .. " . ho....,¡ ,"', 
, .. ........ _,!lo Lb. _ .. ' ''1''' f.o ; 10>. ... " .... 01 dt.1' '''''o 
'" 11><1 """,-ti. 1"' __ (H",,,~ J'. Pnocop.ol ''''''po .. nt 

",", .,,~ ¡!'CA;' ~" ,..'¡",m..! '" ~,,,,il,,, U" ;" .. , ... , .. Uw 

, .. iu<. ,,"~ L . , ... , .. , .-t ... ¡., U,. .. '''''''' '', .. lito ..... ' .. 1, .. " 
:10 CGB m ..... .ll ~ ,,,no. thlt j2. ;I~ 01 lb< ,-..10:.-.;: """ 
"""",,,d 0-, I:-p<l"",( l. _~ ..... ¡j,.d b¡' doublllli' d~ 
:' , ' , "'''-' ''mm ....... ¡, , ,,. :,_, '"~ ,¡" ... _ " ... lOnm ... 
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T_ ·'I_.---·_ io ... _~ ...,_"'_ -
- -"'" 

~ - ,~_.- • ~ _- lO·'. ~ -• " ' .... r x R '~H_ ,. ce"~ ,. '" , "'.C X • • . ,~~'m ,. '-" ", '" , ",,1! '- ~ """":>t o. ,. 02' '" , " vo._ ,. ,. '" ' " • " .. '-' --... , . ,. "2' " '" ,1<,, "; 
"-" ""'"" I .eh ,. "~, '-..~ , ~, m~ I.CV C.-" """ ~'" , " "".'-- " , - ,. " f. ' o ,,~ 

" '"1f·O ~.R_ " , .,. 
"'~ '" " "".,. <Re _ _ ,"'" '" ,. '"' , 

""'.'~ , ~,.,- "'"' ," , ' " "-e ~.o . "- .'_ ,. ,." , '" " • "'. ", "- • .o -"'-' ' " '" , m 

• " " ... ,-, w. g . """", ,,, '" , .. , - Xl g_~ ,. ,.,. .. ,. , " ,,'" « x.o. "- ,_ " ,. .. , .. 
, . - - -}~"":, ~ , . "" " A V< 
, . _ .. · ,_.~· ............ ' ,_ ~ .. "'"~ ... M .... ¡ . ,~ 

" ... n.d W . ~"oo' 1 .. '-";..0 2(-";" o, tI-.< vo~''''., 
.. .J ..... p, i,"-.",U, do::"'''¡ 10 ..1 ... , ..... ti"" (>.·' .. oI ...... a 
"", .. , WVÓ •• í~"pplo ..... ,,' Fi .... 511. .'1 ... , .... w.. ¡ ... l.Iw. 
wlth lh, iLeIo<" "";>!' L uml><" ~'.c .. ;,d " ",,,,, ~..,.¡c ... ; .• ,," , 
11" ..... """" 'lO ; • • """"" '..J"" rn~k r , :11= ,""':" 
m'l" onO' , .. " ,"', , t.. .... .,..."'" rorr nnmM '" ,, _ ......... , 
&.-.. "" en m,! t.. ".",,.,¡ ' o ti.. , .... ,.. ... ~ •. --" ... &mwHo 
df'1" """ "".,,_ .., .... "'" _..t,- lo ti>< .",..tI> ,,, •. 
:10. ... th .... """"...,·;a "" _=-ti> ¿f" " ";'" ol!lo. i""'", 01 
! o.;i/!:.; from doo cea coc'd "". ,_m ,.., bw ""c.¡,:1Io 
o: ""tri"" OJOd e' .. "'m¡oot ~ tl.., ",,' tb "P'''''''''' th, ;c'" .=b<r 01 ",p;.. o,"" ,...."",,,n. 

P alld N Conlents and N:P Ratios in lhe 
b poncnlial Phasc 
'n ...... 1"""'" .• 1 """"'7"'"",~1 ' ....,t ~"~n' .-..,,,,," .. oh 

.... ~l f1OImf'h". """,ti.",, ... t'v <, H ",[>'m -~ oh. !l""" 
!~ loó"" ... e, t<, "'~ P "',, _ . ... ....... 1.,] ~ ... ¡, .. tJ .. 
. "'"' ... ,li.ol ~ .. _ el lO"""" 1" ..... "u~ :!",vt_ ", .. , l IlA. 
SJ:,.\JI th< 1\01;:"" d\c,.;,d. "' __ :ir k ,. Out ,-..u,1< P (,., 
ooaI<ot :1.1,"" _ O ,~, SI) _ ~.6I" MKIuo _ {',2o!l. "'1<Jo 
C (Ji) 1M N "., cont<O.' ol!o !howtd ;.:¡:jo TI1i"'-"t< """ .. 
oh , . .., ~ "" (1< ('''' M, ... _ , . <; m _ <';1 , " .... ,,, _ ".", 
L ' '''l, ~,.," - ...... '"-' -"'6; , ".o.W.., - \/I.<.JI. fu'j, tIt< 
L~ " , .. (~' .. a - "-lO, ID - ¡ . " .. .d, .. - 1'- J1) .00 tIt< 
¡.: ,p , ,, .. (""'" _ 1'" " SD _ aS,l; M..J"', _ !il 1; ~," • ..t 
, w ,"'-I" oIoI. ,"' .. iTAo!, 1). FU . ..,. u.. ~'" ,,, .... ,,~, ... . ..t 
In th< j/o,m"" from e'.< C<::B '""O ",.".",:1 .... lOch'" .... 0 th< 
'.:1oo ,,,,,, n:d b oth<, E.aIllIB _:~ l{ .... Loi:.h< ",d a... · " 
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A : 1 ~ "" "",roo ""'''''' B. '''''''' '1 hall di< lo""" P """ l<IIt 
. , 011 lb< .",.",., . ",')=l ,hU ¡ ........ '" bo<l lb< ~

L ,IIt. N <c"'"' Th< ~<oIr.t", ]) .. d E (B. . "'h, ...... "" rLIl< 

, nd "" ,u """"" ' ''''' ''' "" ...... "-,.I ~.-, ....,.,.,.. Iow "<~ ,..,."" 
. nd t..d tt .. "-_ H 'O_ 0' .\10""",,, oto. p""""" ,ooJ.o.. 
,,~h t>~ ., . ''PO'''' ... """ (8, G, .",1 O:' •. ,"".,¡ Jo.. ~¡,p , .00., 
" ..... . ....:.u,.~ • . LI, . h.." """l." uI n " ' ... ",,, . .... " . 1, ... 
do , h.~, <>in,ttd N.- P ",ti" . lo , d:1Jt!oa, "'" ,." l",i.JIc> 
.. -"«1 .. S, "''';, ''','''~ ,IOOWN ""rmo>±lI< nJo¡., of th.> 
, 1tm<aUl ,IIi, :n blt ! l. 110,,,, .. ",1" "'". no! '''''''''fU with 
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,~, 

OISCUSSION 
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d, .... ............ ... n."' .. ,n V""'" .. " dyn_" " d ,¡, ... ot~ 
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' ........ ' ~itIO "" .. , ... """' ''0<1 " ..... di""" ",, ",,'lo" !""''']!!" 
..... ,,,p,,"" '" tIoo ..... ~b ........ tt." .. cIo , ompkn •• "' . 
.. ...tI .. tb. 0 .... 11 . , .• '~ ... « no" , .. ...... al , ,,,,,,an. ton 
:loi .. " ...... 01. ........ " .. U .. llou';.", . . ... , ... ,,, .... ...... 
J .... ,lv "", _ .... '-4 .... ,;,1 .. 1, H, B..d .. "","Le"" ".1.:.. ... 
SS tt-",,,,,, .. ~nt ",JIo. :mol ..,.." .. ",",,,,,ly Io::]" .... , ... "t 
"'11m fC~m"" '" 01., :!OlO\. .\10"""'", "",mir B«;h, "' ... .,. 
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Iao-_"",""n' """" ...... , :Ab"" <t o.L. 2OOIl, 1I1l~ :' . .. ..... 
.. ..-. • """ .. ' ''''''''' (M,rnoo-u",llin .t.1. :>OI l ~ Fa~Jw.
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W""""' .. .t . • ) [1:' 

M.,., 01 '""' iI:ob, .. """" Irom 0 .. 1":0, ",1.,,, lo .... "> 

Itml..::.a bb , .... " """"'. dr,' duo t> ... ", ov<,oxplolt l<1oo 
(Sooz:. '" al. :!006, :!Oll~ I m,,~nJy. " .. " .. :1m", dor1nc 
thb <arr.p"~;moo, ~.< r<<::'1<"d th: [.lm< r',)'Io_, 111 c'.< 
"'¡¡"",rlt. ¡. tbt "Ir" >am,blli"!ilt. It ho.. h<tIl or, ..... " ... 
...u",,,,,, ir thc -nJlio, hoOiIo'.' ~,.i!:", in ,110 Ce! be""",, 
"""T rh)n""'"' .... ~,... ,"",,,¡ ,...,. ",rl " " ... """",..o 
"" .. "'.-i) . .. <1; ....... , " "' r1",& n-" 1" .... ' -" .. , ......... , 
"" U I. u,. , ... uk'''Pf<''' ... haI b.. bo .. "~ 1"<""""01,, 
, .,. c"", ..... ,¡,J. J.wj. ~q",_,l ,j,,~~ 'tr ' n ,e... "',,' ... , ... 
out..-.-. 01 "".,01" b.OO< lot .... ",,". witIoin ti.. """"""."', 
cen, U d.' D' ~I t_.to,." .... · "..n.o, ........ .., . .,. -.l 
""'6 .... -...,.., .", 'lo! ,--,J ....... ,d ",,;'¡'¡UL, ." ,,,·;m_,,",.'" 
,",o.liw_. {&.u. . L ... . l Dl1I 

Variation in rrn OperQn Numbers 
"'. trmoo no - r" '",W,", ''f'''~"'& "n ..... ';. "" ~l""""" 
'0I'T ",,".o.r .. . m roo" m ti>< ,,~ 01 Oa.1t:io in • 10 ... -
.... " .... """"'.n .... .. , lo. ,." ",,,,,",, ,, ""'''J'''rlHI Iw>a .... 
"" '1"'''' e'N . nm",- " . _I-,,"""~ ",,,,'..-1 1 .. . ,¡,., 
b.. ho." "",,,,,, .. loo .. "" • ..ro "'''' b"",," Ioh>t¡h -.l 
' ''P ....... ¿n orolos.cd """ ;T ro. .. In, ...... (Kl.opF"0bodo 
• L .L, 1,m . ¡"' . .. "" • .,.¡ SebnLJ '. lOOoI; (i,,,,," ...... !OOI~ 

A.·..;.. • .,¡ "adio> bn qaoóhN u.. COCY """"- 01 
............. , _, .",u, i",1.oIoJ (, ..... ";" ..... ,,.u! ...... ~ ... 
iaU,,¡u .• ",m. Iv, _1'-"', "' .... &cO/I ... >1, ......... ..... ,-.1 
n;:>p~h '" & , .'OC"" ,]U.,...", .. ol... 1001, V1<rl, SU ... >nd 
Roe .... !IIIS~ H.,..· •• .-«. 1M> p:v~ou< <n:JIoi 1=. Ó><>I .... 00 ". 
"1"'" "'P1 nwrb:r la ," :lo . dl'l<", ~"",pof "",xI,d/l~ s;«k< 
1<.thlll C'.< ,""O"; "".-m"" 1r.04 Jo.. i/l , ,11<:0<1 ".-t IC IUII: '" ~'itb 

"''''''''Ir lo..- /lotn, ,,, ~b;~IT. 

....... ~...-..-~ • 

p,"' .... , _~ h ...... " n OOi .... ,."""'.;, ,...,...., .. , 01 "''''' 
~ .. "'-"'L.d 1,"'" .... CC! w.... ......... 2OIl& l!O10~ f..N 
... '--.... d" , • • ~ ...... ,.1,,-, 0I!, ....... wlrnou~ ..... ,,, ... l<d ., ,,. 

"" o;.oroo <opio< (A.::o=., .... :1010; c~,1Itbool '""""~ 
E ,....,,'. 1/1 o. =J..a, "'" q·, ,,,t fod . ..... <opio!, ",rh.po 
!>"'JO" "lO d ~""",,-,, in IÚ.< ~ 01'<"'0' , .. '" ' oo "" .• 
.. b< d:",-1«! 1".' ,h< 1"11" h;,ld m<dIod, ~'""enb<l= ",do 
d;~ mallY_ ..... ..tt .. th . .. .", .. afd,1& . .. ",,,,,,,re.! 
"'-"'"./liT"""'''' " !l, ¡OOl: , """,", ,ro,,,, ¡",'&I<<I ,-,,,,. 111< 
, , '" " ..... .,¡ Irom., '" " "",..,...,., .-nc'" ",- ' .-j, " '~"" " .. , 
_'" 1"''''' '''' q n._ '¡;'-"""o, ",- .... "" B;V"'" (Irom ~, "' " 
""P'" "f'<""d "' ~~Ull. "odd.rd .. " ., lO»). '11." '' '"o of 
"f""'" "'P"" ,"", .. Iu, "",,"d Jo. "f""1<' ¡", .... 1 .. , Irom 
"" c m Ooau,,'" io.. ¡, .... t....., .. .-cid m.U •• "" . ., (l o .. 
' ¡(_ .. ""Io<l"} U .. 1>."""- ia , ft ooo<'=1U< .... iromm ... ,.,h .. 
.... CCll Tbó. "" .IJ ¡,. 11 .. ,_ J. .. .u .... ~ .. CC~ i",t.&o. ,""L<o1 
.. ll """""'"" . . .... il "'OC" ,1" , "". bl~"" ,Wd ia, J...,' 
...-.pl! . 1'" Ii::,.:hr . m1roDmortUl ""d ltloa< ro :1000 of th. 
<:CB' P.lm~ • • " , ¡OOl , s.-. ....... :!006. ~~W Tu .. ... ,'" 
ibis _ro ,",o """PlfOO 'o, ",,*,, _ .Ó do" (ro", <h, ""-"" 
d,,"'-. E. a,,,,¡;1Ia= "'u \'12 h., "",.", ". "¡1M>" al' lo. 
\out .. rr-"O.""oj ,""0. in our ... "r>i~ "" foIL'ld , r~ Slru 
_;th m """:~ Th< ".DB s, ,.mi" ",,,in> &<.m :1< d,,~ 
. Ion .... ' 1m ... ;t!<' '" ,,~" .... '~ i o .. .. " ....... ;" w. ~'''''''¡ • 
_iN ' """ ( ...... ........... '''1'; .. \ On , ...... ,,, .. ¡''"~ .... .-.. 

"'P'" n/ ti-. " . ' PO "'" """......,,-,,.,1 m , ... ,t .'_~< .......... . 
_~ ,J. >l. I""' '¡.' .. loo, .. , .. 1.1,. '" 'Iv <, "h.'" "ehl, ,.¡_' .. 
. 0<1 _¡", "'1' __ S<oob ¡"',.,...&< Y .. ~¿'iL .. w .. .., ..... t<ol 

1»' """"', .. al :' 001) Ó>r """'nI b"oIoml "",.o_. ¡"'r 
~"-"H..t.d ...... , ..... , J s...;;Ja 110" I",J ..... . ...J ,ori , ..... 
1,"," e .. lo U" .. " -'1';'" 50"",,- -..1 .... ,,;Ib • 1" ... , 
" .. , ... "r ~"';;¡ ... """,,_'" ...... ..J al"ulu ,,, ;.Lió,, ,:b",; 
•• .L , :!OOH Au.v,J .... , . ~" CCB·. ,"-1. ,.J.I..l, p..,;I ... . Ll.o 
ilo<1l., '¡''''''''¡ . lJIIIb 101'<1 o/ in" ... ,\,< &e ... rlo~ .. , iN .. 'n< 
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