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Resumen

Las microbialitas son estructuras organosedimentarias que se han depositado y acrecido como
resultado de la actividad microbiana; principalmente por bacterias, cianobacterias y microalgas.
Estas estructuras presentan una gran diversidad filogenética y metabdlica asociada al tapete
microbiano; donde se llevan a cabo interacciones bioldgicas, procesos biogeoquimicos y procesos
de precipitacion mineral (activos o inducidos). Estudios previos sugieren que las bacterias
reductoras de sulfato (BSR) podrian estar involucradas en el proceso de litificacion, junto con las
cianobacterias y otros heterdtrofos aerobicos.

El lago crater Alchichica es un sistema salino alcalino que presenta este tipo de estructuras
organosedimentarias distribuidas en el litoral y hasta mas de 30 m de profundidad. En este estudio
se identificaron las BSR por métodos independientes de cultivo en varias microbialitas distribuidas
a lo largo del litoral y en profundidad. Se analizaron un total de 11 microbialitas de litoral y cuatro
en un gradiente vertical (3, 10, 20 y 30 metros de profundidad). Se realizé un estudio de la regién
hipervariable V4 del 16S rDNA para identificar las bacterias y arqueas presentes mediante
secuenciacién masiva. También se construyeron librerias de clonas para secuenciar los genes dsr4,
que codifican para la subunidad a de la sulfito reductasa, clave para la sulfato reduccion.

La caracterizacion mineraldgica de las microbialitas mostrdé una composiciéon principalmente
de aragonita e hidromagnesita en concentraciones variables. Asimismo, se determin6é que el S
encontrado en estas microbialitas, se encuentra asociado al tapete microbiano dentro de los primeros
milimetros de la estructura. La abundancia relativa de BSR potenciales (basada en el 16S rDNA
total), fue de aproximadamente el 1.1%, donde los 6rdenes Desulfobacterales y Syntrophobacterales
fueron los mas representados. Paralelamente, los genes dsr4B también se amplificaron para
confirmar la presencia de BSR. Las secuencias DsrA de las microbialitas se relacionaron con
aquellas de BSR de las familias Desulfobacteraceae y Syntrophobacteraceae. En las microbialitas
de litoral se encontraron 7 filotipos dsr4, mientras que en las microbialitas de 10 a 30 m sélo se
encontr6 uno.

Este estudio representa la primera exploracion molecular funcional dirigida para determinar y
caracterizar las bacterias sulfato reductoras en las microbialitas del lago crater Alchichica. Nuestros
resultados sugieren que las BSR en microbialitas tienen una abundancia relativa baja (~1%). Sin
embargo, éstas pueden ser importantes en la composicioén y estructura del tapete microbano de las
microbialitas al estar acopladas con la fotosintesis anoxigénica de grupos como Chromatiales,

principalmente en las que se encuentran por debajo de 10 m de profundidad.
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Abstract

Microbialites are organosedimentary structures that have been deposited and accreted as the result
of microbial activity, mainly by bacteria, cyanobacteria and microalgae. These structures present a
great phylogenetic and metabolic diversity associated with the microbial mat, where biological
interactions, biogeochemical processes and mineral precipitation processes (active or induced),
occur. Previous studies suggest that sulfate reducing bacteria (SRB) could be involved in the
lithification process, together with cyanobacteria and other aerobic heterotrophs.

Alchichica crater-lake is a saline alkaline system that presents these organosedimentary
structures distributed in the littoral and until 30 m depth. In this study, we identify the SRB by
culture independent methods in various microbialites distributed along the littoral and depth. A total
of 11 littoral microbialites and four in depth (3, 10, 20 y 30 m) were analyzed. We surveyed the V4
hypervariable region of the 16S rDNA to identify the bacteria and archaea present, using a high-
throughput sequencing platform. Clone libraries were also constructed to sequence the dsrA gene,
which encodes for the a subunit of the sulfite reductase, key for sulfate reduction.

The mineralogical characterization of microbialites showed a main composition of aragonite
and hydromagnesite in variable concentrations. It was also determined that the total S in these
microbialites was associated with the first millimeters of the organosedimentary structure. The
relative abundance of potential SRB (based on total 16S rDNA sequences) was of nearly 1.1%,
where the Desulfobacterales and Syntrophobacterales were the most represented orders. In addition,
dsrAB genes were also amplified to confirm the presence SRB. The DsrA sequences were related to
Desulfobacteraceae and Syntrophobacteraceae. Littoral microbialites showed 7 phylotypes of dsr4,
while microbialites at 10 to 30 m depth only displayed one.

This study represented the first molecular functional survey to determine and characterize the
sulfate reducing bacteria in lake Alchichica microbialites. Our results suggest that SRB have a low
relative abundance (~1%). Nonetheless, this group can be important by being coupled with the

anoxygenic photosynthesis carried out by Chromatiales order, mainly below 10 m depth.
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1. Introduccion

El azufre (S) es uno de los elementos mas abundantes en el planeta Tierra. Este se
encuentra principalmente en forma de pirita (FeS,) o yeso (CaSOs) en rocas y sedimentos,
y en forma de sulfato en agua del mar (Muyzer y Stams, 2008). El sulfato (SO,%) es la
forma mas estable del azufre en ambientes 6xicos, mientras que las formas reducidas (de -2
y 0) son comunes en ambientes andxicos (Sievert et al., 2007). El ciclo del azufre es
complejo por la amplia gama de estados de oxidacion del mismo (-2 a +6), y puede ser
transformado tanto quimica como biologicamente (Sievert et al., 2007; Muyzer y Stams,
2008). En las transformaciones bioldgicas, los microorganismos juegan un papel
fundamental por la serie de reacciones 6xido reduccion que llevan a cabo (Fig. 1). Por lo
que este ciclo depende de los microorganismos, quienes actian también en otros ciclos

como el del carbono, el nitrogeno, el fosforo y el hierro (Sievert et al., 2007).

Compuestos
organicos
sulfurados .
Reservas de Proceso de Minerales
sulfato (agua mineralizadén sulfidicos
de mar) (gj, Pirita)
Reduccion Reduccion de

asimilatoria

sulfato
desasimilatoria,

Oxidacion -
bioldgica con 0,0
NO;
Oxidacion

Reduccion de azufre
Oxidacién / €5PONtaNnea.
bioldgica con O; 0

desasimilatoria
Oxidacion

NO:
& biolégica con O; 0

NO;
v
Oxidacion anaerobia por

bacterias fototroficas.

Oxidacion anaerobia
por bacterias

Figura 1. Procesos biolégicos de transformacién del azufre.



1.1.Los procesos biologicos de transformacion del S

Los compuestos del azufre pueden ser usados como aceptores o donadores electronicos
dependiendo su estado de oxidacion. Estos procesos incluyen la reduccion de sulfato o de
azufre elemental por bacterias sulfato reductoras quimiorganotroficas, y procesos
oxidativos como la oxidacién del azufre (por bacterias sulfurosas quimiolitotroficas)
(Sievert et al., 2007; Muyzer y Stams, 2008). Debido a la variedad de compuestos del Sy a
sus diferentes estados de oxidacion, existe una gran diversidad de procesos asociados a la

transformacion bioldgica de este elemento (Tabla 1).

Tabla 1. Reacciones de oxidacion y reduccion del ciclo del S. Modificada de Canfield y Farqhuhard
(2013).

SO +2[CH,0], > H,S + 2HCO; Sulfato reduccién
2SO32' +3CH,0 + H > 2H,S + 3HCO5 Sulfito reduccion
48" + 4H,S - 3H,S + SO42'+ 2H' Desproporcion de azufre
4505’ + 2H' > H,S + 380, Desproporcion de sulfito
S,0;* + H,0 > H,S + SO~ Desproporcion de tiosulfato
H,S + CO, > CH,0 + H,0 + 28° Oxidacion fototrofica de sulfuro a azufre
H,S +2CO,+ H,0 » 2CH,0 + SO42'+ 2H" Oxidacion fototréfica de sulfuro a sulfato
28+ 3CO,+5H,0 2> 3CH,0 + ZSO4Z'+ 4H" Oxidacion fototréfica de azufre a sulfato

*[CH,0],, formula condensada de las moléculas organicas, donde n>2

1.2.La reduccion de sulfato

La sulfato reduccion involucra la reduccion de la forma mas oxidada del azufre (i.e. sulfato,
SO4?). Este proceso puede ser asimilatorio —para la obtencion de S para construccion de
biomoléculas—, o en la respiracion anaerobia de sulfato —para la obtencion de energia—
(Rabus et al., 2013). Los microorganismos sulfato reductores han sido organismos
importantes desde el surgimiento de la vida; y consecuentemente, durante gran parte de la
historia evolutiva del planeta Tierra. Asi mismo, la evidencia isotopica indica que el
proceso de reduccion de sulfato evoluciond antes que la fotosintesis oxigénica por
cianobacterias (Baumgatner et al., 2006; Braissant et al., 2007).

Filogenéticamente, los microorganismos que participan en los procesos de
metabolizacion y recirculacion del azufre se encuentran distribuidos entre grandes linajes

(Sievert et al., 2007). Hasta el momento, se tiene registro de procesos de sulfato reduccion



en microorganismos de los dominios Bacteria y Arquea (Tabla 2). Sin embargo, existe
registro de procesos de sulfato reduccion asimilatoria en Euglena gracilis, ciliados, plantas
y otros eucariontes (Patron et al., 2008). En este tipo de reduccion, los microorganismos
pueden reducir el sulfato a sulfuro dirigido a la formacién de compuestos organicos como
aminodcidos (cisteina y metionina), coenzimas (coenzima A, biotina y tiamina) y la
formacion de grupos azufre-hierro en metaloproteinas (FesSs) (Atlas y Bartha, 2002;
Sievert et al., 2007; Muyzer y Stams, 2008).

Respecto a los procesos de respiracion anaerobia de sulfato, las arqueas sulfato
reductoras (pertenecientes al orden Archaeoglobales) son de importancia biogeoquimica en
ambientes termofilos, v.g. ventilas hidrotermales y pozas de campos geotérmicos (Rabus et
al., 2013). Mientras que en ambientes frios y templados existe la predominancia de las
bacterias sulfato reductoras (BSR). De esta manera, una gran parte de los géneros de BSR
son encontrados dentro de d-Proteobacteria y familias como Nitrospiraceae (Nitrospirae),
Thermodesulfobacteriaceae ~ (Firmicutes) 'y  Thermodesulfobiceae  (Firmicutes),
principalmente (Sievert ef al., 2007; Muyzer y Stams, 2008; Zhou et al., 2011). Para fines
de esta tesis, nos referiremos en adelante a los organismos sulfato reductores como aquellos

capaces de respirar anaerobicamente sulfato.

Tabla 2. Principales géneros de Bacteria y Arquea que llevan a cabo la respiracién anaerobia de
sulfato (Tomado de Sievert et al., 2007; Zhou et al., 2011)

Género Afiliacion filogenética

Desulfovibrio
Desulfobacter
Desulfolobus
Desulfosarcina Bacteria, Proteobacteria, Deltaproteobacteria
Desulfonema
Desulfococcus
Syntrophobacter

Thermodesulfovibrio Bacteria, Nitrospirae, Nitrospira, Nitrospirales, Nitrospiraceae

Desulfotomaculum

. Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Peptococcaceae
Desulfosporosinus

Archaeoglobus Archaea, Euryarchaeota, Archaeoglobi, Archaeoglobales,
Archaeoglobaceae




1.2.1. Distribucion y rasgos fisiologicos de las BSR

Durante muchos afios, las BSR han sido consideradas como organismos anaerobios
estrictos, ya que emplean el sulfato en reacciones de energia-rendimiento como aceptor de
electrones en respiracion anaerobia (Freyre, 2006; Sievert et al, 2007), por lo que se
distribuyen universalmente en sedimentos marinos y de agua dulce (Dolla et al., 2006;
Muyzer y Stams, 2008). Sin embargo, la capacidad de algunas BSR para sobrevivir a una
exposicion transitoria de oxigeno y realizar procesos sus procesos metabdlicos en estas
condiciones ha comenzado a ser documentada (Sigalevich y Cohen, 2000; Cypionka, 2000;
Mogensen et al., 2005; Baumgatner et al., 2006; Braissant et al., 2007).

Por lo tanto, se puede decir que las BSR son un grupo heterogéneo de bacterias que
habitan primordialmente ecosistemas anaerobios (Hansen, 1994); generando iones
sulfhidrilo (S*) como compuestos finales de su metabolismo (Muyzer y Stams, 2008).
También pueden metabolizar una variedad de compuestos que van del hidrogeno (H,),
hasta acidos orgénicos (lactato, acetato, etc.), y varios tipos de compuestos aromaticos
(Atlas y Bartha, 2002; Freyre, 2006; Braissant et al., 2007). Paralelo a la gran diversidad de
los sustratos donadores de electrones que pueden usar las BSR, éstas pueden encontrarse en

una serie de ambientes de entre un amplio margen de pH, temperatura y salinidad (Atlas y

Bartha, 2002).

1.2.2. El empleo de herramientas metagenomicas para el estudio de

las BSR

Los estudios sobre las BSR se han centrado principalmente a sedimentos marinos, ventilas
hidrotermales, tapetes o costras microbianas, entre otros (Caumette, 1986; Amann et al.,
1992; Teske et al., 1998; Minz et al., 1999; Bosak y Newman, 2003; Muyzer y Stams,
2008; Barton y Fauque, 2009, Sorokin et al., 2011a; 2011b; 2012; 2014). Sin embargo,
existen muy pocos trabajos referentes a las BSR en lagos, los cuales se enfocan
principalmente a los sedimentos profundos o tapetes microbianos de la zona litoral (Sass et

al., 1997, 1998; Wright, 1999).



El estilo de vida -en ocasiones estrictamente anaerdbico- y la lenta tasa de
crecimiento de las BSR, las vuelven dificiles de aislar e identificar por medio de técnicas de
cultivo. Por esta razon se han utilizado enfoques alternativos independientes de cultivo,
particularmente basados en la secuencia del gen 16S rRNA para caracterizar las
comunidades bacterianas proporcionando un marco mas general para estudios de su
diversidad y abundancia microbiana en ambientes naturales (Guan et al., 2014). Sin
embargo, los organismos sulfato reductores no forman un grupo filogenéticamente
coherente, y se encuentran en diversos grupos de Bacteria y Arquea (Tabla 2), por lo que
este marcador presenta problemas técnicos en la asignacion de las capacidades sulfato
reductoras.

Por lo tanto, el empleo de genes funcionales (i.e. involucrados en la funcién de la
sulfato reduccion) se ha implementado para identificar a las BSR responsables de este
proceso biogeoquimico en diversos ambientes (Wagner et al., 1998; Dhillon et al., 2003;
Guan et al., 2013; 2014; Angermeyer et al., 2016). Especificamente, uno de los genes
altamente conservados en las BSR, codifica a la enzima sulfito reductasa no asimilatoria
(Dsr), que realiza un paso enzimatico clave en la reduccion de sulfato y se encuentra en
todos los sulfato reductores conocidos (Wagner et al., 1998). Consecuentemente, ha sido el

mas empleado en varios estudios de microorganismos sulfato reductores.

1.2.3. Las enzimas involucradas en la sulfato reduccion

A pesar de ser de origen polifilético y tener diversas adaptaciones fisiologicas, las BSR
hasta el momento descritas se unifican al tener la misma via central para la respiracion de
sulfato con las enzimas ATP sulfurilasa (Sat), adenilsulfato reductasa (Apr) y (bi)sulfito
reductasa no asimilatoria (Dsr) como eje rector del proceso (Oliveira et al., 2008).

La sulfato reduccion es un proceso citosolico de 6xido reduccion acoplado en la
membrana citoplasmatica, por lo que involucra una serie de transportadores, acarreadores
electronicos, y enzimas citosolicas y de membrana (Fig. 2) (Oliveira et al., 2008).
Primeramente, un transportador especifico permite el paso del SO4* al citosol, donde es
fosforilado por la enzima ATP sulfurilasa (Sat), y convertido en el intermediario

adenosinfosfosulfato (APS). APS es luego reducido por la adenililsulfato reductasa



(AprAB), a sulfito S0;7?, el cual, sera finalmente convertido a H,S por la sulfito reductasa
no asimilatoria (DsrABC). En todos estos procesos de reduccion, existen proteinas de

membrana que aportan los electrones necesarios (DsrtMKJOP y QmoABC).
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Figura 2. Enzimas, transportadores y acarreadores electrénicos implicados en la respiraciéon anaerobia
de sulfato. Tomado de Oliveira et al., (2008).

Dsr es, cominmente, la enzima mas empleada en el estudio de organismos sulfato
reductores. La enzima se compone de 2 subunidades enzimaticas (o y ) que corresponden
a DsrA y DsrB, y estan codificadas por los genes dsrA y dsrB, respectivamente (Fig. 3a).
En algunas bacterias como Desulfovibrio vulgaris, esta enzima viene acoplada a la
subunidad y (DsrC), y que tiene la funcién de transporte de electrones (Oliveira et al.,
2008). Dsr pertenece a una familia de proteinas que también incluyen la sulfito reductasa
asimiladora (aSiR), a las reductasas de nitrito (aNiR), a las aSiRs monoméricas de bajo
peso molecular y otras dSiRs como AsrC y Fsr (Crane et al., 1996; Loy et al., 2008).

Los genes dsrA y dsrB son paralogos, y muy probablemente se derivan de un evento
de duplicacion de genes temprano que precedid a la separacion de los dominios de Arquea

y Bacteria (Wagner et al., 1998; Dahl et al., 1993), de acuerdo con un inicio muy temprano



de la reduccién bioldgica de sulfito. Igualmente, se conservan en todos los genomas de los

organismos sulfato reductores identificados hasta el momento (Fig. 3b).

b)

dsrA dsrB  dsrD dsrN

Desulfovibrio vulgaris ‘ ‘

dsrA dsrB . dsrD dsrN

Desulfobacter vibrioformis ‘ -
dsrD dsrA dsrB dsrN _ dsrC fd,
Thermodesulforhabdus norvegica - ‘ ‘
dsrA dsrB _ dsrD fdx

!

»

Archaeoglobus fulgidus

Figura 3. La enzima sulfito reductasa y los genes que codifican para esta enzima. a) Esquema de
listones de la sulfito reductasa DsrAB (022) (PDB 3MMS). b) Distribucion de genes de la sulfato
reduccion en Bacteria y Arquea. Tomado y modificado de LeGall y Fauque (1988) y Zverlov et al.,
(2005)

Las secuencias dsrAB ha permitido la inferencia de las secuencias aminodcidicas de
DsrAB. Los analisis de DsrAB han mostrado que existe una aproximacion adecuada de la
filogenia de esta enzima, ademés de que es posible distinguir entre la enzima reductiva y la

oxidante (Wasmund et al., 2017).

1.3. Los procesos de precipitacion de carbonatos asociados a la sulfato

reduccion

Investigaciones previas mencionan que las BSR podria estar participando en procesos de
litificacion en tapetes microbianos, donde se combinan los procesos metabolicos de estas
bacterias con las cianobacterias y otros heterdtrofos aerdbicos, todos promoviendo la
precipitacion y disolucion de carbonato de calcio (Baumgatner et al., 2006). Asimismo, los
organismos que reducen SO,” y consumen 4cidos organicos, producen grandes cantidades

de sustancias exopoliméricas (EPS) (Bosak y Newman, 2006). Las BSR facilitan el



incremento de la cantidad (o disponibilidad) de iones carbonato en el EPS, al consumir

sulfato y producir sulfuro aumentando el pH y por tanto la alcalinidad (Ecuaciones 1 y 2).

SO, + 2[CH,0], — HS + 2HCO; + H' Ecuacién 1

Ca’" + HCO; — CaCOs) + H' Ecuacion 2

De esta manera las BSR pueden ser consideradas parte de los microorganismos que
participan en la precipitacion de carbonatos en consorcios microbianos complejos como
tapetes y microbialitas. Los cuales a su vez proporcionan sitios de nucleacion heterogénea

para fomentar los procesos de litificacion (Braissant ef al., 2007).

1.4.Las microbialitas y su distribucion en México

Las microbialitas son estructuras organosedimentarias que se han depositado y acrecido
como resultado de la actividad microbiana (bacterias, cianobacterias, y microalgas), del
sedimento detritico y la precipitacion mineral local (Burne, 1987). Estas estructuras
presentan una gran diversidad filogenética y metabdlica —asociada al tapete microbiano—
(Reid et al., 2000; Centeno et al., 2012), donde se dan interacciones biologicas y diversos
procesos biogeoquimicos y de precipitacion mineral (activa o inducida).

Las microbialitas representan también los ecosistemas geomicrobioldgicos por
excelencia con un registro fosil, que se remonta a 3500 millones de afos (Grotzinger y
Knoll, 1999). Las microbialitas antiguas formaron enormes arrecifes de carbonato
comparables en tamafio a los arrecifes de coral modernos, dominando la vida en nuestro
planeta durante el 80% de la historia de la Tierra (Awramik, 1984). Los microbialitos
modernos, por el contrario, son relativamente raros, pero se han encontrado en diversos
habitats, incluyendo ambientes de agua dulce, marinos e hipersalinos (Laval et al., 2000;
Reid et al., 2003; Breitbart et al., 2009; Santos et al., 2010; Centeno et al., 2012; Farias et
al., 2013; Schneider et al., 2013; Perissinotto et al., 2014).

En México, existe registro de estos andlogos modernos, y recientemente se ha
estudiado su diversidad bioldgica, su diversidad microbiana y los factores que estructuran

la composicion del componente bacteriano (Centeno ef al., 2012). Entre los sistemas mas



estudiados se encuentran los de Cuatro Ciénegas (Coahuila) y los del lago crater Alchichica

(Puebla) (Breibart et al., 2009; Couradeau et al., 2011; Centeno et al., 2012).

1.5.La microbiologia de los lagos volcanicos y tipo maar

Los lagos volcénicos han sido estudiados ampliamente en otros paises. Sin embargo, en
Meéxico se encuentran pocas investigaciones sobre ellos. En México existen diversos lagos
asociados a procesos de vulcanismo o magmatismo, como los que se encuentran en las
cercanias del Valle Santiago, el lago crater de Tacambaro (Michoacéan), y los lagos maars
de la cuenca oriental de Puebla, entre otros (Arredondo et al., 1983). Los primeros estudios
realizados en estos sistemas describen generalmente sélo la geologia y el origen de los
lagos, como en el caso de los denominados Axalapazcos de Puebla (Arredondo et al.,
1983).

Existen investigaciones que se han enfocado al estudio de las comunidades
microbianas, como aquellos en el lago Isabela, Nayarit (Alcocer et al., 1998), o el
fitoplancton en La Alberca en Tacambaro, Michoacan (Herndndez-Morales et al., 2011).
Sin embargo, las investigaciones sobre las BSR en estos sistemas han sido en escasos, y
solo reportados en tapetes microbianos, lodos, y en un geyser del sistema hidrotermal “Los
Azufres” (Michoacan) (Brito ef al., 2014).

En cuanto a los lagos tipo maar de la Cuenca Oriental en Puebla, los trabajos se han
centrado principalmente en el lago Alchichica, donde se ha estudiado principalmente su
morfometria (Arredondo et al., 1983) y su hidrodindmica (Alcocer y Lugo, 2003); su
geologia y la quimica de sus aguas (Armienta et al., 2008; Can, 2011; Mancilla, 2012). Los
estudios de la comunidad microbiana se han enfocado al fitoplancton (Oliva et al., 2001;
Alcocer, 2008), ciliados (Lugo et al., 1998; Bautista y Macek, 2012; Macek et al., 2017) y
la comunidad de picoplancton autotréfico y picoplancton heterotrofico, donde se
encontraron grupos pertenecientes a las BSR en la columna de agua (Hernandez-Avilés et
al., 2010; Bautista y Macek, 2012).

Las microbialitas del lago Alchichica muestran diferencias en la estructura de la

comunidad comparadas con otras de México, y ¢ésta se encuentra influenciada



principalmente por la conductividad eléctrica y el pH (Centeno et al., 2012). Los estudios
previos del componente microbiano muestran que tienen una gran diversidad de
cianobacterias, bacterias heterotrofas —incluyendo Planctomycetes, Bacteroidetes,
Acidobacteria, y Proteobacteria—, y algunas litotréficas del ciclo del N en las microbialitas
(Couradeau et al., 2011; Couradeau et al., 2011; Centeno et al., 2012; Valdespino-Castillo
et al., 2014; Alcantara-Hernandez et al., 2017). Hasta la fecha no existen estudios sobre los
organismos sulfato reductores en estas estructuras organosedimenatrias. Sin embargo, los
andlisis de diversidad 16S rRNA muestran que existen bacterias potencialmente sulfato
reductoras, dentro de los fila Deltaproteobacteria y Firmicutes (Couradeau et al., 2011;

Centeno et al., 2012).
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2. Justificacion y preguntas de investigacion

2.1.Justificacion

Existe poca informacion acerca de la reduccion de sulfato en lagos tipo maar en México.
Varios estudios han sugerido que el pH y la salinidad influencian determinantemente la
estructura del ensamble bacteriano. Paralelamente, las altas concentraciones de compuestos
de azufre en estos lagos impulsan su ciclaje de forma activa. La parte oxidativa del ciclo del
S es llevada a cabo por microorganismos quimiolitoautotrofos aerobios y fototroficos
anoxigénicos. Mientras que la reductora es llevada a cabo por las BSR, un grupo muy poco
estudiado en México pero que complementan una fraccion importante de este ciclo.

Existe una distribucion diferencial de las BSR dependiendo de varios factores como
la concentracion de oxigeno o el potencial redox. Inicialmente éstas fueron descritas como
microorganismos anaerobios estrictos; sin embargo, se ha encontrado también BSR que
pueden acoplarse a rutas ligadas al metabolismo aerobio. La columna de agua del lago
Alchichica presenta concentraciones considerables de compuestos de azufre, aunado a
variaciones en la concentracion de oxigeno. El lago tiene una hidrodindmica en la cual se
mantiene estratificado aproximadamente 8 meses del afio (monomictico calido),
presentando anoxia en el hipolimnion. Estas condiciones favorecen potenciales reducidos
apropiados para el metabolismo reductor del azufre. Asimismo, las microbialitas tienen un
gradiente de oxigeno en los primeros milimetros de profundidad, en los que la sulfato
reduccion forma parte importante de los procesos bioldgicos, pero que no ha sido estudiada
en detalle.

Las BSR también se relacionan metabolicamente con otros microorganismos que
llevan a cabo procesos en diversos ciclos biogeoquimicos como los del carbono, nitrogeno
y el procesamiento bidtico del hierro. Por ejemplo, interactiian con organismos fototroficos
anoxigénicos y oxidadores de metano anaerobios, entre otros. En las microbialitas y tapetes
microbianos litificados, la precipitacion de carbonatos es un proceso que puede estar
asociado a la sulfato reduccion.

El lago crater Alchichica es un sistema cuya hidrodindmica ha sido estudiada durante

varios afios; sin embargo, los microorganismos encargados del ciclaje biogeoquimico del
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azufre en las microbialitas —y que pueden estar involucrados en procesos de precipitacion—
no han sido estudiados atn. Por ello, se plantea el estudio de las Bacterias Sulfato
Reductoras (BSR) en las diferentes microbialitas distribuidas en el litoral y en la vertical de
un lago tipo maar, incluyendo también el analisis de las caracteristicas fisicoquimicas y

geoquimicas en cada nicho de estudio.

2.2.Preguntas de investigacion
El presente proyecto de investigacion plantea: i) identificar a los organismos sulfato
reductores en diferentes microbialitas del lago crater Alchichica en un gradiente vertical y
en litoral, ii) describir el ambiente fisicoquimico y iii) determinar las diferencias entre las

comunidades sulfato reductoras en el mismo gradiente vertical.

3. Hipotesis

La estructura de la comunidad sulfato reductora presentard diferencias entre las
microbialitas de litoral y aquellas a > 3 m de profundidad, debido a que la composicion de
los tapetes microbianos estd menos desarrollada conforme a la profundidad. Siendo
Desufobacteraceae la familia sulfato reductora mas representada, ya que es una de las mas

distribuidas por su flexibilidad metabolica y fisioldgica.
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo General

Detectar e identificar las BSR presentes en microbialitas en el lago Alchichica, Puebla.

4.2.0bjetivos Especificos

Determinar los parametros de conductividad eléctrica (CE), pH, temperatura, oxigeno
disuelto (OD), aniones y cationes y la concentracion de formas de azufre en el agua

circundante y en un perfil de la columna de agua del lago.

Describir la diversidad bacteriana relacionada a la sulfato reduccion en microbialitas
mediante 16S rDNA, tanto del litoral, como en un gradiente vertical a diferentes

profundidades.

Identificar las BSR presentes en microbialitas mediante secuenciacion de los genes dsr4B,

tanto del litoral, como en un gradiente vertical a diferentes profundidades.
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5. Area de estudio

El lago Alchichica es un lago crater tipo maar, el cual surge de una explosion debido al
contacto del magma con el agua del manto freatico (Gasca, 1981). Es el mas grande de los
lagos conocidos como los Axalapascos (Fig. 4). Se encuentra situado en el Eje
Neovolcanico Transversal en la cuenca oriental de Puebla (19° 24' N, 97° 24' O), a una

altitud de 2300 m sobre el nivel del mar.

e
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“Lagn Quechulac]
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Figura 4. Ubicacion del lago Alchichica, al sur se pueden apreciar otros lagos crater de la
Cuenca Oriental de Puebla: Atexcac, La Preciosa y Quechulac. Tomado de Google Earth (2016).

El lago tiene un didmetro de 1.81 km y una batimetria con una profundidad maxima
de 62 m y la media de 41 m (Filonov et al., 2006) (Fig. 5). Lo cual representa que sea el
lago de mayor volumen de aguas atalasoalinas de México (Arredondo et al., 1983; Alcocer
y Escobar, 1990; Vilaclara et al., 1993; Alcocer y Lugo, 2003). El clima es subéarido, esto
indica que la evaporacion es mayor a la precipitacion y por tanto se provoca una
concentracion de sales (Caballero et al., 2003). La temperatura anual oscila entre 5.5 y
30°C (media de 14.4°C), precipitacion anual menor a los 400 mm y evaporacion de 500 a
600 mm (Alcocer y Escobar, 2007; Alcocer y Filonov, 2007; Adame et al., 2008). Su

hidrodindmica lo caracteriza como monomictico calido ya que se mantiene estratificado la
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mayor parte del ano (desde finales de marzo hasta diciembre) y en mezcla durante el
invierno hemisférico (diciembre a marzo) (Alcocer y Filonov, 2007; Adame et al., 2008;
Alcocer et al., 2008).

La columna de agua es alcalina (pH 8.7-9.2) y salina (TDS=8.5 g I'") (Vilaclara et al.,
1993). Los aniones dominantes son los cloruros e hidrogencarbonatos sobre los carbonatos
y sulfatos, mientras que los cationes dominantes son el sodio y el magnesio sobre el potasio

y el calcio (Alcocer y Lugo, 2003; Armienta et al., 2008; Can, 2011; Mancilla, 2012).

Google earth
C

2352 m  alt. ojo 4.04 km €

Figura 5. Vista del lago crater Alchichica, al fondo se alcanza a apreciar el Volean Pico de
Orizaba. Tomado de Google Earth (2016).

El lago se caracteriza por tener biota endémica y por estructuras organosedimentarias
denominadas microbialitas (Alcocer y Escobar, 2007), las cuales pueden ser de forma
columnar o escalariforme (esponjosa). Estas se encuentran distribuidas a lo largo del litoral
del lago, asi como en un gradiente vertical hasta 12 o 14 m de profundidad (Tavera y
Komarek, 1996; Couradeau et al., 2011). Sin embargo, equipos de buceo han detectado
estas estructuras hasta 30 m de profundidad.
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6. Metodologia experimental

6.1. Muestreo

Para observar la dindmica de nutrientes en la columna de agua del lago, se plantearon dos
muestreos, uno en estratificacion y otro en mezcla, donde se colectaron muestras para
caracterizacion geoquimica y se determinaron perfiles (temperatura, pH, oxigeno disuelto,
conductividad eléctrica [CE], etc.). Se muestred el dia 19 de marzo del 2016 para
representar la etapa hidrodinamica de mezcla (z=0, 4, 6, 13, 20, 30, 50 y 61 m), y el 20 de
septiembre para observar la estratificacion (z=1, 8, 14, 21, 22, 30, 45, 60). Las muestras de
columna de agua se obtuvieron siguiendo los procedimientos reportados en Ardiles et al.
(2011).

Para la colecta de microbialitas de litoral se siguieron los protocolos descritos en
Valespino-Castillo et al. (2014). El muestreo se realiz6 los dias 19, 20 y 21 de marzo del

2016. Para las muestras de litoral se colectaron 13 microbialitas (~10 g) (Fig. 6).

Figura 6. Muestreo de microbialitas en el lago crater Alchichica. a) Sitios muestreados en el litoral.
Microbialitas a b) 3 m, ¢) 30 m, y d) corte transversal de una microbialita del sitio A2a.
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Para el estudio de las microbialitas en la vertical se colectaron muestras a 3, 10, 20 y
30 m de profundidad (Fig. 7). Para la conservacion del DNA, las muestras de microbialitas
fueron congeladas en N, liquido inmediatamente después de su colecta en campo. Todo fue
colectado en condiciones tales que se evite la contaminacién por bacterias exdgenas. Una

vez en el laboratorio, las muestras fueron congeladas a -20°C hasta su procesamiento.

5cm

Figura 7. Microbialitas del lago crater Alchichica muestreadas en la vertical del litoral a 30 m de
profundidad.

6.2. Analisis geoquimicos

En las muestras de agua se determinaron nitratos y nitritos (NOs’, NO,"), alcalinidad,
sulfuros y iones dominantes (Na", K, Ca®’, Mg2+, Cl', HCO5', SO42'). Los analisis de
nitratos y nitritos se realizaron en el laboratorio de Biogeoquimica Acudtica del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM. Para ello se empleé un autoanalizador Skalar
SanPlus (Skalar Analytical) empleando los métodos de Grasshoff et al. (1983) y los
circuitos de Kirkwood (1994). Para los iones mayores, la determinacion se hizo mediante
cromatografia de iones con un cromatdgrafo Waters y un detector de conductividad
eléctrica (Modelo 432) (Waters), en el laboratorio de Cromatografia del Laboratorio
Nacional de Geoquimica y Mineralogia. Los cationes (Na', K', Ca™, Mg™) fueron
separados con la columna Metrosep C6 250 (Metrohm), mientras que para los aniones
(HCO;, CI, SO,?) se empled la columna IC-Pak Anion HR (Waters), siguiendo la

metodologia descrita en Zamora Martinez et al. (2016). En este caso, la validacion y
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reproducibilidad de la técnica, permite no tener réplicas técnicas. Pese a que los boratos son
iones importantes en el lago crater Alchichica (Mancilla-Villa et al., 2014), éstos no fueron
cuantificados, ya que el método de cromatografia no esta establecido para ello. Respecto a
los carbonatos, éstos tampoco pudieron ser determinados empleando este método
(limitaciones por las especificaciones de la columna); por lo que se determinaron por
alcalinidad empleando el método de indicadores. El analisis de sulfuros se realizd por el
método yodométrico en el laboratorio de Quimica Analitica del Instituto de Geofisica,

UNAM.

6.3. Caracterizacion mineraldgica de las microbialitas.

Se caracterizé la composicion mineralogica de 2 muestras de litoral (una columnar y otra
esponjosa), y de 4 microbialitas a diferentes profundidades (3, 10, 20 y 30 m) en el
Laboratorio de Difraccion de Rayos X del Laboratorio Nacional de Mineralogia y
Geoquimica (LANGEM). Las muestras se molturaron y homogeneizaron mediante un
mortero de agata, se tamizaron y se midieron utilizando un portamuestras de aluminio
(fracciones no orientadas) de doble carga. La medicion se realizo en el intervalo angular 20
de 5° a 70° en escaneo por pasos con un “step scan” de 0.003° (2 Theta) y un tiempo de
integracion de 40s por paso en un Difractometro EMPYREAN, obteniendo asi los
difractogramas. Para observar la composicion elemental de azufre (S), se llevo a cabo un
andlisis de distribucion elemental por fluorescencia de rayos X, en la Unidad de

microanalisis de rocas — CeMIEGeo.

6.4. Analisis del componente biologico
6.4.1. Extraccion de DNA metagendomico de microbialitas.

Se extrajo DNA metagenomico de las microbialitas en litoral y en un gradiente vertical con
el kit de extraccion de DNA PowerSoil de MoBio (MoBio, Qiagen) con ligeras

modificaciones al protocolo. Para maximizar la biomasa a procesar, se raspd y considero la
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parte del tapete microbiano de la microbialita, hasta juntar 0.25 g de muestra, todo en
condiciones asépticas. El DNA obtenido fue eluido en 40 pl de buffer de elucion (TE)
incluido en el kit de elucién. La cantidad de DNA extraido fue verificada mediante
fluorometria empleando el Qubit™ 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), y con los
ensayos de alta y amplia sensibilidad dependiendo de la muestra (Qubit dsDNA HS Assay
Kit y Qubit dsDNA BR Assay Kit).

6.4.2. Amplificacion y secuenciacion de fragmentos 16S rDNA

Para observar la composicion global 16S rDNA en las microbialitas, se hizo un analisis
empleando la region V4 del 16S rDNA con los primers 515F-806R. Los fragmentos se
amplificaron y secuenciaron de forma masiva mediante la plataforma Illumina MiSeq. Para
ello se emplearon los métodos previamente descritos en Carrillo-Araujo et al. (2015) y los
sugeridos por Caporaso et al. (2010; 2012). Para este proceso se solicito el apoyo técnico
del personal del Laboratorio de Ecologia de Bacteriana del Instituto de Ecologia. Las
secuencias fueron obtenidas por extremos pareados (pair ended) en un secuenciador
[llumina MiSeq en el centro de servicio de secuenciacion de la Universidad de Yale (Yale

Center for Genome Analysis, CT, EU).

6.4.3. Analisis genes asociados a la sulfato reduccion (dsr4B)

Para ver la diversidad de genes asociados a la sulfato reduccion, se selecciond el gen mas
conservado y relacionado a la sulfato reduccion: dsrAB. Este gen codifica para las unidades
o y B de la sulfito reductasa no asimilatoria (DsrAB), para ello se emplearon los primers
dsr-1F: dsr-4R [fragmento de 1900 pb] (Wagner et al., 1998).

Para la obtencion de amplicones dsrAB, cada mezcla de PCR (volumen final de 25
ul) contenia 1.0 pl del primer (10 umol), 2.0 pl del DNA previamente extraido (1 a 20 ng
DNA metagendmico), 2.5 pl de Buffer de PCR (10X), 1.0 pul de dNTPs (200 uM), 3.0 ul de
BSA (10 mg ml™), 1.5u1 de MgCl, (25 mM) y 0.125 pl Taq Pol (5 U pl™") (TaKaRa Corp.,
Shiga, Japon). Las condiciones del PCR fueron tomados de Wagner et al. (1998) y Dhillon
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et al. (2003). Debido a la baja carga génica encontrada para estos genes, se realizaron
protocolos de PCR anidados, empleando 2.0 pl del primer PCR como templado en una

segunda reaccion.

6.4.4. Purificacion y ligacion de genes asociados a la transformacion de S

(dsrAB)

Los fragmentos dsrAB obtenidos de las microbialitas (z = 3, 10, 20 y 30 m) se purificaron
mediante gel empleando el Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Para
después ser ligados al vector pPCR™ 2.1-TOPO (3.9 kb) mediante el sistema TOPO PCR
Cloning® (Invitrogen). Los vectores construidos fueron empleados para transformar células
quimiocompetentes de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) y selecionadas por o-
complementacién en placas de medio LB con kanamicina (50 pg ml™) y X-gal (40 mg ml
b,

Las células positivas fueron resembradas por sectores en placas de LB [kanamicina
(50 pug ml") y X-gal (40 mg ml")], esperando incrementar la biomasa y comprobar
entonces la presencia de insertos. Para obtener los fragmentos deseados, se llevo a cabo un
PCR-colonia (colony PCR) con los primers especificos M13F/MI13R, para después
comprobar el tamafio de los amplicones obtenidos. Los insertos con el tamafo adecuado
(v.g. 1900 pb + 200 pb) fueron transvasados a una placa para su envio al servicio de
secuenciacion (Macrogen, Corea del Sur), los cuales fueron secuenciados con el primer
MI3F, en un equipo 3730X DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) en el

servicio de secuenciacion de Macrogen (Macrogen Inc., Corea del Sur).

6.5. Analisis de secuencias

Los datos de secuenciacion 16S rDNA generados fueron analizados mediante el programa
QIIME (Caporaso et al., 2010; 2012). Previamente, los extremos pareados fueron alineados
y unificados en una sola secuencia mediante FLASH (Mago¢ y Salzberg, 2011), y las

quimeras eliminadas con USEARCH (Edgar, 2010). Las secuencias se clasificaron en
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diferentes grupos taxonomicos bacterianos mediante la base de datos GreenGenes
(http://greengenes.lbl.gov/) y Ribosomal Database Project (RDP) (Wang et al., 2007). De
estas tablas de abundancia se evaluaron los grupos sulfato reductores y su abundancia
relativa. Los datos fueron rarefactados a 20,000 secuencias.

Las secuencias dsrAB se alinearon con SeaView, donde fueron editadas. Debido a la
informacion obtenida de la secuenciacion Sanger, s6lo se consideré una seccion del gen
dsr4 (~540 pb). Las secuencias fueron traducidas a proteinas, y alineadas para después
emplear la secuencia nucleotidica segun el uso de codon. Mediante el programa Mothur
v.1.25.1 (Schloss et al., 2009), se agruparon las secuencias en filotipos (cut off 95%
similitud). Para realizar el dendrograma, se compararon las secuencias obtenidas con la
base de datos del NCBI empleando el programa nBLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias fueron traducidas a proteinas

DsrA y se analizaron por Maxima Verosimiltud empleando el modelo WAG en el
programa PhyML, empleando 1000 repeticiones para observar la solidez de la
reconstruccion (Guindon y Gascuel, 2003). El arbol fue editado con el programa MEGA,

todas las secuencias empleadas de las bases de datos cuentan con el nimero de acceso.

6.6. Comparacion de ensambles sulfato reductores en microbialitas y sedimentos

Para poner en perspectiva los datos generados sobre la abundancia de BSR en las
microbialitas, se emplearon datos provenientes de sedimentos bénticos colectados en la
misma temporada en el lago crater Alchichica por el grupo de trabajo. La coleccion del
material se hizo con nucleadores o contenedores que nos permitieron considerar las capas
superiores de los mismos, es decir, un rango entre 0-7 cm. Se colectaron cerca de 17
muestras que fueron procesadas de manera similar a las microbialitas, i.e. empleando el
mismo kit de extraccion, protocolo de amplificacion y secuenciacion, asi como analisis de
secuencias. Estas muestras muestras también sirvieron como controles positivos para la

busqueda de genes dsrAB.
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7. Resultados
7.1. Caracterizacion fisicoquimica del ambiente acuatico
7.1.1. Perfiles verticales de OD y temperatura (Circulacion)

De acuerdo al perfil de oxigeno disuelto (OD) y temperatura (T, °C), se aprecia que la
columna de agua comienza con el proceso de estratificacion, a partir de los 4 m hasta los 13
m de profundidad (Fig. 8). A partir de esta zona la temperatura se homogeniza, y por tanto
la zona de mezcla aun se mantiene en toda la columna de agua. El porcentaje de saturacion
del OD no llega a la anoxia (aunque se esperaria que en los 62 m se presentara),
manteniéndose hasta los 60 m con un valor subsaturado de hasta el 50% (Fig. 8). De los 0 a

los 13 m aproximadamente, tenemos una zona sobresaturada de OD.
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Figura 8. Perfiles verticales de oxigeno disuelto y temperatura del periodo de circulacion (marzo, 2016).
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7.1.2. Perfiles verticales de OD y temperatura (Estratificacion)

En la figura 9 se muestra el perfil de oxigeno disuelto (OD) y temperatura (T, °C) durante
el mes de septiembre de 2016. Se aprecia que, en la columna de agua correspondiente al
periodo de estratificacion, ésta se encuentra bien establecida. La columna de agua presento
una estructura bien definida de los tres estratos (epilimnion, metalimnion e hipolimnion). El
epilimnion e hipolimnion presentaron una amplitud de sus estratos similar en metros. El
epilimnion se encontr6 hasta los 20 m con una temperatura mayor a los 19°C. El techo del
metalimnion se encontr6 a los 21 m de profundidad y el piso a los 30 m. A partir de los 31
m se tuvo el hipolimnion con una temperatura aproximada de 15°C (Fig. 9).

La oxiclina coincidié con la termoclina, comenzando en los 21 m, y terminando a los
30 m donde el sensor ya no detecto oxigeno disuelto (OD). El ORP, presentd valores
reducidos hasta los 33 m de profundidad (Anexo B, Fig. B1). El pH present6 un maximo de

9.17 en el epilimnion, y un minimo de 9.05 en el fondo de la columna de agua.
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Figura 9. Perfiles verticales de oxigeno disuelto y temperatura del periodo de estratificacién
(septiembre, 2016).
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7.1.3. Concentracion de iones mayores, alcalinidad, sulfatos y sulfuros en la

vertical

El andlisis de iones mayores mostrd que los aniones mas concentrados en la columna de
agua durante el periodo de circulaciéon fueron los cloruros (2837 mg 1), seguidos de los
bicarbonatos (1358 mg 1"). Mientras que la concentracion promedio de cationes fue de
1850 mg I" de Na*, 174 mg I de K*, 11.4 mg 1" de Ca*" y 334 mg 1" de Mg”" (Tabla 3).
Durante la estratificacion, la dominancia de iones fue similar, en aniones la concentracion
promedio de cloruros fue de 3372 mg ' y 1146 mg 1" de HCO5™. Y para cationes fue de
2411 mg 1" de Na", 22 mg 1" de K, 6 mg I"' de Ca®" y 435 mg 1" de Mg*" (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciéon de iones mayores en la columna de agua.

Na* K* Ca* Mg* HCO; CI SO*
z (m)

mg 1 mg 1! mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg I
Circulacién
4 2290 214 15.2 413 1603 3435 1062
13 2258 216 13.0 410 1598 3495 1069
30 1660 155 9.5 300 1365 2562 857
50 1505 141 9.5 272 1110 2320 702
61 1539 146 9.8 278 1116 2374 727
0 (lit)* 1584 150 11.9 288 1131 2436 734
4 (lit) 1268 120 9.6 230 1033 1946 586
6 (lit) 1525 143 12.4 275 1090 2354 726
10 (lit) 1576 150 10.2 284 1125 2424 750
Estratificacion
1 2296 224 6.7 437 1117 3607 1076
8 2493 222 7.0 435 1025 3909 1084
14 2369 223 6.0 435 1162 3673 1090
21 2335 222 6.7 435 1174 3643 1095
22 2298 222 6.4 432 1163 3595 1086
30 2426 223 6.3 435 1160 3787 1088
45 2469 223 6.7 435 1190 3843 1080
60 2604 224 6.0 437 1177 4115 1099

*(lit) muestras tomadas en el litoral del lago
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Respecto a la concentracion de CO3> y HCO;™ del sistema, en las muestras de agua se
determind por el método de los indicadores. En los resultados, se pudo observar una ligera
dominancia de bicarbonatos (1517 mg 1" promedio) sobre carbonatos (1492 mg 1" promedio
") durante la circulacion (Anexo C, Tabla Cl1); sugiriendo un equilibrio. Mientras que,
durante la estratificacion, el pH registrado en el lago Alchichica oscild entre 9.05 y 9.17
(Anexo C, Tabla C2); con una dominancia mayor de carbonatos (1996 mg I"' promedio) a
la de bicarbonatos (1033 mg 1" promedio) (Tabla 3).

El sulfato también se encontré como un aniéon dominante, con concentraciones
promedio en la vertical de 883 mg I durante la circulacién, y 966 mg 1" en la
estratificacion (Tabla 3). Asimismo, no se detectaron sulfuros durante la circulacion, pero si
durante la estratificacion a los 45 m de profundidad (0.74 mg I'') y a los 60 m (2.06 mg I'")
(Tabla 4), sugiriendo procesos de sulfato reduccion en el fondo del lago durante el periodo

de estratificacion.

Tabla 4. Concentracién de sulfuros en la columna de agua.

Circulacion Estratificacion
z Sulfuros z Sulfuros
(m) (mg I) (m) (mg I')
4 Nd 1 Nd
13 Nd 8 Nd
30 Nd 14 Nd
50 Nd 21 Nd
61 Nd 22 Nd
30 Nd
45 0.74
60 2.06

*Nd: No detectado por el método iodométrico, limite de deteccion 1 mg I'"

7.1.4. Parametros fisicoquimicos del agua circundante en las microbialitas de

litoral

La ubicacion de los sitios para los muestreos de las microbialitas fue rodeando todo el lago
con el fin de obtener muestras representativas de todo el litoral (circunferencia). Se

determinaron in situ los valores fisicoquimicos del agua circundante a las microbialitas
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muestreadas en la cara que da al lago (Tabla 5). El pH fue alcalino y vari6 entre 8.8 y 9
unidades. La temperatura present6 diferencias de hasta de 1°C (entre los 16.4 y 17.4 °C). El
porcentaje de oxigeno disuelto fue de subsaturado en las primeras dos muestras (88%) a
sobresaturado en las restantes, llegando hasta un 122%. E1 ORP promedio fue de +207 mV,

teniendo principalmente un ambiente oxidante.

Tabla 5. Parametros determinados in situ en el agua circundante a las microbialitas del litoral.

Sitio Coordenadas Altitud pH Temp Conductividad ORP Oxigeno

UTM (m) (°O) eléctrica (mV) disuelto
(mS cm™) (%)
Alchi 1 Sfi%fé 2328 882 1685 10.43 209.7 88.9
Alchi 2a g?g%; 2328 896  16.73 10.28 208.9 88.3
Alchi 2b poeele 238 904 1672 10.08 208 118.6
Alchi 3 Joeey 2326 88T 1667 10.51 208.3 1122
Alchi 4 gfgg?ﬁ; 2327 908  17.28 10.15 206.2 120.5
Alchi 5 QoOTYTS 2326 893 1667 10.13 207 121.2
Alchi 6 gfggzg 2327 907 16.75 10.05 206.5 117.1
Alchi 7 g?ggg‘s‘g 2323 906  16.73 9.79 206.7 109.1
Alchi 8 jo0TeeY 2328 903 1698 9.589 207 119.6
Alchi 9 g?gig;‘; 2324 895 1643 9.736 204.8 116.4

Alchi 10 Joeia 2325 893 1697 9.881 205.7 96

Alehi 11 Joese 2324 8% 1787 5.442 203.2 122.4

7.1.5. Concentracion de iones en el agua circundante de las microbialitas
El agua circundante a los microbialitas de litoral presentd las concentraciones mas altas de
iones respecto a la columna de agua (Tabla 6). La concentracion promedio de cationes fue
de2.15g 1" deNa", 02 g1 de K", 0.01 g1 de Ca*" y 0.41 g 1" de Mg*". Mientras que los
aniones fueron de 3.28 g I CI', 1.68 g I"" de HCO53', y 0.98 g 1" de SO,*. El sitio ALCHI-
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11L mostré diferencias en los parametros fisicoquimicos, asi como en la concentracion de

iones; probablemente por las condiciones locales e hidrodinamicas del subsitio.

Tabla 6. Concentracion de iones mayores en muestras de agua circundante a las microbialitas en
Marzo, 2016.

Na* K Ca* Mg®  HCO, cr SO
mg 1 mg 1! mg 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg 1
ALCHI-1L Microbialita 2258 210 142 409 1366 3444 1050
ALCHI-2L Microbialita 2282 212 14.0 416 1590 3479 1056
ALCHI-3L Microbialita 2276 212 149 412 1515 3489 1069
ALCHI-4L Microbialita 2272 214 114 412 1530 3474 1072
ALCHI-5L Microbialita 2352 221 15.1 416 1552 3533 1070
ALCHI-6L Microbialita 2325 217 14.1 418 1550 3566 1066
ALCHI-7L Microbialita 2261 211 17.1 413 1733 3466 974
ALCHI-SL Microbialita 2182 203 11.8 397 1700 3365 1011
ALCHI-9L Microbialita 2293 212 13.5 411 1734 3546 1066
ALCHI-10L Microbialita 2255 211 120 410 1718 3398 1035
ALCHI-11L Microbialita 865 91 17.1 502 2518 1243 309
ALCHI-12L Microbialita 2221 208 109 416 1671 3393 1015

7.2. Caracterizacion mineraldgica y elemental de las microbialitas
7.2.1. Composicion mineraldgica de las microbialitas
En este estudio, se caracterizo la composicion mineralogica de 2 muestras de litoral (una
columnar y otra esponjosa), y de 4 microbialitas a diferentes profundidades (3, 10, 20 y 30
m). Nuestros resultados sugieren que las microbialitas, en general, tienen dos formas
minerales predominantes: la hidromagnesita y aragonita. Siendo esta proporcion diferente
entre las microbialitas columnares y esponjosas de litoral (Tabla 7). La estructura de las
microbialitas de z10, z20 y 2z30 muestran un predomino de aragonita sobre la
hidromagnesita; mientras que en la microbialita z3, la hidromagnesita fue la dominante.
Para 730, existe la presencia de una forma de carbonato de magnesio (huntita), una fase

comun en sistemas evaporiticos ricos en Mg.
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Tabla 7. Resultados de la caracterizacién mineralégica en microbialitas de litoral y profundidad.

Microbialita FASES IDENTIFICADAS SEMICUANT Observaciones
(RIR)
y Rietveld
A3 Aragonita: CaCO; 91 Predominio de aragonita.
(litoral Hidromagnesita:
columnar)  Mgs(CO;),(OH),"4H,0 9
All Aragonita: CaCO; 14 Predominio de hidromagnesita.
(litoral Hidromagnesita:
esponjosa)  Mgs(CO;),(OH),"4H,0 86
z3 Aragonita: CaCO; 29 Predominio de hidromagnesita.
Hidromagnesita:
Mg4(CO;),(OH),"4H,0 71
z10 Aragonita: CaCO; 70 Predominio de aragonita.
Hidromagnesita:
Mgs(CO5),(OH),"4H,0 30
720 Aragonita: CaCO; 53 Predominio de aragonita.
Hidromagnesita:
Mg4(CO;),(OH),"4H,0 47
z30 Aragonita: CaCOj; 11 La huntita es una fase comin
Hidromagnesita: en sistemas evaporiticos ricos
Mgs(CO,),(OH),"4H,0 43 en Mg.
Huntita: Mg;Ca(COs;), 46

7.2.2. Analisis de azufre total en microbialitas de profundidad

El azufre, al ser un elemento de interés en el presente estudio, se determind como azufre

total en las microbialitas. Para ello, se empled fluorescencia de rayos X, que nos permite

determinar la abundancia relativa elemental a diferentes niveles de profundidad en la

muestra. Se realizé un corte transversal de una microbialita superficial (z=0) y otra a 20m

(z=20), esto con el fin de identificar las zonas en las que puede estar mas activo el ciclo del

azufre, y por consiguiente la sulfato reduccion.

En las siguientes figuras (Figs. 10 y 11) se aprecia que el azufre en la microbialita

superficial y de profundidad, esta principalmente asociado al tapete microbiano.
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Figura 10. Corte transversal de una microbialita superficial (z=0), a) microscopia optica, b)
fluorescencia de rayos X, la intensidad del color verde corresponde a la abundancia relativa de azufre
total en la microbialita.

8000 pm

Figura 11. Corte transversal de una microbialita de profundidad 20 m (z=20), a) microscopia éptica, b)
fluorescencia de rayos X, la intensidad del color azul corresponde a la abundancia relativa de azufre
total en la microbialita.
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7.3. Diversidad genética de organismos asociados al ciclo del S en microbialitas

7.3.1. Analisis de grupos sulfato reductores en las microbialitas a partir de
analisis 16S rDNA

Para el anélisis del ensamble sulfato reductor mediante técnicas independientes de cultivo,

se logré obtener DNA metagendmico de las microbialitas de litoral y profundidad. La

cantidad de DNA metagenémico extraido vari6 de 0.171-200.00 ng pl” (Tabla 8). Del

DNA metagendmico se amplificaron la region V4 del 16S rDNA y se secuenciaron

mediante la plataforma Illumina MiSeq. En total se obtuvieron 1,481,624 secuencias, donde

el nimero minimo fue de 20,305 para una muestra de litoral (Alch.Mi.lit.4). Paralelamente,

se lograron obtener secuencias 16S rDNA dentro de la vertical incluyendo Z3, Z10, Z20 y

730, correspondientes a 3, 10, 20 y 30 m, respectivamente.

Tabla 8. Rendimiento de DNA metagenémico de microbialitas y el nimero de secuencias 16S rDNA

obtenidas.
Muestra DNA metagenémico  Nuimero de secuencias 16S rDNA
obtenido ng ! obtenidas
Mi lit.1 No determinado 139,909
Milit.2A >100 195,496
Mi lit.2B 40.5 160,998
Millit.3 No determinado 105,228
Mi lit4 0.793 20,305
Mi lit.5 53 73,837
Mi lit.6 46.4 79,417
Mi lit.7 15.8 111914
Mi lit.8 1.88 120,747
Mi lit.9 3.61 No secuenciado
Mi lit.10 0.695 74,114
Mi lit.11 0.171 92,956
Mi.lit.13 0.325 No secuenciado
Mi.Z3 39 20,356
Mi.Z10 18.6 91,413
Mi.Z20 6.49 77,821
Mi.Z30 0.213 117,176
TOTAL 1,481,624
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Para determinar la abundancia relativa de los microorganismos potencialmente
sulfato reductores, se emplearon las tablas de abundancia relativa generadas por la
clasificacion con GreenGenes y el RDP, y los grupos previamente descritos en la
bibliografia como sulfato reductores. Las BSR encontradas en las bases de datos generadas
incluyeron los fila Firmicutes con los géneros Desulfosporosinus y Desulfotomaculum,
Nitrospirae con la familia Thermodesulfovibrionaceae, y varios géneros dentro de
Deltaproteobacteria (v.g Desulfosarcina, Desulfobacter, Desulfonatronum,
Desulfomicrobium, entre otros) (Fig. 12). La abundancia relativa de sulfato reductores
conocidos fue de entre el 0.01 al 1.14% de la composicién procaridtica total de las

microbialitas.
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Figura 12. Abundancia relativa de BSR encontradas en microbialitas (Mi) del lago crater Alchichica. Se

enumeraron las muestras de litoral (lit) de los diferentes subsitios (1-11), y las muestras en el gradiente
de profundidad se muestran como Z3 (3 m), Z10 (10 m), Z20 (20 m) y Z30 (30 m).
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Los ordenes Desulfobacterales y Syntrophobacterales fueron los mas importantes en
las microbialitas de litoral. Mientras que, en las microbialitas en el gradiente vertical, la
comunidad fue dominada por Syntrophobacterales (Z10, Z20 y Z30). Este patron fue
verificado por un andlisis de componentes principales (PCA) (Fig. 13). La dominancia de la
familia Syntrophorhabdaceae como grupo sulfato reductor no fue una caracteristica tinica
de las microbialitas por debajo de 10 m de profundidad, ya que la microbialita de litoral
Mi.lit.5 también mostr6 ese comportamiento (Figs. 12y 13).

Paralelamente, se formdé un grupo determinado por la abundancia de la familia
Desulfobacteraceae y Desulfobulbaceae (orden Desulfobacterales), integrado por
microbialitas esponjosas Mi.lit.3, Mi.lit.2A y Mi.lit.6, donde cabe resaltar que fueron

microbialitas de litoral con mayor abundancia de sulfato reductores potenciales (>1%).
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Figura 13. Analisis de componentes principales (PCA) de la distribucién de los grupos sulfato
reductores en las microbialitas del lago crater Alchichica. Las microbialitas se muestran en colores
acorde a su ubicacion en el lago: litoral (lit), 10m (Z10), 20m (Z20), 30m (Z30). Los vectores indican los
5 grupos con mayor contribucion a la agrupacion, y el peso de ésta se indica en una escala de grises-
negro (leyenda a la derecha).
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7.3.2. Analisis de grupos sulfato reductores en las microbialitas a partir del

analisis dsr4AB

Para comprobar la presencia de BSR por métodos moleculares se empled también un
marcador involucrado en la sulfato reduccion, como el gen dsrAB. Para la amplificacion se
emple6d como templado DNA metagenémico de las microbialitas y se incluyd una muestra
de sedimento superficial (0-1 cm) del lago Alchichica, esto con el fin de tener un control
positivo para la sulfato reduccion. Los ensayos demostraron que, para obtener amplicones
dsrAB de microbialitas, era necesario hacer un protocolo anidado de PCR empleando los

primers dsr-1F: dsr-4R (Fig. 14).

esperado

Figura 14. Gel de electroforesis de fragmentos dsr4B obtenidos por PCR anidado con los primers dsr-
1F: dsr-4R para las microbialitas y sedimentos de Alchichica. En la parte superior se indica el tipo de
muestra empleado como DNA templado. El marcador es de 100 pb y el tamaifio esperado del amplicon
esperado es de 1900 pb. La flecha roja sefiala la altura del amplicén esperado (gel de 1% agarosa,
tefiido con bromuro de etidio y fotodocumentado bajo luz UV)

Los fragmentos amplificados se lograron analizar por clonacidn/secuenciacion. El
tamafio del amplicon (1900 pb) limité la eficiencia de clonacion, y sélo se obtuvieron

librerias para z = 0 m (muestra Mi.lit.2A), Z10, Z30 y sedimentos. Se realizd un segundo
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intento para obtener las librerias de clonas de z=20 m; sin embargo, no hubo resultados

positivos (Tabla 9).

Tabla 9. Numero de clonas, fragmentos y secuencias dsrAB obtenidas

Libreria Clonas obtenidas Fragmentos enviados  Secuencias dsrA
a secuenciar obtenidas
Mi.lit.A13 15 Sin insercién -
Mi lit.A2 35 15 9
Mi.Z3 Sin transformacién* = =
Mi.Z10 19 10 4
Mi.Z20 Sin transformacién - -
Mi.Z30 100
Sedimentos 10 6 2
TOTAL 179 40 17

*Sin transformacion, es decir, el vector no puedo ser incorporado exitosamente por cepas de E. coli
quimiocompetentes.

Las secuencias dsrA obtenidas fueron alineadas y agrupadas en filotipos al 95% de
identidad nucleotidica. Estos compartian entre un 85 y 96% de identidad con secuencias
dsr4 de bacterias no cultivables de las bases de datos (NCBI-GenBank, agosto 2017). En
total, se identificaron 9 filotipos dsrA4, de los cuales hubo uno que solo se encontrd en
sedimentos, 6 en la microbialita de litoral y uno entre las microbialitas analizadas (litoral,
Z10y Z30) (Fig. 15).

El dendrograma sugiere que, los filotipos dsr4 encontrados se afilian a
Deltaproteobacteria incluyendo Syntrophobacterales, Desulfobacterales y
Desulfovibrionales, principalmente (Fig. 15). Las secuencias de la microbialita de litoral
Mi.lit.A2 se relacionaron con Desulfomonile tiedjei, Desulfobacterium/Desulfosarcina sp. y
Desulfonema ishimotonii. También se noto que los filotipos
Desulfobacterium/Desulfosarcina presentes en la microbilita de litoral, fueron constantes

en las microbialitas de profundidad (z=10 y 30 m).
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Figura 15. Dendrograma de fragmentos DsrA obtenidos de microbialitas y sedimentos del lago crater
Alchichica. El dendrograma fue computado por maxima verosimilitud (en PhyML), empleando el
modelo WAG, y con 1000 repeticiones para soportar las ramas. Los niimeros indicados en los nodos es
el porcentaje de soporte de cada grupo. En la parte superior se muestran los cédigos para mencionar la
pertenencia de los filotipos obtenidos.
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8. Discusion

8.1. Caracterizacion fisicoquimica del ambiente acuatico

Los perfiles de temperatura y oxigeno disuelto mostraron las dos etapas hidrodinamicas que
se plante6 encontrar durante los dos meses de muestreo (marzo y septiembre 2016),
caracteristicos de lagos tropicales profundos como es el caso del lago Alchichica.
Presentando una etapa de mezcla durante el invierno hemisférico y el resto del afio se
encuentra estratificado, que corresponde con un comportamiento hidrodindmico de
monomixis (Filonov et al., 2006; Adame et al., 2008). Asi, el muestreo de marzo 2016
correspondid con una etapa de mezcla y para septiembre, el sistema se encontraba la etapa
de estratificacion bien establecida de acuerdo con la amplitud de los estratos, variacion de
la temperatura y ubicacion de la termoclina en los perfiles verticales (Figs. 8 y 9). Durante
la mezcla, la columna de agua mostré oxigeno disuelto suficiente para favorecer los
procesos metabolicos aerobios (5 a 8 mg 1), mientras que, en la estratificacion, el oxigeno
disuelto se encontrd >5 mg 1" hasta los 30 m. Por lo que se puede decir que, el agua
circundante a las microbilialitas muestreadas tienen un ambiente aerobio.

El analisis de iones mayores durante el periodo de estratificacion y circulacion, arrojo
que los aniones mas concentrados en la columna de agua son los cloruros seguidos de los
bicarbonatos y sulfatos. Mientras que los cationes dominantes son el sodio y magnesio
sobre potasio y calcio (Tabla 3). Estos patrones concuerdan con diversos trabajos
reportados en el lago Alchichica para este periodo (Alcocer y Lugo, 2003; Can, 2011;
Mancilla, 2012), mientras que los valores de concentracion general fueron mas altos en
comparacion con los reportados por Armienta ef al. (2008).

Si se toma en cuenta la composicion edafica y el tipo de rocas predominantes en la
cuenca, los cationes mas abundantes en el cuerpo de agua son: el sodio y el magnesio. El
sodio, es de origen no marino [atalasohalino] (Macek et al., 2007), y el magnesio resulta de
una sobresaturacion de minerales de magnesio y silicato de magnesio (dolomita y
magnesita) propios de una interaccion del agua con rocas igneas comunes de un lago
volcanico.

Los iones como Na' y CI', se encontraron bajo el mismo patrén de dominancia iénico

en el agua circundante a las microbialitas de litoral (Tabla 6). Sin embargo, se encontraron
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mas concentrados en relacion con los determinados en la columna de agua. Esto puede ser
debido a que los procesos de evaporacion en la zona litoral son mucho mayores, y por tanto
la concentracion idnica mayor (Alcocer et al., 2016). En el litoral, el porcentaje de oxigeno
disuelto (OD), fue de subsaturado en las primeras dos muestras (88%) a sobresaturado en
las restantes, llegando hasta un 122%. Esto probablemente sea debido a la productividad
primaria llevada a cabo por el fitoplancton (Adame et al., 2008). E1 ORP fue caracteristico
de un ambiente oxidante, ya que en promedio se obtuvieron valores de +203 a 209 mV
(Tabla 3). Estudios previos en el lago sugieren condiciones similares en el litoral con
valores de +311 a 341 mV (Marzo 2007) (Alcocer et al., 2016). Estas condiciones son
limitantes para los microorganismos sulfato reductores, ya que éstos se ven favorecidos en
condiciones microoxicas o anoxicas (Hansen, 1994; LeGall, 1996).

Respecto a las formas de azufre en el lago de Alchichica, se determinaron los sulfatos
y sulfuros por diferentes metodologias. Los sulfatos estan indicados como elementos
dominantes en los lagos tipo maar, salino alcalinos y volcanicos (Armienta et al., 2008;
Sorokin et al., 2010) y se encontraron en valores cercanos a los 1050 mg I"'. Durante el
periodo de mezcla se notd una disminucion en la concentracién de SO4* en la columna de
agua conforme a la profundidad; sin embargo, no se encontr6 la presencia de sulfuros. Al
observar los patrones de variabilidad de iones conservativos como el Na" y CI” en la
columna de agua, se notd que éstos también disminuian hacia el fondo (Fig. 16). Esto
sugiere que la diminucién de SO,” en la vertical por un proceso mayoritariamente abidtico
o un error metodologico en la determinacion.

El pH es un parametro que define al lago Alchichica como un sistema alcalino.
Durante el desarrollo del presente estudio, se registraron valores entre 9.0 y 9.2 en la
columna de agua; cercanos a los que reporta Mancilla (2012) (pH 9.3). De acuerdo con el
sistema buffer de los lagos, los valores de pH por arriba de 9 implican que las
concentraciones de bicarbonatos y carbonatos se encuentran en un punto de disociacion
(pK.) donde el carbonato comienza a aumentar significativamente, con una ligera

dominancia de los bicarbonatos (Hutchison, 1957; Gémez et al., 2014).
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Na* en la columna de agua Cl en la columna de agua Sulfato en la columna de agua

Figura 16. Distribucion de sodio, cloruro y sulfato en la columna de agua del lago crater
Alchichica durante el periodo de mezcla y circulacién, 2017.

El pH registrado en el lago Alchichica oscilé entre 9 y 9.2 durante el periodo de
estratificacion. Los resultados de alcalinidad sugieren que la concentracion de carbonatos es
mayor a la de bicarbonatos (Anexo C, Tabla C2); y aparentemente, con una distribucion
casi homogénea en la vertical. Sin embargo, para el periodo de circulacion, el pH oscilo
entre los 8.9 y 9.1 y la columna de agua presenta una concentracion de bicarbonatos
ligeramente mayor a la de carbonatos (Anexo C, Tabla C1). Armienta et al. (2008), Can
(2011) y Mancilla (2012) presentan un patrén de equilibrio parecido al obtenido con el
periodo de circulacion para el lago Alchichica; sin embargo, no especifican en qué
momento se realiz6 el muestreo.

Consecuentemente, las concentraciones de carbonatos y bicarbonatos son dindmicas y
dependientes al tiempo de muestreo en este sistema. Lo cual concuerda con estudios
previos en la columna de agua del lago crater Atexcac (Escobar-Torres, 2015). La dindmica
de estas especies (CO;> y HCO;) estd entonces asociada con pequefias variaciones en el
pH, y refleja la concentracion de algunas formas de carbono especificas dependiendo del
punto de transicion o transformacion. Estas variaciones en las formas quimicas en algunas
ocasiones llegan a ser relacionadas con procesos biologicos especificos, que dan como
resultado esta alternancia de las formas anidnicas en el sistema buffer. Por ejemplo, los
procesos de precipitacion de carbonatos como resultado de algunos metabolismos de

cianobacterias, algunos heterdtrofos aerdbicos y anaerdbicos (Baumgatner et al., 2006).
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8.2. Caracterizacion geoquimica de las microbialitas
8.2.1. Analisis DRX en microbialitas

El célculo de los indices de saturacion mineral para Alchichica muestra que, la saturacion
con respecto a los minerales del carbonato en el lago se encuentra sobresaturada. Para la
aragonita, la saturacion es aproximadamente diez veces mayor que el equilibrio y existe una
sobresaturacion que puede llegar a provocar una precipitacion extracelular (Kazmierczak et
al., 2011). Favoreciendo entonces la formacion de microbialitas en ambos sentidos, bidtica
y abioticamente (Hansen, 1994; Baumgartner et al., 2006; Braissant et al., 2007).

Estudios previos muestran que las microbialitas esponjosas estdin compuestas
principalmente por hidromagnesita (Mgs(CO3)s(OH),-4H,O), mientras que las
microbialitas columnares son una mezcla de calcita de magnesio (Mg-calcita) y aragonita
(Kazmierczak et al., 2011). Las microbialitas con tapetes microbianos de cianobacterias
vivas se producen al menos a una profundidad de 14 m (Tavera y Komarek, 1996;
Kazmierczak et al., 2011). Sin embargo, nuestra investigacion mostré microbialitas hasta
los 30 m con un tapete microbiano vivo, aunque menos este tiene un menor grosor que los
de litoral y diferente coloracion (Fig. 7).

Los resultados por medio del analisis DRX sugieren que las microbialitas en general,
tienen dos formas minerales predominantes: hidromagnesita y aragonita. Siendo esta
proporcion diferente entre las microbialitas columnares y esponjosas del litoral (Tabla 7).
Para las microbialitas de litoral y 3 m de profundidad, nuestros datos coinciden con los
Kazmierczak et al. (2011), quienes estudiaron microbialitas de litoral y hasta 4 m de
profundidad. En estos resultados se encuentra un predominio de hidromagnesita para las
microbilitas esponjosas, y de aragonita para las columnares. Sin embargo, la composicion
mineral de las microbialitas esponjosas a 10, 20 y 30 m profundidad muestran patrones
variables de las fases minerales. Kazmierczak et al. (2011) comenta que las microbialitas
esponjosas cuentan con una capa de aragonita que se precipita en el tapete de cianobacterias
vivas o inmediatamente debajo de ella. Esta aragonita luego se transforma en
hidromagnesita, la cual puede estar en una mezcla junto con huntita. Esta mezcla de
minerales (i.e. aragonita, hidromagnesita y huntita) fue encontrada en z30; siendo la huntita

una fase comun en sistemas evaporiticos ricos en Mg. La dominancia de aragonita e
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hidromagnesita en microbialitas es favorecida bajo condiciones del lago, donde las altas
concentraciones de Mg sobre Ca, favorece la precipitacion de estas formas minerales de Mg
(aragonita e hidromagnesita), pero no de calcita.

Nuestros datos sugieren que no existe un patron de distribuciéon o dominancia en la
composicion de microbialitas en un gradiente vertical. Sin embargo, existen cambios en la
relacion de hidromagnesita y aragonita de las microbialitas conforme a la profundidad de

las microbialitas, aunque esto debe soportarse con un numero mayor de muestras.

8.2.2. Analisis de azufre total en microbialitas de profundidad.

Existe poca informacion sobre el ciclaje y las formas de azufre en microbialitas (Dupraz y
Vissecher, 2015). Se sabe que el azufre se encuentra en altas concentraciones en el lago
Alchichica (Armienta et al., 2008). Su origen geoldgico ha contribuido a las altas
concentraciones de sulfatos en la columna de agua, donde es un pardmetro importante para
la dinamica quimica del sistema, asi como, para la actividad microbiana particularmente,
para los procesos llevados a cabo por las bacterias sulfato reductoras (Sievert et al., 2007;
Muyzer y Stams, 2008).

En esta tesis se planteo identificar las zonas donde el azufre se encuentra distribuido en
la estructura de la microbialita. Los resultados mostraron que el S se encuentra en todas las
microbialitas, y estd asociado principalmente a la superficie activa. La microbialita de
litoral tenia una mayor distribucion superficial de azufre en comparacion con la
microbialita de 20 m (Figs. 10 y 11). Esto puede ser debido a que, a mayor profundidad,
superficie activa de la microbialita se encuentra menos consolidada. En el caso de este
sistema acuatico, la deposicion de formas de S en las microbialitas se encuentra restringido
a pequeias zonas donde existen condiciones apropiadas para su metabolismo (Baumgatner

et al., 2006; Braissant et al., 2007).

40



8.3. Diversidad genética y abundancia de potenciales BSR en microbialitas

8.3.1. Grupos sulfato reductores en las microbialitas a partir del analisis 16S

rDNA.

La composicion microbiana en microbialitas del lago Alchichica, basada en 16S rDNA,
mostrd una abundancia relativa del 1.1% de microorganismos potenciales para llevar a cabo
la sulfato reduccion. Esto indica que las BSR se encuentran en poca abundancia en las
microbialitas. Para observar la proporciéon de BSR en otro sistema sésil en el lago, se
realiz6 un andlisis similar con los sedimentos (litoral de 0-7 cm) (empleando datos
generados en el grupo de trabajo), y se observd que éstos tienen una abundancia promedio
del 8% del total de las secuencias 16S rDNA (Fig. 17). Esto sugiere que en el lago
Alchichica, los sedimentos son los mayores albergues de BSR del sistema, y las

microbialitas contienen una abundancia relativa menor.
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Figura 17. Porcentaje de representacion promedio de las secuencias 16S rDNA de organismos con
potencial sulfato reductor en microbialitas y sedimentos superficiales (0-7 cm) del lago de Alchichica.

La reduccion del sulfato acoplada a la oxidaciéon de la materia orgénica es un
importante mecanismo de diagénesis en sedimentos (Froelich et al., 1979; D’Hondt et al.,
2004). Las investigaciones genéticas funcionales (Leloup et al., 2006; 2007; Lever, 2012) y
taxonomicas (Teske et al., 1998; Hubert et al., 2009; Aullo et al., 2013) detectan

frecuentemente la presencia de BSR en sedimentos andxicos poco profundos.
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Los d6rdenes Desulfobacterales y Syntrophobacterales fueron los méas importantes en
las microbialitas de litoral del lago Alchichica. Mientras que, en las microbialitas en el
gradiente vertical, la comunidad fue dominada por Syntrophobacterales (23, Z10, Z20 y
Z30). Sin embargo, esta distribucion no puede ser vista como una tendencia, ya que la
microbialita de litoral Mi.lit.5 también mostré cerca de 1.0% de Syntrophobacterales. Mas
estudios deben realizarse para encontrar las causas de estas variaciones espaciales que
comienzan a observarse. Cabe destacar que estos grupos son caracteristicos de tapetes
microbianos (Dhillon et al., 2003; Foti et al., 2007; Sorokin et al., 2010; Wong et al., 2015;
2017), y sedimentos lacustres y marinos. Los oOrdenes Synthrophobacterales y
Desulfobacterales han sido detectados previamente en sistemas salinos y/o alcalinos,
incluyendo los lagos soda (Foti et al., 2007; Sorokin et al., 2010). Asimismo, algunos de
los grupos representativos en este estudio, son similares con los encontrados en
microbialitas de Shark Bay (Casaburi et al., 2016), donde Deltaproteobacteria correspondid
al 3.2% de la abundancia bacteriana. Las BSR encontradas en las microbialitas de Shark
Bay fueron principalmente bacterias asociadas con los 6rdenes Desulfobacterales (1.7%) y

Desulfovibrionales (0.2%) (Casaburi et al., 2016).

8.3.2. Deteccion de grupos sulfato reductores en las microbialitas mediante

secuencias dsrA.

El anélisis de los fragmentos DsrA ayudoé a corroborar que en la diversidad genética de las
microbialitas, existia el potencial genético para codificar la enzima clave de la sulfato
reduccion. En este andlisis se detectaron 9 filotipos de los cuales, 7 correspondieron a
microbialitas, y 2 filotipos a los sedimentos del mismo lago (nuevamente, empleados como
control) (Fig. 15). Los filotipos de microbialitas y sedimentos no se compartieron entre
ambos compartimientos, sugiriendo una composicion diferente entre sedimentos y
microbialitas.

El filotipo dsrA 1 fue aquel con mayor abundancia y se encontrd en las microbialitas
de litoral y en aquellas a 10 y 30 m de profundidad. Este filotipo se agrupd dentro de

secuencias de BSR del orden de Desulfobacterales, junto con otras tres (dsrA_2, dsraA 4y
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dsrA_6). Desulfobacterales y Syntrophobacterales son considerados organismos altamente
organotréficos, y sus principales fuentes de carbono son el acetato, asi como el lactato, el
piruvato y el etanol (Caumette, 1986; Gibson, 1990; Dannenberg et al., 1992). La alta
flexibilidad metabolica de las BSR (oxidan >125 componentes organicos) (Hansen, 1994)
pone a éstos microorganismos como excelentes degradadores de la materia organica bajo
condiciones andxicas/microoxicas y en presencia de formas reducidas de S. En sedimentos
marinos de Guaymas se han encontrado cepas oxidadoras de acetato pertenecientes al
género Desulfobacter (Dhillon et al., 2003).

Los andlisis de 16S rDNA mencionan que en las microbialitas de la vertical —Z3,
710, Z20 y Z30- se detectdé BSR de la familia Syntrophorhabdaceae (Fig. 12). Ninguna
secuencia dsrA recuperada de las microbialitas se asocid a este grupo. Esta discrepancia
puede ser debida al bajo nimero de clonas obtenido para las librerias z20 y z30, o a que los
primers empleados son selectivos secuencias la familia Desulfobacteraceae (Wagner et al.,
1998).

Cuando se realiz6 el estudio de las BSR mediante el marcador dsr4 fue necesario
llevar a cabo un protocolo que pudiera detectar el bajo nimero de copias presentes. Este
comportamiento coincidié con la abundancia relativa de BSR detectadas mediante 16S
rDNA (Fig. 12). La baja abundancia de estos genes fue también confirmada por Ruvindy et
al. (2016), donde, a partir de una secuenciacion masiva shotgun de DNA extraido de
microbialitas de Shark Bay, se observo que no existian secuencias relacionadas con dsrAB.
Contrariamente, la presencia de los genes codificantes para la sulfato adeniltransferasa (Sat)
y la adenilsulfato reductasa (ApsAB) fue confirmada. Estos genes estan involucrados en las
rutas de reduccion y oxidacion de azufre (Ruvindy et al., 2016). Las rutas de oxidacion de
los compuestos del azufre estdn principalmente asociadas a procesos de fotosintesis
anoxigénicos, presentes en bacterias verdes (Chloroflexi) y purpuras del azufre
(Chromatiales). Estos fototrofos tienen un fotosistema que emplea formas reducidas de
azufre (v.g. H,S) como donadores electronicos, produciendo SO4™.

En las microbialitas del lago crater Alchichica, se encontrd que la distribucion de los
grupos fototréficos principales, si responde a un gradiente de profundidad (Fig. 18). El
analisis de componentes principales mostré que organismos como Cyanobacteria -y

microalgas determinadas como secuencias 16S rDNA de cloroplastos-, estdn presentes en
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las muestras de microbialitas de litoral. Mientras que, en muestras profundas de 10, 20 y 30
m, las muestras estdin dominadas por Chromatiales (Gammaproteobacteria). Las bacterias
purpura del azufre se caracterizan por tener bacterioclorofilas a y b, las cuales absorben
fotones con longitudes de onda hacia el infrarrojo (800-810, 830-890, 835-850, 1015-1035
nm) (Blankenship, 2006). Sugerimos que el aumento de las bacterias purpuras del azufre en
profundidad (10-30 m) se asocia a su composicidon pigmentaria, aunque esta caracterizacion

es aun necesaria.

PCA - Biplot
!
1
1

Chloroflexi

Groups
10m
20m

Z 30m
“““ H A EHrgmatrates — -~ - - a 3m
Alch.Mi.Z3.R2

Dim2 (34.4%)

Litoral

Cyanobacteria

Figura 18. Analisis de componentes principales (PCA) de los grupos fototréficos encontrados en las
microbialitas del lago crater Alchichica.

Como resultado, existe un numero mas grande de organismos fotosintéticos
anoxigénicos dependientes de S en las microbialitas de profundidad que en el litoral.
Consecuentemente, las microbialitas de profundidad (10, 20 y 30 m) a pesar de tener
tapetes microbianos mas delgados, cuentan con caracteristicas que pueden ser suficientes

para el desarrollo de las BSR.
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9. Conclusiones

La abundancia relativa de grupos potenciales sulfato reductores -basado en el analisis de
16S rDNA-, asi como la baja carga génica dsrAB en las microbialitas del lago Alchichica;
sugieren que las BSR se encuentran en una baja proporcion (~1%), a comparacion de otros
grupos como las cianobacterias. Probablemente, el papel de las BSR en la precipitacion de

carbonatos sea menor en las microbialitas del lago Alchichica que el de las cianobacterias.

Asimismo, nuestros datos sugieren que existen diferencias entre los microorganismos
potencialmente sulfato reductores de las microbialitas en un gradiente de profundidad en el
lago crater Alchichica, de acuerdo a lo esperado con la hipotesis planteada inicialmente en
este trabajo. Sin embargo, la familia Desulfobacteraceac no domind en todas las
microbialitas del gradiente vertical, siendo s6lo dominante en las microbialitas de litoral,

mientras que en el gradiente vertical de 3 a 30 m fue Syntrophobacteraceae.
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10. Perspectivas y alcances

El presente trabajo representa la primera exploracion funcional dirigida para determinar y
caracterizar las bacterias sulfato reductoras en las microbialitas del lago crater Alchichica.
Nuestros resultados sugieren que las BSR se encuentran una abundancia relativa menor a la
de los sedimentos; sin embargo, no se sabe su actividad y la capacidad de reduccion que
tienen dentro del sistema. Nuestro estudio estd basado en la huella de DNA, por lo que
intuimos el componente potencial en la sulfato reduccioén, quedaria por delante emplear
otro tipo de herramientas corroborar el papel de las BSR en el ciclaje del S, y posiblemente

su papel en la precipitacion y formacion de microbialitas.

Asimismo, las microbialitas de profundidad parecen tener grupos sulfuro oxidadores
dentro del orden de Chromatiales que son importantes y estdn acoplados a
Syntrophobacterales. No existe informacion a la fecha del papel de la fotosintesis
anoxigénica acoplada a la oxidacion del azufre en las microbialitas del lago, y se sugiere
que ésta juega un papel importante en estratos mas profundo del lago, donde la radiacion

infrarroja puede sostener a grupos fotosintéticos dependientes de bacterioclorofilas a y b.
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Anexos

A. Anexo A. Difractogramas de las microbialitas en estudio.
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Figura Al. Difractograma de microbialita esponjosa (A11) tomada de la zona litoral del lago Alchichica
(Marzo 2016).
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Figura A2. Difractograma de microbialita esponjosa (A11) tomada de la zona litoral del lago Alchichica
(Marzo 2016).
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Figura A3. Difractograma de microbialita de 3m de profundidad (z3) tomada del lago Alchichica
(Marzo 2016).
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Figura A4 Difractograma de microbialita de 10m de profundidad (z10) tomada del lago Alchichica
(Marzo 2016).
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B. Anexo B. Perfil de pH y ORP en la vertical en Septiembre 2016
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Figura B1. Perfiles verticales de pH y ORP en la columna de agua, septiembre 2016.
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C. Anexo C. Concentracion de iones mayores en la vertical.

Tabla C1. Concentracion de CO32' y HCOj; obtenidos por el método de indicadores en la
columna de agua y agua circundante a microbialitas de litoral (ML), en circulacion.

Periodo de mezcla

z (m) pH

Alcalinidad Cromatografia de
meq 1! Tones (meq 1)
COy» HCO; Total HCOy
9 29.0 31.6 60.6 26.3
9.1 28.6 312 60.4 ND’
13 9.1 29.5 312 60.7 26.2
20 9.1 279 332 61.2 NC
30 9.1 28.1 32.8 61.0 22.4
50 9.1 37.6 19.2 56.8 18.2
61 9 279 32.7 60.7 183
Alchi 2 (ML) 8.96 28.4 29.8 58.2 26.1
Alchi 3 (ML) 8.87 28.2 30.2 58.3 24 .8
Alchi 5 (ML) 8.93 28.6 29.5 58.2 254

Tabla C2. Concentracion de CO;> y HCO; obtenidos por el método de indicadores
en la columna de agua, y circundante a microbialitas de litoral (ML), en

estratificacion.
Periodo de estratificacion
z (m) pH Alcalinidad Cromatografia de
meq 1" Iones (mg I'")

Co» HCO, Total HCO,

1 9.09 424 224 64.7 183

8 9.15 430 22.8 65.8 16.8

14 9.17 439 20.6 64.5 19.0

18 9.17 45 19.0 23.5 NC

21 9.17 42.6 229 654 192

22 9.15 47.1 16.5 63.6 19.1

30 9.1 413 26.3 67.6 19.0

45 9.08 53.6 95 63.0 19.5

60 9.05 40.9 262 672 193

10m (ML) NC 454 20.0 65.4 NC

20M (ML) NC 44.7 19.7 64.4 NC

*En gris y negritas, muestras con posible error metodologico segun las tendencias observadas en la determinacion de
bicarbonato por cromatografia de iones.
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