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Resumen

Los sistemas de tubo de lava son considerados sistemas extremos para la vida debido a la ausencia
de luz y sus condiciones oligotroficas. El sistema de tubo de lava de Chimalacatepec esta
caracterizado por albergar una gran diversidad de espeleotemas y estromatolitos terrestres
conformados principalmente por opal-A; y aunque se ha sugerido su origen bidtico, a la fecha no
existe ningun estudio microbiologico que confirme esta hipdtesis. Por ende, en este estudio 1) se
explord la diversidad microbiana de los tapetes microbianos y estromatolitos terrestres de este
tubo de lava a través de fragmentos de 16S rRNA obtenidos por secuenciacion masiva, ii) se
caracterizo la composicion elemental de los estromatolitos mediante Microscopia Electronica de
Barrido y Espectroscopia de Dispersion de Energia para contextualizar los datos obtenidos de la
secuenciacion, iii) se comparo6 la diversidad bacteriana obtenida en otros tubos de lava ubicados
en otras partes del mundo y iv) se llevd a cabo un rastreo de genes funcionales involucrados en

el ciclo del C y N para analizar el potencial genético de las comunidades bacterianas encontradas.

En total se obtuvieron 811 652 secuencias, de las cuales, el 93% correspondieron al dominio
Bacteria. Entre los fila mas relevantes se encontraron Actinobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi
y Acidobacteria. No hubo diferencias significativas entre la diversidad de 16S rRNA de los
tapetes microbianos y los estromatolitos, lo que sugiere que su composicion procaridntica es
similar. Los analisis por microscopia confirmaron la naturaleza silicea de los estromatolitos y la
presencia de una estructura laminada intercalada en capas de opal-A, carbonatos de calcio y
depositos organicos. Estos estromatolitos estdn contiguos a los tapetes microbianos, donde se
notaron principios de biomineralizacion. Por otra parte, el tubo de lava de Chimalacatepec
comparte 67 OTUs con otros tubos de lava en diferentes partes del mundo, por tanto, hay
organismos clave para la dinamica de este tipo de sistemas. Finalmente, se logré detectar la
presencia de genes asociados con la fijacion de carbono, la oxidacion de metano, la fijacion de

nitrogeno y la oxidacion del amonio mediante ensayos de PCR de punto final.

Los resultados de este estudio sugieren que los organismos procariontes estdn altamente
relacionados con la formacion de las estructuras estromatoliticas en el sistema de tubo de lava de
Chimalacatepec. Los tapetes microbianos de la cueva cuentan con organismos que pueden inducir
la litificacion, posiblemente mediante procesos de fijacion de carbono en oscuro, ademds de

contar con procesos quimiolitotroficos que les permite vivir en este ambiente oligotréfico.



1. Introduccion

Los procariontes son los microorganismos mas abundantes y diversos metabolicamente hablando
de toda la Tierra; por lo que su relevancia en los ecosistemas y en los ciclos biogeoquimicos es
actualmente, incuestionable (Falkowski et al., 2018). Sus diversas estrategias para la obtencion
de nutrientes y energia les han permitido habitar casi cualquier sistema del planeta, sea terrestre,
marino o atmosférico, incluyendo los subterrdneos. Asimismo, estos microorganismos son

considerados clave para comprender el origen de la vida (Seckbach, 2006; Northup et al., 2011).

Meéxico esta caracterizado por su constante actividad volcénica, la cual esta principalmente
relacionada con la zona de subduccion de las placas de Rivera y Cocos bajo la placa
Norteamericana; siendo el Eje Neovolcanico Transversal, su principal expresion geomorfoldgica
(Espindola & Macias Vazquez, 1996). Este Eje es un conjunto de elevaciones volcanicas (con
orientacioén este-oeste) que se extienden a lo largo de ~1,000 km, y con ~8,000 estructuras
volcénicas junto con algunos cuerpos intrusivos (Gémez-Tuena et al., 2007). Asimismo, cuenta

con varios sistemas subterraneos de origen volcanico, como los tubos de lava.

Los tubos volcéanicos son formados por flujos de lava que se desplazan y dejan estructuras
tubulares al enfriarse (Tarbuck & Lutgnes, 2005). Estas cavidades subterraneas son consideradas
sistemas extremos para la vida debido a la ausencia de luz, las condiciones oligotroficas (ausencia
de nutrientes y baja productividad primaria), y sus rangos de humedad y temperatura (Riquelme
& Northup, 2013). Sin embargo, cuentan con varios ejemplos de desarrollo microbiano como lo
son los tapetes e interacciones mineral-microorganismo, las cuales comienzan a estudiarse
(Lopez-Martinez et al., 2016). Por lo que el estudio de estos sistemas subterraneos desde una
perspectiva microbioldgica, es de suma importancia para observar las diferentes formas en que
los microorganismos se desarrollan y diversifican (Lavoie et al., 2017), asi como forman

consorcios en una serie de interacciones aun no estudiadas (Cheeptham, 2013).

El campo volcanico del Chichinautzin alberga el tubo de lava mas largo de América Latina
Continental (Espinasa-Perefia, 1999) y aunque algunos estudios han descrito su geomorfologia
(Lopez-Martinez et al., 2016), poco se sabe de su microbiologia. De alli, la importancia de realizar
trabajos de exploracion bacteriana en estos sistemas y compararlos con otros ya analizados en el

mundo, como en el archipi¢lago de Azores (Portugal) y Hawai’i (Estados Unidos).



2. Marco Teorico
2.1. Tubos de lava
2.1.1. Formacion

Los tubos de lava son formaciones geoldgicas con forma cilindrica, tipo tinel y con pendiente.
Estas formaciones se generan a partir de lavas basalticas, generalmente pahoehoe aunque también
se pueden formar tubos volcanicos con lava tipo A’a (Constantino Rodriguéz, 2011). La lava tipo
pahoehoe se desplaza en pulsos sucesivos a poca velocidad en comparacion con la lava tipo A’a.
De esta manera, la lava se acumula progresivamente y presenta entonces dos fenomenos que
pueden ocurrir al mismo tiempo: i) el apilamiento de la lava hasta que se adquiera un cierto
volumen que va a desencadenar un nuevo desplazamiento, y ii) la solidificacion en algunas partes
exteriores del fluido. De esta forma, el movimiento del fluido se lleva a cabo por debajo de una
costra rigida que paulatinamente se va solidificando; lo que, ademads, evita el enfriamiento del
sector central (Llambias, 2001). A medida que la erupcion del volcan cesa, se limita el suministro
de lava al conducto y la lava restante fluye por accion de la gravedad, dejando asi una cavidad en

forma de tinel con una longitud considerable (Constantino Rodriguez, 2011).

Cabe mencionar que se han registrado cuatro procesos principales de génesis de los tubos
volcénicos: 1) algunas placas de corteza solidificada flotan sobre el canal de lava formando asi un
techo, ii) el exterior del tubo se forma desde la orilla del canal de lava hacia el centro, iii) se
presentan desbordamientos los cuales desarrollan /evees para al final formar techos arqueados, y
iv) las lenguas de lava que se extienden progresivamente debajo de una costra ya solidificada
(Valerio et al., 2008; 2010). Una vez que se ha formado el techo del tubo, la lava de las paredes
se enfria dando lugar eventualmente a formaciones geoldgicas secundarias, tales como los

espeleotemas (Detay, 2011).

2.1.2. Tipos de espeleotemas en tubos volcdnicos

Los espeleotemas son depositos secundarios de minerales que se forman en las paredes de las
cuevas. En los tubos de lava, los espeleotemas estan clasificados en funcion de su morfologia,
génesis y mineralogia (Hill & Forti, 1995); siendo el opal-A, la principal forma mineral en los
ambientes de origen volcanico (Daza & Bustillo, 2014). Este tipo de espeleotemas son cuarzos

polimorfos y muestran una gran variabilidad en su morfologia, v.g., estalagmitas, estalactitas y
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flowstones. Estas estan conformadas quimicamente por silice (Si), agua (H20), y en menor
cantidad, por otros minerales como el calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na) y potasio (K) (Vidal
Romani et al., 2010). En general, los espeleotemas de las cuevas volcanicas estan formados por
tres tipos de componentes: i) compuestos inorganicos derivados de la descomposicion
fisicoquimica de la roca, ii) compuestos bioldgicos derivados de los microorganismos que alli
habitan vy, iii) biominerales, es decir, minerales formados por la interaccion entre la roca y los

productos de la actividad metabolica de los microorganismos (Vidal-Romani et al., 2015).

En cuanto a su morfologia, en varios tubos de lava de diferentes partes del mundo (v.g., Argentina,
Australia, Portugal, Espafia y Suecia) se han identificado dos tipos principales de espeleotemas:

1) cilindricos y ii) planos (Vidal-Romani et al., 2015). Los cuales se describen a continuacion.

2.1.2.1.  Espeleotemas cilindricos

Como su nombre lo indica, estos espeleotemas son cilindricos y se encuentran cementados en
opal-A. El cuadro 1 resume las caracteristicas principales de los subtipos de estas de formaciones

secundarias.

Cuadro 1. Caracteristicas de los espeleotemas cilindricos (Vidal-Romani et al., 2015).

Tipo de
espeleotema Caracteristicas generales Formacion Sitio de desarrollo
cilindrico
E Generalmente son delgados. . Se desarrollan en las
speleotemas Se forman por el movimiento

Tienen ~4 mm de diametro y
entre 1-15 mm de longitud.

paredes, el techo y/o el

cilindricos solitarios )
piso de la cueva.

capilar del agua.

Se forman con la combinacion

f o X
. Cop Qrmados por NUMErosas del cremmlentg d © bacterias Se desarrollan en el
Espeleotemas tipo-  asociaciones entre espeleotemas  filamentosas dirigidas por el
o . .. . techo o en las paredes de
pasto cilindricos delgados (didmetro  movimiento de agua capilar. las cavidades
max. 2mm).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los espeleotemas cilindricos. Continuacion.

Tipo de
espeleotema Caracteristicas generales Formacion Sitio de desarrollo
cilindrico
Se forman por el crecimiento
de tapetes bacterianos que
. . . : Se desarrollan en el
Microestomatolitos viven mientras haya humedad
. techo, las paredes o el
terrestres en la cueva. Nunca estan

. piso de la cueva.
relacionados con el

movimiento capilar del agua.

2.1.2.2.  Espeleotemas planos

Este tipo de espeleotemas se caracterizan por formar una capa de microgranos de
aproximadamente de 1 pm de didmetro. Estos estin formados por clastos de minerales
desprendidos por la meteorizacion de la roca, y transportados por el agua a corta distancia de la
roca original. Por lo general, el agua se mueve arrastrando los microgranos, primero
depositandolos en peliculas pequefias y luego —cuando el flujo del agua disminuye—, comienza la
evaporacion y la tension superficial produce la division de la pelicula en gotas de agua. El

resultado final es una red de estanques o campos de microgours (Vidal-Romani et al., 2015).

2.1.3. Biogénesis de los espeleotemas

En general, los primeros espeleotemas de los tubos volcanicos son formados por el proceso de
enfriamiento de la lava (Forti, 2005). La siguiente etapa estd dada por una serie de procesos fisicos
y quimicos, entre los que destaca el transporte de los minerales a causa del agua de infiltracion
(Forti, 2005; White, 2010). Sin embargo, para que los minerales sean solubles en el agua, es
indispensable la participacion de diversos microorganismos (Vidal-Romani et al., 2010); pues su
actividad metabolica puede cambiar la composicion geoquimica de las estructuras mediante
intercambio i6nico o la secrecion de sustancias orgédnicas e inorgédnicas (Norhutp et al., 2011). Ya
que los sistemas volcanicos tienen rocas con un alto contenido de silice, es comun que los
espeleotemas contengan 6palo-A (Aubrecht et al., 2008). En particular, estos espeleotemas se
forman por la precipitacion, sobresaturacion y evaporacion del agua con silice disuelto, donde

algunos microrganismos participan de manera activa (Bustillo et al., 2010).
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Puesto que las cavidades subterraneas son susceptibles a convertirse en un habitat para los
microorganismos, no es sorprendente que éstos interaccionen constantemente con los minerales.
El andlisis de espeleotemas de opal-A en varios tubos de lava ha revelado que la superficie de
estos depositos minerales presenta substancias poliméricas extracelulares (EPS por sus siglas en
inglés, Extracellular Polymeric Substances); asi como estructuras filamentosas mineralizadas y
tapetes microbianos regularmente amarillos y blancos (de los Rios et al., 2011; Hathaway et al.,
2014a; Lopez-Martinez et al., 2016). La presencia de estas estructuras reafirma que el proceso de
mineralizacion llevado a cabo por las bacterias es vital para la transformacion de los espeleotemas

en los tubos de lava.

En los ultimos afos, el uso combinado de métodos microbioldgicos y quimicos ha
determinado como los microorganismos estan involucrados en los procesos de transformacion de
los ambientes subterraneos (Barton & Northup, 2007); los cuales pueden ser constructivos o
destructivos. Cabe destacar que, las comunidades bacterianas de estos sitios albergan
microorganismos con una gran diversidad metabdlica; por lo que sus interacciones pueden ser
tanto cooperativas como competitivas. Promoviendo asi, una evolucion a través de la adaptacion

a las condiciones de estos ambientes (Riquelme & Northup, 2013).

2.2. Comunidades microbianas en cuevas y tubos volcanicos

En el campo de la microbiologia de los sistemas subterraneos, se han realizado estudios desde la
década de 1940. Sin embargo, debido a las limitaciones de los métodos utilizados, estos estudios
no representan un andlisis exhaustivo sobre el estado y la actividad de los microorganismos que
habitan estos sistemas. Hoy en dia, con el avance de las técnicas en biologia molecular, es posible

realizar investigaciones en estos sistemas Unicos para la vida (Cheeptham, 2013).

En los estudios que se han realizado en los tltimos afios, los principales fila encontrados en
cuevas son Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes,
Chloroflexi, Nitrospirae, y Bacteroidetes (Northup et al., 2011; Hathaway et al., 2014a; Lavoie
et al., 2017). Ademas, en algunas de las cavidades se encontraron Firmicutes, OP10 y TM7. La
mayoria de las investigaciones se han realizado en cuevas kéarsticas y tapetes microbianos
(Cuadro 2). En algunos de éstos, se han notado diferencias en la composicion microbiana de los

micrositios (de los Rios et al., 2011; Northup et al., 2011); mientras que en otros no fue
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concluyente si el color del tapete estd condicionado por la diversidad de bacterias presentes

(Lavoie et al., 2017). Los estudios de los tubos de lava de diferentes localidades sugieren que, a

nivel fila, la composicién bacteriana es muy similar; sin embargo, a otros niveles taxonémicos,

existen grupos Unicos en cada tubo de lava (Hathaway et al., 2014a).

Cuadro 2. Estudios previos del microbioma de cuevas y tubos de lava.

Sitio (Pais) Tipo de sistema

Formacion estudiada

Referencia

Colorado (EUA) cueva karstica
Dakota del Sur (EUA) cueva karstica
Colorado (EUA) mina geotérmica
Wyoming (EUA) cueva karstica
Durganval (Irlanda) cueva karstica
Cordoba (Espaia) cueva karstica

Isla de Terceira (Portugal) tubo de lava

Nuevo México (EUA), Hawai’i

(EUA) e Isla de Terceira tubos de lava
(Portugal)
Arizona (EUA) cueva karstica

Roraima Tepui (Venezuela) cueva karstica

Hawai’i (EUA), Isla de Terceira
(Portual) tubos de lava

cuevas desarrolladas
en rocas magmaticas

Argentina, Australia, Espafia,
Portugal, Suecia.

Indo-Burma (noreste de India) cueva karstica

Tjuv-Antes (Suecia) cueva pseudokarstica

California (EUA) tubo de lava

Islas Canarias (Espaiia) tubos de lava

sedimentos de la cueva
sedimentos de la cueva
espeleotemas
tapetes microbianos
deposito de moonmilk
tapete microbiano

espeleotema ocre

tapetes microbianos

espeleotemas

sedimentos de la cueva

tapetes microbianos

espeleotemas

sedimentos de la cueva

espeleotemas

tapetes microbianos

tapetes microbianos amarillos

Barton et al., 2004
Chelius & Moore, 2004
Spear et al., 2007
Engel et al., 2010
Rooney et al., 2010
Urzi et al., 2010

de los Rios et al., 2011

Northup et al., 2011

Ortiz et al., 2013

Barton et al., 2014

Hathaway et al., 2014a

Vidal-Romani et al.,
2015

De Mandal et al., 2016

Zepeda Mendoza et al.,
2016

Lavoie et al., 2017

Gonzalez-Pimentel et
al., 2018

EUA: Estados Unidos de América
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2.2.1. Diversidad funcional

La dindmica de las comunidades bacterianas esta influenciada por diversos factores como los
procesos geoquimicos, la historia geoldgica del sistema y su entorno fisicoquimico. En este
contexto, los ciclos biogeoquimicos regulan las tasas de reciclaje de los nutrientes esenciales para
la vida, como el carbono, nitrégeno, fésforo y azufre. Ademas, estos elementos son adquiridos y
empleados para la sintesis de biomoléculas por las células, y al morir, estos elementos retornan

al sistema principalmente en forma de compuestos orgéanicos.

De manera general, es posible conocer el potencial genético de los microorganismos para
realizar un proceso biogeoquimico mediante el andlisis de los genes funcionales. Los genes
funcionales son aquellos responsables de codificar la informacion para la sintesis de las enzimas
involucradas en las rutas biogeoquimicas, y que han permitido a los organismos desarrollarse en
un sistema en especifico. El estudio de la diversidad funcional en cuevas y tubos de lava es
reciente, ya que, al tratarse de sitios oligotroficos, hay mayores posibilidades de que
microorganismos tengan metabolismos quimiolitotroficos. Es decir, que los procariontes de los
sistemas de cuevas obtienen su energia a partir de compuestos inorganicos en sedimentos o
disueltos en el agua, incluyendo gases generados en la cueva como CHs e H> (Kumaresan et al.,

2014; Karwautz et al., 2018).

La mayoria de este tipo de estudios funcionales se han llevado a cabo en cuevas tipo karst.
En 2009, Chen y sus colaboradores analizaron la diversidad de las bacterias responsables de la
oxidacion del nitrogeno y de la fijacion de carbono a través de los genes amoA, cbbL 'y chbbM en
la cueva karstica de Movile en Rumania. El gen amoA codifica para la sintesis de subunidad o
de la enzima amonio monooxigenasa (AMO) tanto en Bacteria como en Archaea (Rotthauwe et
al. 1997; Francis et al. 2003). Mientras que, el gen chbL y cbbM codifican para la forma [ y II de
la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) respectivamente, la cual se
encarga de la fijacion de didxido de carbono (CO») a través de la ruta de Calvin-Benson-Bassham
(Berg, 2011). En este estudio hallaron que los microorganismos oxidadores de amonio son los
principales productores del sistema y que hubo pocos fijadores de CO;. Posteriormente, otro
estudio reportd la presencia de organismos metanétrofos en ese mismo sitio empleando como
marcador el gen pmoA, el cual codifica para la metano monooxigenasa (MMO), la enzima

encargada de la oxidacion del metano (CHas) (Stephenson, 2014).
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Otro estudio de gran relevancia se llevo a cabo en otra cueva tipo karst ubicada en Bavaria,
Alemania. Esta cueva esta caracterizada por su gran actividad geoquimica, pues se ubica encima
de un basamento de hidrocarburos. Los investigadores llevaron a cabo un analisis cualitativo de
varios genes funcionales para la identificacion de la presencia de organismos metanétrofos y
metilotrofos en las biopeliculas de la cueva. El andlisis arroj6 un resultado positivo para el gen
mxaF que codifica para la metanol deshidrogenasa, y para también fue positivo para pmoA

(Karwautz et al., 2018) .

En sistemas de tubo de lava se ha reportado sélo un estudio, en donde se analiza la
diversidad de las bacterias que oxidan y fijan nitrégeno a través de las enzimas amonio
monooxigenasa y nitrogenasa, respectivamente. La primera es sintetizada gracias a la
transcripcion del gen amoA, mientras que la segunda es codificada por nifH (Hathaway et al.,
2014b). Otro estudio en una cueva volcénica en Antartica, estudio los genes chbM, cbbL y aclB;
los dos primeros codifican para la enzima RuBisCO, mientras que el Gltimo para la ATP citrato
liasa, la cual interviene en la ruta reductiva del ciclo del acido citrico (rTCA) para la fijacion de
COz (Tebo et al., 2015). En esta investigacion se report6d una amplia diversidad para los genes que
codifican a la enzima RuBisCO, por esto los autores sugirieron que los organismos del sistema

eran quimilitoautotréficos.

2.3. Técnicas independientes de cultivo para la caracterizacion ambiental microbiana

Puesto que el 99% de los microorganismos que existen no son cultivables en condiciones de
laboratorio, el analisis del DNA metagen6émico ha sido —desde la década de 1980—, la herramienta
por excelencia para la caracterizacion de los microorganismos en muestras ambientales (Amann
et al., 1995; Kumar et al., 2015). Este andlisis independiente de cultivo ha permitido el estudio
completo del componente genético de un sitio, y gracias a ello, ha sido esencial para comprender
la diversidad de los procariontes, sus relaciones filogenéticas y la estructura de las comunidades

microbianas de diversos ambientes (Schmeisser et al., 2007).

A finales de 1970, se descubri6 la clave para clasificar a los organismos procariontes: el
componente 16S del RNA ribosomal de las bacterias (Woese & Fox, 1977). Sin embargo, fue
Norman Pace y su equipo de trabajo quienes llevaron a cabo los primeros experimentos de

extraccion de ADN metagenémico y su analisis. Ellos se percataron de que los métodos
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convencionales de ecologia microbiana no detectaban las especies no cultivables, las cuales
estaban lejanamente relacionadas con los linajes que se conocian hasta entonces (Tringe & Rubin,
2005). Y ya que la secuencia del RNA ribosomal proporciona un indicador para las especies
bacterianas, ésta permitia conocer su contexto evolutivo y ecoldgico en muestras ambientales.
Consecuentemente, fue seleccionado como un marcador adecuado para los estudios de

caracterizacion de los microorganismos.

Cabe destacar que en estas primeras investigaciones se utilizaron los componentes 5S, 16S
y 23S del RNA ribosomal (Stahl et al.,1985; Olsen, 1986). También era frecuente hacer una
seleccion o screening de las librerias antes secuenciarlas (clonacion-secuenciacion).
Posteriormente, Pace y sus colaboradores (1986) propusieron el uso de 16S rRNA con el fin de
estandarizar el protocolo para la identificacion de los organismos existentes en los diversos
ambientes. Esta propuesta fue rapidamente aceptada debido a que este componente posee
suficiente variabilidad para diferenciar con precision a los organismos en los distintos niveles
taxondémicos, ademas su tamafio (1500 nucledtidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas, y la
conservacion de su estructura secundaria favorece el alineamiento durante la comparacion de

secuencias (Rodicio & Mendoza, 2004).

2.3.1. Lavregion V4 del 16S rRNA

La razon por la que el 16S rRNA permite clasificar a los organismos con bastante exactitud es
debido a las nueve regiones hipervariables (V1-V9) que contiene, y que estan distribuidas a lo
largo de ~1500 pb. Estas regiones son las menos conservadas y dan informacion para establecer
relaciones filogenéticas y taxondmicas en Bacteria y Archaea (Baker et al., 2003; Valenzuela et
al., 2015). Los primeros métodos de secuenciacion detectaban ~100 nucléotidos; mientras que
actualmente, las técnicas Sanger permiten obtener entre 800 y 1000 nucléotidos, —dependiendo
de la cantidad inicial de amplicon—. Las nuevas plataformas de secuenciacion masiva (NGS, por
sus siglas en inglés de Next-generation sequencing) permiten la obtencion de un mayor nimero
en lecturas o reads, que van desde 150 hasta 450 pb (Loman et al., 2012). Debido a esta
caracteristica técnica, se han considerado el uso de solo algunas regiones hipervariables para el

estudio de la ecologia microbiana.

17



La heterogeneidad intragendmica del gen 16S rRNA provoca que cada region hipervariable
muestre diferentes grados de variabilidad (Chakravorty et al., 2007; Valenzuela et al., 2015). En
consecuencia, se han hecho comparaciones entre algunas regiones y el gen completo para
determinar las regiones mas adecuadas para cada fin cientifico. Sun y colaboradores (2013)
menciona que la heterogeneidad intragenomica tiende a concentrarse en posiciones especificas,
de forma que, las regiones V4 y V5 presentan un menor grado de heterogeneidad; por lo que
emplearlas como marcador molecular, reduce la sobreestimacion de los analisis de diversidad.
También Yang et al. (2016) reconocen que, para el estudio metagenémico de ambientes extremos,
es recomendable la utilizacion de la region V4 a la V6. Consecuentemente, la region V4 han sido
de las mas utilizadas entre los investigadores, y bajo la cual se ha generado el Earth Microbiome
Project, para el estudio de taxonomia y de la estructura de las comunidades bacterianas en

diversos sitios del planeta (Gilbert et al., 2011).

Asimismo, se pueden emplear oligonucledtidos iniciadores (o primers) que: i) identifiquen
taxones tanto de Bacteria como de Archaea y ii) produzcan un amplicon con el tamafio adecuado
para la secuenciacion masiva. Ademas, en la actualidad existe una amplia base de datos con
secuencias encontradas a través de la region V4, lo que permite comparaciones significativas

(Apprill et al., 2015).

2.3.2. Técnicas de secuenciacion masiva y andlisis de datos

Los primeros estudios gendmicos en bacterias se llevaron a cabo en 1995 a través del método
Sanger (Metzker, 2005; Loman et al., 2012). Este método fue mejorado y fue el predominante en
la investigacion de genomas por al menos dos décadas. No obstante, con los anos se identificaron
sus limitaciones y se desarrollaron nuevas tecnologias para la secuenciacion de nucleétidos. De
forma que, en la actualidad, el método Sanger es clasificado como un método de primera
generacion mientras que las plataformas de secuenciacion recientes son referidas como de
segunda generacion (NGS). Estas nuevas plataformas incluyen una serie de pasos universales que
se agrupan, en términos generales, en la preparacion del templado, las librerias de clonas, la

reaccion de secuenciacion y el analisis de los datos (Metzker, 2010).

Existe una gran variedad de plataformas de secuenciacion masiva en el mercado, éstas se

distinguen entre si por la combinacion unica de protocolos especificos, lo que determina el tipo,
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la calidad y la cantidad de datos producidos. Hasta la fecha, no existe un consenso que determine
una calidad minima en los datos, por lo que no se ha logrado hacer una equivalencia entre una
plataforma y otra (Metzeker, 2010). Cabe mencionar que la Unica caracteristica que comparten
es la produccion de datos a partir de la secuenciacion masiva en paralelo en el orden de Gigabases

o Terabases (Cadena-Zamudio et al., 2016).

Se hace referencia a instrumentos de segunda generacion, como todos aquellos métodos
dependientes de una etapa de amplificacion a través de una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction). Entre las plataformas incluidas en
esta clasificacion se encuentran: 454 Life Sciencies de Roche®, las plataformas de Illumina®
(HiSeq2000 y MiSeq), la plataforma SOLiD de Life Technologies® y la plataforma PacBio RS
de Pacific Biosciences® (Loman et al., 2012; Cadena-Zamudio et al., 2016). Las caracteristicas

de las plataformas mencionadas se encuentran resumidas en el Cuadro 3.

En la actualidad, los estudios enfocados en la caracterizacion del componente bacteriano
ambiental incluyendo el Earth Microbiome Project, utilizan las plataformas de Illumina debido a
que permiten una amplia cobertura de las secuencias microbianas sin mencionar que son

relativamente mas econdmicas que otras plataformas (Caporaso et al., 2012).

Cuadro 3. Especificaciones tecnoldgicas de plataformas de secuenciacion masiva. Modificado de Loman
et al. (2012).

Principio de Longitud de la Tiempo del Cantidad de datos
Plataforma s g
secuenciacion lectura (bases) proceso generados (GB)
454GS FLX+ Pirosecuenciacion 700-800 23 horas 0.7
(Roche)
H18€q2000/2500 Secuer}mac?on por 2100 2-11 dias 120-600
(Illumina) sintesis
MiSeq (Illumina) Secuenciacion por 2x300 65 horas 15
sintesis
5500x1 SOLiD Secuenciacion por 75+35 8 dias 350,000
ligacion.
PacBio RS (Pacific Secuenciacion en 3,000-15,000 20 minutos 3 por dia

Biosciences)

tiempo real
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Derivado la generacion masiva de secuencias por analizar, en los ultimos afios se han
generado diversas plataformas para el analisis bioinformatico. Entre estas plataformas, destaca
QIIME, cuyo nombre deriva de Quantitative Insights Into Microbial Ecology (Caporaso et al.,
2010). El analisis en dicho sistema consiste en una serie de comandos en una ventana terminal y
luego visualizar el resultado de forma grafica y textual (Kuczynski et al., 2012). QIIME2 es una
plataforma robusta para combinar conjuntos de datos experimentales y heterogéneos que permite
conocer el componente microbiano de muestras ambientales. Ademads, se adapta a millones de
secuencias y puede utilizarse en dispositivos con diferentes caracteristicas en hardware (Caporaso
et al.,, 2010). Sin mencionar que es un software libre y de codigo abierto, lo que facilita la

generacion del conocimiento en el drea de la microbiologia.
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3. Antecedentes
3.1. El Sistema Chimalacatepec

La Sierra del Chichinautzin es una zona ubicada en la faja Neovolcanica Transversal, la cual se
extiende desde el sur de la Ciudad de México hasta el estado de Morelos, y esté caracterizada por
presentar estructuras volcénicas monogenéticas (del Pozzo, 1982; Gomez-Tuena et al., 2007).
Entre sus volcanes, se destaca el volcan Suchiooc por la gran cantidad de tubos de lava que estan
asociados a éste. El volcan Suchiooc es un cono cineritico holocénico de 200 metros de alto. La
estructura volcanica tiene un didmetro de base de 1100 m, un crater de 150 m de profundidad y
350 m de didmetro en forma de embudo. El Suchiooc emiti6 un derrame de lava basaltica de tipo
pahoehoe de 18 km de longitud y 0.4 km?® de volumen. Se aproxima que la erupcion de este volcan

duro 2.5 afios (Espinasa-Perefa, 1999)

De acuerdo con Espinasa-Perefia (1999), la erupcion de dicho volcan se llevé a cabo en
fases. En la primera, la erupcion fue de tipo estromboliana. Mientras que, en la siguiente, se
emitid lava a un ritmo constante, de forma que el derrame roded el volcan Tepemecac siguiendo
las pendientes situadas hacia el sur en forma de varias /enguas de lava, las cuales desarrollaron
levees que se cerraron formando tubos. El mayor de estos tubos estd identificado en tres
cavidades: Tiro Perdido, Cueva del Arbol y Chimalacatepec; siendo este wltimo el de mayor

longitud.

El sistema de Chimalacatepec consiste en un largo cafiéon de 1,400 m de longitud y 200 m
de profundidad. El cafion esta interceptado por varias claraboyas que estuvieron abiertas durante
la actividad del volcan Suchiooc y reciben los nombres de: Cueva de Tamasquio, Cueva de
Chimalacatepec y Cueva Iztaxiatla, en ese orden (Fig. 1) (Espinasa-Perefia, 1999). La mayoria
de los estudios que se han hecho en este sistema son antropologicos, pues en la década de los 90
se descubrid una ofrenda que al parecer fue depositada en la tltima época prehispanica (Broda &

Eshelman, 2004); asi como estudios geomorfologicos.
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Figura 1. Estructura subterranea del sistema de tubo de lava de Chimalacatepec. Tomado de Espinasa-
Perena, 2006.

3.2. Estudios espeleoldgicos en el Sistema Chimalacatepec

En la actualidad, existe so6lo un estudio que ha caracterizado los espeleotemas de este sistema
(Lopez-Martinez et al., 2016). En el mismo se reportan una gran diversidad de formaciones con
interacciones microorganismo-mineral, y cabe mencionar que es posible encontrar espeleotemas

cilindricos como planos, asi como estromatolitos terrestres asociados a tapetes microbianos.

Los espeleotemas cilindricos se forman generalmente cerca de zonas de infiltracion de agua
verticales o semiverticales (Lopez-Martinez et al., 2016). Por otra parte, los espeleotemas planos
muestran un relieve ondulado y estdn divididos por una red de pequefias depresiones o
microgours formados por la circulacion del agua (Vidal-Romani, 2015). En el sistema
Chimalacatepec se identificaron tres subtipos cuyas caracteristicas estan enlistadas en el Cuadro

4.
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Cuadro 4. Caracteristicas de los subtipos de espeleotemas planos en el sistema Chimalacatepec (Lopez-
Martinez et al., 2016)

Subtipo de espeleotemas Caracteristicas
cilindricos
Flowstones de opal-A Estas estructuras forman una cubierta continua en la superficie de las

rocas. Su formacién en los tubos de lava de Chimalacatepec es incipiente.
Se encuentran en el piso y las paredes de la cavidad, y estan relacionadas
directamente con la dindmica del agua.

Microgours de opal-A Se encuentran en superficies verticales de 10 a 15 grados de inclinacion.
Son acumulaciones de clastos minerales, tienen un desarrollo lineal o
sinuoso, y actian como trampas de agua temporales.

Estromatolitos terrestres de opal-A Estos espeleotemas presentan dos principales morfologias: i) botrioidal y
i) en forma de galleta. Los espeleotemas con forma de galleta muestran
una laminacidn estromatolitica terrestre en la base y en la parte superior.
El centro es poroso y el crecimiento microestromatolitico (<1 cm de
diametro), se sostiene a través de diferentes cortezas laminadas, llegando
a la parte superior para formar pequefios nudos.

En la descripcion de Lopez-Martinez y colaboradores (2016) se encontraron biopeliculas
en los espeleotemas planos, ademas de una estructura laminada (estromatolitos terrestres de opal-

A). Sin embargo, no hay estudios que identifique a estos microorganismos.
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4. Justificacion

A pesar de que México es un pais con varios sistemas subterraneos derivados de la actividad
volcanica, a la fecha no existe algiin estudio que describa la estructura de las comunidades
bacterianas en éstos. El sistema Chimalacatepec es el tubo de lava de mayor longitud en América
Latina Continental, y se encuentra localizado en el campo volcénico del Chichinautzin. Este tubo
de lava ha sido ampliamente estudiado desde una perspectiva geomorfologica, y hasta el
momento, s6lo existe una investigacion que describe los depdsitos minerales secundarios de éste.
Loépez-Martinez y colaboradores (2016) describieron la existencia de tapetes microbianos en las
paredes, los cuales se encuentran relacionados con la presencia de estromatolitos terrestres. Sin
embargo, su origen microbioldgico no ha sido aun descrito, y tampoco se tiene informacion sobre
el componente bacteriano que posiblemente estd involucrado en la formacion de estas estructuras

organosedimentarias.

Asimismo, estos ambientes son de interés para el estudio de la diversidad microbiana y el
desarrollo de la vida en sistemas extremos, debido a las condiciones que presenta. Por ello,
también queda como pregunta como los microorganismos obtienen sus fuentes de C y N, y el
potencial genético que tienen en los ciclos de estos elementos. Por lo que, la descripcion e
identificacion de estos microorganismos es de suma importancia para observar las diferentes

formas en las que se mantiene y diversifica la vida.
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5. Hipotesis

La estructura de la comunidad procaridntica de los estromatolitos terrestres y de los tapetes
microbianos del sistema de tubo de lava de Chimalacatepec sera diferente, y se destacara por un

nimero menor de especies en los estromatolitos que en los tapetes.
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6. Objetivos
6.1. Objetivo General

Describir los tapetes microbianos y las estructuras oOrgano-sedimentarias del sistema
Chimalacatepec, asi como su diversidad procariontica y su potencial en los ciclos biogeoquimicos

del Cy N.

6.2. Objetivos particulares

e Registrar y documentar las estructuras 6rgano-sedimentarias dentro del tubo de lava y su

asociacion con las biopeliculas.

e Determinar la estructura y la diversidad procarionte en las biopeliculas y estromatolitos
terrestres empleando técnicas independientes de cultivo, utilizando como marcador el 16S

rRNA.

e Comparar la diversidad procariontica encontrada en el sistema de Chimalacatepec con
tubos de lava de diferentes regiones del mundo, empleando las bases de datos 16S rRNA

reportadas.

e Buscar el potencial genético de procesos relacionados con los ciclos biogeoquimicos del
C y N tales como fijacion, nitrificacion, oxidacion y generacion de metano a través de

analisis in silico y PCR.
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7. Materiales y Métodos
7.1. Sitio de estudio y muestreo

El sistema de tubo de lava de Chimalacatepec se encuentra al sur del volcan Suchiooc, en la Sierra
del Chichinautzin, cerca del pueblo de San Juan Tlacotenco, Morelos, México. El muestreo se
llevo a cabo cerca de la cueva de Itzaxiatla en noviembre de 2015, en un dia lluvioso. En el sitio
se tomaron fotografias para registrar los estromatolitos terrestres y describirlos; asi como para

denotar sus relaciones con los tapetes microbianos.

Una vez documentados, se tomaron muestras de los tapetes y estromatolitos (grosor de ~1.5
cm). El muestreo se realizd con material estéril (tubos, espatula) y guantes para evitar su
contaminacion. Los espeleotemas (~2 g) se almacenaron en tubos Falcon estériles de 15 mL,
mientras que los tapetes microbianos se recogieron en tubos tipo Eppendorf de ~1.5 mL (Fig. 2).
Las muestras se cubrieron para evitar el traspaso de la luz, y se mantuvieron a 4 °C durante su
traslado al laboratorio, donde finalmente se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

Paralelamente, se tomaron muestras de los estromatolitos para la caracterizacion elemental.

Cueva de Chimalacatepec
22m profundidad

\J Cueva de los Helechos

100 m

Figura 2. Muestreo. A. Sitio de muestreo. B. Vista del tubo de lava.

7.2. Caracterizacion elemental de los estromatolitos terrestres y agua de goteo

Para comprender mejor la composicion quimica de los estromatolitos, se realizd una
caracterizacion de su superficie mediante Microscopia Electronica de Barrido con detector de
Espectroscopia de Dispersion de Energia (SEM-EDS), y una caracterizacion elemental total
mediante Plasma de Acoplamiento Inductivo y detector de Espectrometria de Emision Optica

(ICP-OES). Para la microscopia SEM-EDS las muestras fueron secadas a punto critico y luego
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analizadas en un JEOL JSM-6510LV, con voltaje de aceleracion de 1 a 30 kV, y filamento de
tungsteno, y un EDS 300,000x marca OXFORD, con una resolucion de 137 eV. Las muestras
fueron analizadas bajo dos tratamientos: sin moler (para observar la estructura superficial), y

molidas (para ver la estructura interna).

Para el analisis ICP-OES, 0.5 g de muestra se digirieron con HNO3 concentrado (9 mL, JT.
Baker Instra 69-70%) y HCI (3 mL, JT Baker Instra 36.5-38%); en un horno Anton Paar
Multiwave 3000. Las muestras digeridas fueron filtradas y llevadas a un volumen final de 50 mL
con agua Milli Q; y analizadas en un equipo Perkin Elmer ICP-OES Optima 8300 empleando
Ytrio como estandar interno. Asi mismo se determiné el porcentaje de C total, C organico, C
inorganico y N total en submuestras de los dos estromatolitos terrestres, en donde se utilizé un
analizador elemental CHNS/O Perkin Elmin 24000 series II en modo CHN. Cabe destacar que el

C organico se determin6 destruyendo previamente los carbonatos con HCI 5N.

También se tomaron seis muestras de agua de goteo a lo largo del tubo de lava. Se determin6
pH y conductividad eléctrica mediante las sondas HI 9125 y HI 9033, respectivamente. Las
muestras se filtraron in sifu mediante membranas de 0.45 um y se transportaron y guardaron a 4

°C hasta su analisis. Se determiné los iones mayoritarios mediante cromatografia de iones Na®,
K*, Ca?*, Mg?", HCO", CI,, NHs" and NO;~ (Zamora Martinez et al., 2016) y el silice disuelto
mediante ICP-OES.

7.3. Extraccion y cuantificacion de DNA

Para determinar la estructura y la diversidad microbiana de los tapetes microbianos y
estromatolitos terrestres, se extrajo DNA metagen6émico a partir de ~0.25 g (en peso himedo).
Para ello, se sigui6 el protocolo dado por el kit de extraccion DNeasy PowerSoil Kit (MoBio
Laboratories, Inc; ahora Qiagen). El DNA obtenido se eluy6 en 30 uL de la solucion C6 del kit
(10 mM Tris, sin EDTA). Una vez obtenido el DNA se cuantifico con el equipo Qubit
Fluorometric Quantitation (ThermoFisher Scientific) empleando el ensayo Qubit dsDNA HS
(Thermo Fisher Scientific). El DNA obtenido se almacend a -20 °C hasta su empleo.
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7.4. Amplificacion y secuenciacion de gen 16S rRNA

El protocolo de amplificacion se llevd a cabo de acuerdo con lo estipulado con el Earth
Microbiome Project (Gilbert & Dupont, 2011), para luego ser secuenciado en la plataforma de
secuenciacion Illumina MiSeq. Para ello, el DNA metagendomico extraido se emple6 como
templado para la amplificacién de secuencias 16S rRNA con los primers 515F y 806R (Cuadro
5). El primer forward, incluy6 una secuencia Golay especifica para identificacion en el proceso

bioinformatico (Cuadro 12) (Caporaso et al., 2011; 2012).

Cuadro 5. Secuencias de los primers utilizados para diversidad de Bacteria y Archaea
(Caporaso et al., 2011; 2012).

Primer Secuencia
515 (directo) 5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’
806 (reverso) 5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’

La reaccion de PCR fue preparada con 2.5 pL de buffer 10X Takara ExTaq PCR buffer, 3
uL de BSA (10 mg/mL), 0.5 puL desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) a 200 uM, 0.75uL de
cada primer (10 uM), 0.125 U de Taq Polimerasa (TaKara Taq TM, Clontech) y 2 uL (2-20 ng)
de DNA extraido. La reaccion se llevo a un volumen final de 25 pL. con H>O grado molecular. El
PCR se llevo a cabo en un termociclador Axygen®MaxyGene TM, en donde se programo el
siguiente protocolo: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de elongacion a 95 °C
por 30 s, alineamiento a 52 °C por 30 s, extension a 72 °C por 30 s y extension final a 72 °C por
12 min. La presencia y el tamafio del gen fue verificada en un gel de agarosa al 1% (30 mL agua
MiliQ, 0.45 g de agarosa (Axygen), 0.6 mL TAE 50X y 3 pL de SYBR Safe (Invitrogen) visto a
través de luz UV. Los amplicones fueron secuenciados en la plataforma Illumina MiSeq de la
Universidad de Yale (Yale Center for Genome Analysis), Estados Unidos de América. Se logrd
obtener secuencias de tres muestras de tapetes (T-1, T-2 y T-3), asi como de cuatro estromatolitos
terrestres (E-1, E-2, E-3 y E-4).
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7.5. Analisis de las secuencias 16S rRNA

El andlisis de las secuencias 16S rRNA fue llevado a cabo bajo la linea de comandos QIIME2
(https://qiime2.org). Las secuencias de extremo pareado (pair-ended) fueron primeramente
demultiplexadas y visualizadas para su calidad, empleando el complemento °‘q2-demux’
(https://github.com/qiime2/q2-demux). Después, las secuencias se unieron y filtraron con
DADAZ2? (Callahan et al., 2016), lo que dio como resultado un total de 439,888 secuencias curadas
y verificadas. Estas secuencias fueron colapsadas en variantes de la secuencia del amplicén o
ASVs por su nombre en inglés (Amplicon Sequence Variants). A partir de estos ASVs, se
realizaron los andlisis de afiliacion taxondémica con el complemento ‘q2-feature-clasificador’

(https://github.com/qiime2/q2-taxa). Este clasificador se compard con una base de datos de

Greengenes 13g, que so6lo incluye 250 bases del 16S (region V4, delimitada por el par de primers
515F/806R) (gg-13-8-99-515-809-nb-calssifier-qza). Las tablas de abundancia a diferentes
niveles taxonoémicos (dominio, filo, clase, orden, género y especie), fueron transformadas a

abundancia relativa para posteriormente analizarse en graficos de barra.

7.6. Analisis de diversidad y comparacion con otros tubos de lava

Los andlisis de diversidad estuvieron disponibles a través del complemento (‘q2-diversity’) de
QIIME2, a una profundidad de muestreo de 23,000. A partir de ésta se realizd una curva de
rarefaccion para verificar el esfuerzo de muestreo. El andlisis de la diversidad alfa de las
comunidades bacterianas se calculd con los indices de Chaol, Simpson y Shannon, los cuales
fueron estimados a través de una linea comandos de QIIME2. Para su visualizacion se utilizo la
libreria ‘phyloseq’ (https://joey711.github.io/phyloseq/) en la plataforma R (R Development
CoreTeam 2011).

Para comparar la distribucion geogréfica de la diversidad microbiana encontrada en el
sistema de Chimalacatepec, con tubos de lava de diferentes regiones del mundo, se realizé una
revision bibliografica de estudios previos. Adicionalmente, se descargaron del NCBI las
secuencias 16S rRNA previamente reportadas (Cuadro 6). Estas fueron agrupadas segun su lugar
de origen, y analizadas mediante la linea de comandos de Mothur (Schloss et al., 2009). Las
secuencias se agruparon en unidades taxondmicas operaciones u OTUs (Operational Taxonomic

Units) al 3% de distancia (97% identidad), y se computaron aquellas compartidas y no
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compartidas. Los resultados se visualizaron en diagramas de Venn realizados con el mismo
software. Los grupos creados para la comparacion se encuentran especificados en el Cuadro 6.

Las secuencias utilizadas se encuentran en el cuadro A1 (Anexo).

Cuadro 6. Especificaciones de los grupos con los que se llevo a cabo la comparacion
de la distribucion de la diversidad bacteriana en tubos de lava

Grupo Region Referencia
A Hawai’i, Estados Unidos de América  Hathaway et al., 2014
C Isla Terceira, Portugal Northup, no publicado
D Pico de Azores, Portugal Riquelme et al., 2015
E Chimalacatepec, Morelos, México Este estudio

7.7. Analisis in silico de la diversidad funcional

Para hacer el andlisis de la diversidad funcional de las comunidades bacterianas del tubo de lava
en estudio, se realizd primeramente un estudio in silico para hacer predicciones funcionales de
empleando las abundancias de los ASVs encontrados y su taxonomia. Para ello se empleo el
paquete abierto Tax4Fun (ABhaue et al., 2015) en R. este programa implementa la aproximacion
de MoP-Pro usada para secuenciacion tipo shotgun (ABhauer & Meinicke, 2013). El perfil
taxondémico se computa a través de Taxy-Pro (Klingenberg et al., 2013) y perfiles metabdlicos de
la base de datos KEGG (Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al., 2014). De este perfil, se
seleccionaron las enzimas claves en procesos del ciclo del C y el N, incluyendo fijacion,

nitrificacion, oxidacion y generacion de metano.

7.8. Analisis de la diversidad funcional mediante PCR

El potencial genético de las comunidades bacterianas del tubo de lava también fue evaluado con
diversas amplificaciones de DNA mediante PCR, empleando el DNA metagendmico extraido de
tapetes y estromatolitos. Asi, se determin6 de manera cualitativa la presencia de algunos genes
que estan involucrados con los ciclos biogeoquimicos de N y C. Los primers empleados se

encuentran descritos en el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Primers utilizados para el analisis funcional en metabolismo del C y N.

Gen Ta*
Secuencia 5° —» 3’ pb* Referencia
Primer 0
ccbL, subunidad mayor de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa forma IC (fijacion de C, ruta CCB)
cbbLRIF GAACATCAAYTCKCAGCCCTT Alfreider et al., 2003
cbbLR1R TGGTGCATCTGVCCGGCRTG 818 7 Alfreider et al., 2003
hcd, 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (fijacion de C, ruta HP/HB)
hcd-465F GGHGGTGCWATGACTGA Offre et al., 2011
hcd-1267R CTCATTCTGTTTTCHACATC ~840 > Offre et al., 2011
pmoA, subunidad alfa de la metano monooxigenasa (oxidacion de metano, quimiolitotrofia) PCR anidado
Al189 GGNGACTGGGACTTCTGG (F1, F2) PCRI1
Holmes et al., 1995
A682 GAASGCNGAGAAGAASGC (R1)
mb661 CCGGMGCAACGTCYTTACC (R2) ~00 PCR2  Costello & Lidstrom, 1999
A650 ACGTCCTTACCGAAGGT (R2) 55 Bourne et al., 2001
mcrA, subunidad alfa de la coenzima M-metil reductasa (metanogénesis)
MEL1 GCMATGCARATHGGWATGTC Hales et al., 1996
ME2 TCATKGCRTAGTTDGGRTAGT ~760 >0 Hales et al., 1996
nifH dinitrogenasa reductasa dependiente de Fe (fijacion de nitrogeno)
1GK3 GCIWTHTAYGGIAARGGIGGIATHGGIAA Ando et al., 2005
DVV ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC 9 > Ando et al., 2005
amod, subunidad alfa de la amonio monooxigenasa (oxidacion de amonio por bacterias, quimiolitotrofia)
amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe et al., 1997
amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC ~600 20 Rotthauwe et al., 1997
amoA, subunidad alfa de la amonio monooxigenasa (oxidaciéon de amonio por arqueas, quimiolitotrofia)
Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG Francis et al., 2003
Arch-amoAR  GCGGCCATCCATCTGTATGT ~600 >3 Francis et al., 2003

*pb: pares de bases del amplicon esperado, Ta: Temperatura de alineamiento del primer en el PCR; en el PCR anidado
PCRI1: primer PCR, primers A189/ A682, PCR2: segundo PCR, primers A189/mb661/A650

La mezcla de PCR (volumen final de 25 pL) contenia: 0.75 pL de primer (10 pM), 3 uL de
DNA (2-20 ng), 2.5 pL de buffer de PCR (10X), 0.5 uL de dNTPs (200 uM), 3 uL. de BSA (10
mg/mL), 0.75 pL de MgCl, (50mM), y 0.2 pL Taq polimerasa (5U/uL) (TaKara Taq TM,
Clontech). Las condiciones de PCR para los genes estudiados se encuentran especificadas en el
Cuadro 7. Cabe mencionar que la PCR parar evaluar pmoA fue realizada en un protocolo anidado,

como esta descrito en Horz y colaboradores (2005), empleando 3 pL del PCR1 como templado
para la PCR2.
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8. Resultados
8.1. Registro y documentacion de tapetes y estromatolitos terrestres

En el tubo de lava del sistema de Chimalacatepec las paredes se encontraban cubiertas de tapetes
microbianos de color amarillo y blanco (Fig. 3A), los cuales tenian méximo 1.5 cm de grosor. A
un lado de estos tapetes, fue posible observar estromatolitos terrestres planares (Fig. 3B), lo que
sugiere que su formacion esta relacionada con una intervencion bioldgica. Los estromatolitos
terrestres con forma de galletas se encontraron en zonas cercanas a los 180° y en grupos (Fig.
3C). Estas estructuras miden entre 10-12 cm y tienen una textura porosa en el centro. Es
importante mencionar que en su superficie presentan brotes de microestromatolitos y bordes
aserrados (Fig. 3D).

A

Figura 3. Tapetes microbianos y estromatolitos terrestres del tubo de lava del sistema de
Chimalacatepec. A. Tapete microbiano en la pared de la cueva. B. Indicios de biomineralizacion
temprana en tapete microbiano. C. Estromatolito terrestre planar. D. Conjunto de estromatolitos

terrestres en pared del tubo de lava.
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8.1.1. Amnalisis microscopico y elemental de los estromatolitos terrestres

Se realizo un analisis petrografico para confirmar la naturaleza estromatolitica de las muestras
tomadas en el tubo de lava del sistema de Chimalacatepec (Fig. 4). En las imagenes se denota la
naturaleza laminada donde se intercalan capas de opal-A (silice) y carbonatos (en rojo, por la

tincion con azurina).

-l

Figura 4. Petrografia de estromatolitos de silice del tubo de lava del sistema de Chimalacatepec. A.
Petrografia sin tincion. B. Petrografia con tincion.

El andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM) y de dispersion de energia de rayos X
(EDS) se llevo a cabo en dos estromatolitos terrestres (1 y 2). Dicho andlisis se realizo en muestras
molidas, para ver al interior de la estructura; y sin moler, para ver la estructura intacta (Fig. 5).
Las microscopias mostraron que, aparentemente, la superficie de los estromatolitos terrestres no
cuenta la presencia de biomorfos, y tiene una capa superficial formada principalmente de opal-A
(Fig. 5A-B). Mientras que, en las muestras molidas hay presencia de cocoides (Fig. SB-C) que

posiblemente corresponden a organismos procariontes.
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Figura 5. Microscopias SEM de los estromatolitos terrestres del tubo de lava del sistema
Chimalacatepec. A y B, muestras sin moler. C y D, muestras molidas. Las flechas rojas muestran la
presencia de cocoides.

A la par de la microscopia, se realizaron andlisis elementales por EDS (Fig. 6). Los
espectros de ambos estromatolitos, sin moler y molidos, muestran que los elementos con mayor

dominancia son Si, C, O y Mg, y en menor medida se detectd también Ca.
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Figura 6. Microscopias y analisis EDS de dos estromatolitos terrestres planares del tubo de lava del
sistema Chimalacatepec. A-B. Estromatolito] sin moler y molido, respectivamente. C-D. Estromatolito2
sin moler y molido, respectivamente.
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Los andlisis sugieren que los elementos encontrados estan principalmente en forma de
didxido de silicio (Si02), wollastonita (CaSiO3), 6xido de magnesio (MgO) y carbonato de calcio
(CaCO3) (Cuadro 8). Sin embargo, la composicion porcentual varia entre cada estromatolito y las
modalidades en las que éstos se encuentran, ya que cuando las muestras se muelen, se detectan

mas compuestos al interior.

Cuadro 8. Ausencia o presencia de los minerales encontrados en los
estromatolitos terrestres de acuerdo al analisis EDS.

Compuesto Estromatolito1 Estromatolito2

Sin moler Molida Sin moler molida
SiO; X X X X
CaSiO; X X X
MgO X X X
CaCOs X X

El andlisis por ICP-OES —donde la muestra fue digerida totalmente en acido para solubilizar
los elementos—, mostré que el Mg es uno de los principales componentes (13 g/kg), seguido del
calcio (12.6 g/kg). También el Al, Si, K, S, Na, Fe y P aparecen con 163-300 mg/kg. Esto sugiere
que al interior del estromatolito hay mas compuestos minerales con elementos propios de los

sistemas volcanicos, los cuales pueden estar en minerales amorfos, y no son detectables por EDS.

Cuadro 9. Composicion elemental de un estromatolito terrestre por ICP-OES (en mg/kg)

Mg Ca Al Si K S Na Fe P Sr \Y
13077 12600 298.4 267.6 2322 203.8 199.1 1824 1633 455 379
Cu Ti Zn Li Cr Mn Ni Ba Pb Co As

34.7 11.9 8.02 7.59 7.44 5.55 3.44 3.27 1.31 032 <LOD*

*<LOD debajo del limite de deteccidn, otros no detectados fueron Cd, Mo, Sb, Se, Sny Tl

Adicionalmente, se determiné la concentracion de C total, C organico, C inorgénico y N
total en dos estromatolitos terrestres (Cuadro 10). El analisis arrojé una mayor concentracion

para el C organico con respecto al C inorgénico.
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Cuadro 10. Determinacion de C y N en dos estromatolitos terrestres.

Muestra C total C organico C inorganico N total
(g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg)
Estromatolitol 13.1 11.85 1.25 2.25
Estromatolito2 14.7 12.70 2.00 2.65

La quimica del agua de goteo, sugiere que ésta tiene una naturaleza circumneutral y pocas
sales disueltas, debido a una conductividad de ~40 uS/cm. Las sales disueltas incluyeron Ca** y

Mg?*, asi como Si (Cuadro 11).

Cuadro 11. Caracteristicas fisicoquimicas del agua de goteo del tubo de lava del sistema de Chimalacatepec.

Muestra  pH CE* Na* K+ Ca* Mg* Cr- NHst*  NOs SO+ Si
pS/cm mg/L
Wi 6.93 41 324 129 1.26 1.23 1.48 <LOD* 0.88 5.08 15.0
w2 7.25 33.1 288 138 1.62 1.12 085 <LOD <LOD 6.34 13.1
W3 7.00 37 382 149 1.74 0.94 096 <LOD <LOD 1.80 17.0
W4 6.30 41 3.02 124 297 1.33 031 <LOD <LOD 2.00 16.3
W5 6.10 40 328 218 231 0.86 1.16 <LOD <LOD 281 15.1
Woé 7.05 32 421 093 1.67 0.90 1.01 <LOD <LOD 3.29 237

*CE, conductividad eléctrica; <LOD debajo del limite de deteccion.

8.1.2. Deteccion de estructuras biomorficas en estromatolitos terrestres de opal-A

El andlisis de microscopia electronica de barrido que se llevd a cabo en los estromatolitos
terrestres mostro diversas estructuras derivadas asociadas a organismos procarionticos. Entre
¢stas se destacd la presencia de filamentos bacterianos (Fig. 7A), sustancias poliméricas
extracelulares (EPS por sus siglas en inglés) mineralizadas con nanoesferas de opal-A (Fig. 7B)
y cocoides (Fig. 7C y D). Ademas, es posible observar nanoesferas de opal-A (Fig. 7C) y una

laminacion marcada en los estromatolitos (Fig. 7D).
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Figura 7. Microscopia electronica de barrido realizada en un estromatolito terrestre en donde se
muestran estructuras biomorficas

8.2. Analisis de las secuencias 16S rRNA

En este estudio se obtuvieron un total de 811,652 secuencias de la region hipervariable V4 16S
rRNA (~290 pb) de los dominios Bacteria y Archaea (Cuadro 12). Tras el filtrado de las
secuencias —que implico la remocion de secuencias de baja calidad y quimeras—, se recuperaron
417,386 secuencias (~54% de eficiencia). De estas secuencias filtradas, el 51% pertenecio a los
tapetes microbianos, y el resto a los estromatolitos terrestres del tubo del sistema Chimalacatepec.
Asimismo, estas secuencias fueron agrupadas en un total de 3,095 variantes de la secuencia del
amplicon o ASVs por su nombre en inglés (Amplicon Sequence Variants), de las cuales 724—1107

se encontraron en los tapetes, y 379—778 en los estromatolitos.
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Cuadro 12. Numero de secuencias obtenidas, filtradas y variantes de las secuencias de amplicon
(ASVs) obtenidas de tapetes microbianos y estromatolitos en este estudio.

Muestra Id Secuencia No. de No. de ASVs
identificadora secuencias secuencias  encontrados
Golay obtenidas filtradas

Tapetes microbianos
Tapetel T-1 TACACGATC 171 409 95 747 1025
Tapete?2 T-2 TATCGTTGA 157 079 90 211 1107
Tapete3 T3 GTTGGTCAA 97 182 52706 724
Total 425 670 238 664

Estromatolitos terrestres
Estromatolitol E-1 CACGCCATA 88 428 40 833 506
Estromatolito2 E-2 AGGCTACAC 65 504 23 890 379
Estromatolito3 E-3 TCCTCTGTC 101 793 53961 646
Estromatolito4 E-4 ACGTGTACC 130 257 60 038 778
Total 385982 191 328

TOTAL 811 652 417 386

40



8.2.1. Rarefaccion y diversidad del 16S rRNA de bacterias y arqueas

Respecto a la profundidad del muestreo, se realizé un analisis de rarefaccion considerando el
nimero minimo de secuencias filtradas (i.e., 23,000). La curva de rarefaccion mostrd que el
esfuerzo de muestreo fue adecuado considerando los ASVs observados. Ya que las curvas de
rarefaccion de las muestras de los tapetes microbianos y los estromatolitos terrestres se aproximan

a la asintota al corte del muestreo de 23,000 secuencias (Fig. 8).
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Figura 8. Curva de rarefaccion del numero de ASVs observados con diferentes esfuerzos de muestreo.

La diversidad o de las comunidades bacterianas fue estimada con los indices de Chaol, Shannon
y Simpson para todas las muestras (Fig. 9). El indice de Chao mostré que el Tapetel y Tapete2
tienen mayor riqueza, que el Tapete3 y los estromatolitos terrestres (E1-4). Mientras que, el indice
de diversidad de Shannon tuvo valores similares que no muestran una tendencia entre el tipo de
muestra, i.e., tapetes microbianos (4.91-4.60) y estromatolitos terrestres (4.52-4.94). Para el
indice de Simpson se observo algo similar, ya que la muestras oscilaron entre 9.40 y 9.89, lo que

sugiere que hay similitud de las comunidades, ponderando las especies dominantes de un sitio.
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Figura 9. indices de diversidad a de los tapetes microbianos y estromatolitos estudiados.

8.2.2. Afiliacion filogénética de las secuencias 16S rRNA

Los ASVs fueron clasificados taxonomicamente a nivel dominio, filo, clase, orden, familia,
género y especie mediante la base de datos de GreenGenes. La mayoria de las secuencias (>70%)
pudieron ser clasificadas hasta nivel orden; sin embargo, no pudieron ser clasificadas a niveles
inferiores (v.g., género y especie) (Fig. 10). Esto sugiere que los tapetes microbianos y los
estromatolitos terrestres del tubo de lava del sistema de Chimalacatepec, cuenta con un gran

numero de microorganismos procarionticos ain no reportados en las bases de datos.
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Figura 10. Porcentajes de ASVs de tapetes microbianos y estromatolitos terrestres de un tubo de lava

del sistema Chimalacatepec no asignados con la base de datos de GreenGenes.
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A nivel de dominio, se observo una mayor abundancia relativa de Bacteria que de Archaea.
Bacteria representd >92% de las secuencias 16S rRNA en todas las muestras, mientras que
Archaea obtuvo una abundancia <7% (Fig. 11). En Archaea se detectaron los fila
Crenarcheaota/Thaumarchaeota, Parvachaeota y Euryarchaeota, en donde el primero tuvo mayor

abundancia en todas las muestras (1.4-6.7%), en especial en los tapetes microbianos.
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Figura 11. Abundancia relativa 16S rRNA de Bacteria y Archaea en los tapetes microbianos y
estromatolitos terrestres analizados.

En Bacteria, se encontraron los siguientes fila en todas las muestras: Acidobacteria,
Actinobacteria, Choloflexi, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria, Firmicutes y WS3; en
donde Proteobacteria presentd la mayor abundancia (Fig. 12-A). Cabe destacar que a pesar de
que los grupos mencionados estan presentes en todas las muestras, es posible observar diferencias

en la abundancia relativa de éstos entre los tapetes y estromatolitos terrestres.

Proteobacteria fue el filo con mayor abundancia en los tapetes microbianos. Mientras que,
Actinobacteria y Firmicutes tuvieron mayor presencia en los estromatolitos terrestres. A nivel de
clase se registrd la presencia de Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Anaerolinae, Actinobacteria, Thermoleophila, Acidimicrobiia,
Nitriliruptoria, Chloroacidobacteria, Acidobacter-6 y Nitrospira en todas las muestras (Fig. 12-
B). La clase Gammaproteobacteria fue dominante en todas las muestras; sin embargo, presentd
una mayor abundancia en las muestras de los tapetes microbianos. En cambio, el grupo

Actinobacteria fue mayor en los estromatolitos terrestres.
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Figura 12. Abundancia relativa 16S rRNA de tapetes microbianos y estromatolitos terrestres a nivel Filo
(A) y Clase (B).

Entre los grupos y los microorganismos con mayor abundancia en los estromatolitos
terrestres destacaron principalmente las bacterias del filo Actinobacteria (Cuadro 13). Entre los
que se notd la familia Pseudonocardiaceae y Pseudonocardia sp., la familia Gaiellaceae y

Euzebya sp. Asimismo, se notaron Firmicutes como Paenibacillus sp.

Cuadro 13. Bacterias relevantes encontradas en los tubos de lava
Abundancia promedio (%)

Tapetes Estromatolitos

Grupo taxonémico microbianos terrestres
Actinobacteria 11.3 32.2
Pseudonocardiaceae 3.06 10.06
Pseudonocardia sp. 0.85 2.01
Gaiellaceae 0.01 5.26
Streptomycetaceae 0.07 1.83
Euzebyales 1.48 7.17
Euzebya sp. 1.48 7.17

Firmicutes 0.1 2.5

Paenibacillus sp. 0.02 1.29
Alphaproteobacteria 7.84 6.38
Rhizobiales 5.59 3.33
Hyphomicrobium sp. 2.47 0.82

44



8.3. Comparacion de la diversidad microbiana entre tubos de lava de diferentes partes

del mundo

Se compar6 la diversidad procariontica encontrada en este estudio con tubos de diferentes
regiones del mundo como Hawai’i, Estados Unidos de América (Hathaway et al., 2014a); Isla
Terceira, Portugal (Northup, no publicado); y Pico de Azores, Portugal (Riquelme et al., 2015).
En el diagrama de Venn computado se observo que las cuatro regiones se comparten 67 OTUs
(Fig. 13). Sin embargo, gran parte de las secuencias reportadas para cada uno de los tubos de lava
son Unicas a su sistema de origen. Por ejemplo, Hawai’i cuenta con 48% OTUs tnicos (234/485);
Isla Terceira, 41% (198/481); Pico de Azores, 33% (100/300) y Chimalacatepec, 90%
(3056/3388).

IslaTerceira
deAzores Hawan\n

198 234

Chimalacatepec \ T
90

Pico de Azores

3056 100

58

Figura 13. Diagrama de Venn de los OTUs compartidos en tubos de lava de diferentes regiones del
mundo. Los OTUs fueron definidos a un 97% de identidad nucleotidica.
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8.4. Analisis de la diversidad funcional de las comunidades procarionticas del tubo de

lava del sistema Chimalacatepec

Se realizd un estudio in silico para explorar la diversidad funcional de las comunidades
procarionticas del tubo de lava de Chimalacatepec basados en las secuencias 16S rRNA y su
abundancia relativa. La abundancia relativa de las enzimas detectadas sugiere que los tapetes
microbianos y los estromatolitos terrestres cuentan con la capacidad de fijar C mediante el ciclo
de Calvin-Benson-Bassam a través de la enzima RubisCO y la ruta 3-hidroxipropionato/4-
hidroxbutirato a través de la enzima 4-hidroxibutiril-CoA carboxilasa (kcd) (Fig. 14). Mientras
que, los procesos de metanogénesis (ME-a)) y metanotrofia (MMO-a) se encuentran en menores

proporciones, pero estan presentes, en especial la metanotrofia.

A FijaciondeC B Metanogénesis/Metanotrofia
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Figura 14. Abundancia relativa predicha por Tax4Fun para la fijacion de C (A) y la
metanogénesis/metanotrofia (B) en tapetes microbianos y estromatolitos.

Respecto al N, se detectd un alto potencial para la fijacion de N (nifH) tanto en tapetes
microbianos como en estromatolitos terrestres, mientras que el primer paso de la nitrificacion
(AMO-0) tuvo menor proporcion, pero estuvo presente (Fig. 15).

Fijacion de N/Nitrificacion

mNif m AMO-a
0.02

0.01 A

Abundancia relativa (%)

0.00 -
Tapetes Estromatolitos

Figura 15. Abundancia relativa predicha por Tax4Fun para la fijacion de N y la nitrificacion.

46



Para comprobar estas predicciones, se realizaron reacciones de PCR empleando
oligonucledtidos iniciadores (primers) especificos para detectar los genes codificantes para i) la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, chbL; ii) la 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, Acd; iii) la
subunidad o de la metano monooxigenasa, pmoA; vi) la subunidad a de la coenzima M-metil
reductasa, mcrA; v) la subunidad alfa de la amonio monooxigenasa, amoA y vi) la nitrogenasa
dependiente de Fe, nifH. El rastreo de los genes funcionales arrojo un resultado positivo para los
genes cbbL (Fig.16-A), pmoA (Fig.16-B), nifH (Fig. 16-C) y amoA para Archaea (Fig. 16-D).

~840 pb

~400 pb

Figura 16. Resultados obtenidos a partir de las PCR. A. Fijacion de carbono, chbLR. B. Metanotrofia,

pmoA. C. Fijacion de nitrégeno, nifH. D. Nitrificacion, amoA para Archaea.
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9. Discusion
9.1. Microscopias y analisis elemental de los estromatolitos terrestres

El analisis petrografico denot6 laminas de opal-A y carbonatos intercaladas, de manera que la
formacidn estromatolitica de estas estructuras estd dada por periodos, en donde el ambiente y la
actividad microbiana pueden modificar las tasas de acrecion (Fig. 4). Algunas investigaciones
han reportado que el recambio en las comunidades procariontes estd involucrada en este tipo de
formacion ciclica laminada (Seong-Joo et al., 2000); sin embargo, también puede estar dada por

factores ambientales como la disponibilidad de agua.

Las microscopias por EDS mostraron la presencia de compuestos tipicos en este tipo de
estructuras, tales como SiO2, MgO y CaSiO; y CaCOs. Los primeros dos compuestos son parte
de las rocas maficas (Rogers, 2015) y la wollastonita se forma bajo condiciones de alta
temperatura (Ibanez & Sandoval, 1993; Watters, 1995). La formacion de calcita y otros
carbonatos esta influenciada por la actividad metabolica de los procariontes del sistema (Banks
et al., 2010). Asimismo, los estudios de ICP-OES indicaron la presencia de otros elementos en
los estromatolitos tales como el Al, K, S y Na. Estos elementos también son parte del magma
(Rogers, 2015) y algunos se encontraron en el agua de goteo de la cueva. La razén por la que no
se notaron en SEM-EDS, es porque probablemente se encuentren adsorbidos o en minerales

amorfos.

La quimica de agua indic6 una alta concentracion de Si en todas las muestras. En la muestra
que fue tomada del goteo de un tapete microbiano (W2) se registrd la menor cantidad de Si (13.1
mg/kg). Esto puede deberse a la capacidad de adsorcion del EPS, donde se retiene la silice
disuelta. La matriz del EPS saturada en Si funciona después como sitio de nucleacion para la
deposicion (Konahuser et al., 2001), formando filamentos y EPS silicificados que se encuentran
en la microscopia por SEM (Fig. 7B). Asimismo, las microscopias realizadas por SEM (Fig. 7)
también mostraron una amplia distribucion de estructuras biomorficas en los estromatolitos
terrestres parecidas a las reportadas en otros estudios (Northup et al., 2011; Riquelme et al., 2015;
Loépez-Martinez et al., 2016), esto es indicador de la asociacion entre los microorganismos y la

deposicion de silice.
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9.2. Rarefaccion y diversidad del 16S rRNA de bacterias y arqueas

En este estudio, se observo que el esfuerzo de secuenciacion para determinar la diversidad 16S
rRNA fue suficiente, dado que las curvas de rarefaccion para ambas muestras se aproximaron a
la asintota al minimo de secuencias obtenidas, i.e., 23,000 (Magurran, 2004). Esto implica que,
en este estudio se colectd la mayoria de los organismos procariontes en los tapetes microbianos
y estromatolitos del sistema de tubo de lava de Chimalacatepec. El indice de Chaol estim6 que,
en general, hay mayor riqueza en las de los tapetes microbianos que en los estromatolitos
terrestres. Sin embargo, los indices de Shannon y Simpson calculados mostraron valores altos
para ambos. Tanto el indice de Shannon como el de Simpson aumentan en funcién de la riqueza
y de la equitatividad (Magurran, 2004). Esto quiere decir que el nimero de especies y el nimero
de individuos por especie de los tapetes microbianos y de los estromatolitos terrestres, es similar.
Por ende, los indices calculados muestran que: (i) la diversidad de cada una de las muestras es
alta y (i1) no hay una diferencia significativa entre la diversidad de éstas. Estos resultados
contradicen la hipdtesis de trabajo, donde se pensod que las condiciones de litificacion de los
estromatolitos reducirian la diversidad procariontica. Sin embargo, la diversidad parece no

afectarse de manera significativa en los tapetes y estromatolitos estudiados.

9.3. Afiliacion filogenética de las secuencias 16S rRNA

Los grupos encontrados en este estudio concuerdan con los obtenidos en diversos sistemas
subterraneos, incluyendo cuevas de origen volcanico (Northup et al., 2011; Hathaway et al.,
2014a; Riquelme et al., 2015a, 2015b; Gonzalez-Pimentel et al., 2018) y cuevas tipo karst
(Quintana et al., 2013; Barton et al., 2014; Zepeda Mendoza et al., 2016). Los grupos dominantes
en el sistema de tubo de lava de Chimalacatepec fueron Proteobacteria (46.8%) para los tapetes
microbianos y Actinobacteria (30.4%) para los estromatolitos terrestres. Dentro del filo
Actinobacteria, los 6rdenes con mayor abundancia fueron Actinomycetales, Euzebyales,
Gaielleales y Acidomicrobiales; siendo Actinomycetales el orden dominante (Fig. 17). Estos
resultados son los mismos que reporté Riquelme y sus colaboradores (2015b) en algunos tubos
de lava de Hawai’i y del archipiélago de Azores. Esto sugiere que las condiciones ambientales y
geoquimicas de los tubos de lava favorecen el desarrollo de microorganismos pertenecientes a

estos grupos.
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Figura 17. Principales 6rdenes del filo Actinobacteria.

El filo Actinobacteria fue dominante en los estromatolitos terrestres. La familia
Streptomycetaceae y el género de Pseudonocardia sp. fueron los grupos con mayor abundancia
dentro de este filo. Se ha observado que Actinobacteria se encuentra de manera natural en
ambientes considerados extremos, y que es uno de los grupos con mayor impacto en la
meteorizacion de las rocas volcénicas, favoreciendo la disolucion de elementos como el Mg, Ca,
Si, Fe, Na y K (Cockell et al., 2013). Asimismo, el color amarillo de los tapetes microbianos en
los sistemas subterraneos de origen volcénico ain es tema de discusion. Pero algunos estudios
sugieren que grupos como Pseudonocardiaceae, Chromatiales y Actinobacteria proporcionan el

color mencionado (Porca et al., 2012; Lavoie et al., 2017).

El tubo de lava de Chimalacatepec también cuenta con la presencia de los ordenes
Euzebyales y Gaiellales en gran proporcion. El primero de éstos ha sido reportado en tubos de
lava de Hawai’i (Riquelme et al., 2015a) y de las Islas Canarias, Espafia. Mientras que el segundo,
ha sido hallado en un tubo de lava de la isla de Azores (Riquelme et al., 2015a). A la fecha se
desconoce qué papel pueden jugar estos organismos en los sistemas subterraneos; sin embargo,

es posible que tengan un papel fundamental en éstos.
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9.4. Comparacion de la diversidad microbiana entre tubos de lava de diferentes partes

del mundo

Los tubos de lava de Hawai’i, Isla Terceira, Pico de Azores y Chimalacatepec comparten 64
OTUs, esto indica que existen organismos que son clave para la formacion de las estructuras
minerales dentro de este tipo de sistemas. Por otra parte, existen OTUs Unicos para cada sitio,
incluso si estos se encuentran en la misma region. Tal es el caso de la Isla Terceira y Pico de
Azores, ambos tubos se localizan en el archipié¢lago de Azores en Portugal y s6lo comparten 10
OTUs. Esto sugiere que los organismos tienen una biogeografia especifica y que responden a
factores ambientales unicos de cada region (Hathaway et al., 2014a). Los factores ambientales
involucrados pueden estar dados por las tasas de precipitacion, la latitud de la cueva, la

temperatura, la ubicacion del sistema y la composicion quimica de las rocas.

Hathaway y colaboradores (2014a) llevaron a cabo un estudio en donde compararon la
diversidad bacteriana tomando en cuenta la composicion quimica de la roca baséltica de cuatro
tubos de lava de Hawai’i y cuatro de la isla de Azores. En dicho estudio encontraron pequefias
diferencias en la quimica de las rocas. Al comparar la geoquimica hallada en este estudio con el
que llevd a cabo Hathaway y su equipo se encontraron diferencias importantes, entre ellas, la
presencia de SiO; como compuesto dominante en los estromatolitos terrestres de Chimalacatepec.
Esto sugiere que la composicion basaltica juega un papel relevante en las diferencias estructurales

de las comunidades microbianas.

9.5. Analisis de la diversidad funcional de las comunidades procarionticas del tubo de

lava del sistema Chimalacatepec

Las comunidades microbianas del tubo de lava del sistema Chimalacatepec fueron analizadas
para observar sus capacidades funcionales en procesos del ciclo biogeoquimicos del C y del N.
Respecto a la fijacion de C, el analisis predictivo con Tax4Fun sugiere que los tapetes
microbianos y estromatolitos terrestres cuentan con la presencia de la enzima 4-hidroxibutiril-
CoA-deshidratasa, implicada en la fijacion de C mediante la ruta del 3-hidroxipropionato/4-
hidroxibutirato (HP/HB). Esta enzima ha sido reportada en el grupo Thaumarchaeota (Pester et
al., 2011; Alfreider et al., 2017), el cual fue encontrado en el microbioma del tubo de lava

estudiado. Sin embargo, el gen que codifica para dicha enzima no fue detectado mediante ensayos
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de PCR con los primers empleados (Alfreider et al., 2017). Es probable que las condiciones de
amplificacion no hayan sido las adecuadas, que los primers empleados sean poco especificos para
este tipo de genes o que el numero de copias sea demasiado bajo para ser detectado por el método
empleado, ya que el grupo de Thaumarchaeota ha sido descrito como quimiolitotréfico

autotrofico (Berg et al., 2010).

Por su parte, la enzima RuBisCO (Ciclo de Calvin) presenté mayor abundancia en los
tapetes microbianos que en los estromatolitos segin el analisis predictivo. Sin embargo, los
fragmentos del gen que codifica para una de las enzimas involucradas -chbR- fueros solamente
amplificados por PCR en la muestra de un estromatolito (E-3). Es importante mencionar que no
es el unico gen que codifica para la enzima RuBisCO, y que existen varias formas de esta enzima
en los procariontes (Tabita et al., 2008). De forma similar a la ruta HP/HB para la fijacion de C,
es probable que en este trabajo no se cuente con los primers o las condiciones adecuadas de PCR.
Generalmente se considera que hay materia orgdnica aldéctona que puede llegar a los tapetes
microbianos del tubo de lava de mediante infiltracion, y cubrir los requerimientos de C de las
comunidades microbianas. Sin embargo, estudios metagenémicos en cuevas karsticas sugieren
que los tapetes microbianos en estos sistemas cuentan con el repertorio para fijar carbono
mediante las seis rutas de fijacién de C conocidas a la fecha (Ortiz et al., 2014), siendo el ciclo

de Calvin una de las mas importantes para la fijacion en oscuro.

Respecto al proceso de generacion de metano o metanogénesis, no se logré detectar el gen
mcrA en ninguna de las muestras a través de PCR. Esto confirma los resultados in silico para
mcrA, pues reportdé una abundancia <0.000001 (Fig. 13-B). Contrariamente, hubo un resultado
positivo para la oxidacion del metano, ya que el gen pmoA fue detectado en las muestras de
estromatolitos terrestres y en una de tapete microbiano, lo que puede indicar que la metanotrofia
tiene mayor incidencia en las estructuras organosedimentarias, tal como indico el analisis
predictivo. Esto sugiere que algunos microorganismos del sistema de tubo de lava de
Chimalacatepec pueden estar utilizando CH4 como fuente de energia. Sin embargo, el ensayo de
PCR también pudo ser un falso positivo, ya que los genes amoAd y pmoA estan estrechamente
relacionados evolutivamente (Holmes et al., 1995), y como mencionaremos mas adelante, la sefial

16S rRNA mostré oxidadores de amonio, pero no se encontraron grupos oxidadores de metano.

Con respecto a los genes involucrados en el ciclo del N, el andlisis predictivo sugiri6 una

alta presencia de la enzima nitrogenasa tanto en tapetes como en estromatolitos. Los ensayos de
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PCR para el gen nifH fueron positivos para todas las muestras, por lo que se confirmo el analisis
predictivo. La actividad de los organismos fijadores de N indica que el N> atmosférico es
transformado a NH3 y fijado en la biomasa microbiana. Posteriormente, por procesos de
amonificacion se genera NH4" que puede ser empleado por oxidadores de amonio, u otro
organismo que asimile esta molécula. El resultado positivo para la oxidacion de amonio para
Archaea indica que en la comunidad microbiana de los tubos de lava hay microorganismos
quimiolitétrofos que utilizan el amonio como fuente de energia (Ward, 2012). De forma similar,
no se detectaron formas disueltas de N en el agua de goteo en la cueva, lo que indica que la
fijacion de N es importante para la formacion de la biomasa y el establecimiento de grupos

quimiolitotroficos en los tapetes microbianos y estromatolitos de los tubos de lava.

9.6. Formacion de estromatolitos terrestres

Con base en los resultados obtenidos, es bastante probable que la formacion de los estromatolitos
terrestres del tubo de lava de Chimalacatepec esté influenciada por la actividad de las
comunidades microbianas. La primera fase para la formacion de estas estructuras es la
colonizacion de la superficie de la roca basaltica por organismos quimiolitotroficos autotrofos
que son capaces de fijar N y C para la generacion de biomasa, formando asi una biopelicula. La
formacion de biomasa y la sintesis de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) sirven como
sustrato para los organismos heterotrofos. Entonces comienzan a establecerse redes metabolicas
mas complejas e incrementa la diversidad procariontica, consolidando la biopelicula y

estableciendo un tapete microbiano (Severin & Stal, 2010).

El tapete microbiano formado induce cambios fisicos y quimicos en la roca, promoviendo
el deterioro y la meteorizacion de ésta (Gorbushina, 2007). La sintesis de EPS y acidos organicos
son componentes clave para llevar a cabo los procesos mencionados. El EPS funciona como
contenedor de agua por lo que: i) se incrementa la probabilidad de disociacion de los minerales
de la roca, ii) existe un medio acuoso continuo en donde pueden realizarse diversas reacciones
quimicas y iii) se mantiene la viabilidad de las células (Welch et al., 1999; Gorbushina, 2007).
Por su parte, los dcidos organicos, sintetizados en su mayoria por organismos heterotrofos, i) son
capaces de liberar protones que debilitan los enlaces de los 6xidos metélicos (Me-O) tales como

el Si02, MgO y CaSiOs, lo que ocasiona que los cationes metalicos permanezcan disponibles en
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la superficie de la roca; y ii) funcionan como fuentes quelantes, inmovilizando los iones metalicos

(Welch & Ullman, 1993).

En el tubo de lava de Chimalacatepec, los procesos llevados a cabo por el EPS y los 4cidos
organicos pueden incrementar el estado de saturacion de Si en el agua. Ha sido comprobado que
bacterias pertenecientes a Pseudomonas sp. son capaces de sintetizar acido 2-quetogluconico a
partir de la glucosa, el cual puede disolver silicatos de calcio como la wollastonita (CaSiO3)
(Konhauser, 2016). Es importante mencionar que la meteorizacion hidrica juega un papel
importante en la disolucion de elementos como el Mg, Siy Ca en el sistema de tubo de lava de
Chimalacatepec, tal como se mostr6 en la quimica de agua de goteo (Fig. 18A). Estos elementos
comienzan a difundir en el EPS y a formar una matriz enriquecida en estos elementos. El silice,
en una solucion sobresaturada, es forzado a formar polimeros, a encontrar zonas de nucleacion y
finalmente, a precipitar (Konhauser, 2007). Se ha documentado que las envolturas y las
membranas celulares funcionan como zonas de nucleacion para este elemento, de manera que
son fundamentales para el proceso inicial de silicificacion (Konhauser et al., 2001). El silice
precipita en la zona epicelular en forma de microesferas, las cuales tienen una medida de 0.1-0.5
um (Konahuser et al., 2001; Daza et al., 2014). A medida que el silice se vuelve mas cristalino,
las microesferas se agregan para formar un pequefio botrioide con una corteza externa a la que se

adhieren mas (Westall et al., 1995).

La acrecion mineral fuerza a las comunidades procariotas a desplazarse, de manera que los
organismos colonizan rapido otra superficie con el fin de mantenerse (Konhauser et al., 2001).
Es importante mencionar que el proceso de silicificacion no estd limitado a un taxéon en especifico
(Fein, 2000) (Fig. 18A). La formacion laminada de los estromatolitos terrestres se debe a que
existen oscilaciones en la actividad microbiana o en la sedimentacion durante su formacion. En
el sistema de tubo de lava de Chimalacatepec la actividad microbiana puede ser interrumpida por
la disponibilidad de agua. En lapsos donde la lluvia es abundante los tapetes microbianos se
encuentran humectados y la actividad metabdlica es Optima. El tapete microbiano acumula
biomasa durante los periodos en donde la tasa de sedimentacion es baja. Durante este periodo,
los filamentos son capaces de crecer hacia los lados y hacia arriba, y de atrapar algunos cristales,

granos boitroideos, entre otras cosas (Seong-Joo et al., 2000).
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Por el contrario, en intervalos en donde la lluvia disminuye en el tapete microbiano pierde
H>0, lo que promueve la deposicion de silice. Ademads, la acumulacion de material silicificado
induce el movimiento de la interfaz acuosa restante y de las comunidades bacterianas hacia la
parte superior (Seong-Joo et al., 2000). Mientras esto ocurre, algunos de los organismos que se
encuentran en la zona inferior del tapete comienzan a morir, mientras que otros pierden actividad
metabolica. Los primeros provocan la formacion de una capa de materia organica (MO), mientras
que los segundos se encargan de degradarla a través de rutas anaerdbicas, hasta que finalmente
mueren y la materia organica restante se litifica (Konhauser et al., 2001) (Fig. 18B). Esto es
confirmado por la determinacion de las formas de C que se llevo a cabo, en donde se encontrd
mayor cantidad de C organico derivado de la biomasa microbiana la cual, como se ha explicado,
se litifica y forma parte del estromatolito.

La desecacion del tapete microbiano facilita la formacion de grietas y poros. Los poros
crean microambientes en donde las bacterias consumen CO> lo que provoca el aumento local del
pH y por ende, la precipitacion de carbonatos de calcio (Anbu et al., 2016). Con base en los
resultados obtenidos en este estudio, es probable que los grupos responsables del proceso
mencionado sean Actinobacteria y en menor medida Proteobacteria y Thaumarchaeota, a través
de la fijacion de COs. Se ha reportado que Streptomyces sp. es capaz de fijar CO; de la atmodsfera
de las cavidades, facilitando asi la formacién de polimorfos de carbonatos como el CaCOs
(Canaveras et al., 2001; Cuezva et al., 2012). Asi mismo, otras investigaciones mencionan que es
posible que Pseudonocardia sp. utilice la ruta de Calvin-Benson-Bassham para fijar CO»
(Grostern & Alvarez-Cohen, 2013; Lynch et al., 2014) (Fig. 18B).
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Figura 18. Formacion de los estromatolitos terrestres. A.1. Sintesis de acidos organicos. 2. Fijacion de
nitrogeno y carbono, liberacion de CO; por la actividad metabdlica. 3. Disolucion de iones metalicos. 4.
EPS silicificado por sobresaturacion de Si. 5. Formacion de boitroides. B 1. Litificacion de MO. 2.
Formacion de capa de opal-A. 3. Precipitacion de carbonatos. 4. Nuevo tapete microbiano.

56



10. Conclusiones

El presente trabajo es el primero en caracterizar el componente procarionte de las estructuras
organosedimentarias y tapetes microbianos de un sistema subterraneo originado por actividad
volcanica en México. El sistema de tubo de lava de Chimalacatepec es el mas largo de América
Latina Continental, y al ser un sistema oligotrofico y afético brinda la posibilidad de estudiar las
maneras en la que la vida se establece.

Las fotografias obtenidas por EDS sugieren que los estromatolitos terrestres estan
compuestos principalmente de opal-A, y otros minerales como wollastonita y calcita. Las
microscopias por SEM indican la presencia de biomorfos adheridas a la estructura sedimentaria,
por lo que es altamente probable que las estructuras poliméricas extracelulares funcionen como
zonas de nucleacion para la silice. Los resultados de este estudio sugieren que la estructura de las
comunidades bacterianas no es diferente entre los tapetes microbianos y los estromatolitos
terrestres. Asi mismo, en el sistema se encontraron grupos filogenéticos que han sido reportados
en otros sistemas de tubo de lava alrededor del mundo, sin mencionar que el tubo de lava del
sistema de Chimalacatepec comparte 67 OTUs con tubos de lava de Portugal y Hawai’i. Por lo
que es posible que estos organismos sean fundamentales para el proceso de formacion de las
estructuras organosedimentarias de este tipo de sistemas. Ademads, cada regién contiene OTUs
unicos, debido a los factores ambientales que afectan a cada sistema, tales como la temperatura,
la humedad y la composicion quimica de las rocas.

El andlisis llevado a cabo para conocer el potencial genético de las comunidades
procariontes sugiere que los organismos obtienen N y C a partir de la atmoésfera de la cueva, y
que hay una alta actividad por parte de organismos quimiolitétrofos que utilizan el amonio como
fuente de energia. Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas analisis en torno a los ciclos
biogeoquimicos de los elementos mencionados e incluir el azufre para un mejor entendimiento.
Nuestros resultados sugieren que la formacion de los estromatolitos terrestres del sistema de tubo
de lava de Chimalacatepec estd entonces, altamente influenciada por la actividad de las

comunidades procariontes.
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12. Anexos

Cuadro Al. Numeros de accesos de las secuencias utilizadas para comparacion.

Estudio

Sitio de estudio / No. acceso

No

. secuencias

Hathaway et al., 2014

Hawai’i, USA
Kanohina Cave, Kula Kai Caverns
HM063010-HM063029

Big Island of Hawai'i, Bird Park Lava Tube,
HM444833-HM445589

Big Island of Hawai'i, Kaumana Lava
Tube
HM545239-HM 545243

781

Riquelme et al., 2015

Pico de Azores, Portugal
Gruta dos Montanheiros

JF265809-JF265883; JF265884-JF265962; JF265755-JF265782;
JF265784; JF265786-JF265787; JF265789-JF265795; JF265798-
JF265800; JF265802-JF265803; JF265806-JF265808

Gruta das Torres

HM749653-HM749666 HM749668- HM 749692 HM749694-
HM749716; HM749718-HM749734; JF266342-JF266420;
JF266421-JF266429; JF266431-JF266434; JF266436-JF266439;
JF266441-JF266446; JF266448-JF266454; JF266456; JF266459-
JF266462; JF266464; JF266466-JF266471; JF266473-JF266474;
JF266476-JF266484; JF266487; JF266489-JF266492; JF266493-
JF266497; JF266499-JF266509; JF266511-JF266536; JF266538-
JF266558; IN698909- IN698922; IN698924-IN698947;
IN696292-JN696313

Furna do Lemos

HQ721102-HQ721176; JF265679-JF265711; JF265713-
JF265720; JF265722-JF265726; JF265728-JF265748; JF265750;
JF265752-JF265753; IN801072-JN801095; JIN801097-IN801137

Gruta da Ribeira do Fundo

JF266186-JF266258; JF266259-JF266341; JF266104-JF266148
JF266150-JF266180; JF266182-JF266185; IN802345-JN802368

197

343

212

260

Northup et al., no
publicado

Terceira, Azores, Portugal

Algar do Caravao

IN672037-IN672104; IN672105-JN672128; IN672129 -
IN672192

Gruta da Achada

66

156

163



JN850064-JN850124; JN850125-JN850128; IN607054-
JN607073
JN607075-IN607081

Gruta dos Buracos

JN642995-IN643019; IN643020-JN643065; IN643066-
IN643106
JN616008-IN616084

Gruta dos Balcoes

IN672295-IN672297; IN672299-JN672303; IN672305-
IN672337
JIN850206-JN850293; JIN&50129-IN850171

Gruta da Branca Opala

IN672193-IN672264; IN672338-JN672363; IN672365-
IN672370; IN672554-JN672575; IN850172-JN850205

Gruta da Madre de Deus

IN615875-IN615975; IN701036-JN701094; IN701095-
JN701180

Gruta do Natal

IN672371-IN672481; IN672482-JN672553; IN592623-
IN592653; IN592655-JN592713

Gruta Terra Mole

IN615811-JN615845; IN615847-JN615865; IN615867-
IN615874; IN615790-JN615794; IN615796-IN615810;
JN600568-JN600607
IN615738-JN615789

189

190

161

245

374

177

Lavoie, et al., 2017

Tulelake, California. Lava Caves in Lava Beds National
Monument. USA

Catacombs Cave
1X694094-JX702544

Silver Cave
KP705489-KP706447

1551

959
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Cuadro A2. Composicion elemental (wt %) de los estromatolitos terrestres en forma de galleta de acuerdo
con el analisis EDS.

Estromatolito a Estromatolito b
Elemento Muestra molida Muestra sin moler Muestra molida Muestra sin moler
C ND - 53.02 23.33
O 53.45 56.61 35.86 50.57
Mg - 0.66 1.81 2.45
Si 45.67 9.32 9.32 22.64
Ca 0.89 0.56 -—- 0.96

Cuadro A3. Cuantificacion de DNA extraido

Muestra Id DNA (ng/pL)

Tapetes microbianos

Tapetel T-1 16.8
Tapete2 T-2 18.7
Tapete3 T-3 16.6

Estromatolitos terrestres

Estromatolito! E-1 1.35
Estromatolito2 E-2 0.037
Estromatolito3 E-3 6.80
Estromatolito4 E-4 3.37
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