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Resumen

Los microbios juegan un papel clave en los ciclos biogeoquimicos del planeta ya que |la mayor parte
de la herramientas metabdlicas para transformar los principales elementos de la vida estdn
albergadas en los genomas procariontes. Sin embargo, la identidad de los microorganismoes que
transforman, por ejemplo, las diferentes formas del fésforo en el ambiente, es muy poco conocida.
En este trabajo se utilizan consorcios de gran diversidad estructural y metabdlica (microbialitos y
bacterioplancton) como modelo de estudio. Se examina en su acervo genético la presencia,
diversidad y distribucién de distintos genes/enzimas bacterianas cuya funcién es transformar el
fésforo orgédnico disuelto (POD) en un sistema acuatico con una huella idnica particular, donde la
concentracién de Ca™ es baja y la relacién Mg:Ca es alta. Para estudiar su dindmica temporal se
comparan la comunidad potencial (portadora de los genes) vs. la comunidad funcional (que expresa
esos genes) durante los dos periodos contrastantes del ciclo hidroldgico: la circulacidn invernal y la
estratificacion del lago Alchichica, Puebla. Los resultados indican un vasto potencial para
remineralizar el POD a través de las fosfatasas alcalinas phoX, phoD; y de la fitasa alcalina BPP. Los
marcadores estudiados se afiliaron filogenéticamente con enzimas procariontes de grupos
bacterianos, principalmente heterdtrofos, que son abundantes en la estructura procarionte de los
sistemas acuaticas: Proteobacteria (Alfa, Beta y Gamma), ademds de Bacteoidetes. Los marcadores
estudiados mostraron una dinamica rapida, y diferencial, en el tiempo. Se observé por tanto un
recambio de los filotipos de phoX, phoD y BPP en un tiempo tan corto como el ciclo intra-anual.

El estudio de las metalofosfatasas bacterianas representa una puerta de entrada a la comprensidn
del ciclaje del fésforo en su interaccidn con la disponibilidad de otros metales (cofactores de este

tipo de enzimas).

Cita. Valdespino, P.M. 2015. Identificacion del papel diferencial de componentes de la comunidad
bacteriana en el ciclo del P: microbialitos y bacterioplancton del lago crater Alchichica como
modelo de estudio. Tesis doctoral. Posgrado en Ciencias del Mar y Limnoclogia. Universidad Nacional
Auténoma de México.
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Introduccién

Las actividades antropogénicas han afectado sustancialmente los ciclos biogeoquimicos del planeta
durante los dltimos 200 afios. El aumento de la concentracidn de gases con efecto invernadero,
como el diéxido de carbono (CO,) y los éxidos de nitrégeno (NOx) en la atmdsfera se ha relacionado
directamente con el aumento en la temperatura global, el cual es uno de los factores que son
consecuencia y a la vez impulsan el cambio ambiental que se vislumbra (o Cambio Global).
Comprender las posibles consecuencias de estos fendmenos en las décadas por venir es critico para
formular las estrategias energéticas, tecnoldgicas, ecoldgicas, sociales y de seguridad que afectaran
a las generaciones futuras (IPCC 2007).

Los microorganismos son los principales entes activos que participan en las diferentes
transformaciones bioldgicas dentro de los ciclos biogeoquimicos debido a su extraordinaria
flexibilidad metabdlica. Dentro de los ciclos biogeoquimicos, el del nitrégeno (N) y el del fésforo (P)
son de gran interés, ya que estos elementes limitan con frecuencia la produccién primaria y la
actividad microbiana en los ecosistemas (Stotzky y Norman 1961), afectando por tanto, en escalas
geoldgicas, al ciclo del carbono (C), y consecuentemente, a la quimica de la atmdsfera.

Muchas de las grandes transformaciones biogeoquimicas tuvieron origen en ambientes acuaticos
durante la primera mitad de la historia evolutiva del planeta (~4, 200 - 2, 500 Ma) de tal forma que
las rutas metabdlicas responsables del ciclaje de los elementos se encuentran principalmente en los
genomas procariontes (Falkowski et al. 2008). El estudio del ambiente acudtico y de sus habitantes
ha side muy (til para entender las transformaciones de los elementos principales para la vida asf
como las interacciones entre sus ciclos biogeoquimicos (Paytan y MclLauglin 2007). Y aunque en las
tltimas décadas ha existido un gran avance en la caracterizacion de los componentes biocldgicos
asociados tanto al ciclo del N como del C, apenas comenzamos a entender la mediacién bioldgica en

el ciclo del P (ver Chrdst 1990, Dyhrman et al. 2007, White y Dyhrman 2013).

El ciclo del fosforo

El fosforo (P) es un elemento esencial para la vida siendo un componente estructural y funcional en
todos los organismos. Forma parte de la estructura de los acidos nucleicos y es crucial en la

transmisidén de energia quimica mediante la dxido-reduccidn del ATP (adenosin trifosfato). El P es
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también un constituyente estructural en muchos componentes celulares como las fosfoproteinas y
los fosfollpidos en las membranas celulares, también en estructuras como dientes, huesos, etc (Karl
2000); en algunos organismos puede también estar presente como granulos de almacenaje de
polifosfato intracelular (Kdrnberg 1gg99). El fdsforo juega un papel relevante y diverso en &l
sefialamiento celular, por egemplo, las sefiales fosforlacidnfdesfosforilacidn constituyen un
mecanismo ampliamente difundido en |3 transduccidn (Somlyo y Somlyo 2000 )

A pesar de su relevandia para los sistemas vivos, |a disponibilidad de P es escgsa en muchos
compartimientos de |a biosfera y puede condidonar las tasas de produccidn primaria, Ia distribuddn

de las especies yla estructura del ecosistema (Smith 1g84).

Depositacion at mosférica
(3.2 x 10" mol P yr)

-\

Intemperizmo

Descarga de rics
P particulado 53 x 10" mol P yr'

P dizuelto  06- 1.3 x 10 mol P yr)
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. v '& Remineralizacion &€ N
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Descargas (rivering y p—
aans0les) Pérdida en zona costers

T :
(30-50 x 10" mol P yr) gguﬁ E g%ﬁ'gh‘(’fd"
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? Femineralizacion

Sedimentacion
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Fig. 1 Ciclo global del fosforo. Estan sefialados los reservorios y flujos principales tomando comeo medelo un
sistema acudtico. Fuente: Paytan y Mclaughlin 2007.

El cicdo del fdsforo en el planeta tiene un componente fisico v geoquimico primordial; el
intemperismo continental representa la fuente mas significativa de P hada los sistemas, siendo el
medio acuatico un wvehiculo muy eficaz, sin embargo la deposicidn atmosférica por aerosoles,
cenizas volcanicas ¥ polvo mineral son importantes tambign (Paytan y Mclaughlin 2007) (Fig. Intro
1). Las formas en 1as que se encuentra al fésforo en |3 naturaleza son muy diversas. £l P particulado

que viaja porlos rfos comprende formas tanto inorgdnicas (PIF) como orgénicas (POFR). Mucho del P
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en los rios estd asociado con materia inorganica particulada, especialmente en granos de apatita u
otros minerales y adsorbido en &xidos u oxihidroxidos de hierro y manganeso; esta carga
particulada se deposita rdapidamente y no contribuye directamente al reservorio de P disponible
para la vida acudtica (Wollast 1983). Las particulas de arcilla con oxihidréxidos de hierro y aluminio
tienen en su superficie una gran capacidad de adsorber fosfato a partir de soluciones de agua dulce.
Por lo anterior se estima que solo entre el 10 - 30% del flujo total de P riverino es potencialmente
“reactivo” o bien, disponible para su utilizacién por los organismos (Paytan y McLaughlin 2007).
Existe también un aporte cuantioso de P hacia los ecosistemas proveniente de la actividad
humana, principalmente por la fertilizacidén de los campos agricolas, a través de los drenajes y de la
erosién causada por los cambios en el uso de la tierra o de la industria (la industria del papel por
ejemplo) (Fig. 1) . Este P es lavado hacia rios, estuarios o hacia el agua subterrénea, y causa
enriquecimientos de nutrimentos en los sistemas acuaticos. Muchos de estos conllevan efectos
indeseables para los sistemas y sus habitantes (eutrofizacién) como florecimientos de algas téxicas,
hipoxia o anoxia, mortalidad de peces, pérdida de la biodiversidad, desequilibrios en las

interacciones entre especies y en las redes tréficas, entre otros problemas (Filippelli 2008).

Formas del P y sus transformaciones en la columna de agua

Las formas orgdnicas e inorganicas, disueltas y particuladas del P tienen transformaciones continuas
en la columna de agua (Figura 2). El P inorganico disuelto (PID, comuinmente ortofosfato) es
asimilado por el plancton e incorporade en biemasa. El plancton puede ser posteriormente ingerido
por zooplancton o por organismos detritivoros. Una amplia fraccién del P orgédnico es excretado
como P inorganico y orgdnico disueltos (Cotner y Biddanda 2002), lo mismo que a través de la lisis
de las células del fitoplancton. Continuando con el ciclo, el P inorganico es rapidamente asimilado
por el plancton mientras algunocs de los compuestos organicos pueden ser hidrolizados por enzimas
sintetizadas por bacterias y fitoplancton, y subsecuentemente asimilados. En ambientes marinocs se
ha visto que el fitoplancton y las bacterias autotréficas incorporan el P principalmente como
ortofosfato principalmente (HPO,*, PO,”) para satisfacer sus necesidades metabdlicas. Las
bacterias heterotrdficas son responsables de gran parte de la hidrdlisis de P orgdnico disuelto (POD)
y su conversion a PID; sin embargo, el fitoplancton y las bacterias autotréficas pueden también
hidrolizar compuestos organicos cuando la demanda por este elementc no esta satisfecha por

ortofosfato inorgadnico (Cotner y Biddanda 2002).
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Fig. 2 Farmas del fasfore en los ambientes acuaticos. Se muestran los flujos generales de las formas disueltas
{erganicas, DOP e fnorgdnicas, DIP) y particuladas (POF y PIP) usando como modele un sistema acudtico
(colummna deagua ysedimentos) Fuente: Faytan y Mclaughlin zooz.

Diferentes estudios revelan una alta variabilidad espacial y temporal en las concentradones
de PID y POD en |los cuerpos de agua. Estas fluctuaciones en |a superficie estdn controladas por el
efecto de factores fisicos (e.g. estratificacidn, surgencias) y bioldgicos (asimiladdn de PID,
producddn de POD, recambio o regeneracdn) (Ruttenberg y Dyhrman zoos ). El fésforo inorgdnico
disuelto (Pi, fosfato) es, en general, muy escaso en la capa superficial del ocdano donde tiene
tiempos de residencia muy cortos, en la escala de horas a minutos (Benitez-Nelson 2000). La
fraccidn orgdnica disuelta de P (POD) es la fraccidn mds abundante en la capa de mezcla de los

ocdanos [~ [os primeros 150 m ) (Kolowith et al. zo01).

La caracterizacidn molecular de las formas de POD (y en general de |as fracciones de P en el
ambiente acudtico) han sido un factor que ha limitado la comprensidén del dclo del P por décadas
(Kolowith et al. 2001). El desarrollo de técnicas de espectroscopia como 31P-NMR (de Nuclear
Magnetic Resonance) ha sido muy Util para entender la composicidn de POD (Young e Ingall 2010 ). A
través de estos avances conocemos e.g. que los compuestos de POD de alto peso molecular (HMW)
comprenden aproximadamente una cuarta parte del POD (principalmentes se trata de fosfodsteres;
enlaces C-0-P) y que otra cuarta parte aproximadamente estd contenida en compuestos con enlaces

fosfonato (Z-P). Los compuestos de bajo peso molecular (LMW) no son sujetos de este tipo de

9
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andlisis y por lo tanto sabemos poco de la fraccidn més extensa de POD (Dyhrman et al. 2007). Si
bien, se han publicado una gran cantidad de trabajos tratando de establecer si es el N o el P quien
limita la produccién de los sistemas, por ejemplo, se ha sefialado que la disponibilidad de P es un
factor crucial en el control de la fijacidn de nitrégeno en el océano (Moutin et al. 2007; Paytan y
McLaughlin 2007), la tendencia actual se aproxima a modelos de co-limitacidn dindmica tanto de

formas disponibles de N como de P que limitan alternativamente la produccién primaria acuatica

(e.g. Tyrell 1999).

Conocimiento del papel de los microorganismos en las transformaciones del ciclo
biogeoquimico del P

Aln no se conoce con claridad el papel de las comunidades microbianas en el ciclaje de las
diferentes formas del P y en la regulacién de la produccidn primaria a través de la relacidn
estequiométrica C:N:P. En la actualidad, con la explosién del conocimiento derivado de las "dmicas",
o bien, de las técnicas "independientes de cultivo" utilizadas en el estudio de los microorganismos,
estamos comenzando a entender quiénes son los portadores de las capacidades para transformar
esta gran heterogeneidad de formas del fésforo de las que hemos hablado, asi como el papel que
juegan estos organismos en los sistemas bioldgicos, que parece ser muy relevante (ver Dyhrman et

al.2007).

Las moléculas de |la vida estdn construidas principalmente por seis elementos: H, C, N, O, S y P. Los
ciclos a través el compartimiento biolégico de los primeros 5 elementos estdan conducidos por
reacciones redox mediadas por microbios mientras que el del fésforo esta vinculado mayormente
con la quimica dcido-base (Falkowski et al. 2008). Si bien, el ciclo del P tiene un amplioc componente
geoquimico, su paso por los sistemas vivos tiene una dindmica muy intensa debido a que en general
sus fuentes y su disponibilidad son escasas. Dyhrman y col. (2007) han propuesto un modelo general
sobre las estrategias de los microorganismos para lidiar con las diferentes formas de fésforo en los

ambientes acuaticos (Fig. 3).

10
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Fig. 3 Transformaciones del fosforo por los microorganismos de sistemas acuaticos. El tamanio relativo de los
reservorios de P en aguas oceanicas esta sefialado en la parte derecha de la figura, a la izquierda se observa el
interior celular de un microorganismo acuatico, asf como las estrategias moleculares de los microorganismos
para la remineralizacién, adquisicién y metabolismo delfésforo. Fuente: Dyhrman et al. 2007.

Los microorganismos se valen de estrategias constitutivas y de respuesta al estrés ambiental para
lidiar con la dispenibilidad variable de P, como es el caso de los transportadores de baja y alta
afinidad al fosfato, cuya expresion es consitutiva para los primeros y se activa en caso de estrés por
fosfato, en el caso de los segundos (Dyhrman et al. 2007). Por otro lado, enzimas hidrolasas
extracelulares y periplasmicas interactlan con formas del POD parz regenerar el fosfato, cuya
expresicn parece estar estrechamente relacionada con el estrés por P; algunas de estas enzimas son
pH dependientes (fosfatasas acidas y alcalinas) y como veremos mas adelante, se trata en general
de metalofosfatasas distribuidas en el plancton procarionte y eucarionte, ademas de en algunos
organismos del zooplancton como los cladéceros (Strojsova et al. 2003). Si bien, se conocen con
mas amplitud las enzimas para utilizar los compuestos LMW del POD, se conoce muy poceo sobre
aquellas que se utilizan para aprovechar los compuesto HWW del POD y compuestos considerados

recalcitrantes como los fosfonatos. Las bacterias poseen una amplia coleccion de mecanismos para

11
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enfrentar la limitacién por P que incluyen aumentar el ingreso de compuestos que contengan
fésforo (a través de transportadores de alta y baja afinidad a fosfato: genes pst y pit,
respectivamente) o el uso de enzimas que actlian sobre compuestos organicos, principalmente
ésteres de P para regenerar el PID o bien herramientas para economizar el uso del P, como la
sustitucidn de fosfolipidos por sulfolipidos (Wanner, 1993, Benning et al. 1995, Giovannoni et al.
2005). Un modelo ampliamente estudiado para entender las respuestas bacterianas ante la
limitacién por P ha sido E. coli, donde un conjunto de genes, denominado el regulén pho es
controlado en respuesta a la limitacién por P por un sistema coordinado de dos componentes PhoR-
PhoB (Hsieh y Wanner, 2010; Van Bogelen et al. 1996). PhoR estd inactivo en condiciones de
disponibilidd de P, mientras que, si las condiciones de P disminuyen, PhoR percibe este cambio
(directa o indirectamente a través de la interaccidn con los transportadores de fosfato PstSCAB a

través del acoplamiento de la proteina PhoU) y se activa su actividad de histidina cinasa.

Desde hace décadas se han estudiadla actividad de enzimas para utilizar el fésforo, como las
fosfatasas alcalinas (APs), para aproximarse al estatus nutricional de las comunidades acuaticas. Su
actividad sugiere |la hidrélisis enzimatica de POD y la produccién de PID a partir de un sustrato inicial
no disponible (Ruttenberg y Dyhrman 2005). Los resultados de la deteccién de actividad de
fosfatasas no habian podido ser relacionados con procariontes especificos hasta hace poco; apenas
ahora empezamos a aproximarnos hacia quiénes son los miembros de la comunidad con esta
capacidad (Martiny et al. 2006). El trabajo con microfotografias de Strojsova et al. (2003) ademds de
evidenciar lo anterior, nos permiten reflexionar sobre el problema de la heterogeneidad micre-
espacial y sobre los procesos a escala de la capa limite (Fig. 4). La identidad de los microorganismos
que llevan a cabo las principales transformaciones de fdsfore ha sido desconocida por largo tiempo,
de igual forma, los mecanismos que modulan las respuestas de los microorganismos al cambio
ambiental. Por ende, no es claro si hay organismos clave en las transformaciones del fésforo o en las
interacciones entre microorganismos en la utilizacidén del P o si la transferencia horizontal estd
ligada a alguno de los mecanismos de utilizacién del fésforo. A lo largo de este documento

exploraremos estas interrogantes nuevamente.
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las colonias de Woeronichinia
naegeliana

particula de detritos cdn sefial
enzimatica X

Fig. 4 Micrograffas de plancton marcado a partir de ensayos enzimdticos con marcadores fluorescentes (ELF,
enzyme labelled fluorescence) y autofluorescencia. El color verde corresponde a precipitados fluorescentes de
ELFA y el rojo corresponde a autofluorescencia (clorofila a) de células del fitoplancton. G) Una colonia de
Fragillaria crotonensis con algunas células activas (estructuras lineales) con nanoflagelados heterotréficos
adheridos (los puntos verdes) yarriba a la derecha una particula de detrito marcada con ELFA; H) precipitados
de ELFA dentro de colonia de Woronichinia naegeliana. Fuente: Strojsova et al. 2003.

Modelos de estudio

Microbialitos

Un excelente modele de estudio en ecelogia bacteriana son los microbialitos: depésitos organo-
sedimentarios formados por las actividades metabdlicas de comunidades (mayormente
procariontes) del bentos. Las comunidades que forman estas estructuras se arreglan de manera
vertical en capas estratificadas "visibles", en donde hay una gran diversidad filogenética y
metabdlica. Se ha estimado que estas comunidades se encuentran entre las mas productivas del
planeta (Des Marais 1997), y también entre las mas diversas (ver Centeno et al. 2012). En la
actualidad hay ejemplos de microbialitos en sistemas marines y dulce-acuicelas, manteniendo
similitud estructural con los registros fdsiles mas antiguos, los estromatolitos del periocde Archeano
datados en ~3,500 millones de afios (Schopf 2007).

En el presente, la presencia de microbialitos esta limitada a pocos sitios tropicales marinos y quasi-
marinos (Kempe y Kazmierczak 1993, Reid et al. 2000) y a ambientes extremos como lagos alcalinos,
hipersalinos @ manantiales termales (Paerl et al. 2001) donde se facilita la mineralizacién in situ

(Kempe y Kazmierczak 1990). A pesar de que se han hecho algunos estudios sobre la diversidad de
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estos consorcios microbianos aplicando técnicas moleculares, hay poca informacién que describa en
detalle su potencial metabdlico (en la transformacidn de elementos clave para los ecosistemas) y
sobre las variables abidticas relacionadas con su distribucidn (ver Centeno et al. 2012). Y si bien, hay
relativamente pocos lugares en el mundo donde se conocen microbialitos vivientes, estan presentes
en el territorio mexicano (en Quintana Roo, en lagos crater del altiplanc central y en el Valle de
Cuatro Ciénegas, Coahuila). Al estudiar la composicidn y el habitat de estos sitios, el pH y la
conductividad explicaron con mayor firmeza la variacidon genética entre localidades (Centeno et al.
2012). Fierer y Jackson (2006) coinciden en sefalar al pH como un factor de influencia en la
estructura de las comunidades microbianas, y apuntan que este factor puede ser mas importante
que la distancia geografica.

Las principales diferencias que separan a los microbialitos de Alchichica con los de otras localidades
son: a. Tanto los microbialitos de Quintana Roo como los de Coahuila estan presentes en sistemas
karsticos oligotrdficos (agua con altas concentraciones de calcio y de carbonatos). En cambio, la
concentracion de calcic en el lago Alchichica es muy baja. La composicién mineralogica de
hidromagnesita-magnesita de los microbialitos de Alchichica es muy particular, se ha registrado
solamente en pocos sitios en el mundo (ver Kazmierczak et al. 2011). b. La conductividad y el pH que
circunda los dos tipos de microbialitos en Alchichica es la mds alta en relacidn a los otros sitios, la
diversidad de la comunidad microbiana, en cambio, es relativamente la mas baja entre estos
sistemas. Esto tiene coherencia con otros valores bajos de riqueza de especies reportados en lagos
alcalino-sédicos (Galat et al. 1981, Leland y Berkas 1998). c¢. La concentracidn de nitrato fue un factor
relevante en la separacidn (estadistica) de los microbialitos estudiados, en Alchichica se situaron
entre los mas bajos. Es interesante notar que la proporcidn relativa de cianocbacterias en Alchichica
fue la m4ds alta entre sitios. Lo anterjor podria estar ligado a la posible limitacidn por N en el sistema
Alchichica ya que las ciancbacterias son importantes fijadoras de nitrégeno. Un aspecto destacado
del estudio de Centeno et al. (2012) es la relativa constancia de la composicién microbiana de los
principales grupos bacterianos en los distintos microbialitos estudiados. Si bien, los
génerosfespecies pueden ser diferentes, la participacién relativa de los grupos (sus metabolismos
quizds)en la diversidad de los consorcios fue muy similar.

El estudio de los microbialitos, su organizacion interna, sus interacciones, su potencial metabdlico y
su supervivencia ofrecen un vasto archivo de informacién con posibles respuestas a preguntas

planteadas desde la Ecologia microbiana, la Evolucion quimica y la Astrobiclogfa.
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Fig. 5 Morfologia de los dos microbialitos: tipo esponjoso (arriba) y tipo columnar (abajo) presentes
en el lago de Alchichica. En la parte izquierda se presenta la morfologia externa de los microbialitos
expuestos mientras a |la derecha se observa una seccidén de los microbialitos sumergidos (a una
profundidad aproximada de 0.3 m}. Fuente: Valdespino-Castillo et al. 2014.

Bacterioplancton

El bacterioplancton o mejor dicho, y de forma mas integral, el plancton procarionte, ha sido
relacionado con los flujos mas importantes de materia y energia en los sistemas acudticos. Por
gjemplo, el estado trofico de los sistemas acudticos ¥ las comunidades microbianas
(bacterfoplancton) ha mostrado interesantes relaciones (ver Biddanda et al. 2001, Cotner y Biddanda
r002), estas pueden ser una herramienta Util para comprender y prever las respuestas de las
comunidades acudticas en el horizonte de camblo global.

Los procariontes son capaces de dominar los procesos metabolicos en los ecosistemas donde son
abundantes relativamente a otros componentes (como los sistermas oligotroficos). Por ejemplo, los
procariontes heterotrofos son el componente mas significativo de |a respiracion comunitaria total
en los sistemas oligotroficos, mientras que su contribucidn relativa es menor en sistemas eutréficos
(Biddanda e tal. 1994, 2001; del Giorgio et al. 1937). Parte de |a explicacion de la importancia de los
procariontes heterdtrofos en los flujos de oxigeno y de carbono tiene que ver con su proporcional
alta biomasa relativa en los sistemas oligotraficos y su afinidad por las formas disueltas de C.

La presencia, la dominancia y la distribucion, y por tanto el potencial metabdlico, de los
microorganismos en |os sistemas acudticos obedece 3 "eguilibrios dinamicos” muy complejos,
ligados al cambio ambiental (e.g. cambios en el estatus nutrimental, en |a fisicoguimica o en |a

hidrodindmica de los sistermas) Las condiciones de cambio (gradual o abrupto) han sido
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relacionados, por ejemplo, con la presencia de organismos con estilos de vida distintos que estan
relacionados con dos diferentes estrategias adaptativas: los “oportunitrofos” que poseen
capacidades para explotar recursos que son variables espacial y temporalmente (e.g. Vibrio y
Roseobacter son buenos competidores en condiciones de cambio ambiental); y los oligdtrofos
“pasivos”, muy eficientes en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes (e.g. Pelagibacter y
Prochlorococcus son los organismos numéricamente mds abundantes en el océano; Polz et al. 2006).
Los requerimientos y las capacidades especificas de los microorganismos presentes, por tanto, son
uno de los factores clave del funcionamiento de los ecosistemas. Algunos ejemplos de respuestas
abruptas al cambic ambiental, que afectan los flujos de materia y energia en los sistemas, son los
florecimientos masivos (blooms) o la dominancia alternada de ciertos grupos de fitoplancton sobre
otros.El conocimientos de las estrategias que utilizan los microorganismos para responder al cambio
ambiental, tales como la presencia y expresion de genes para la remineralizacion de macro y
micronutrientes y otros mecanismos, como el quorum sensing (Gram et al. 2002), la quimiotaxis
(Miller et al. 2004) o la asociacidn de procariontes con células animales o algas (e.g. Buchan et al.
2005) pueden contribuir al entendimiento de los sistemas bioldgicos.En la actualidad, con la
explosién del conocimiento derivade de las "dmicas" y la eficiencia para procesar la infoermacion,
estamos adentrdndonos en una era de amplio conocimiento de los microbios y de las variables que
condicionan su presencia y distribucién, sus interacciones y sus respuestas a los cambios

ambientales.

Antecedentes del trabajo

La presencia de microbialitos (de dos morfologias: columnar y esponjoso) distribuidos
aleatoriamente en la zona litoral del lago-crater Alchichica fue descrita inicialmente por Tavera y
Komdarek (1996). Los microbialitos esponjosos se encuentran en toda la zona litoral del lago,
mientras que el tipo columnar, en la zona S y SW. Su crecimiento maximo se observa entre 0 y 5 m
de profundidad. El estudio de Falcdn et al. (2002) sefialé que ambos tipos de estromatolitos estadn
fijando N, atmosférico activamente, con tasas maximas durante el dfa, asociadas a la actividad
fotosintética de cianobacterias con heterocistos. Recientemente, Beltrén et al. (2012) identificd una
veintena de filotipos de nifH como los responsables de la actividad de fijacién de N en los
microbialitos de Alchichica. El trabajo de Centeno et al. (2012) ha sefialado que ambos tipos de

microbialitos tienen una composicidn Unica y diferente ademds de altamente diversa.
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Macek y colaboradores (2009) describieron el picoplancton en la columna de agua del lago
de Alchichica en un periodo de cinco afios, encontraron que la dinamica del picoplancton total sigue
un patrén regular ligado al ciclo hidrodindmico del sistema. La mayor concentracién del
picoplancton total ocurre durante el periodo de circulacién y estratificacion temprana (enero a
marzo), mientras que los nimeros mds pequefios ocurren durante la estratificacion tardia (octubre
a noviembre). El trabajo de Hernandez-Avilés (2010) identifica mediante técnicas de microscopia
(FISH y CARD-FISH) la zonacién de componentes del bacterioplancton asociadas a procesos

biogeoquimicos (Figura 6).

Circulacién Estratificacion
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Fig. 6 Utilizando hibridacién in-situ se describe la presencia y actividad de la comunidad bacteriana en la
columna de agua del lago Alchichica durante los periodos de circulacion y estratificacion. También se sefiala en
el periodo de estratificacion el potencial metabdlico asociado a los procariontes segtin el gradiente redox
(Fuente: Hernandez-Avilés 2010).

De acuerdo con la concentracién de nutrientes y de clorofila a, el estado tréfico de Alchichica
se ha descrito como oligo a mesotrdfico, esto también fue indicado al estudiar el picoplancton total
(ver Macek et al. 2009). La dindmica del N y P en la columna de agua corresponde con el ciclo anual
estratificacion-mezcla. Durante la estratificacion hay un agotamiento gradual de los nutrimentos en
el epilimnion y un enriquecimiento hacia el hipolimnion, en el periodo de circulacién Ia
concentracién de dichos nutrimentos se vuelve homogénea en la columna de agua y es un poco
mayor a aquella del epilimnion en estratificacion.

Tras experimentos de enriquecimientos con N y P en el lago Alchichica, Ramos-Higuera et al. (2007)
proponen que durante la circulacién los nutrimentos N y P no limitan la produccién primaria en
columna de agua, mientras que el elemento que limita la produccidon fitoplancténica durante la

estratificacidon podria ser el N; sin embargo los mayores crecimientos de productores primarios se
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registraron durante los enriquecimientos combinados de N y P sugiriendo colimitacién. Los trabajos
antes mencionados, abren la pauta para abordar preguntas como las aquf planteadas usando a las

comunidades bacterianas del lago-crater Alchichica como modelo de estudio.

Planteamiento del trabajo

Dada la importancia de conocer el papel de las comunidades bacterianas en las transformaciones y
en el ciclaje del P, se plantean preguntas como:
1. :Existe paralelismo funcional en comunidades bacterianas filogenéticamente diferentes, en
cuanto a la expresidn y actividad de genes asociados al ciclo del P?
2. :Existen especies clave y ubicuas dentro de diferentes comunidades bacterianas que lleven a
cabo las transformaciones y el ciclaje del P?
3. (Estardn sujetas de igual forma las comunidades de bacterioplancton y de microbialitos a la

hidrodindmica del sistema?

Objetivos

General. |dentificar el papel funcional, asociado a los procesos de transformacidn y ciclaje del P, de

la comunidad bacteriana en microbialitos y bacterioplancton del lago-crater Alchichica.

Particulares
¢ Identificacion de genes asociados a las transformacion y ciclaje del P en la comunidad
bacteriana de un lago monomictico, incluyende microbialitos y columna de agua.
¢ Montaje de metodologias moleculares para identificar mediante PCR-clonacién a los
diferentes componentes bacterianos asociados al ciclo del P.
e |dentificacion de tasas y dindmica de expresién diferencial de la comunidad bacteriana
(cADN), en diferentes condiciones hidrodindmicas y circadianas.

e Establecerlas relaciones filogenéticas de los diferentes genes asociados al ciclo del P.
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e (omparar los resultados de inferencia filogenética y los patrones de expresion,
identificando especies/grupos clave en el funcionamiento biogeoquimico de las

comunidades.

Area de estudio

Alchichica es un lago crater (19°24" N y 97°247) en el llano lacustre de Puebla en el Eje Neovolcanico
Transversal, a 2340 m.s.n.m. Es circular (didmetro 1.8 km) con pendientes abruptas. Su profundidad
promedio es 40.9 m, y la maxima es de 62 m. Es un sistema oligosalino (8.5 g L), alcalino (pH 8.7 a
9.2), dominado por iones sodio-magnesio y cloro-bicarbonato (Vilaclara et al. 1993). El clima es
semiarido (la precipitacidn anual es <500 mm y la tasa de evaporacién anual es <1690 mm), la
temperatura media ambiental es de 12.9 °C (Adame et al. 2008), mientras que la de la columna de
agua variaentre 14.5 y 20 °C.

Alchichica no tiene afluentes superficiales, estd alimentado con agua subterranea (Filonov et
al. 2006). Ha sido clasificado como un lago monomictico calido (Alcocer et al. 2000) cuya mezcla
ocurre en el invierno (entre diciembre y abril); durante la estratificacidn el hipolimnion se encuentra
andxico (Alcocer et al. 2000).

Se han indicado condiciones de oligo a mesotrdficas en el sistema de acuerdo con la
concentracidn de clorofila a, proxis de biomasa fitoplanctdnica (Adame et al. 2008) y
concentraciones de nutrientes <4 @Mol en una amplia {15 - 35 m) zona eufdtica (Ramirez-Clvera et
al. 2009). Durante el verano ocurren afloramientos masivos de cianobacterias como Nedularia cf.
spumigenag. (Falcén et al. 2002, Macek et al. 2009)

En el lago de Alchichica no ha sido claro establecer los mecanismos que limitan y sostienen la
produccién primaria tantc en la columna de agua como en la zona litoral del lago, ni cémo el
compartimiento bacteriano participa en la transferencia de nutrientes en las redes troficas.
Diferentes fuentes de evidencia coinciden y sugieren en una posible co-limitacién de la produccion
fitoplanctdnica por N, P y Si en una escala temporal (intra-anual) (ver Ramirez-Olvera et al. 2009,

Ardiles et al. 2012).
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Fig. 7 Esquema de muestreo en el lago Alchichica, Puebla, que muestra los sitios de colecta para los
microbialitos columnar (EC) y esponjoso (EE), ademas del sitio de muestreo de la columna de agua (W) donde
se colectd agua a 5 m, 25 m y 61 m durante la circulacién (febrero 2011) y la estratificacién (agostc 2011). En la
parte inferior se muestra el disefio de colecta para el analisis de ADN y ARN totales.

Métodos

Esquema general de muestreo

A continuacién se explican los diferentes métodos y estrategias utilizadas para abordar las
preguntas y las hipdtesis relacionadas con el presente proyecto. El orden propuesto es secuencial y
operacional.
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Colecta de microbialitos y bacterioplancton

Muestras para extraccién de ADN

Se colectaron muestras de diferentes componentes de la comunidad microbiana del lago-crater
Alchichica durante los periodos de mezcla (enero de 2011} y estratificacién (agosto de z2011).

De los dos tipos morfoldgicos de microbialitos presentes en Alchichica (esponjosc y columnar sensu
Tavera y Komarek (1996), se colectaron nicleos de aproximadamente 5 cm de didmetro por 5 cm de
profundidad de las capas superficiales de estas estructuras. El muestreo se realizé por triplicado
para seis microbialitos (de cada tipo morfoldgico) distribuidos a lo largo del lago (Estaciones EE S1-
S6y ECS156 (Fig. 7).

Para estudiar el bacterioplancton se colectd agua de 3 profundidades en la columna de agua: sm, 20
m y 61 m, en una estacidén central del lago (Fig. 7) por triplicado. El agua fue filtrada a través de

membranas de 0.22 um, Durapore, Millipore, posteriormente a un pre-filtrado por 10 pm.

Muestras para extraccién de ARN

Ademas de los fragmentos de microbilalitos colectados para analizar el ADN, en los mismos sitios, se
colectaron muestras de estromatolitos y columnar y de agua en 4 momentos de un cicle diurno,
cada 6 horas: amanecer, medio dia, atardecer y media noche (06:00, 12:00, 18:00 y 24:00 h,

respectivamente ), para monitoreo de su expresién génica a lo largo del dfa.

Microbialitos. Se colectd aproximadamente 20 g de cada tipo de microbialito (EE y EC) que fue
preservado en sus condicicnes originales (agua, temperatura, luz) en un periodo de 24 h. Cada 6 h
se secciond una submuestra que fue congelada en nitrégeno liquido (<140 °C) y preservada

posteriormente a -80°C,

Columna de agua. De igual forma se colectd y preservd agua de 3 profundidades: 5,20 y 61 m. Cada
6 h se filtré un volumen de 1.5 litros a través de membranas de 0.22 um, Durapore, Millipore
posterior a un pre-filtrado por 10 m. Estas submuestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y

preservadas posteriormente a -80°C.

Extraccién de dcidos nucleicos
Se realizaron extracciones de ADN metagendmico de microbialitos (EE n=6, EC n=6) y columna de
agua (n=3, correspondientes a tres profundidades) seglin el protocolo de Zhou et al. (1996), con

limpiezas posteriores de fenol: cloroformo: isoamil alcohol y purificacidn con columnas de silice (ver
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Centeno et al. 2012). Aproximadamente 5 g de cada microbialito fueron pulverizados en varios ciclos
con nitrégeno liquido en una solucidn buffer (100 mM Tris-HCl, 20 mM NacCl, 100 mM EDTA, pH 8) y
0.06 del volumen obtenido de CTAB. Esta mezcla fue incubada con lisozima (30 mg ml" ,Sigma
Aldrich, USA) por 30 min a 37 °C y posteriormente con proteinasa K (10 mg ml”, Sigma Aldrich, USA)
y 0.1 del volumen de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 55 °C, durante toda la noche.

Las muestras fueron centrifugadas a 8000 g por 20 min. La fase soluble fue recuperada y extraida
en dos ciclos con fenol: cloroforme: isoamil alcohol (25: 24:1) y en un ciclo posterior con cloroforme:
isoamil alcohol (24:1). El ADN fue precipitado durante toda la noche afiadiendo 2 volumenes de
2_propanol, 0.1 volumen de acetato de sodio (3 M)y 2 pL of GlycoBlue (Ambion Inc., USA). El ADN
precipitado fue recuperado por centrifugacién (8000 g por 15 min), lavado en dos ciclos con etanol
80% y resuspendido en agua de grade molecular. Las muestras fueron purificadas con columnas Mini
Spin columns (DNeasy Blood & Tissue kit; QIAGEN, Alameda, CA) segln las recomendaciones del
fabricante, precipitadas nuevamente y almacenadas a -20°C hasta su analisis. Las muestras de seis
sitios de colecta fueron combinadas para hacer una mezcla compuesta para cada tipo morfoldgico

de microbialito.

Extraccién de ARN y sintesis de cADN

Posteriormente a la extraccidn de acides nucleicos con solventes orgdnicos, segin se describid
anteriormente, la fraccién que contiene los dcidos nucleicos fue resuspendida en 30 pl de agua
grado molecular (Sigma Aldrich). Para extraer el ARN se utilizé el kit RNA PowerSoil® Total RNA
Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA) y se siguieron las instrucciones del fabricante con
algunas modificaciones. Seis gramos de los microbialitos por sitio fueron molidos en varios ciclos
con nitrégeno liquido con 2.5 ml de la Bead Solution (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA). La fraccién
obtenida fue colocada en tubos Falcon de 15 ml contenidos en el kit. Posteriormente el ARN fue
purificado a través del protocolo de limpieza del RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) que
incluye un paso para eliminar el ADN con ADNasal (Qiagen). En este paso, las muestras de los
diferentes sitios fueron combinadas para obtener muestras compuestas para cada tipo de
microbialito, para cada tiempo de colecta a lo largo del ciclo circadiano. Inmediatamente después a
esta purificacién, el cADN fue sintetizado utilizando el sistema Reverse Transcription System
(Promega, WI, USA). El ARN fue poteriormente incubado a 70°C por 10 min y después incubado en
hielo. Alicuotas de 4 ul del ARN total fueron colocadas en tubos de reaccién con una concentracion
final de 5 mM de MgCl,, 1volumen de solucidn buffer (Reverse Transcription; Promega), 1.0 mM de

cada desoxinucledtido trifosfato, 0.5 U de inhibidor Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor
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(Promega), 15 U de AMV Transcriptasa Reversa (Promega) and 0.5 ug de los oligos especificos para
cada marcador (Invitrogen).

Las reacciones de 20 ul fueron incubadas a temperatura ambiente por 10 min y posteriormente, a
42°C por 15 min y finalmente a 95°C por 5 min para inactivar la transcriptasa reversa. El cADN

obtenido fue almacenado a -20°C hasta su analisis.

Seleccion de marcadores genéticos

A partir de reconocer la diversidad de formas del fésforo en los ambientes acudaticos y sus
transformaciones (mayormente por procariontes) se realizd una blsqueda de oligos o primers,
disefiados y probados (publicados) para buscar la mayor diversidad procarionte posible, asociada a
las enzimas extracelulares fosfatasas alcalinas, fitasay polifosfato cinasa. La blsqueda de los oligos

se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligos degenerados utilizados en este estudio: fosfatasas alcalinas (phoX y phoD), fitasa
(BPF) y polifosfato cinasa (ppk1)

Mecanismo Funcion Gen oligos Amplicon Sistema estudiado
general (nucelot.) Referencia
Respuestas fosfatsa phoX ~600 agua de mar
ante Pi stress alcalina phoX1 F 5'GARGARAAYTTYAACGGCTA Sebastian y Ammerman 2009
Transformacion R 5'GCCAKSACRWAVAGATCC
de POD (ésteres phoX2 F 5’GARGAGAACWTCCACGGYTA
de fosfato) R 5 GATCTCGATGATRTGRCCRAAG
phoX3 F 5'GGGNACTTAYYTMACBTGYGAA
R 5GDCKATCCATBGKBGTTGC
fosfoesterasa ~330
ALPS-F730 5" CAGTGGGACGACCACGAGGT Sakurai ef af. 2008
ALPS-R1101 5'GAGGCCGATCGGCATGTCG
Transformacion fitasa BPP ~200 intestino de carpa
del fitato F-BPP 5 'GACGCAGCCGAYGAYCCNGCNITNTGG Huang et al. 2009
R-BPP 5 CAGGSCGCANRTCIACRTTRTT
Respuestas sintesis de ppk1 ~1200  reactor de lodos activados
ante estrés/ polifosfato NLDE-F 5 CGTATGAATTTTCTTGGTATTTATTGTACTAATCTngaygarityt McMahon ef a/. 2002 y 2007
abundancia de P TGNY-R 5 GTCGAGCAGTTTTTGCATGAwarltncengt

* |as secuencias parciales amplificadas por estos oligos fueron erréneamente anotadas como phoA (NCBI), corresponden a
secuencias tipo phoD.
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Amplificacién por PCR de genes funcionales en ADN total
En ADN metagendmico se amplificaron secuencias parciales de genes involucrados en las
transformaciones de fdsforo para las regiones phoX, phoD, BPP y ppkt. Las condiciones de PCR para

cada uno de los marcadores estd resumida en |la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacién de los marcadores seleccionados con oligos
degenerados en muestras ambientales (ADN metagendmico)

Marcador
Concentracion Concentracion Fragmento Condiciones de PCR Referencia
de cada oligo de MgCl, (pb)

phoX 0.4 mM 1.4 mM Aprox 600 Desnaturalizacion (95°C por 5 min) Sebastian y Ammerman 2009
35 ciclos (94°C por 30 5, 52° Cpor30 5 y 72°C por 1 min)
Extension final (72 °C por 10 min)

phoD 2mM 2mM 321 a 330 Desnaturalizacion (94°C por 3 min) Sakurai et al. 2008
35 ciclos (84 °C por 1 min, 57° C por 1 min v 72 °C por 2 min)
Exdension final (72 °C por 7 min)

BPP 1mM 2mM 160 a 200 Desnaluralizacion (35°C por 4 min) Huang et al. 2009
B ciclos {95 "C por 30 5, 57° C por 30 & (disminuyendo
1°C encada ciclo) v 72 °C por 30 g)
27 ciclos (85 °C por 30 5, 48 °C por 30 5 y V2°C por 5 min)

ppki 400 n 3.5 mMm Aprox 1300  Desnaturalizacion (94°C por 12 min) McMahon et al. 2002 y 2007
10 ciclos (84 °C por 1 min, 53° C por 45 5 (disminuyendo
05°C porciclo) y 72°C por2 min)
25 ciclos (84 °C por 30 5, 45 °C por 45 5 y 72°C por 2 min)
Exlension final (72 °C paor 20 min)

phnA 2.5 pmol 2.5 mMm 144 Desnaturalizacion (94°C por 2 min) Gilbert et al. 2009
30 ciclos (84 °C por 30 5,568° Cpor30 5
y 72 °C por 2 min)

Exlension final (72 °C paor 20 min)

Nota. Oligos degenerados

Se buscaron las condiciones éptimas para la amplificacién con PCR a partir del ADN ambiental total
de cada comunidad. Los productos de PCR para cada gen identificado fueron separados con librerfas
de clonas, usando vectores de clonacidn (TA Original cloning kit, Invitrogen) y células competentes
(E. coli TOP10, Invitrogen). Cada clona fue separada y caracterizada mediante secuenciacidn {usando
oligos M13) para posteriormente evaluar los patrones de diversidad de cada marcador e identificar
unidades taxondmicas operativas (OTUs). Se cotejd la identidad de cada producto amplificado

mediante diferentes andlisis filogenéticos (a continuacidn).

Andlisis bioinformadtico

Las secuencias parciales obtenidas permitieron hacer inferencias filogenéticas y funcionales que al ir
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acoplados a su patrén de expresion, ofrecieron informacion sobre los grupos activos en diferentes
procesos del ciclo de P. Estos analisis incluyeron inferencias filogenéticas por distancia y por maxima
verosimilitud.,

La identidad de cada fragmento se corrobord con la base de datos del NCBI, usando el algoritmo
BLASTN y se alinearon las secuencias obtenidas en base a su secuencia predicha de aminocacidos.
Debido al uso de la técnica de transformacidn-clonacion también es importante eliminar los posibles
fragmentos del vector de clonacion, unidos frecuentemente a las secuencias amplificadas. Resulta
muy Util compilar las secuencias a analizar tanto en nucledtidos como en su secuencia prevista de
aminodcidos (archivos .fasta). Buscar y descargar secuencias de referencia (casi siempre resultado
de secuenciacién de cepas “tipo™)es una tarea que debe realizarse a la par que se busca la identidad
de las secuencias problema en BLASTn.

Una vez que se cuenta con el archivo de las secuencias problema en aminodcidos, asi como
secuencias de referencia, se procede a alinear las secuencias en el marco de lectura correcto, para lo
cual le pueden utilizar diferentes herramientas en Iinea como Expasy Six frame Translator, las cuales
ayudaran a reconocer el marco de lectura correcto asi como saltos en el marce de lectura. Los
alineamiento en aminodcidos seran muy Utiles para visualizar regiones conservadas, regiones de alta
variabilidad, inserciones, deleciones, dominios funcionales y “binding sites”, pseudogenes, etc.

En este proyecto se utilizaron diferentes plataformas para alinear las secuencias problemas como
Sequencer 4.1.4 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, Ml, USA), CLUSTAL W o MUSCLE, estos dltimos dos
son utilizados en paquetes multifuncionales como Seaview o MEGA.

Algunas plataformas de andlisis de aminoacidos como HMMER, Protein Data Base (PDB) o EMBL
fueron herramientas fundamentales para entender la estructura y funcion de los fragmentos
analizados (éstas estdn ligadas a bases de datos de proteinas como Uniprot o Conserved Domains,
de NCBI).

En su camino evolutivo, los genes han sufrido modificaciones, la tasa de cambio y la posicidn de esos
cambios dependen de la historia evolutiva particular de esos fragmentos (ADN), por ello es
necesario seleccionar el medelo de evolucidn que refleje los cambios de un particular tipo de
secuencias (e.g. la tasa de sustitucidn de los nucledtidos). Una forma practica de buscarlo es a
través de la herramienta Model selection de MECA 5.

A partir de los alineamientos cuidadosos en aminoacidos, es posible generar alineamientos en
nucledtidos con coherencia y significado. Con este tipo de alineamientos, se realizaron analisis de
secuencias con algoritmos de neighbor joining, maxima verosimilitud o bayesianos, que generan

topologias en forma de arboles sefialando la afiliacion entre las secuencias. El analisis mas utilizado
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en este proyecto fue el de méaxima verosimilitud, a través de la plataforma en linea PhyML 3.0
(Guindon et al. 2010).

A través de la plataforma en Ilmea MOTHUR v.1.33.3 (Schloss et al. 2009) se realizaron los andlisis
para agrupar las secuencias en unidades taxondmicas operacionales (OTUs) y la exploracion de los
cortes {cutoffs) en diferentes porcentajes de similitud (95% para phoX y BFP, 75% para phoD).
También permitid observar traslapes de OTUs en los diferentes conjuntos de secuencias
ambientales, asi como estimar el indice de diversidad de Shannon (H"), el indice no paramétrico de

riqueza Chao y el porcentaje de cobertura de los resultados.

Caracterizacién ambiental (pardmetros fisicoquimicos y biogeoquimicos)

Acoplado al muestreo bioldgico se colectaron datos de la fisicoquimica del sistema con el apoyo en
el campo de los integrantes del Proyecto de Investigacion en Limnologia Tropical, FES-Iztacala,
UNAM.

También se colectaron muestras en triplicado para nutrientes disueltos, N y P totales y para el
analisis elemental de C, N y P en los microbialitos. Estos andlisis fueron realizados con apoyo del
Laboratorio de Biogeoquimica acudtica, Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM. En
contenedores de polipropileno pre-lavados con agua desionizada se colectd para su andlisis de
nutrientes un volumen de agua de 30 ml prefiltrado en membranas de nitrocelulosa (0.44 y 0.22 um)
al que fueron agregadas 3 gotas de cloroformo y fueron mantenidas en congelacién hasta su analisis
en los dias subsiguientes. La determinacidén de la concentracion de SRP, Amonio, Nitrato y Nitrito
fue determinada para las muestras de la columna de agua y el agua circundante a los microbialitos,
fue realizada en un analizador de flujo continuo (Skalar San Plus, Skalar) con los métodos estandard
adaptados por Grashoff et al. (1983) siguiendo los circuitos de Kirkwood (1994).

Para el analisis de Ntotal y Ptotal de las muestras de agua, se colectaron 10 ml sin filtrar y fueron
mantenidas en congelacién (-20°C) hasta su analisis. Estas muestras fueron analizadas segun el

método de Valderrama (1981).

Andlisis elemental (C, N y P) de los microbialitos

Para el analisis elemental de los microbialitos se extrajeron secciones de |la parte superficial "viva"

° que fueron mantenidas en congelacidén y

de los microbialitcs, de aproximadamente 1 cm
obscuridad hasta su andlisis posterior. Después, fueron secadas a 12°C en vacio en el Savant
SpeedVac drier (Waltham, MA, USA). Una vez secas, fueron molidas en un morterc de agata.

Aproximadamente 20 mg de esta mezcla (n=6 para cada tipo de microbialito) fue utilizada para
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estimar su composicidn elemental de C y N (en un Analizador elemental PerkinElmer 2400) y de P
por una oxidacidn con persulfato a alta temperatura (Valderrama 1981). Para estimar la composicidn
elemental del componente orgdnico de los microbialitos, fueron removidos los carbonatos,
incubando aproximadamente 150 mg de la mezcla seca y molida de cada microbialitc con acido
clorhidrico 1.5 N en cdpsulas de porcelana. Estas fueron colocadas en parrillas a 40°C dentro de
campanas de extraccidon. Una vez que todo el liquido se evapord, las muestras fueron resuspendidas
en agua desionizada y centrifugadas 20 min a 4000 g a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
recuperadoc para analizar formas disueltas y particuladas de N y P y los pellets fueron secados a 50°C
y mantenidos en un desecador hasta su analisis.

Los pellets del componente organico en su totalidad (de aprox. 15 mg) fueron utilizados para su

analisis elemental de C y N, asi como su analisis por el método de Valderrama de Ntotal y Ptotal.

Resultados

1. Trabgjo de revisién

Transformacién del fésforo por microbios en los sistemas acudticos

El desarrollo de técnicas de Quimica analitica (principalmente para determinar las formas de P en el
ambiente), asi como de disciplinas como la Fisicoquimica, la Microbiologia, la Ecologia y la Biologia
molecular, entre muchas otras, han permitido identificar procesos fundamentales (principalmente
en procariontes) involucrados en el ciclaje del P en diferentes escalas espacio-temporales, como los

siguientes:

a. Estrategias de respuesta ante concentraciones bajas o variables de P en el ambiente

Se han identificado diversos mecanismos que utilizan los microbios para poder vivir en ambientes
con baja disponibilidad de P. Anteriormente (ver Fig. 3) se describié cdmo los microbios cuentan con
diferentes estrategias para adquirir, transformar y lidiar con el cambioc de P en el ambiente. Parte de
las estrategias constitutivas vy de respuesta estan ligadas a la preferencia por sustrato de los

microorganismos y a su forma de vida.
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Tal como lo hace el fitoplancton, las bacterias usan preferencialmente el fdsforo inorganico (P) para

sus necesidades metabdlicas. El genoma bacteriano posee para ello transportadores especificos de

alta y baja afinidad (ver Dyhrman et al. 2007). Sin embargo, se ha observado que los procariontes

pueden aprovechar otros compartimientos del P, particularmente el POD (Palenik et al., 2003,

Martiny et al. 2006, Dyhrman et al. 2002). La Tabla 3 conjunta la informacidn de los genes y proteinas

mejor caracterizados que han sido relacionados con las transformaciones de P en procariontes.

Estan organizados de acuerdo con las transformaciones de las fracciones de P en la columna de

agua, al modelo de Dyhrman et al. (z007) se ha sumado informacién de diferentes marcadores

genéticos (Fig. 8) que se exploran en la actualidad para enriquecer el conocimiento sobre el ciclaje

de este elemento fundamental

Tabla 3. Genes y proteinas involucrados en el metabolismo del fésforo

Metabolismo del P

Proteinas/genes
involucrados

Funcién

Descrito en

Referencias

Adquisicién de
fosfate inorganico

Transportadores
de alta afinidad
de fosfato

operén PstSCAB-phold
sphx, pstSl, pstC1,
pstAl, pstB1, pstsS2, pstC2,
pstA2, pstB2

Sisterna de transporte de Pi
transportadaores de fosfato tipo ABC

cianobactenas, proteobacterias,
planctomycetes, acidobacterias,

firmicutes, Euryarchaeota

Suzuki et al. 2004
Hirani et al. 2001

nucH nucleasa extracelular cianohacteras, bacteroidetes Suzuki et al. 2004
urtA, codifica para una proteina periplasmica Suzuki et al. 2004
phoQ histidina cinasa transmembrana Whitton v Potts. 2000
Transportadores de pit transportadar de baja afinidad Listeria spp., Bacillus sp., Alcarsz etal. 2008
baja afinidad proteobacterias
Fosfatasas alcalinas (Falc) phoA tianobacterias, planctomicetes, Sehastian y Ammerman 2003
remosign de grupos fosfato proteobacterias, firmicutes. Luo et al. 2009
de compuestos organicos,
phoX dizponibilidad de P inorganico firmicutes, proteobacterias, Sebastian y Ammerman 2009
actinohacterias, cianobacterias Luo et al. 2009
phoD proteobacterias, actinobacterias Sakurai et al. 2008, Tan et al. 2014
phoy Synechococcus sp Whitton v Potts, 2000
Fosfatasas acidas (Fac) ACP eucariontes, hacterias, amueas WKettler et al, 2007
Utilizacién de Utilizacion de aperdan phn proteinas gue facilitan la ruptura y
P orginico fosfonatos phnB. phnk, phnL la adquisicidn de fosfonatos Proteshactenias, firmicutes, Kononova y Nesmeyanova 2002
phnA cianohacterias, tenercutes Gilbert et al. 2009
utilizacion de DOP ugpBAECQ adquisician de sn-gliceral-3-fosfato, eucariontes, hacterias, amueas Allewalt et al. 2006

actividad fosfodiesterasa

Respuesta ante baja
disponibilidad de P

reguldn Pho (31 genes)

sistema coordinado phoB/phoR

sphS (homologo de phoR)
SphR (homologo de phoB)

sensorfregulator de la

expresian de los operones

del reguldn Pho

afectan la expresidn de mitiples

genes al anclarse rio ariba a sus regiones
prormotoras ante limitacidn por P

E. cofl, y proteobacterias

cianobacterias mannas y
firmicutes

Wanner 1996

Hirani et al. 2001
SUZuki et al. 2004

pholJ codifica para un polipéptido envuslto en la eucariontes, bacterias, argueas Whittan y Potts. 2000
represian del requldn pho
Sintesis de sulfolipidos enzimas clave para sintesis de sulfolipidos
sgd1 codifica para sulfoquinovose sintasa proteobacterias, cianobacterias Wan Mooy et al. 2008
sqdX codifica para glicosiltransferasa Alcaraz et al. 2008
i Respuesta ante cambios | Sintesis y uso de ppki sintesis de polifosrato bacterias, hongos, plantas wchahon et al, 2002, 2007

i enladispenibilidaddeP |

polifosfato

A pesar de la evidencia acumulada sobre la limitacion de la produccion por la baja disponibilidad de

fésforo en los océanos y en aguas continentales, los estudios en aislados bacterianos y en el

ambiente, son escasos (Scanlan y Wilson 1999). Bajo el modelo de respuesta de Escherichia coli se
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conoce que ante limitacidén por foésforo, E. coli induce varios componentes del regulén Pho, un
conjunto de genes (aproximadamente 31) que codifican para protenas necesarias para la
incorporacion de P; o para el uso de fuentes alternativas de P (como fosfato ésteres y fosfonatos).
Un estudio con microarreglos del reguldén Pho en especies de ciancbacterias mostré en
Synechocystis sp. PCC 6803 |la induccidn de 12 genes (y la represion de uno) en condiciones limitantes
de P (Suzuki et al. 2004). La regulacidn incluye tres conjuntos de genes: pst1 y pst2, que codifican
transportadores de P y un tercero, que contiene a phoA y nucH, esta Ultima una nucleasa
extracelular. Se ha observado que la inactivacidn de alguno de los genes sphS o sphR (homdlogos de
los genes phoB y phoR de E. coli; Martiny et al. 2006) elimina por completo la respuesta (expresion y
represién) del regulén Pho en condiciones limitantes de P (Hirani et al. 2001). Con métodos
independientes de cultivo, Breitbart et al. (2009), en un metagenoma de microbialito, determinaron
las proteinas citoplasmaticas involucradas en el transporte de ortofosfatos (PstA, PstB, PstC), las
proteinas periplasmicas que se anclan a F;{PstS) y la ATPasa fosfato-inducible PhoH.

Las bacterias marinas inducen fosfatasas alcalinas y por ello, el andlisis de estas han sido
usadas para estimar la deficiencia por P en comunidades microbianas. Recientemente, se han
identificado fosfatasas alcalinas bacterianas: PhoA, PhoX y PhoD (ver Tabla 3) miembros del reguldn
Pho (von Kruger et al. 2006) sin homologia entre si. Se ha determinado que PhoX estd mds
ampliamente distribuido que PhoA en bacterias marinas (Sebastian y Ammerman 2009) de las
agrupaciones: Alfaprotecbacteria, Roseobacter, Gammaproteobacteria y Bacteroidetes, ademas de
cianobacterias. Sin embargo, un poco mas tarde se ha reconocido que la fosfatasa alcalina PhoD es
auin mds abundante (Luo et al. 2009). Se ha identificado también la localizacién subcelular mas
frecuente de estas fosfatasas (Tabla 3), mientras que PhoD y PhoA se encuentran mayormente en el
citosol (se encuentran también en el periplasma y con dominios extracelulares); PhoX parece ser

mayormente extracelular (Luo et al. 2009).

b. Transformaciones y uso de los fosfonatos

Se ha considerado que las transformaciones de P en la interfase sedimento-agua son gobemadas
por procesos abidticos asumiendo que los microorganismos juegan un papel indirecto, sin embargo,
hallazgos recientes sugieren que las bacterias en el sedimento no solc regeneran fosfato sino
contribuyen a la formacidn/utilizacién de compuestos orgdnicos refractarios. Por lo tanto, estos
procariontes pueden regular el flujo de P a través de la interfase sedimento-agua, contribuyendo a
su salida del sistema tanto por la formacidn de compuestos refractarios de P organico (como los

fosfonatos) asi como de minerales como la apatita biogénica (Gachter y Meyer 1993).

29



Valdespino Castillo PM (2015) PCML, UNAM

Los fosfonatos se encuentran entre los compuestos mas recalcitrantes de los compuestos
organicos que contienen P (Kononova y Nesmeyanova 2002). Estan caracterizados por un enlace
muy estable C-P y por ello ha sido de gran interés entender los mecanismos que participan en su
degradacion. Se ha reconocido la capacidad para la remineralizacion de los fosfonatos en
procariontes y en eucariontes unicelulares (e.g. E. coli, Pseudomonas sp., Candida maltosa; Kononova
y Nesmeyanova 2002), sin embargo, solo se ha observado la degradacidn de las estructuras mas
primarias de los fosfonatos. La definicion especifica de la comunidad responsable de esta
degradacion no ha sido caracterizada adin (Paytan y McLaughlin 2007).

Los mecanismos que se han identificado para el uso de los fosfonatos son dos: la hidrélisis
de sustratos especificos usando enzimas fosfonatasas o bien, la hidrdlisis de un amplio grupo de
sustancias usando la ruta C-P liasa (Kononova y Nesmeyanova 2002). Algunos genes involucrados en
estas estrategias fueron identificados en metagenomas de microbialitos, estos incluyen genes para
fosfonatasas (fosfonoacetaldehido hidrolasa, transportadores de 2-aminoetilfosfonato vy
aminotransferasa), ademas de los involucrados en la ruta C-P liasa (genes phnB, phnK, phnL;

Breitbart et al. 2009. Ver Tabla 3 y Figura 8).

¢. Estrategias :de mediano y largo plazos?

Los organismos han desarrollado mecanismos o adaptaciones para lidiar con el cambio ambiental de
P, entre ellos, la conservacidn intracelular del P y las respuestas ante limitacién de P come la
reduccién en el tamafio del genoma (Giovannoni et al. 2005) o la sustitucién de fosfolipidos por otro
tipo de lipidos (Van Mooy et al. 2006) para disminuir el requerimiento celular de P.

En las plantas y las cianobacterias sujetas a limitacién por P, los fosfolipidos pueden ser
reemplazados por lipidos sin P {como sulfo o galactolipidos) para mantener la funcionalidad e
integridad de la membrana mientras se libera el P para sostener otros procesos celulares que lo
requieran (Dormann y Bening 2002). Han sido identificados en procariontes los genes que codifican
para la sulfoquinovose sintasa (sqd1) y para la glicosiltransferasa (sqdX), las dos enzimas clave para
la sintesis de sulfolipidos en Bacdillus coahuilensis; estos genes estan cercanamente relacionados con
sqdt y sqdX de cianobacterias y el arreglo del operdn es idéntico al de Synechococcus sp. PC7942

(Alcaraz et al. 2008).

Cabe mencionar que la disponibilidad de P se ha reconocido también como posible
modulador de |a transferencia horizontal de genes (ver Souza et al. 2008). Aunado a lo anterior, la

conservacion de regiones génicas en diversos grupos bacterianos asociadas con respuestas a
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limitacién por P (Giovannoni et al. 2005) y el papel relevante de la deficiencia de P en la divergencia

genética entre poblaciones (Coleman y Chislom 2010) son temas de creciente investigacidn.

Algunas dreas particulares que presentan un gradc de comprensién pobre en el mapa de las
transformaciones microbianas del P son: la composicidn y biodisponibilidad de moléculas de fésforo
organico disuelto (POD) de bajo peso molecular (LMW), la reactividad de los fosfoésteres (de alto
peso molecular = HMW) vy su transporte al interior celular, las fuentes y reciclaje de los fosfonatos
disueltos asi como la frecuendia y especificidad del metabolismo microbianc de estos compuestos
(Dyhrman et al. 2007). Adicionalmente, el papel que juegan los fagos en la transferencia intra o

inter-especifica de genes vinculados al metabolismo del P (Sullivan et al. 2005).

Las estrategias antes analizadas presentan diferente escala temporal, por ejemplo, mientras
que la expresién de genes ocurre en tiempos de respuesta celular a estimulos ambientales (en
algunos casos se ha cuantificado en el orden de horas, Martiny et al. 2006, Hirani et al. z001).
Estrategias poblacionales come o la sustitucién de fosfolipidos a sulfo o galactolipides o la
reduccién del tamafic del genoma corresponden con escalas temporales mas amplias. Para hacer
una aproximacién de las estrategias y las implicaciones de los transformaciones del P en
procariontes en una escala espacial, utilizaremos un sistema acudtico continental, por ejemplo el

lago de Alchichica.

Estrategias de los procariontes para transformar el fésforo. Aproximaciéon en
diferentes escalas espaciales

El papel de los microbios en las transformaciones del P (a escala celular-molecular) en los sistemas
acudticos ha sido revisado en pérrafos anteriores, utilizando el modelo de Dyhrman et al. (2007) (ver
Figs. 3). Derivado principalmente de la investigacién en el océano que en resumen, considera (1) el
problema de la definicién de las fracciones operativas del P en los sistemas acuaticos, (2) explora las
maquinarias metabdlicas procariontes asociadas a las transformaciones de P y (3) las estrategias
para respender al cambio ambiental de P. En la Figura R1 se ha sumado al medelo de Dyhrman et al

(2007), algunos de los marcadores explorados en afios recientes.
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Fig. 8§ Marcadores genéticos de procariontes asociados con las transformaciones de fésforo (en cajas de color
sobre el modelo general propueste por Dyhrman et al. 2007, en blanco y negro). Estan sefialadas las fosfatasas
alcalinas phoX, phoA y phoD asf como las fosfatasas acidas ACP, surE (adquisicién de POD), el operdén phn,
phnG y phnM, ademas del sistema ugp (transformacién de fosfonatos), los transportadores de baja afinidad
por el fosfato (pit) y las enzimas ppk (sintesis y degradacién del polifosfato).

Las interrogantes abiertas sobre estos genes y proteinas se centran en ;quiénes son los poseedores
de estos genes?, ;quiénes los expresan activamente?, ;cdmo se distribuyen en los diferentes niveles

de organizacién?, ;cudles son los mecanismos que modulan su expresion?, etc.

Escala de comunidades. Tal como se ha revisado, las transformaciones del POD son intensas en la
columna de agua, y se puede inferir que, en particular, en la capa de produccién, donde los tiempos
de residencia del fosfato son cortos. En el perfil de la columna de agua de los sistemas acuaticos se
observa frecuentemente, una dinamica de deficiencia de nutrientes en la capa superficial y un
incremento hacia las capas profundas (ver Fig. 10). Por ello, se podria inferir que en la capa
superticial estarfan presentes organismos con capacidades eficientes para lidiar con la baja
disponibilidad de nutrientes o bien, que se utilizan con mas probabilidad (y frecuencia) los
mecanismos de respuesta al estrés nutrimental comao las fosfatasas acidas o alcalinas y se activan

mecanismos como los transportadores de alta afinidad al fosfato, entre otros. Si bien, aun no se
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conoce con claridad si las estrategiasforganismos que llevan a cabo diferentes transformaciones
estan separadas(os) espacialmente, el trabajo de Luo et al. (z011) lo sugiere, en &l describieron que
en la columna de agua del océano los genes phnG, phnH, phni (ejecutores liticos de fosfonatos) y
phoA (fosfatasa alcalina) tienen una distribucidén muy limitada espacialmente (en la superficie los
primeros y en aguas profundas, el segundo), otros marcadores presentaron una distribucién mas
amplia en la profundidad, estos fueron los transportadores de liasa C-P (phnK y phnL), las
fosfonatohidrolasas (phnA y phnX) y las fosfatasas alcalinas phoD y phoX. La afiliacidn, por tanto, de
marcadores genéticos especificos, puede contribuir a entender este tipo de cuestiones, que
contribuyen a esclarecer el papel ecoldgico de los grupos bacterianos. Al interior de las
comunidades microbianas (e.g. procarioplancton, bacterioplancton o microbialitos) las bacterias
heterétrofas parecen ser las principales responsables de gran parte de la hidrdlisis de P organico
disuelto (POD) y su conversidn a P inorgdnico disuelto a través de enzimas fosfatasas; sin embargo,
el fitoplancton y las bacterias autotrdficas pueden también hidrolizar compuestos organicos cuando
la demanda por este elemento no esta satisfecha por P, (Cotner y Biddanda 2002). Esta capacidad,
por lo tante, se ha utilizade como modelo para explorar la competencia entre diferentes partes de la
comunidad, por ejemplo entre los fotétrofos (procariontes y eucariontes; una exploracién a este
estudio estd desarrollada en el articulo de revisién derivado del presente proyecto doctoral, ver el
Anexo 1) para entender conceptos como el dominio en el plancton de algunas especies sobre otras.
Aunque datos recientes resaltan el papel relevante que tienen algunos grupos de procariontes
heterétrofos en el aprovechamiento de POD (e.g. proteobacterias, ver Cunha et al. 2010), la

biodisponibilidad de las formas de P sigue siendo un tema de desarrollo potencial.

Escala ecosistémica

Los estudios limnoldgicos en Alchichica han sugerido que el P no es un factor limitante de la
produccién en la columna de agua de Alchichica (Alcocer et al. 2008, Ardiles et al. 2012) y los datos
derivados de este estudio (Tabla 1 Anexo 2 y Fig. 10) tampoco lo sugieren en la zona litoral (Tabla 5).
Sin embargo, el analisis elemental de los microbialitos (cociente N:P) si lo sugiere para este tipo de
ensamble microbiano (Tabla 6).

Sin presentar una estrategia cuantitativa para aproximamos al papel de los microbios en las
transformaciones del P, el balance de masa de P a nivel ecosistémico si revela una rapida
remineralizacion del P en el lago Alchichica, un sistema donde las entradas de este elemento son

relativamente escasas (ver Tablas Resultados 5y 6).
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El reciclaje intenso y rdpidoc que se ha estimado (Tabla 8, Fig. 9) sugiere una intensa
actividad del compartimiento vivo, particularmente de los procariontes. Lo anterior es congruente
con el tipo de sistema estudiado (oligotréfico) donde predomina la fraccidn organica disuelta de
nutrientes sobre la particulada (Cotner y Biddanda 2002). El POD, como hemos visto, esta
potencialmente sujeto a la accién bacteriana. Los ciclos de crecimiento y muerte de las bacterias,
ademas de su capacidad para modular los reservorios intracelulares de P (particularmente de
polifosfato) hacen que las bacterias juegan un papel relevante en la dindmica del P en la interfase
sedimento-agua (Bostrém et al. 1988). Mientras que los microbialitos presentan un gradiente de
recursos y condiciones a escala de milimetros), el gradiente de recursos y condiciones en la columna
de agua estd distribuido en aproximadamente 60 m de profundidad y presenta adicionalmente una

condiciéon hidrodindmica contrastante a lo largo del ciclo anual.

34



Valdespino Castitlo PM (2015) PCML, UNAM

. Flujo atmosférico
. (4.94 ton Pano™]

Uso habitacional e,

(0,01 ton Pafot )

Intercambic zona
litoral-pelagica?

midrobialitos ? Masa de PT en &l T
lago (6.36 ton P)
Tiempo de
: residencia
enla
colurmna de
agua
Flujoa los {0.32 afio |
PT enagua sedimantos Procesos
sublerranea (20.1 tan P internos
(0.01 ton P afa! ) anot)

Fig. g Modelo conceptual del balance de fdsforo en el lago Alchichica que muestra [os prindpales flujos de
fhsforo en el sistema, asl como la masa de fostoro total (FT) v el tiempo de residencia del Penla columng de
agua. Las flechas vaclas representan los flujos menos comprendidos,

Las enzimas del ambiente

El concepto de enzimas del ambiente o ectoenzimas ha atravesado por diversos planteamientos v
definiciones. En las primeras aproximaciones, Martinez y Azam (1993} estudiaron la actividad de
aminopeptidasas y fosfatasas alcalinas en bacterias Cram- , detectaron gque la mayoria de las
fosfatasas alcalinas eran peripldsmicas pero no pudieron determinar si también estaban presentes
en la superficie celular. Utilizaron el término ecto-hidrolasas para referirse a estas proteinas y
resaltaron su importancia en el acoplamiento bacteria-materia organica. Tambien llamaron a hacer
estudios ambientales y distinguir la localizacion subcelular de estas enzimas. A partir de entonces el
termino de ectoenzimas, exoenzimas, ¥y ecoenzimas ha sido utilizado en diversos trabajos para
referirse a las enzimas “en contacto con el ambiente”, en la actualidad se les llama mds
cominmente enzimas extracelulares (ver Cunha et al. 2010} Y es gue el tamafio limite para el

ingreso de sustancias a |a célula es relativamente pequefio y estd definido por la geometria de los
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canales de ingreso al interior celular, p. ej. las porinas (en bacterias Gram+ es de aproximadamente
600 Da; Ghuysen y Hackenbeck 1994) por lo cual las “sustancias” en el ambiente deben ser
procesadas antes de su ingreso a las células. Por ejemplo, en el caso del fosforo se ha visto que
sustancias como el sn-glicerol-3-P, glucosa-6-fosfato o manosa-6-fosfato pueden ingresar intactos a
las células, asf como algunos fosfoésteres y fosfonatos (Dyhrman y Haley 2006, Ilikchyan et al.
2009), pero una gran gama de compuestos organicos no puede ser metabolizada a menos que sean

degradados hacia P;.

Enzimas extracelulares para la remineralizacién del fésforo organico disuelto

Las fosfatasas son un grupo reconocido de enzimas extracelulares. La actividad de las fosfatasas ha
sido utilizada como un estimador del estado tréfico de las comunidades en los cuerpos acuaticos o
el suelo debido a que su expresion no es constitutiva, esta ligada al estrés ambiental. Las fosfatasas
extracelulares catalizan la liberacién de P a partir de diversos compuestos organicos en el ambiente
(Strojsova et al. 2003), principalmente de ésteres y anhidridos de 4cido fosfdrico (Feder1973).

Se ha descrito que las fosfatasas son el grupo de fosfohidrolasas que participa mds activamente en
la liberacidn de fosfato en los ambientes acudticos (Chrést y Siuda 2002). Cuando la disponibilidad
de P inorgénico es baja (e.g. en capas superficiales de cuerpos de agua estratificados), el POD puede
ser una fuente importante de este elemento. Los fosfoésteres dominan esta fraccién (Bardgett et al.
2008 )y son el sustrato que ha presentado mas afinidad con las fosfatasas extracelulares (ver Cunha
etal. 2010).

Contrariamente a las enzimas intracelulares que actdan en el citoplasma donde el pH estd
amortiguado, las enzimas extracelulares estdn directamente afectadas por el pH del ambiente, dado
que los cambios en la concentracién de iones hidrégeno en el ambiente modifican el estado de
ionizacién de los aminodcidos en la estructura tridimensional de las enzimas (Tipton y Dixon 1979).
Tras la caracterizacidn de las constantes de semisaturacién, temperatura y pH dptimo es este tipo
de fosfatasas (Hoppe 2003) se ha observado que las desviaciones del pH éptimo disminuyen sus
tasas de actividad enzimatica (Chrést 1991). El término fosfatasas alcalinas engloba a un grupo de
enzimas que reaccionan dptimamente en un rango de pH de 7.6 — 9.6 {ver Chrdst y Siuda 2002),
mientras que las fosfatasas dcidas, en pH abajo de 7, generalmente entre 4 y 6 (Jansson et al. 1988).
La presencia y la caracterizacion de las fosfatasas extracelulares en los diferentes grupos

microbianos ha sido una pregunta abierta desde hace décadas. La posibilidad de estudiar
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metagenomas y transcriptomas de las comunidades acuaticas ha producido recientes e interesantes
respuestas. Si bien, la proteina PhoA fue bien caracterizada y estudiada en cepas de E. coli
(Overbeeke et al. 1983), al buscar su distribucidn en los microbios marinos fue sorprendente
encontrar que la fosfatasa PhoX era mdas abundante que la esperada PhoA (Sebastian and
Ammerman 2009) en el océano. Sclamente unos meses mas tarde, Luo et al. {2009) revelarian que
la fosfatasa PhoD estd mds ampliamente distribuida que las dos anteriores.

Mas alla de resolver los retos para determinar la presencia y la distribucién de los genes que
codifican fosfatasas extracelulares y sus mecanismos de expresidn, la clasificacion de las fosfatasas
a nivel de proteina se encuentra en un estado de intensc cambioc en los Ultimos afios. Las fosfatasas
han sido bien reconocidas y caracterizadas entre los eucariontes, se han estudiado con interés en la
biomedicina humana debido a que son un mecanismo ampliamente difundide para el sefialamiento
celular {transduccidn) a través del mecanismo fosforilacidn/desfosforilacion (e.g. Somlyo y Somlyo
2000).Y ya que el estudio de las fosfatasas alcalinas ambientales ha tenido un desarrollo posterior,
las bases de datos de proteinas agrupan a todas las fosfatasas en familias de proteinas que
comparten dominios funcionales. Por ejemplo, en la base de datos EMBI (European Bioinformatics
Institute) el dominio Alkaline phosphatase-like (AP) alpha/beta/alpha incluye a proteias fosfatasas
alcalinas tipo PhoA, fosfonoacetato hidrolasas como PhnA, arilsulfatasas y fosfogliceratomutasas
(ver AP en Tabla 4).

Se sabe que las fosfatasas extracelulares estan distribuidas ampliamente en la escala filogenética.
En la Tabla 4 observaremos las coincidencias de las fosfatasas extracelulares mds ampliamente
estudiadas (4cidas y alcalinas, base de datos EMBI) en los protistas fotosintéticos y en los grupos
procariontes mas representados. Dados los recientes avances en la clasificacidon de las fosfatasas
también estan incluidos los dominios de proteinas: Metalofosfoesterasas (MPE) y Alkaline

phosphatase-like (AP).

La Tabla 4 muestra la distribucién general de las proteinas y de los dominios proteicos en los
diferentes taxa pero a la vez los ndmeros sugieren el estado del conocimiento scbre los grupos. Por
ejemplo, mientras que la proteina PhnA ha sido identificada y estudiada casi exclusivamente en
bacterias, sucede lo contrario con las fosfatasas dacidas purpuras, descritas en eucariontes
(particularmente en las plantas en su interaccidn con el suelo). Seglin este examen, entre los
protistas, las algas verdes son el grupo que ha mostrado mds fosfatasas alcalinas. En el caso de las
bacterias, es interesante notar que las cianobacterias no presentan los niimeros mas altos, de hecho

no se encontraron coincidencias para PhnA aln cuando algunas cianobacterias han sido descritos
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como organismos que pueden aprovechar fosfonatos a través de la expresidn de las proteinas PhnD

y PhnJ (Gilbert et al. 2009). Otros grupos bacterianos (mayormente heterdtrofos) muestran mayor

presendia (y registro) de fosfatasas extracelulares.

Tabla 4. Presencia en los principales grupos de arqueas y bacterias, ademds de protistas
fotosintéticos, del dominio Metalofosfoesterasas (MPE), las familias de proteinas fosfatasas
alcalinas tipo PhoD, PhoX; el dominio fosfatasas alcalinas (AP) y las familias de proteinas
fosfonoacetato hidrolasa PhnA, fosfatasa dcida SurE y fosfatasas acidas plrpuras hierrofzinc (PAP).
Fuente: Base de datos EMBI, octubre de 2012.

fosfatasas alcalinas fosfatasas acidas
MPE PhoD Phox AP PhnA Surk PAP
- _

Archaea 433 7 15 743 127
Euryarchaeota ™ 285 7 15 575 o8
Crenarchaeota 116 133 26

Eukaryota 10243 376 13 5872 3 355 882
Chlorophyta (algas verdes) 196 12 6 61 10 27
Bacillariophyta (diatomeas) 54 10 5 12 5
Phaeophyceae (algas café) 29 5 13 4
Cryptophyta (criptomonas) 3 3
Dinophyceae (dinoflagelados) 2

Bacteria 21664 1346 1912 29557 2156 2905 14
Cyanobacteria 501 &2 94 248 116
Proteobacteria 10978 660 858 15820 1359 2129 12
Firmicutes 5696 42 27 6077 690 156
Actinobacteria 1966 407 248 1612 49 43
Bacteroidetes 1488 74 16 3192 26 226
Spirochaetes 151 10 5 178 32
Plandomycetes 72 32 5 1064 5 17 2
Chlorofiexi 56 4 6 78 20
bacterias no cultivadas 29 32 641 20 2

*Estan subrayados en amarillo los grupoes fotosintéticos y las arqueas Euryarchaeota estdn marcadas parcialmente ya que
se ha detectado que Halobacterium (Clase Halobacteria, en Euryarchaeota) es capaz de realizar fotosintesis

En general, predominan las observaciones de que la actividad del bacterioplancton es mayor sobre
la del fitoplancton en el consumo de fosfomonoesteres organicos en sistemas dulceacuicolas
(Cotner y Wetzel 1992) y de aminoacidos en sistemas marinos (Wheeler y Kirchman 1986). Sin
embargo, la informacidn no es concluyente al interior de la comunidad fotosintética de los cuerpos
acudticos (procariontes y protistas fotosintéticos).

No ha side facil establecer las relaciones de competencia en estas comunidades quizas por su alta
diversidad o el constante cambio en la estructura plancténica. La importancia relativa de la actividad
fosfatasa no ha podido ser ligada a la predominancia de uno u otro grupo (microbianc o protista)
sino a las especies presentes; ya que diferentes componentes de la comunidad probablemente

experimentan diferentes niveles de estrés bajo las mismas condiciones ambientales de P (Sebastian
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y Ammerman 2009). Esclarecer el papel que tienen las arqueas en los ambientes acudticos
representa un reto para diversas disciplinas, estamos en los albores del conocimiento de este grupo.
Auguet et al. (2010) analizaron los patrones ecoldgicos globales de las arqueas descritas hasta ahora
y al relacionarlas con los diferentes habitats subrayaron la relevancia de sus capacidades
metabdlicas en algunos habitats: e.g. la metanogénesis en sedimentos marinos y en la degradacion
de materia orgdnica (MO) en sistemas hipersalinos (ver Gasol et al. 2004), la nitrificacién en el
plancton marino y en suelos (Francis et al. 2007) y fueron reconocidas como productores primarios
claves en ventilas hidrotermales (Segerer et al. 1993). Existe poca informacién sobre las arqueas
planctdnicas, cuya proporcidn en los sistemas acudticos es pequefia aunque estable en la columna
de agua (1 - 10%; Massana et al. 1997); el origen termofilico de éstas sigue siendo un tema de intenso

debate (DelLong 1998, Brochier-Armanet et al. 2008).

La pregunta sobre si la competencia entre el bacterioplancton y el fitoplancton determinan la
estructura comunitaria o la dominancia de alguna especie sobre otra tiene al menocs tres décadas de
desarrollo; muchos aspectos ecoldgicos de las comunidades acudticas han sido esclarecidos en este
contexto. Asi, se ha demostrado que el crecimiento de las especies no es funcién solamente de la
tasa de adquisicidn del nutriente limitante; es muy relevante la eficiencia con la que ese nutriente es
utilizado (ver en Currie y Kalff 1984); al respecto se han identificado estrategias oportunistas (ver
Simek et al. 2005) y especialistas (ver Thingstad et al. 2005). En este sentido el tamafio juega un
papel importante. En células esféricas (e.g. cianobacterias), mientras la célula se hace pequefia en
didmetro se incrementa la proporcién superficie:volumen, por tanto habria menor demanda interna
por nutrientes contra una mayor capacidad relativa para adquirirlos (Reynolds 1997). Los factores
asociados a este resultado podrian implicar un menor costo energético asociado a la simplicidad en
la composicién de la biomasa (Neidhardt e t al. 1990) o su afinidad por los nutrientes inorganicos

(Button 1986) que a su vez esta relacionado con su talla pequefia.

Aunque se acepta en general que las bacterias heterdtrofas superan al fitoplancton en la
competencia por P, particularmente en ambientes oligotrdficos (Simek et al. 2006), la evidencia no
es concluyente en el casc de la competencia por P entre los fotdtrofos en los sistemas acuaticos
(Strojsova et al. 2003). A continuacién muestro las principales conclusiones de los estudios que se
han ocupado de este tema: 1) Algunos grupos fitoplanctdnicos que han mostrado respuestas
intensas en la actividad de fosfatasas extracelulares, muestran baja o nula respuesta en otros

sistemas (e.g. mientras Chlorophyta y Dinophyta fueron recurrentemente productoras de
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fosfatasas; diatomeas y cianobacterias fueron productoras ocasionalmente (Caoc et al. 2005). Otro
tema a explorar es el cambios en la estructura del bacterioplancton ante el cambioc ambiental y sus
relaciones (especie-especie) con los protistas (ver Simek et al. 2006). 2) En algunos casos se ha
observado gran variacidn intrapoblacional en la expresion de fosfatasas en especies que dominan el
fitoplancton (biomasa) es decir, algunas células muestran la actividad enzimatica mientras que otras
no lo hacen, y 3) Si bien, en sistemas con baja disponibilidad de P parece que se comprueba que la
baja disponibilidad de P induce la produccidn de fosfatasas {ver Cao et al. 2005, Strojsova et al.
2003); también se ha observado actividad fosfatasa en sistemas eutrdficos lo cual vuelve a
cuestionar el papel de la actividad fosfatasa como indicador del estado tréfico (deficiencia de P) de
los sistemas acudticos. 4) Diversos autores sugieren que la expresién de estas enzimas se trata mas
bien de un mecanismo adicional de adquisicion de P yfo es activado durante cierto periodo del ciclo
celular (Rengefors et al. 2001, Strojsova et al. 2003). Creo que otra forma de verlo es que, aunque la
competencia por el P en la columna de agua puede ser muy intensa, la capacidad de produccidn de

fosfatasas no define el éxito de un grupo sobre otro.

2. Caracterizacion del ambiente

Caracterizacion ambiental y condicion del fésforo en el lago Alchichica

En Alchichica, las condiciones del sistema litoral son marcadamente distintas que las de la columna
de agua; es posible suponerlo a simple vista ya que un extenso cinturdn de microbialitos rodea a las
aguas cristalinas y profundas. Para entender estas diferencias se realizé una caracterizacion
ambiental (fisicoquimica y de nutrientes) ademds de una revisidn de algunos de los conceptos de la
hidrodinamica asociada a estas dos zonas.

A continuacidn estan resumidos algunos de los parametros fisicoquimicos generales de las zonas
litoral y epilimnion (Z=5 m, estacion en el centro del lago) de Alchichica tanto en el periodo de
estratificacion como de mezcla. Estos datos fueron obtenidos en 2011, en el trabajo de campo

asociado a este proyecto (Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones fisicoquimicas del la zona litoral y del epilimnion del lago Alchichica en los
periodos: Estratificacién y Circulacidn. Los valores de la zona litoral representan el promedio de 12
estaciones distribuidas en la periferia del lago.

Periodo Estratificacidn Circulacién
Zoha Epilimnion Zona litoral Epilimnion Zona
litoral

Temperatura (°C) 18.5 19.76 14.7 16.15
OD (mg L'1) 7.4 6.4 (5.9-7.4) 6.8 8.9 (6.4-10.09)
pH 8.8 8.28 8.83 7.6
PT (uM) 0.42 0.97 1.49 2.86
NT (uM) 1.31 7.94 513 3.86
NT:PT 3N 8.15 3.44 1.35
SRP (uM) 0.25 0.38 0.20 0.68
NID (M) 5.67 3.4 1.09 1.78

OD= oxigeno disuelto, PT= fosforo total, NT= nitrdgeno total, SRP=fasforo reactivo disuelto, NID= nitrogeno inorganico disuelto

Mientras que la temperatura baja drasticamente en el epilimnion con la circulacién, la zona litoral
permanece en promedio mas estable. En el caso del oxigeno disuelto, los intervalos representan la
heterogeneidad de la zona litoral (12 estaciones). La concentracion de nutrientes, con excepcidn de
NID y NT son mayores en la zona litoral que en el epilimnion. La estacionalidad del P en estos
compartimientos es notable, e.g. el PT es g0% mayor en la zona litoral que en el epilimnion durante
la mezcla y 131% mayor durante la estratificacidn. La concentracién de las formas disueltas de N
(NID) son en general bajas, particularmente durante la circulacidn.

La columna de agua mostrd condiciones contrastantes entre el epi, meta e hipolimnion,
particularmente del periodo estratificado donde puede observarse un marcado gradiente donde el
oxigeno se va agotando hacia la zona profunda en contraste con los nutrientes, los cuales se

incrementan (por acumulacién) cerca del fondo (Fig. 10).
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Fig. 10 Condiciones fisicoquimicas generales y de nutrientes en la columna de agua del lago sédico Alchichica
durante el periodo de circulacién (azul) y de estratificacion (rojo). Fuente: Valdespino Castillo et al. 2014.

Composicidn elemental de los microbialitos

La proporcién de C, N y P en los microbialitos fue heterogénea (tal como lo es la superficie de los
microbialitos) in embargo, los resultados de la composicién porcentual y las proporciones
estequiométricas C:N:P fueron consistentes para cada uno de los microbialitos, n=6, CV).

De estos analisis se deriva que la capa "viva", o bien, los primeros centimetros de la superficie de los
microbialitos tiene una composicién aproximada de 10% de materia orgdnica inmersa en una matriz
mineral de carbonatos (Tabla 6). Las proporciones estequiométricas entre los elementos estudiados

sugieren limitacién tanto por N, como por P en estos consorcios (ver Tabla 6).
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Tabla 6. Composicidn elemental de los microbialitos del lago Alchichica

Ensamble pP* N C N:P C:N C.P % MO

microbiano (mg/g)

Microbialitos 054 25.86 198 48 8 357 12.2
BSOSO 055 29.16 199 53 7 367 8.7
(n=6)
&Tg)m”ar 0.54 2255 197 42 9 346 16.2

Previo al andlisis elemental de C y N, las muestras fueron tratadas con HCl 1.5 N para remover la matriz mineral (de
carbonatos) * La muestra sin carbonatos fue analizada con el método de Valderrama.

Balance de fdsforo en el sistema

Para estimar un balance de fdsforo a nivel ecosistémico es imprescindible contar con un balance
hidroldgico del sistema. Este tarea tiene dificultades asociadas al origen y a la morfologia del lago
Alchichica. Afortunadamente, la tesis de Maestrfa de Garcifa (2010) ha desarrollado este tema
valiéndose de fuentes de informacidn directas e indirectas.

En este trabajo se utilizd este balance hidrico "estatico" para aproximarse al balance de fésforo en

las condiciones presentes del lago Alchichica.

Asi, el balance general del P, en el sistema Alchichica estarfa definido por la ecuacién siguiente, que

resta las salidas a la entradas para observar si hay un diferencial de P en un tiempo dado:

AP /At =5 (E-S)

Donde AP /At equivale al cambio de masa de P en el tiempo y 3 (E - S ) es la sumatoria de las

entradas (E) menos las salidas (S).

El estatus tréfico de Alchichica se ha conservado relativamente en las Ultimas décadas, e.g. no se
observa claramente que la masa de P en el lago se incremente en el tiempo, la concentracion de las
fracciones de fdsforo: soluble reactivo (SRP) y total (PT) han cambiado relativamente poco en las
lltimas décadas (ver Oliva et al. 2001, 2009; Alcocer et al. 2007, Ardiles 2011). Por lo cual, para la

construccidn del balance del P en el sistema se planted que AP/ At = 0 (el P se encuentra en estado
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estacionario) y por lo tanto se ha supuesto que:

Entradas P = Salidas P

Considerando lo anterior, se sefialan a continuacién los flujos potenciales de entrada y salida de P

(Tabla 7):

Tabla 7. Principales flujos asociados al ciclo del P en el lago Alchichica en una base anual

Entradas P

Flujo PT en el agua subterranea (volumen agua x concentracién de P)

Flujo de agua subterrénea’ 663935.58 m” afio”

Concentracién de PO,” en el agua subterrdnea” 0.53 UM PO, L
Deposicidn atmosférica® 4943 kg P afio”
Escorrentia de P por precipitacion en el drea del crater concentracién

desconocida

. d ERva
Desarrollo poblacional 0.5 kg P persona” afio”
Drenajes conc. y vol. desconocidos
Fuentes desconocidas conc. y vol. desconocidos
Salidas P
Extraccién de agua del lago desconocida
Sedimentacién® 92 g P m”afio”
T ‘s i o poet aue
Remocidnfinmovilizacién de P en OH-apatita indice de saturacién de

OH-apatita -2.97

? Garcia 2010; " Kazmierczak et al. 2011; “Calculada usando las tasas totales de deposicién atmosférica de
Oseguera et al. 2010; YSmitetal. 2009; e Calculada usando los valores de exportacién de Si de diatomeas de
Ardiles et al. 2012. Si:P (16:1)

Segun se puede observar en la Tabla 7, hay diferentes componentes que no se han definido o sobre
los cuales no poseo informacién. Ante lo anterior, se planted sacar de la ecuacion algunos términos

bajo los siguientes supuestos: 1) El flujo de drenajes (propios del sitio o de otras urbanizaciones) y
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otras fuentes no se ha reportado. Quizas estas entradas quedan parcialmente compensadas por el
indice de desarrollo poblacional donde consideré aproximadamente 20 viviendas con influencia en
el lago. 2) Tanto el flujo interno neto (capturafliberacién de P en los sedimentos) como la extraccidon
de agua no han sido estimados o reportados. 3) Dado que la OH-apatita se encuentra insaturada en
la columna de agua de Alchichica (ndice de saturacién -2.97), se descartd la precipitacién de P en OH-
apatita. 4) El acuifero en la regién Alchichica es de tipo granular (Carrasco-NUfez et al. 2007), con un
alto poder de infiltracidn ya que al caer la lluvia se infiltra tan rdpido que no da paso a la escorrentia

superficial (Gasca 1981). Partiendo de lo anterior, el balance quedd descrito en los siguientes

términos:

Flujo de P en agua subterranea + Deposicion atmosférica
+ Desarrollo habitacional = Sedimentacién

Tabla 8. Balance de P en el lago Alchichica en escala anual

Entradas P
Flujo PT en el agua subterranea (vol agua x concentracién de PT)® 0.01 ton P afio”
Deposicién atmosférica® 4.94 ton P afio”
Desarrollo poblacional® 0.01 ton P afio”
Salidas P
Sedimentacién’ 20.1  ton P afio”
Entradas P - Salidas P 15,14 ton P afic”

®Calculada a partir de la proporcidn fosfato:PT en agua subterrrdnea en Herndndez-Terrones et al. 2011 (fosfato:PT ~20%);
bOseguera et al. 2010; “Smit et al. 2009; Ardiles et al. 2012

De acuerdo con el diferencial anterior, las entradas de P equivaldrian aproximadamente a una
tercera parte de la biomasa que se exporta a los sedimentos (Tabla 8). Para tratar de entender este
diferencial, se compard la masa total de P en el lago (volumen del lago x |a concentracidon -promedio
anual- de PT en la columna de agua; Valdespino datos no publicados) con el flujo de sedimentacidn

(Tabla 9).
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Tabla 9. Balance de la masa total de P en el lago Alchichica y el flujo hacia los sedimentos

Masa total de P (PT) en el lago® 6.36 ton P®

d

Flujo de sedimentacién de P 20.1 ton P afio”

Diferencial 13.74 ton P
Masa P : Flujo P 0.32 afio

® Calculada con la concentracidn promedio de PT en la columna de agua (Valdespino datos no
publicados) x volumen del lago, d Ardiles et al. 2012

3. Marcadores genéticos

Genes y proteinas asociadas a las transformaciones de POD en ensambles microbianos
complejos: microbialitos y bacterioplancton del lago Alchichica como modelo de
estudio

Para aproximarse a las transformaciones del fésforo organico disuelto (POD) que es, en general, la
fraccidn mds abundante del P en los sistemas acudticos, se estudiaron tres marcadores (con
actividad de hidrolasa) y que corresponden a enzimas extracelulares: phoD, phoX y 3-fitasa BPP. En la
Figura 10 se resumen algunas de las caracteristicas generales (de estructura y funcién) de las
fosfatasas alcalinas phoX y phoD que pueden ser de utilidad a lo largo del texto. Enseguida se
muestran los esquemas (drboles resueltos con anélisis de maxima verosimilitud) que muestran la
diversidad de las secuencias obtenidas en Alchichica y la secuencias gendémicas y ambientales que

mostraron la afiliacién méas cercana con las secuencias de estudio (Figs. Resultados 5y 6).
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Marcadores: fosfatasas alcalinas
Reaccion:

fosfatasas alcalinas

phoX, phoD
w (cofactor)

0 i
R” 0—P—OH -y HO—P—OH
| + HO ——» R7 OH + 1
o OH
fosfato monoéster alcohol fosfato
Actividad enzir
Sustrato:

Tamafio de la proteina:

Localizacion:

Familia
de proteinas:

pH optimo:

induccién:

Lligandos y grupc

Fig. 11 Informacién sobre la reaccién y las caracteristicas de las fosfatasas alcalinas bacterianas phoX y phoD

(Fuentes: Conserved Domains, NCBI; Protein Data Bank, BRENDA Database, Pfam, InterPro).
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Fig. 12 Topologia de maxima verosimilitud de las secuencias parciales phoX (aprox. 600 pb). Las secuencias de
Alchichica (en magenta) de microbialitos y bacterioplancton muestran afinidad con fosfatasas alcalinas phoX
de genomas de bacterias aisladas (negro), principalmente proteobacterias, y de estudios ambientales: marinas
(azul), del lago Taihu, China (verde). Estan sefialados los valores de bootstrap > 600/1000.

48



Valdespine Castillo PM (2015) PCML, UNAM

326830048 Streplomyces venezuglag ATCC 10712 Adtinobactori
CP000249.1 Frankia sp. Cel3 i ; ‘

(GP001738.1 Thermomonospora curvala DSM 43183
CPO01778.1 Stackebrandtia nassauensis DSM 44728 g
—

CP002994.1 Streptomyces violaceusniger Tu 4113
260644157 Stieptomyces scabiei 87 22

o CPO01736.1 Kiiobella flavida DSM 17836
I_— 133909243 Saccharopolyspora erythraea NARL 2338 Backadis no cullivad

Uncultured soil bacterium Ao
—] ] {Kraoirre l Alehichica

Uncultured rhizosphere bacterium
KF891871
i 47118316 Bradyrhizobium japonicum
Alchichica bacterioplankion
KF891828, KF891857, KF891870
= KFB891728, KFB91810, KFB91855, KF891856
Uncuttured soil bacterium

= KFB91784, KFBI1789, KFB91805, KF81823

|—‘——— KFB91791, KF891809, KF89181
e KF891804, KFBI1725, KF891727, KF891752

an _@‘ Alchichica microbialites and bacterioplankton (Z)

CP00D494 1 Bradyrhizobium sp_ BTAI1
m Uncultured rhizosphere bacterium

KF891806, KF831826, KFB91845, KF891864
Uncultured soil bacterium
B Gpogoadr 4 izobium ciceri biovar bi WShH1271
Uncultured soil bacterium
Alehichica microbialites ()
Alchichica bacterioplankton
CP000633.1 Agrobacterium vitis S4

CPOO1001.1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831
E ‘Alchichica bacterioplankton KF831866, KFKF891868, KFB91676
| Atchichica microbizlites and bacterioplankton (X)
Alchichica micrabialites and bacterioplankton
CPO01644.1 Ralstonia Picketii 12D
CPO02039.1 Herbaspirillum seropedicae SmA1

_E CPO00352.1 Cupriavidus metallidurans CH34
Qil1617273651dbjlAB306354.11

KF891721, KFB91734

Uncultured rhizosphere bacterium

KFB91757, KFBI1781, KFB91825
KF831703

mm Delftia acidovorans
CP002735.1 Delflia sp. Cs1-4
H Alchichica microbialiles and bacterioplankton (W)
892 CP000967.1 Xanthomonas oryzae pv. oryzae PXO99A
GCPO001157 1 Azotobacter vinelandii D.J
CP000304.1 Pseudomonas stutzeri A1501
CP002496.1 Pseudomonas acruginosa M18
CP000285.1 Chromohalobacter salexigens DSM 3043
CP002738.1 Methylomonas methanica

| Achichica microbiaites (V)

02

614

Fig. 13 Topologfa de maxima verosimilitud de las secuencias parciales phoD (aprox. 350 pb). Las secuencias de
Alchichica (en turquesa) de microbialitos y bacterioplancton muestran afinidad con fosfatasas alcalinas tipo
phoD de genomas de proteobacterias aisladas (negro) del y de rizésfera (ocre). Estan sefialades los valores de

bootstrap > 600/1000.
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Afiliacion filogenética de las secuencias phoX

Los fragmentos obtenidos de aproximadamente 650 pb fueron similares a fosfatasas alcalinas phoX
de genomas bacterianos, principalmente de proteobacterias y a secuencias parciales de estudios
ambientales en ambientes acudticos (marinos: Mar de los Sargasos y Bahfa Chesapeake (Sebastian y

Ammerman 2009), y lacustres: lago Taihu, China; Dai. et al. 2014 y Dai, direct submission, NCBI).

Un total de 218 secuencias parciales phoX fueron obtenidas a partir de los ensambles microbianos de
Alchichica. En |a Fig. 12 se observa el agrupamiento de las secuencias {(en una topologia resultada de
maxima verosimilitud con bootstrap de 1000). Las secuencias phoX estan distribuidas en cinco
conjuntos generales, el Grupo | (arriba) estd conformado por secuencias ambientales y una
secuencia del metalimnion de Alchichica (25 m). Este conjunto parece el menos explorado ya que no
incluyd secuencias de bacterias aisladas. El segundo conjunto hacia abajo {Grupo 1) incluyd
secuencias gendmicas de proteobacterias y actinobacterias pero ninguna de estudios ambientales.
El Grupo Il agrupa a la mayoria de las secuencias derivadas de este estudio (tanto de microbialitos
como de bacterioplancton) con secuencias de fosfatasas de las alfaproteobacterias: Sinorhizobium
freddi (CP001389), Sinorhizobium meliloti 1021 (gi.30407155), Rhodobacter sphaeroides (CP000144),
Ochrobactrum anthropi (CP000759), Starkeya novella (CP002026), Mesorhizobium opportunistum
(CP002279) and Dinorosecbacter shibae DFL (CP0008830.1). Una descripcién detallada de la
secuencias agrupadas en el drbol se puede consultar en el Anexo 2, asl como de las secuencias tipo
phoD.

El Grupo VI constituye un conjunto mas heterogéneo, en el que se agrupan secciones gendmicas de
APs de las alfaproteobacterias: Paracoccus denitrificans PDI222 (CP000490.1), y de la familia
Hyphomicrobiaceae: Pelagibacterium halotolerans B2 (CP003075.1) and Hyphomicrobium
denitrificans. También de |la betaproteobacteria Ramlibacter tataouinensis TTB310 (CP000245) y un
representante de Chloroffexi, Chloroflexus aggregans (CP001337). Este grupo también comprende
secuencias de Alchichica, casi en su totalidad de microbialitos. El Grupo 5 (abajo) estd conformado
exclusivamente por secciones gendmicas con clara diferencia de las anteriores, que pertenecen a las
actinobacterias Salinispora arenicola TNS-205 (CP000850.1), S. tropica CNB-440 (CP000667.1),
Geodermatophilus obscurus DSM 43160 (CP001867.1), Streptomyces venezuelae ATCC 10712
(gi.328880049), Actinosynnema mirum DSM 43827 (CP001630.1) y a la arquea Halobacterium sp.
NRC-1(gi.15789340).

La anotacion de las secuencias PhoX predichas de aminoacidos correspondieron con la familia de

protefnas COG3211: PhoX (Predicted phosphatase. General function prediction only; pfamos787:
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DUF839); la mayorfa fueron reconocidas como proteinas bacterianas de funcién desconocida
(dominioc DUF839), que contiene dominios previstos de beta propelas. A través de la plataforma de
analisis HMMER se detectaron en las secuencias de Alchichica los residuos E273 and E873, a partir de

la secuencia PDB 3ZWU_A del Protein Data Bank.

Afiliacion filogenética de las secuencias tipo pheD

Se obtuvieron en este estudic un total de 180 secuencias parciales similares a las de alcalinas
fosfatasas tipo phoD, también similares a secuencias parciales obtenidas en suelos (Sakurai et al.
2008). En el grupo superior (Grupo |, Fig. 13) las secuencias de microbialitos (del pericdo de
circulacién) estdn agrupadas con secuencias ambientales y con secciones de APs de las
actinobacterias: Streptomyces venezuelae (gi.328880049), S. violaceusniger Tu 4113 (CP002994.1), S.
scabei 87.22(gi.260644157), Frankia sp. Ccl3 (CP000249.1), Thermomonospora curvata DSM 43183
(CP001738.1) and Kribella flavida DSM 17836 (CP001736.1). En el Grupo I, nuevamente secuencias de
Alchichica (mayormente de bacterioplancton) se agrupan con secuencias ambientales y una
secuencia de AP de la alfaproteobacteria Bradyrhizobium japonicum (BA00040). El Grupo Il incluye
la mayoria de las secuencias obtenidas en este estudio, secuencias parciales obtenidas de suelo y
APs de proteobacterias, incluyendo las APs de las alfaproteobacterias Bradyrhizobium sp. Btail
(CP000494.1), Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae WSM1271 (CP002447), Agrobacterium vitis S4
(CP000633.1), Methylobacterium radiotolerans (CP001001.1); de las betaproteobacterias Ralstonia
pickettii 12D (CP001644.1), Herbaspirillum seropedicae SmR1 (CP002039.1) and Cupriavidus
metallidurans CH34 (CP000352.1) y de las gamaproteobacterias Delftia acidovorans (CP000884.1),
Delftia sp. Cs1-4 (CP002735.1), Xantomonas oryzde pv oryzae PXO99A (CP000967.1), Azotobacter
vinelandii DJ (CP001157.1), Pseudomonas stutzeri A1501 (CP000304.) y P. dgeruginosa M18
(CP002496.1), Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (CP000285.1) y Methylomonas methanica
(CP002738.1). Resulta interesante mencionar que algunas de las secuencias ambientales obtenidas
por Sakurai et al. (2008) que estan presentes en el drbol de la Fig. 13 estdn anotadas erréneamente
como fosfatasas alcalinas phoA (genes que no son homdlogos). Como parte del analisis se revisé
este problema, y se corrobord que pertenecen a APs tipo phoD, lo cual se discutird mas adelante
(también ver Anexo 2.).

Las secuencias previstas de aminoacidos correspondieron con el sitic de unién a calcio de la AP
PhoD de Bacillus subtilis (residuos N215 y N216; 2YEQ; Protein Data Bank) los cuales fueron
detectados en el 96% de las secuencias obtenidas del bacterioplancton y los microbialitos del lago

Alchichica.
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Marcador: fitasa BPP

Reaccion:
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Sustrato:
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383 aa
Extracelular, periplasma, citoplasma

Beta propeller phytase InterPro (IPR003431), 3-phytase GO:0016158,
Phytase Superfamily pfam02333

intervalo amplio entre 3y 11

fitato (se ha observado cierta inespecificidad)

Su activacion requiere calcio, pero también se ha relacionado con

iones como el Co'?, Fe*?, Hg**, Mn** 0 Zn**. El Mg'? estimula su actividad

Complejos:

El acido fitico forma complejos con proteinas, almidones e
iohes metalicos como Zn**, Fe**, Mn™", Fe™, Ca*", Mg*' y Co™

Fig. 14 Informacidn sobre la reaccidn y las caracteristicas de las fitasas alcalinas BPP bacterianas (Fuentes:
Conserved Domains, NCBI; Protein Data Bank, BRENDA Database, Pfam, InterPro).
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Fig. 15 Topologia de maxima verosimilitud de las secuencias parciales BPF {3-fitasa; aprox. 200 pb). Las
secuencias de Alchichica {en verde) de microbialitos v bacterioplancton muestran afinidad con fosfatasas
alcalinas tips BPF de genomas de bactedas aisladas {negro) de los grupos Bactercidetes vy
Gammaproteobacteria ¥ de estudios ambientales {suela, sedimenta, sistemas acudtico continental e intesting
de carpa {en negra).
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Afiliacion filogenética de las secuencias BPP

Las secuencias parciales de fitasas BPP de Alchichica se afiliaron con secuencias fitasas BPP de
estudios ambientales y con secuencias anotadas como 3-fitasa de los grupos Bacteroidetes, Beta,
Gammaproteobacteria y Plactomycetes. Las caracteristicas generales de esta fitasa estan resumidas
en la Figura 14.

El analisis con maxima verosimilitud generd una topologia o arbol que agrupa todas las secuencias
(Fig. 15). Las secuencias de Alchichica se separaron claramente de los grupos ambientales
estudiados y presentaron mas similitud con una BPP de bacterioplancton de un sistema acuatico
continental (NCBI: FJ539266) y fitasas de genomas de Bacteroidetes Flavobacteriales: Owenweeksia
hongkongensis DSM 17368 (CP003156.1) y Riemerella anatipestifer RA-CH-2 (CP004020.1) Para
observar la topologfa con mds resoclucidn {(secuencias mas similares), se excluyeron las secuencias
mas distantes (CP003364.1, CP003190.1y CP000680.1) de Planctomycetes y Gammaproteobacteria de
la Fig.15.

En esta configuracidn {en una escala mas cercana), el arbol comprende secuencias parciales de
diferentes ambientes (Grupo 1) y secuencias gendmicas de la gamaproteobacteria Pseudomonas
syringae CC1557 (CP007014) y la betaproteobacteria Rubrivirax gelatinosus 1L144 (gi/381376528). El
segundo conjunto de arriba hacia abajo (Grupo 2) agrupé a la mayoria de las secuencias de
Alchichica con las secuencias antes mencionadas de Bacteroidetes. A diferencia de los anteriores, el
Grupo 3 agrupd secuencias ambientales de Alchichica y de los otros estudios ambientales con fitasas
de Gammaproteobacteria. Si bien, las secuencias parciales recuperadas no comprenden el péptido
sefial y por ello no hemos podido sefialar el residuo conservado de lisina (Huang et al. 2009), las

secuencias parciales si corresponden el dominio proteico 3-fitasa BPP (Pfam PF02333, InterPro

IPRO03431).

Unidades taxonémicas operacionales (OTUs)

Para aproximarse a analizar la diversidad de cada uno de los marcadores se definieron las unidades
taxondmicas operacionales (OTUs = en inglés Operational Taxonomical Units) (ver Métodos) o
filotipos. Para este analisis es fundamental determinar el corte de similitud/divergencia (cutoff). Este
se ha definido in-silico para el marcador phoD (75%, Tan et al. 2013) pero alin no para los marcadores
phoX y BPP para los cuales se utilizé un corte de similitud al 95%, como ha sido sugerido para trabajar

con genes funcionales (lwai et al. 2011).
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Diversidad y dinamica intra-sistema de phoX, phoD y BPP

Los andlisis con filotipos de phoX bajo un corte de 96% de similitud sefialaron que hay filotipos
compartidos entre ensambles microbianos (microbialitos y bacterioplancton), asi como entre
estratificacidn y circulacién (Fig. 16). Los grupos que mas filotipos compartieron son los
microbialitos y de hecho, aunque los grupos se separan con una robustez menor del 50%, se observad
que hay una separacion mas amplia entre ensambles (microbialitos y bacterioplancton; Fig. 17) que

entre pericdos.

Fosfatasa phoX
Diagrama de Venn, distancia 0.04

Fig. 16 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales phoX de
Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacién-estratificacién (96% de similitud).
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Estratificacion.Bacterioplancton

0,2693

Circulacién.Bacterioplancton

404018

Estratificacion.Microbialitos

0,3666

Circulacién.Microbialitos

0.05

Fig. 17 Divergencia de las secuencias parciales phoX de microbizlitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual
circulacién-estratificacién del lago Alchichica (secuencias Unicas y a 95% de similitud).

Fosfatasa phoD
Diagrama de Venn, distancia 0.25

Fig. 18 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales phoD de
Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacién-estratificacion (75% de similitud).
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—— Estratificacion.Microbialitos

00298

—— Estratificacion.Bacterioplancton

0,1813

Circulacion.Microbialitos

404773

Circulaciéon.Bacterioplancton

Fig. 19 Divergencia de las secuencias parciales phoD de microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual
circulacidn-estratificacién del lago Alchichica (secuencias tinicas y a 75% de similitud).

De forma similar a la dindmica de phoX, los microbialitos y el bacterioplancton compartieron
filotipos phoD (Fig. 18), siendo los microbialitos de ambos periodos, [os grupos que mds filotipos
compartieron (7 filotipos). De forma distinta a phoX, la divergencia entre grupos separa al grupo de
Circulacidn.Bacterioplancton de los otros grupos, siendo el grupo que mas filotipos Unicos presentd.
Cabe mencionar que [a separacidn entre grupos presentd una robustez menor del 50% como en el

caso de phoX (Fig. 19).
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BPP Fitasa
Diagrama de Venn, distancia 0.11

A B
Circulacion. Estratificacion.
microbialitos microbialitos
(12 filotipos) (3 filotipos)
10 1

Fig. 20 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales BPP (3-fitasa)
de Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacidn-estratificacidon (95% de

similitud).

Estratificacion.Bacterioplancton

0.0602

40,4898

Estratificacién.Microbialitos

Circulacién.Microbialitos

0.05

Fig. 21 Divergencia de las secuencias parciales BPP (3-fitasa) de microbialitos y bacterioplancton en el ciclo
intra-anual circulacién-estratificacién del lago Alchichica (secuencias dnicas, 95% y 89% de similitud).
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A diferencia de las fosfatasas alcalinas, no se encontraron secuencias de BPP en uno de los grupos
estudiados (Circulacidn.Bacteriplancton}. La distribucion de los filotipos presentd mas
heterogeneidad que las APs entre grupos (Fig. 20).

La separacion de los grupos fue muy similar al utilizar tanto las secuencias lnicas como al 95%, 89%
de similitud, en la cual el grupe Circulacion.Bacterioplancton se separa casi con el 50% de robustez
de los dos tipos de ensambles del periodo de circulacidn (Fig. 21). También es este grupo el que

presenta cuatro veces el nimero de filotipos de los otros grupos.

En nuimeros globales, en las secuencias obtenidas de los ensambles de Alchichica (Tabla 10), el
marcador que mas filotipos mostrd fue phoX (27), seguido por phoD (23) y BPP (18). El ndmero de
secuencias Unicas para cada marcador constituyd 62.5% del total de las secuencias de phoX, 52.2% del
total de phoD y 72.4% del total de BPP. Los filotipos compartidos entre microbialitos y
bacterioplancton fueron seis de phoX, diez de phoD y tres de BPP (lo que equivale al 22%, 43% y 16%
del total de filotipos, respectivamente; Figs. Resultados 9, 11y 13).

Segin los resultados de los indicadores de diversidad, la diversidad de filotipos de los tres
marcadores estudiados fue mayor para los microbialitos que para el bacterioplancton con excepcidn

del marcador phoX en el periodo de estratificacidn, cuyos indices superan a los de los microbialitos.

Diversidad y dindmica inter-sistemas de phoX y BPP

Bajo el mismo esquema metodoldgico (PCR-amplificacién sensu Sebastian y Ammerman 2009) se
han explorado la APs phoX en muestras ambientales (Sebastian y Ammerman 2009, Dai et al. 2014,
Dai direct submission, GenBank). Cabe mencionar que para su andlisis conjunto, partimos de un
alineamiento de aproximadamente180 aminodcidos, mas corto que el usado al interior de las
secuencias de Alchichica. La Fig. 22 resume la interaccidn de los filotipos (90% de similitud)
recuperados en cada caso, la afiliacidn de las secuencias de estos sistemas y de Alchichica se
observd en la Fig. 12. Se observd que con un corte de 95% y hasta 90% de similitud, los conjuntos
ambientales no compartieron filotipos (solo en el caso de los grupos del lago Taihu, los cuales
comprehenden agua mezclada, sedimento y un experimento de microcosmos en el lago Taihu,
China). La topologfa de divergencia separa de forma correspondiente a los grupos con una robustez

del 50%.
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Diagrama de Venn (distancia 0.10

Mg:Ca Alchcihica > Mar de los Sargasos > Lago Taihu

Fig 22. Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parcizles phoX de
estudios ambientales (NCBI, enero de 2013).

Enla parte inferior se sefiala el gradiente de la proporcién Mg:Ca entre ambientes {go% de similitud).

Nota: las secuencias ambientales fueron producidas bajo la misma metedologia que el presente estudio, las marinas
fueron reportadas por Sebastian y Ammerman 2009, las de la capa mezclada del lago Taihu por Daietal. 2013 y las del
experimento de mesocosmos a través de un envio directo a GenBank (Dai, NCBI direct submission).

Fitasa BPP Fitasa BPP
Diagrama de Venn, distancia 0.10 Diagrama de Venn, distancia 0.10

Fig. 23 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales BPP (3-fitasa)
de estudios ambientales (NCBI, enero de 2013): suelo forestal (FS), suelo vegetal o agricola (VS), suelo glaciar
(GS), sedimentos de un sistema acudtico continental (PS), ambiente acudtice continental (AE), intestino de
carpa (1) y lage Alchichica (A), (go% de similitud).
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VS

0.3685

GS

0,402
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04534

PS

0,3482

AE

0377
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Fig. 24 Divergencia de las secuencias parciales BPP (3-fitasa) de estudios ambientales (NCBI, octubre 2014).
Secuencias de suelo forestal (FS), suelo vegetal o agricola {(VS), suelo glaciar (GS), sedimentos de un sistema
acuatico continental (PS), ambiente acudtico continental (AE), intestino de carpa (1) y del lago Alchichica (A).
(90% de similitud).

Mota: las secuencias ambientales fueron producidas bajo la misma metodologia que el presente estudio (ver Huang et al.
2009).

A un corte de similitud de 95 y 90% se observa que en general son pocos los filotipos de BPP
compartidos entre grupos ambientales (Fig. 23) donde los que mas comparten son los de agua y
sedimento de un sistema acuatico continental (Huang et al. 2009). Entre los sistemas estudiados, el
sistema Alchichica es el inico que no compartid filotipos con el resto de los sistemas.

La afiliacidn entre los filotipos de BPP de los estudios ambientales mostré que los grupoes se
separaban con una robustez cercana al 40% en general, siendo el grupo de Alchichica el que se
separd con mas robustez (casi del 50%) en cortes al 95 y al 90% de similitud (Fig. 24). La topologia a
partir de secuencias Unicas (no mostrada) si proporciond una separacién mayor, donde casi todos

los grupos se separan con una robustez aproximada del 50%.
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Tabla 10. Fosfatasas alcalinas bacterianas phoX, phoD y fitasa BPP de los ensambles microbianos
analizados en el presente estudio, asi como de diferentes estudios ambientales (GenBank). Se
sefalan las caracteristicas de los conjuntos de secuencias parciales de cada marcador, asi como
indicadores de su diversidad

Sistema
Ensamble
bacteriano MNo. segs. OTUs’ Chao  Shannon Cobertura Mo seqs  OTUs? Chao  Shannon Cobertura Mo segs. OTUs? Chao  Shannon Cobertura

Periodo obtenidas [HY (%) obtenidas (H) (%) obtenidas (H7 [9)

Lago Alchichica®

microbialitos
Circulacién 15 20.0 2.22 0.92 16 30.0 2.28 88 35 15 33.0 2.35 74
Estratificacion 13 20.5 1.68 0.92 7 7.0 1.67 100 7 3 4.0 0.80 71
bacterioplancton
Circulacién 5 8.0 1.56 0.33 7 7.3 1.15 97 - - - -
Estratificacion 7 7.3 1.44 0.93 6 16.0 1.04 72 16 3 3.0 0.74 100
Total 180 23+ 68 2.16 0.94 192 27+ 53.0 236 93 58 18+ 25.0 240 86

Mar de los Sargasos y
Bahia Chesapeake”

bacterioplancton - - - - - 57 20 282 2.68 85 - - - -

Lage Taihu
capa mezclada® - - - - - 625 146 2430 421 90 - - - -
microcosmos’ - - - - - 1183 85 195.0 292 93 - - - -

China®
Suelo agricola (VS) - - - - - - - - - - 22 1270 3.08 2]
Suelo forestal (FS) - - - - - - - - - - 40 8200 3.69 <1
Suelo glaciar (GS) - - - - - - - - - - 30 1178 3.37 28
Sistema acuatico
continental (AE) - - - - - - - - - - 41 4310 3.70 il
Sedimento de aguas
continentales (PS) - - - - - - - - - - 53 716.0 3.96 4
Intestino de carmpa ( - - - - - - - - - - 64 3292 401 58

kol OTUs corte=025 sensu Tan efal, 2013, % phoX OTUs corte=0.05 sersy lwai ef a/. 2011, *OTUs no compartidos entre ensambles bacterianos o periodos
?Este estudio. Lake Alchichica ensambles: Microbialtos= morfotipos esponjoso v columnar, Bacterioplancton=profundidades 5 m, 25 my 61 m

* Sebastian & Ammerman, 2009 Mar de los Sargasos y Bahia Chesape capa mezclada (profundidad=40 m)

°Dai ef al, 2014 Lago Taihu ensambles: agua mezclada de un gradiente espacial

4 Dai, no publicado, envio directo a GenBank. Lago Taihu ensambleexperimento de microcosmos

Solo en el caso de los marcadores phoX y BPP fue posible realizar una comparacién entre diferentes
estudios ambientales debido a que éstos fueron realizados bajo la misma metodologia que el
presente estudio y las bases de secuencias parciales estdn reportadas en el GenBank. Los
estimadores de diversidad Chao y Shannon (H"), en general mostraron resultados Utiles para

comparar dichos sistemas.
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Transcriptdmica dirigida

Patrones de expresion de phoX, phoD y BPP en el ciclo diurno

Cabe recordar que el trabajo de expresidn corresponde exclusivamente al microbialito esponjoso.

Las secuencias de los transcritos en general fueron escasas en medio de un gran ndmero de

transcrites recuperados cuya afiliacidn frecuente era de fragmentos de 16S y 23S de cianobacterias y

de otros grupos bacterianos. Con un escrutinio cuidadoso se seleccionaron aquellas secuencias con

significado a través de diferentes herramientas bicinformaticas para cada marcador. Los resultados

del trabajo de expresidn de los marcadores estudiados estan comprendidos en la Tabla 11, asi como

su tamafio, su patrén de expresidn en el ciclo diurne, la afiliacion mas cercana de cada una de las

secuencias asi como las plataformas de blsqueda y las bases de datos para determinar su identidad.

Tabla 11. Afiliacion filogenética mas cercana de los transcritos de los marcadores PhoD, PhoX y 3-
fitasa BPP del componente bacteriano de los microbialitos esponjosos del lago Alchichica

Phox

Marcador Expresion
Nombre/Mo. acceso Temporada Afillacion filogenética mas cercana E-value Bases de datos
phoXcDMA S8h 29 06.00 E 24 GenBank CPO00390 1 Chelalivorans sp. BNC1, TAT pathway signal, DUF 839 S00E-03 BLASTn MNCEBI
phoXcDMA . S6h.32 06:00 E 44 GenBank JQ029668.1 Uncultured bacterium clone 3F-28-27 PhoX (phoX) gene, water Xukou Bay 290E-01 BLASTn NCEI
phoXcDNA 512h 20 012:00 | 24 lannaschia sp. GenBank CP000264 1:1885825-1887702, DUF 839 48 BLASTn NCBI
phoXcDiA. 5120 22 012:00 E 58 GenBank KF391576 1 Uncultured bacterium clone alkaline phosphatase (phox) Alchichica, KC141372 m 038 BLASTn NCEBI
phoXcDNA S12h 23 012:00 E 25  GenBank KC141471 1 Uncultured bacterium clone SC-3-27 alkaline phosphatase (phox)lake Taihu, micn 033 BLASTn NCBI
PhoD
alpsSshicDMNABh_2 0600 E 369 Zyeq A, Alkaline phosphatase D, Bacillus sublilis 500E-09 PDE HMMER
alpssSshcDNAGh_003 0600 E 369 2yen A, Alkaline phosphatase D, Bacilius sublilis 520E08 PDE HWMWER
C_alpsSstcDNABh_7 0600 E 389 LOGIMS_PSEST, Phosphodiesterase/alkaline phosphatase D (Precursor), Fseudormanas sfulzeri RCH2 140E-76 PDB  HMMER
alpsSshcDNABh_10 06:00 E 369 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Baciiius sublilis 1680E-089 PLOEB HMMER
alpsSsMcDNABh_14 06:00 E 369 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Bacilius sublilis 300E12 PDEB  HWMWER
alpsSsiicDNABh_16 06:00 E 389 Zyeq A, Alkaline phosphatase D, Bacilius subliiis 460E-10 PDB  HMMER
C_alpsSsMcDNABh_19 0600 E 363 J3I1S3_8BRAD, Phosphodiesterasefalkaline phosphatase D (Precursor), Bradyrhzobium sp. YRE81 42E-72 PDB  HMMER
alpsSsMcDNA12h_5 012:00 E 369™ 2yec A, Alkaline phosphatase D, Bacilius sublilis 690E-12 PDB HMMER
alpsSshvicDMA12h_6B 01200 E 369 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Bacilius subliiis 1.1E-08 PDE  HMMER
alpsSshcDNATZh_007 01200 E 369 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Baciiius subliils 170E11  PDB  HMMER
alpsSshMcDMNA1Zh_11 012:00 E 369 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Bacilius sublilis 110E-08 PLCB HMMER
alpsSshcDNACH_ 12 024:00 E 357 2yeq A, Alkaline phosphatase D, Bacilius sublilis 360E09 PDEB  HWMWER
BPP (3-fitasa)
bppSshlcDMATSh 1 018:00 E 93 142000032 hypothetical protein GOS_3222680, partial [marine metagenome]. GenBank ECUT73183.1 180E-03 env NR HWMWER
bppSshcDMA18h_3 01300 E 93 142000032 hypothetical protein GOS 3222580, partial [marine metagenome]. GenBank ECLT73193 1 1.80E-03 env NR HMMER
bppSsWcDMNAT8h_4 018:00 E 893 142000032 hypothetical protein GOS 3222580, partial [marine metagenome]. GenBan: ECLUT3183.1 160E-03 env NR HMMER
bppSsMcDMNAGh_2 01800 E 114 hypathetical protein [Seyionema hofimanni], MCBI Reference Sequence: WP_017743188.1 TOOE-05 MR HMMER
E Uniprot B3WHQ3_9BACT Beta-propeller phytase (Fragment) uncultured bacterium T.70E-02 Pfamseg HMMER
bppSshicDMNAGH_3 02400 E 18  hypathetical protein [Scyionema hofimanni] NCE|l Reference Sequence WP_017743188 1 B30E-05 NMNR HWMMER
E Pfam BOVHQ3 9BACTBeta-propeller phytase (Fragment) uncultured bacterium 6.70E02 Pfam HWMWER
bppSshdcCMNACH 02400 E 83 138898707 hypothetical protein GOS_ 4294045 partial [marine metagenome] GenBank ECC33673 1 120E-01 env NR HMMER
bppSshdcDn 02400 = 604 135258640 hypothetical protsin GOS_9425801 450E-02 env MR HMMER
bppSshcDMACh_18 02400 E 57 E7QU086_STRDY Exported protein Streplococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae ATCC 27957 4 30E-02 env NR HWMMER
bppSstcDMAOR_17 024:00 E 114 unnamed protein product, partial [marine sediment metagenome] marine sediment GenBank. GAFG7E05. 150E-02 env NR HMMER
02400 E 54 141444315, hypaothetical protein GOS_3465902, partial [marine metagenome]. GenBank ECR87230.1 220E-03 env NR HMMER

" La afiliacion filogenetica mas cercana corresponde a la busqueda realizada en pHMMER considerando las bases de datos 1) PDE y 2) Environmental seqs
Como templadao se utilizd la secuencia predicha de amino acidos
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Los transcritos de PhoX fueron los menos representados entre los marcadores elegidos, un total de
cinco secuencias mostraron afiliacion con secuencias parciales de la fosfatasa alcalina phoX de
estudios ambientales (secuencias de microbialitos y de la columna de agua de Alchichica; y
secuencias tanto de agua mezclada como del experimento de microcosmos en el Lago Taihu). En
contraste con las secuencias phoX detectadas en el ADN total, los transcritos obtenidos mostraron
una longitud bastante menor al fragmento amplificade con el juego de oligos degenerados
(Sebastian y Ammerman 2009), en promedio fue de 26 pb. En la mayoria de los casos, el Blastn
relacioné estas secuencias con fragmentos de dominio DUF839, tal como lo hiciera con la mayoria
de las secuencias de phoX en ADN, asi como fragmentos de secuencias parciales de phoX de
estudios ambientales, protefnas con la sefal TAT (Twin-arginine translocation pathway) y con

secuencias anotadas como hipotéticas o proteinas putativas.

Los transcritos relacionadas con PhoX (DUF389, Pfam) dado su pequefio tamafio, no fueron
alineados con el resto de las secuencias parciales phoX obtenidas en los ensambles de Alchichica. En
cambio, las secuencias relacionadas con phoD presentaron un tamafic adecuado para ello,
posibilitando la visualizacidn de los transcritos con las secuencias gendmicas de Alchichica en un

arbol (topologia de maxima verosimilitud, Fig. 25).
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Fig, 25 Comunidad potencial vs. comunidad fundonal. Secuencias parciales PhoD de Aldhichica en ADN

metagendmico (negro) y transcritos en ARM total (anaranjados) Topologia BioMeighbor Joining de 200
secuendas de aprox 350 pb. Distribucidn porcentual de la expresion del marcador PhoD en el ciclo diumo

(abajo}
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La fosfatasa alcalina PhoD mostrd expresion diferencial en el ciclo diurno, més representada hacia el
amanecer {06:00 h) y el mediodfa (12:00 h), a la medianoche (24 h) se recuperd un solo transcrito.

En cambio ninguno fue recuperade al atardecer (18:00 h).
Los transcritos de la fitasa BPP presentaron un tamafio mas pequeiio que las secuencias gendmicas
de tal forma que no fue posible generar un alineamiento o un drbol como en el caso de los

transcritos de PhoD.

El patrén de expresidén en el ciclo diumo fue diferente entre los marcadores elegidos (Fig. 26), casi
totalmente matutino en el caso de las APs PhoX y PhoD (con excepcién de uno solo de los

transcritos de PhoD recuperado a la medianoche).

La expresidn de la fitasa BPP, en cambio fue vespertina-nocturna en su totalidad, la mayorfa de

estos transcritos correspondieron a la medianoche.

70 -
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Fig. 26 Patrén de expresion en el ciclo diurno (distribucion porcentual) de los marcadores
PhoD, PhoX y 3-fitasa BPP.
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Discusion

Hidrodindmica del sistema y estado tréfico

La columna de agua presenta una estratificacidn que puede dividirse en tres etapas en el periodo
anual en las que se observa un desplazamiento gradual de la termoclina (sensu Hernandez-Avilés
2010): estratificacién temprana (de abril a junio, cuando la termoclina se encuentra entre 9 - 23 m),
bien establecida (de julio a septiembre, con una termoclina bien definida entre 14 y 30 m)y tardia (de
octubre a diciembre, cuando la termoclina comienza a debilitarse y a profundizarse hasta
desaparecer entre los 20 y 39 m). La mezcla invernal homogeneiza la totalidad de la columna de
agua entre la segunda mitad de enero y marzo (ver Alcocer et al. 2000).

El patrén de circulacién superficial y el de la onda interna (ver Filonov et al. 2006) hacen de la capa
superficial un sistema muy dindmico. La influencia del viento no es homogénea en el ciclo anual, es
mas intensa en el inviemo seco que en el verano himedo.

Por su parte, las estructuras masivas de los microbialitos (bastante heterogéneas entre si), se
extienden en el perimetro del lago; la zona expuesta (o no sumergida) de estas estructuras es
testimonioc del abatimiento del espejo de agua, ya que este procesc gradual ha conformado una
zona litoral donde estan presentes multiples zonas someras de baja energia (la temperatura, la
evaporacién y el tiempo de residencia del agua en estas zonas es potencialmente mayor que en la
zona pelagica). En el perimetro norte del lago ocurren mas frecuentemente estas zonas donde el
sedimento es muy fino (en estas condiciones encontramos a los microbialitos de tipo esponjoso). En
la zona sur-SO el oleaje es mas intenso, el sedimento mas grueso en general y encontramos los dos
tipos de microbialitos {(esponjoso y columnar) descritos en la literatura. Estos dos tipos de
microbialitos difieren en morfologia, composicién microbiana (Tavera y Komarek 1996, Centeno et
al. 2012), mineralogia, textura, edad (Kazmierczak et al. 2011). Por lo anterior, en cierta forma,
podrfamos relacionar la heterogeneidad de la zona litoral con el régimen de viento dominante

(desde el N).

Se ha explorade ampliamente la hidrologia, la fisicoquimica y la estructura comunitaria de la
columna de agua del lago Alchichica en torno a entender el estado tréfico del sistema, el cual ha
sido caracterizado como oligo a oligo-mesotrdfico (ver Alcocer et al. 2007), por ejemplo, a pesar de

que los nutrientes totales son escasos (ver Ardiles et al. 2012), la concentracién de clorofila-a y el
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picoplancton total (alrededor de 2 a 2.7 x 106 células mL” ) son un poco mas altos a los reportados
para lagos oligotrdficos (Macek et al. 2009). En la escala anual ha presentado dos momentos de
intensa produccidn primaria (un florecimiento de diatomeas asociado a la circulacidn invernal y otro
de cianobacterias al inicio de la estratificacidn (ver Macek et al. 2009, Ardiles et al. 2012) cuya
intensidad parece obedecer patrones temporales mas amplios (bianuales en el casc del
florecimiento de diatomeas, Alcocer no publicado). También se ha supuesto que el sistema puede
ser un exportador neto de carbono a los sedimentos (Ardiles et al. 2012, Alcocer et al. 2014) y estd en
proceso la exploracién de su balance metabdlico neto.

La zona litoral de Alchichica presenta caracteristicas de ser un sistema de alta produccién y
diversidad. Alcocer y colaboradores (1998) estudiaron esta zona y econtraron que es el habitat de al
menos 44 macroinvertebrados bénticos; en la caracterizacién fisicoquimica del sedimento (arena y
grava) y de la fina capa lodosa que lo cubre, estimaron que el porcentaje de materia organica (MO)
varia entre 2.8 y 8.4 %. La variable cobertura de algas bénticas y macrdfitas sumergidas en ocasiones
alcanzan cobertura de 25 y 100%, respectivamente. La comunidad microbiana asociada a estos
microbialitos estd fijando activamente N (Beltrdn et al. 2012) y aunque no son conocidas sus tasas de
fijacidn de C, los microbialitos son conocidos por ser sistemas muy productivos (ver Centeno et al.
2012).

Macek et al. (2009) encontraron que la dindmica del picoplancton total (PPT) sigue un patrdn
regular ligado al cicloe hidrodindmico del sistema. La mayor concentracién ocurre durante el periodo
de circulacidn y estratificacion temprana (enero a marzo), mientras que durante la estratificacidon
tardia se observaron las concentraciones mas bajas. Los patrones temporales y espaciales del PPT
han sido relacionados con la disponibilidad de nutrientes (Hernandez-Avilés et al. 2010).

Resulta muy complejo establecer la interaccién entre la zona litoral con la pelagica, particularmente
en lo que se refiere a flujos de materia e interacciones troficas (Filonov et al. 2006). El estudio de
Escobar Briones et al. (1998) sefiala que hay diferencias significativas entre las firmas de isdtopos
estables de las comunidades pelagicas y litorales del lago Alchichica. Si bien, lo anterior sugiere la
compartamentalizacion de los recursos entre las dos zonas, el hallazgo de especies de diatomeas
(de la zona litoral) en las trampas de sedimentacién situadas en el centro del lago (Ardiles et al. 2012)
es evidencia de su posible interaccidn. La accidn del viento sobre |a superficie del lago y los efectos
de la onda interna pueden jugar un papel clave en este proceso.

Para la construccidn del balance de P en el sistema Alchichica compilé infermacién de diferentes
caracteristicas y fuentes, la diversidad de los datos, asi como su relativa importancia en las
diferentes partes del ciclo del P me permiten recenocer la importancia de las condiciones fisicas y
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quimicas de los lagos como condicionantes de los ciclos biogeoquimicos de los elementos

principales para la vida.

Diversos estudios sefialan que el N puede ser el nutriente que limite con mayor probabilidad la
produccidn en Alchichica (Ramos-Higuera et al. 2008), adicionalmente se ha sefialado que en ciertos
momentos, la disponibilidad de silicio (Si) puede ser determinante para el desarrollo de diatomeas
(Ardiles et al. 2012). Sin embargo, también se ha estimado y propuesto que a lo largo del ciclo anual
hay una limitacién sucesiva por nutrientes (nitrégeno, fésforo y silicio; ver Ramirez-Olvera et al. 2009
y Ardiles et al. 2012). Las relaciones estequiométricas C:N:P sugieren que el N y el P son limitantes de
la produccién en los microbialitos, sin embargo, pocos estudios comienzan a explorar aln estas
cuestiones en consorcios como los microbialitos o tapetes microbianos (Fernandez-Valiente et al.

2001).

Condicion del fésforo en el sistema

El cociente Masa de P: Flujo de P hacia los sedimentos indica el tiempo de residencia del P, el cual es
relativamente corto en el sistema Alchichica. Se puede entender esta proporcidn de la siguiente
forma: cada particula de P vuelve a incorporarse a biomasa de diatomeas en cuatro meses, o bien,
cada afio se exporta a los sedimentos 3 veces la masa total de P del lago. Por lo tanto, en la escala
anual, la produccidon autéctona serfa mayor que la aléctona. Esta proporcién puede ser distinta
entre los periodos circulacién/estratificacién; probablemente durante la mezcla invernal (ambiente
seco y polvoso) la produccidn alimentada por fuentes aldctonas sea relativamente mas abundante
(répida produccidn y sedimentacidon) al resto del afio. Ya que las fuentes aldctonas equivalen a una
cuarta parte del P que se exporta a los sedimentos, el resto proviene de nutrientes “regenerados” o
reciclados en el lago. Por un lado esto puede significar que el reciclaje del fésforo al interior del
sistema es el principal mecanismo que sustenta este nutriente a la comunidad bioldgica del lago a lo

largo del ciclo anual.

El balance de P realizado indica que en el sistema Alchichica hay una intensa regeneracion y reuso
del fésforo. A continuacion se sefalan los mecanismos que considero mas importantes para que
esto ocurra: 1. La mezcla invernal, que homogeneiza los nutrientes en la columna de agua,

incorporando a la zona eufdética nutrientes que se encontraban en el hipolimnion. 2. La liberacidn de

69



Valdespino Castillo PM (2015) PCML, UNAM

P desde el hipolimnion y/o los sedimentos que ccasiona que la concentracion del P aumente en el
hipolimnion con el avance de la estratificacién. 3. El intercambio vertical de agua del meso e
hipolimnion hacia la capa mezclada por efecto de los movimientos de la termoclina, promovidos por
la influencia del viento. Filonov y col. (z006) sefialaron que el viento regional ejerce una fuerte
influencia en la estructura vertical del lago provocando un hundimiento de la termoclina de
aproximadamente 3 m en la zona sur y levantamiento de las isotermas en la zona norte; la
termoclina se restablece durante la noche. Considero que este proceso puede ser fundamental para
el reciclaje de los nutrientes exportados desde la zona eufdtica. Por lo tanto recalco que la
alteracidn potencial de este régimen de vientc en un escenario de cambio climatico podrian tener
un efecto directo en el reciclaje de los nutrientes en el sistema.

Por otro lado, un rubro que podria ser muy relevante es la exportacion potencial de P (disuelto y
particulado) desde algunas partes de la zona litoral, donde hay zonas pobladas por macrdfitas,
diatomeas epibénticas y microbialitos. De hecho, Ardiles (2011) explora esta idea al encontrar
diatomeas que habitan la zona litoral en las trampas de sedimentacién colocadas en el centro del
lago. La influencia del viento en el sistema hace que la exportacidn de P y otros nutrientes desde la
zona litoral sea muy probable. El trabajo de Filonov et al. (2006) hace evidente que el epilimnion de
Alchichica es un sistema muy dindmico, ya que la influencia del viento crea dos celdas de circulacién

superficial que potencialmente transportan materia (nutrientes) desde la zona litoral.

Potencial para remineralizar el POD a través de fosfatasas y fitasas alcalinas. Dindmica
intra-sistema

Si bien, hay un paralelismo funcional entre los ensambles microbialitos y bacterioplancton, los
resultados indican que el potencial para transformar el POD con las estrategias estudiadas es mayor
en los microbialitos y que en general, la columna de agua estratificada, en su conjunto (epi, meta e
hipolimnion) comparte mas filotipos de phoX, phoD y BPP con los microbialitos, que la columna de
agua durante la circulacién del lago. La estructura de los ensambles no definid la presencia pero sila

abundancia de phoX, phoD y BPP.

En general, las comunidades microbianas estudiadas mostraron un vasto potencial para
remineralizar el POD, los resultados sugieren que las fosfatasas y fitasa estudiadas estdn albergadas
en los genomas de grupos bacterianos abundantes en los sistemas acudticos y en ensambles como

microbialitos o tapetes microbianos. La afiliacion detallada de las secuencias obtenidas en este
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estudio fue descrita en la seccién de Resultados. Las fosfatasas alcalinas mostraron una afiliacidon
mas cercana con fosfatasas del grupoc Proteobacteria, bacterias gram negativas aercbia o
facultativas, cuyos grupos poseen metabolismos diversos: quimicautdtrofos, oligdtrofos, y
diazétrofos  como  Alfaproteobacteria;  heterdtrofos  organdtrofos como  Beta vy
Gammaproteobacteria y quimicautdtrofos, litétrofos como Gammaproteobacteria. Las fitasas de
los ensambles de Alchichica presentaron también afiliacién cercana con fitasas de bacterias

Bactercidetes y de Gammaproteobacteria, bacterias gram negativas.

La aproximacion a la diversidad de estos marcadores a través de determinar filotipos es una
estrategia de gran utilidad para empezar a delinear procesos o bien, potencial metabdlico a nivel de
ensambles, comunidades y ecosistemas; en contraparte, deben ser asumidos supuestos muy
generales. También hay cierta incertidumbre asociada a las técnicas moleculares utilizadas para
obtener las secuencias. En este sentido, sdlo podemos afirmar que los métodos fueron aplicados
con el maximo rigor y homogeneidad posibles; de tal forma que consideramos este esfuerzo como

una propuesta confiable para comenzar a responder las preguntas planteadas.

Al considerar las diferencias y similitudes entre las secuencias de los microbialitos y del
bacterioplancton de los periodos circulacién y estratificacion (cuatro grupos), los resultados indican
que en general, las secuencias de microbialitos no son muy diferentes entre circulacidn vy
estratificacion, tampoco muy diferentes con las del bacterioplancton de estratificacién. El
bacterioplancton del periodo de circulacidn es el grupo "mas divergente" en cuanto a la divergencia
de las fosfatasas phoD (Fig. 19) y por otro lado, el es (nico grupo donde no se obtuvieron secuencias
de la fitasa BPP (Fig. 21).

En general, los microbialitos fueron portadores de un mayor potencial para transformar el POD a
través de las fosfatasas y fitasas examinadas, lo cual fue mas contrastante en el caso de las fitasas

BPP (ver Tabla 10).

Las comunidades portadoras de estos genes mostraron cambios (reemplazo de filotipos) en un
tiempo tan reducido como el ciclo intra-anual circulacidn-estratificacion (ver Figs. Resultados g, 11y
13y la Tabla 10). Sobresalen las diferencias de los grupos phoD-Circulacién.Bacterioplancton (Fig. 19)
y BPP-Circulacién.Microbialitos (Fig. 21), lo que sugiere una dindmica de remplazo mas rapida o mas
importante entre estos grupos y marcadores. La AP phoX parece no mostrar demasiada diferencia

entre ensambles o pericdos, en contraste con la dindmica de phoD y BPP, que parece estar mas
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ligada al cambio ambiental.

Las fosfatasas alcalinas phoX y phoD vy la fitasa BPP de los diferentes ensambles analizados
mostraron sobrelape de filotipos entre ensambles y entre periodos, los diagramas de Venn (Figs.
Resultados 9, 11 y 13) lo muestran, sugiriendo una conexidn estructural (entre microbialitos y
bacterioplancton) y funcional (entre la zona litoral y la zona pelagica) en el sistema Alchichica. Los

filotipos que casi no cambian, constituyen por tanto una reserva genética para utilizar el POD.

Resulta interesante que al estar relacionados los indicadores de diversidad con las secuencias
Unicas, los resultados, tomando en cuenta los tres marcadores, subrayan la mayor diversidad de
estos marcadores en los microbialitos en el periodo de circulacion. El casc de la fitasa BFP es
emblematico va que los filotipos presentes superan a los de los otros grupos por cuatro veces (Fig.
20, Tabla10)

Con estos andlisis no es posible concluir si hay un efecto de los estilos de vida (vida libre en la
columna de agua vs. vida en consorcio) sin embargo, al observar que el grupo que con mayor
frecuencia se separa de los otros es el de bacterioplancton del periode de circulacidn, se sugiere que
la columna de agua estratificada, donde conviven especies aerobias y anaerobias, parece tener un
mejor simil con la vida en consorcio en los microbialitos. La columna de agua en circulacion, al estar

oxigenada, presenta por tanto, una comunidad bacteriana con otra estructura y dindmica.

La presencia de estos marcadores en algunos de los grupos bacterianos mdas abundantes en los
ambientes naturales (e.g. Proteobacteria o Bacteroidetes es consistente con: 1) con la distribucidn
cosmopolita de estos grupos, 2) con un vasto potencial genético para responder al cambio
ambiental vy 3) con el alto potencial de remineralizacién de los sistemas acudticos, sistemas
conocidos por su capacidad para catalizar (acelerar) procesos ambientales (p. ejemplo captura de

carbono).

Cuando la distribucién de las fosfatasas o fitasas estd restringida a pocos organismos o a
organismos que solo estdn presentes bajo ciertas condiciones (e.g. en la columna de agua durante la
circulacién), son precisamente estos organismos los que pueden jugar un papel clave en ciertos

momentos o condiciones (a decir por las secuencias tnicas de cada periodo).
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Distribucion y diversidad de fosfatasas alcalinas phoX en aguas naturales

El analisis por filotipos de phoX (corte= 95% de similitud) sefiala una gran similitud

a nivel de secuencia entre phoX de Alchichica y de otros sistemas acuaticos de caracteristicas
contrastantes (p. ej. su estado tréfico o la concentracién de los iones Mg™, Ca™ y Zn™, cofactores de
estas metaloproteinas, ver Fig. 22). Sin embargo, a este nivel de similitud e inclusc extendiéndolo
hasta 0.10, no hay sobrelape de filotipos entre sistemas (Fig. 22) salvo de los dos estudios llevados a
caboen el lago Taihu.

Nuestros resultados muestran que las APs phoX de un sistema con una relativa baja concentracidn
de Ca"™ fueron similares (a nivel de secuencia) de las obtenidas en un sistema con mayor
concentracion de este elemento a pesar de que la distribucién y la variabilidad intrinseca en las
comunidades microbianas es distinta. Estas relaciones constituyen una linea base en cuanto a la
diversidad de estos marcadores en sistemas acuaticos. En la Tabla 3, Anexo 2, se muestran las

caracteristicas particulares de cada uno de estos sistemas.

Distribucién y diversidad de fitasas BPP en la naturaleza

Los conjuntos ambientales de secuencias BPP mostraron una diversidad similar, en general, segun el
estimador no paramétrico de riqueza Chao y el indice de Shannon; entre los conjuntos comparados
Alchichica aparece como el de menor diversidad (ver Tabla 10). Cabe resaltar que los filotipos del
conjunto Alchichica no mostraron sobrelape con los de los otros estudios, de hecho, los conjuntos
estudiados comparten un ndmero muy pequefio de filotipos (ver Fig. 23). Es claro que hay tres
conjuntos que claramente presentan filotipos compartidos: intestino (1), columna de agua (AE) y
sedimento (PS). Es interesante este ejemplo, y nos hace suponer que los tres conjuntos proceden de
muestras del mismo cuerpo de agua (aunque en el articulo que lo refiere no lo clarifica). Este
sobrelape es interesante, mientras que los grupos agua y sedimento comparten > 50% de los
filotipes, solo del 11 al 15% de estos filotipos se encuentran también en el intestine de la carpa.

Por otro lado, se observa que si bien los muestreos en ambientes distintos fueron dtiles para revelar
la distribucién de estas fitasas BPP en los ambientes naturales, los resultados reflejan un muestreo
relativamente pobre. En estos términos, el conjunto Alchichica aparece como el conjunto mejor

muestreado (Tabla 10). Esto estd sugerido por los bajos valores de cobertura (Tabla 10) y los

73



Valdespine Castillo PM (z015) PCML, UNAM

cocientes secuencias (nicas:0TUs, comparados con el resto de los conjuntos de secuencias (Fig. 25).
El andlisis del nimero de las secuencias unicas entre conjuntos de secuencias de estudios
ambientales es util para entender |a diversidad intrinseca de los marcadores, asi como el estado de
avance en el estudio de cada marcador, asi, la unicidad de las secuencias en relacidn con el mimero
de OTUs (secuencias agrupadas por similitud) varid entre conjuntos (ver Fig. 25). Entre los conjuntos
de secuencias ambientales analizados, phoX posee los cocientes mas altos, sefialande al mismo
tiempo la diversidad intrinseca de las secuencias pardales y, por otro lado, muestreos mas

extensives que, por ejemplo, la mayoria de los conjuntos BPP.

Secuencias dnicas:0TUs
EEHEMENE.E

P'ﬂ"p*mpnlm'::BfrWIErmmwm
. |machi | =5 | Teiwr | "S- | michi F5 | Vs | G5 | F5 | AE
Alchi mic

[Stinicaromus| 205 [24a | 27 [2en (863|233 [aw] 1 [1oe 11 (1w [1m

Fig, 25 Proporcion entre secuencias iinicas: OTUs en los conjunios de secuencias de Alchichicay
de diferentes estudios ambientales.

Expresidn de phoX, phoD y BPP. Comunidad potencial vs. comunidad funcional

Explorar la expresion de phoX, phoD y BPF con una estrategia primer-dirigida permitio comparar la
comunidad potencial (la gue posee los genes) de la comunidad fundonal (que activamente expresd
los genes), sin embargo es importante considerar que el esfuerze en tiempo y recurses de esta
metodologia, en ocasiones parece no estar balanceado con los resultados obtenidos. Los transcritos
recuperados fueron escasos y a menude mostraron caractenisticas distintas del amplicon a partir de
ADN, lo cual dificultaba su analisis. Con frecuencia, mas de la mitad de los transeritos seleccionados

en las librerias de clonas correspondian a fragmentos de origen heterogéneo (fragmentos de 165 y
235 ribosomales de cianobacterias se encuentran entre los fragmentos mas frecuentes).
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El reto de capturar transcritos de genes con funciones tan particulares como las que exploramos no
era una tarea sencilla desde la planeacién original, de tal forma que hallar algunas secuencias en el
"mar de transcripcion" celularfcomunitario hace pensar que la adquisicién y transformaciones de
fésforo en estas comunidades son mecanismos activos e importantes.

Uno de los aspectos a resaltar a partir de este acercamiento es que las secuencias recuperadas se
pueden procesar con mucho detalle (a diferencia de un acercamiento de Protedmica, enfocado en la

exploracién masiva de transcritos).

Un escrutinio cuidadoso (y distinto segln las caracterfsticas de cada marcador, en particular de su
corta longitud) llevd a la recuperacién de algunas secuencias Utiles para comenzar a entender la
expresion de los marcadores estudiados. La Tabla 11 resume el nlimero de secuencias vy las
caracteristicas de los transcritos obtenidos en un muestreo circadiano (amanecer, medic dia,
atardecer, media noche).

Los transcritos recuperados de la fosfatasa alcalina phoD (ARN) fueron seleccionados por su
identidad (BLASTn, HMMER) y su tamafio fue adecuado para formar parte de un alineamiento que
comprendia las secuencias de Alchichica (ADN) y secuencias gendmicas de referencia. La Figura 25
muestra una topologia derivada de un analisis de Neighbor joining de las secuencias phoD
amplificadas a partir de ADN total (comunidad potendial) y las secuencias amplificadas a partir de
cADN (comunidad funcional). Entre el total de los transcritos PhoD (12 OTUs) recuperados (de

aprox. 350 pb de longitud) se recuperd un transcrito del filotipo PhoD mas abundante en ADN.

Los transcritos de phoX mostraron un tamafio mucho menor al esperado, de aprox. 20 veces menor,
esto requirid un escrutinio caute y exhaustivo. Si bien fue posible alinear los transcritos con las
secuencias ambientales y de genomas, su corto tamafio nc nos permitié incorporarlas en un analisis

topoldgico, como sifue posible con las secuencias de |la fosfatasa phoD.

Entre las fosfatasas alcalinas procariontes estudiadas, es phoX el marcador que ha tenido un
respaldo experimental mas sdlide en cuanto a su funcidn fisioldgica. Los trabajos de Sebastian y
Ammerman (2009, 2011), muestran que la expresién de esta fosfatasa estd relacionada con el estrés
por PID. En tal caso, la escasa expresién de phoX es consistente con un ambiente en el que el
fésfore no es muy abundante pero que sin embargo, exhibe una concentracién superior a los limites
tedricos de limitacidn por dicho nutriente. La baja sefial de la expresidn de phoX, por el contrario, si
bien cuestiona la sugerencia de limitacién por fésforo revelada por el anélisis elemental de los

microbialitos, podria indicar por un lado, condiciones diferentes de vivir en vida libre vs. vivir en
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consorcio. Por otro lado, podemos suponer que la comunidad potencial explorada es poco sensible
a este estrés. Y por lo tanto, que podriamos no ver la sefial de la comunidad mas sensible a la baja
concentracion de PID, si esta esta presente en grupos bacterianocs que no podemos observar bajo el
sesgo de los oligos. Estos resultados refuerzan la idea de una comunidad preparada para enfrentar
una deficiencia de PID, esta comunidad podria reaccionar y e invertir en fosfatasas alcalinas para

utilizar POD.

Es también probable que otras respuestas "constitutivas" u otros mecanismos (ademds de la
expresion de la fosfatasa alcalina phoX sean activados en el consorcio microbiano estudiado, v que
tal vez, en el consorcio, la utilizacién de diferentes formas de fdsforo organico sea relevante, tal

como lo veremos a continuacién con el patron de expresion de las BPP fitasas.

Los transcritos obtenidos de APs pertenecen al periodo de estratificacidn, cuando las
concentraciones de SRP en la columna de agua son menores que en la circulacién (ver Tabla 1,
Anexo 2). Por otro lado, la dindmica de expresidon de estos marcadores sugiere que entre el
amanecer y el medio dfa es cuando ocurre la mayor actividad (Fig. 26). La afiliacién mds cercana de
los transcritos phoX correspondid con secuencias de estudios ambientales vy de Alfaprotecbacteria
como Chelativorans, género del orden Rhizobiales (fijan nitrégeno y de vida estrictamente aerobia) y
del género Jannaschia, Rhodobacteraceae, familia que contiene organismos quimic-organdtrofos y
fotoheterdtrofos). También los transcritos mostraron afiliacién cercana con el via de sefialamiento

TAT), por lo tanto podria tratarse de proteinas que se transportan hacia la membrana celular.

La afiliacién mds cercana de algunos transcritos de PhoD de Alchichica fue la de la cadena A del
dominio Fosfatasa tipo PhoD (2yeq_A; Protein Data Bank, Pfam PF09423) mientras que dos de los
transcritos se afiliaron con la fosfodiesterasa D de la Gammaproteobacteria del género
Pseudomonas, familia Pseudomonadaceae (aerobias y poseedoras de una gran diversidad
metabdlica) y de la Alfaproteobacteria del género Bradyrhizobium (bacterias frecuentemente
fijadoras de nitrégeno) (Tabla 11). Ambos géneros se relacionan con la desnitrificacidn y la fijacidn
del nitrégeno, respectivamente, por lo tanto, puede tratarse de géneros relevantes para mantener

el ciclaje de la materia organica (N y P) en los ensambles microbianos.

La presencia de transcritos de Alfa proteobacterias sugiere también que algunos miembros de este
grupo, presenta mayor actividad yfo mayor sensibilidad/respuesta a bajas concentraciones del

nutriente que otras proteobacterias.
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En general, los transcritos BPP fueron mas cortos que los fragmentos recuperados de ADN por lo
que no fueron incluidos en el alineamiento general (el tamafio modal fue de 93 pb). La afiliacién mas
cercana de dos transcritos BPP fue una proteina hipotética de la cianobacteria diazdtrofa
Scytonema, formadora de heterocistos del orden Nostocales. En otro casc, de una proteina
exportada del género Streptococcus, Firmicutes del orden Lactobacillales (anaercbias facultativas y

fermentadoras de carbohidratos).

Sin embargo, los transcritos de BPP mostraron una estructura particular. En varios de ellos, las
secuencias que correspondian con fragmentos de BPP (BLASTN) se interrumpian en el centro por
fragmentos de alrededor de 52 pb cuya identidad era similar a fragmentos de genes de origen

heterogéneo (por ejemplo nifH, nifB), por ejemplo las secuencias 18h_3, oh_2.

En general, fueron similares a proteinas de la familia fitasa o proteina 3-fitasa (PhyC) de
Gammaproteobacterias, a la superfamilia de proteinas cl17685, pfamo02333:Phytase; COG4247:Phy 3-
phytase; aunque también a algunas secuencias de Firmicutes como Dehalobacter, asi como

proteinas integrales de membrana y proteinas exportadas de Bacteroidetes y Firmicutes). ,

La afiliacién de los transcritos BPP y phoX como proteinas no fue facil de analizar debido al tamano
corto del fragmento, los ajustes en la plataforma HMMER incluyeron las bases de metagenomas y
de datos ambientales (env NR) para tal propdsito, dando como resultado afiliaciones cercanas con
dominios del Clobal Ocean Sampling (GOS) de metagenomas de columna de agua y sedimentos

(Tabla 11).

Si bien, los transcritos de la fosfatasa alcalina PhoD presentaban un tamafio e identidad suficientes
para ser alineadas con las secuencias obtenidas a partir de ADN, en los otros casos (PhoX, fitasa BPP
y Ppk1) los transcritos fueron mds cortos y heterogéneos que las secuencias en ADN, en general,
podemos aproximarnos a distintas explicaciones al respecto. Por ejemplo, 1) que la velocidad de
degradacionftransformacién de la molécula de ARNm sea muy veloz dificultando la obtencién de
secuencias completas, 2) que los transcritos elegidos (ARNm) sufren un procesamiento post-
transcripcional diferencial, 3) que los métodos utilizados (en particular la extraccién de ARN)

interfiera con la captura y con la calidad de los transcritos.
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Contribucién del presente estudio a las bases de datos generales

A través de amplificacién por PCR con oligos degenerados se obtuvieron exitosamente secuencias
parciales de los marcadores phoX, phoD y BPP en ADN metagendmico y en ARN total de
microbialitos y bacterioplancton del lago Alchichica durante los pericdos de circulacién vy
estratificacion. Estas secuencias son similares a las de otros estudios ambientales y a secuencias
gendmicas de bacterias.

Estas secuencias "nuevas" fueron incorporadas al GenBank y a las bases de datos generales una vez
que cumplieron con las condiciones de escrutinio del GenBank, por ejemplo algunas secuencias
fueron excluidas por mostrar saltos en el marco de lectura (en su traduccidén a aminodcidos) o bien,
por ser consideradas pseudogenes.

En la Tabla 12 se resumen las secuencias generadas, algunas de sus caracteristicas y su nimero de

acceso en el GenBank, si ya les ha sido asignado.

Tabla 12. Resumen de las secuencias a partir de microbialitos y bacterioplancton
obtenidas en el presente estudio

Marcador No. de No. de No. de acceso GenBank
secuencias pseudogenes

ADN
phoX 218 3 KF891484-KF891515, KF891517-KF891702
phoD 180 4 KF891703-KF 8918828, KF891830-KF891882
BPP por asignar

ARNm por asignar
PhoX 5 por asignar
PhoD 12 por asignar
BPP 10 por asignar

Los conjuntos de secuencias derivadas de este trabajo contribuyen a la formacién de bases de datos
de estudios ambientales, en algunos casos las secuencias de Alchichica se han podido comparar con
las de otros estudios llevados a cabo en ambientes acudticos (derivadas de métodos similares), es el
caso de los marcadores phoX y BPP, mientras que en otros casos, las secuencias de Alchichica
constituyen los primeros estudios en ambientes acudticos utilizando dichos marcadores (es el caso
de phoD, sdlo hay registro de secuencias de suelos). La comparacidn de nuestros resultados con

otros conjuntos de secuencias ambientales permitié clarificar la discutida anotacién de las
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secuencias de Sakurai et al. (2008), anotadas "erréneamente" como fosfatasas alcalinas phoA, si
bien esta discusidn es una contribucidon al problema de la anotacién de las secuencias en las bases
de datos generales, es otra evidencia del estado incipiente del conocimiento de estas

metaloproteinas.

El registro amplio y riguroso de las condiciones ambientales en las que se hallaban las comunidades
portadoras de estos genes es de gran utilidad para entender los procesos que se llevan a cabo enlos
ecosistemas. Insistimos por ello en la importancia de recabar la mayor informacidn posible ya que

| "mar de secuencias" que

estamos seguros que en el futuro podremos utilizarla para darle sentido a
crece dia con dia.

Ya que tanto las fosfatasas alcalinas como la fitasa (BPP) son metaloproteinas (cuyoc cofactor es el
calcio}, fue importante considerar las condiciones de este catidn y de otros cofactores metdlicos que
utilizan las enzimas extracelulares. Este y otros metales parecen tener una relacidon estrecha con el
ciclaje del fésforo que podria repercutir en nuestra comprension hacia el futuro de las interacciones
entre ciclos biogeoquimicos.

Comenzamos esta exploracidn con base a las hipdtesis expresadas por Sebastian y Ammerman
(2009) y Luo et al. (2009) en tomo a la presencia de una u otra fosfatasa bacteriana en base a la
disponibilidad de sus cofactores metdlicos, este estudio es particularmente interesante en

Alchichica, que resalta como un sistema con baja concentracién de calcio y una proporcidn alta,

entre los valores més altos reportados (ver Mlller et al. 1972) de Mg:Ca.

El acercamiento a genes "funcionales" a través de las técnicas utilizadas requiere de un considerable
esfuerzo de laboratorio, al ser comparado con las técnicas asociadas a secuenciacidn de siguiente
generacidon (next-generation sequencing, NGS) y tanto la amplificacion como la captura de
transcritos es escasa. Sin embargo, el trabajo cercano con estas secuencias (en la que en ocasiones
cuesta trabajo pensar en homologia debido a su divergencia) permite el acercamiento a la
diversidad y a la complejidad de |las estrategias funcionales distribuidas en los sistemas naturales.

La comparacion de las secuencias obtenidas en este estudio con las bases de datos generales, por
otro lado, revela el incipiente estado de comprensién sobre la identidad de los organismos
involucrados en las transformaciones del fésforo. Por ejemplo, salvo cinco secuencias de PhoX-
ARNm (GenBank; Sebastian y Ammerman 2009) cuyo origen es un experimento de mesocosmos en
un ambiente costero (Gilbert et al. 2008), los transcritos obtenidos en este estudio constituyen los

primeros reportes de ARNm de estos marcadores en muestras ambientales.
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Los tres marcadores elegidos representan estrategias para transformar el fosforo organico disuelto
(POD), que si bien se ha visto que es el reservorio mas importante de P en aguas marinas (Dyhrman

etal. 2007), es probable que también lo sea en un sistema oligotrdfico como el lago de Alchichica.

Conclusiones

Las transformaciones y el reuso del fdsforo son muy relevantes para el funcionamiento de los
sistemas biolégicos, desde la escala celular hasta la ecosistémica. Existe una amplia diversidad de
formas del fésforo en los ambientes acuaticos, las diferentes estrategias para transformarlas se
encuentran albergadas en los genomas de los microbios, particularmente de los procariontes. En la
actualidad estamos comenzando a entender la identidad de los microorganismos con estas
capacidades. El presente trabajo pretende contribuir en el entendimiento de las maquinarias
metabdlicas para cumplir este cometido, su diversidad, su distribucidn y el papel que juegan en el
mundo microbiano. Para ello, se explord la transformacién de formas organicas disueltas del fésforo
(POD), las que, en conjunto, constituyen la fraccidn que se considera mas abundante (y menos
conocida) de las formas del fésforo en los sistemas acuaticos. Se realizé un recuento de las
estrategias de los microbios para transformar el fésforo y para responder a los cambios de las
condiciones de fésforo ambientales. Se estudié en detalle los marcadores phoX y phoD (fosfatasas
alcalinas) y la fitasa BPP obtenidas de microbialitos y bacterioplancton del lago sédico Alchichica,
metaloproteinas bacterianas cuyo funcionamiento dptimoe ocurre en pH alcalino. Consideramos que
los modelos de estudio (microbialitos y bacterioplancton del lago Alchichica) son apropiados y muy
Utiles para indagar sobre las preguntas planteadas asi como para futuros estudios sobre la

diversidad funcional microbiana.

Los andlisis de la presencia y diversidad de phoX, phoD y BPP en el ciclo intra anual (circulacién-
estratificacidn) sugieren que el sistema:

1. alberga un vasto potencial (para remineralizar el fésforo orgénico disuelto) que parece ser mayor
en los microbialitos que en el bacterioplancton, dada la abundancia y la diversidad de los genes de

fosfatasas y fitasas alcalinas obtenidos.
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2. El bacterioplancton, a pesar de albergar un potencial menor que los microbialitos (segun el
nimeroc de filotipos de phoX, phoD y BPF) presenta una respuesta mds drdastica al cambio ambiental
estratificacion-circulacién en el que se observa un remplazo rapido de los filotipos, principalmente
de phoD y BPP. Lo cual podria estar relacionado con los contrastantes estilos de vida de los

consorcios microbianos estudiados: libre o en consorcio.

3. Se observaron por lo tanto, cambiocs en la afiliacién de las fosfatasas y fitasas estudiadas en un
periodo tan corto como el ciclo intra-anual circulacion-estratificacion.

El traslape poco numeroso entre los grupos estudiados (tipo de ensamble y periodo) sugiere esta
idea, de igual forma que la numerocsa presencia de secuencias Unicas en cada ensamble microbianoc y

periodo.

4. El amplio potencial para degradar el POD albergado en proteobacterias (indicado principalmente
por la afiliacidn filogenética de las fosfatasas phoX y phoD) es congruente con la amplia distribucidn
de este grupo en la naturaleza (p. ej. se ha visto que el nimero de filotipos de Alfa, Beta y
Gammaproteobacteria ha sido abundante en microbialitos y tapetes microbianos de diferentes
localidades; ver Centeno et al. 2012).

Algunas secuencias de Alfa proteobacterias diazdtrofas mostraron una afiliacién cercana con las
fosfatasas y fitasas estudiadas, sugiriendo que estos grupos (p. ej. del orden Rhizobiales) pueden
estar cercanamente implicades en las transformaciones tanto del fésforo comoe del nitrégeno en los

ecosistemas.

5. La distribucién de las fitasas BPP parece estar mas restringida entre grupos bacterianos que la de
las fosfatasas (dado el menor nimere de filotipos BPP), de tal forma que la presencia de organismos
con potencial para degradar el fitato (Bacteroidetes Flavobacteriales, por ejemplo) pueden jugar un
papel clave en los ensambles microbiancs, participandc en el ciclaje del fésforo vy de otros

elementos metdlicos importantes del funcionamiento celular.

6. Con este estudio no fue posible incidir en el debate si la presencia, frecuencia y distribucién de los
marcadores corresponde con la disponibilidad de sus cofactores metélicos (sensu Sebastian y
Ammerman, 2009 y Luo et al. 2009) ya que las dos fosfatasas estudiadas son calcio-dependientes.
Sin embargo, este estudio confirmd la presencia y amplia diversidad de phoX y phoD en un sistema

con baja concentracidn de calcio y con una proporcién alta Mg:Ca.
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7. Las comparaciones entre sistemas consisten una linea base para aproximarse a la diversidad de
los marcadores phoX y BPP en los sistemas naturales: acuaticos para el caso de phoX y en un rango
mas amplio en el caso de BPP. La caracterizacion ambiental fue clave para hacer consideraciones
mas puntuales sobre la diversidad de phoX, en particular la exploracién de la hipdtesis sobre el papel
de iones metalicos como el calcio y el magnesio en la presencia y distribucion de las enzimas

extracelulares para el aprovechamiento del POD.

8. Las comparaciones entre conjuntos de secuencias ambientales se suman a la afirmacidn {sensu
Huang et al. 2009, Lim et al. 2009, Tan et al. 2013) de que tanto las fosfatasas alcalinas phoX y phoD,
como la fitasa BPP son marcadores ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los tres marcadores
estudiados presentan una amplia divergencia en su secuencia y si bien, su distribucion parece estar
restringida a ciertos phyla bacterianos, se han identificado en ensambles microbiancs y ambientes

de caracteristicas contrastantes.

9. El estudio de las enzimas que se encargan de las transformaciones del fésforo subraya la compleja
y estrecha interaccién del ciclo del calcio con el cicle del fésforo. Sin embargo, la investigacidn in
silico de las enzimas extracelulares para utilizar el POD muestra la relevancia de otros metales que
funcionan como cofactoresfinhibidores de la actividad enzimdtica de enzimas ligadas a las

transformaciones del fésforo (ver Tabla 3, Anexo 2).

10. La accidn de las enzimas fitasas, ademas de contribuir con el ciclaje del fésforo, es fundamental
para restituir y dinamizar el ciclaje de elementos metalicos como el Fe, Zn, Mg o Ca, que pueden ser
fundamentales para el desarrollo celular, por ejemplo a través de su participacion en los sitios
activos de distintas metaloproteinas. Esta es una aproximacién que debe estudiarse con mds detalle
y con diferentes metodologfas. En nuestro caso, nos permite avanzar hacia el entendimiento de las

interacciones entre los ciclos biogeoquimicos.

11. El patrén de expresidn en un ciclo diurno o circadiano fue diferente entre las enzimas estudiadas,
diurno en general en el caso de las fosfatasas y de vespertino a nocturno en el caso de la fitasa BPP.
La obtencidn de los transcritos en las muestras del periodo de estratificacién sugiere que es en este
pericdo cuando los microorganismos estan sujetos a mayor estrés por fdsforo (particularmente

PID).
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Perspectivas

Este estudio comprende la primera exploracién de genes para transformar el POD en microbialitos,
encontrando que las secuencias parciales de las fosfatasas alcalinas phoX y phoD y de |a fitasa BPP
de Alchichica fueron similares a las de otros estudios ambientales con caracteristicas contrastantes
(ambientes marinos, estuarios, suelos e incluso, del intestino de un pez). Las composicién idnica del
lago Alchichica es particular y ofrece un buen punto de comparacidén para comenzar a sentar las
bases de |a diversidad de estos marcadores en los ambientes naturales.

La relacién de elementos metélicos (tanto iones mayores como elementos traza) con el ciclo del
fésforo se evidencia a lo largo del trabajo. En cuanto a la disponibilidad de los cofactores metalicos
de estas enzimas, las condiciones de Alchichica resultan de interés para seguir explorando la
hipdtesis de que la presencia y distribucion de estas enzimas en la naturaleza estd ligada a la
disponibilidad de sus cofactores metdlicos (sensu Sebastian y Ammerman 2009, Luo et al. 2009). La
concentracidn de calcio es relativamente baja comparada con la de otros sistemas, la de Mg™ es alta
y la concentracidn de Zn™ es aproximadamente 100 veces la del mar (Tabla 3, Anexo 3). Esto tiene
un efecto directo sobre la composicion de los carbonatos y minerales que se precipitan en el sistema
y por lo tanto, con la interaccidn del calcioc con el fésforo. Por ejemplo, el lago de Alchichica es uno
de los pocos sitios donde se pueden encontrar microbialitos formados de hidromagnesita e
hidromagnesita-magnesita (Kazmierczak et al., 2011), mientras que minerales de calcic como la
calcita y la aragonita estan menos presentes. La baja presencia de calcio en el sistema puede ser un
componente relevante en el uso eficiente del fésforo en este sistema debido a que el fésfore tiene
menos interacciones con minerales de calcio como la apatita Ca,(PO,);(F,Cl,OH), la cual se sabe que
es capaz de inmovilizar al fésforo como sucede en sistemas karsticos, donde los carbonatos de

calcio son muy abundantes.

La utilizacién del fitato es también un proceso que involucra al mismo tiempo la liberacion del
fosfato y la de otros elementos metalicos, inmovilizados por el acido fitico, tales como el zing,
hierro, calcio o magnesio, entre otros. Por lo tanto, es un proceso que puede tener impacto en el
estatus nutricional a escala celular y de comunidades al tratar de entender los factores que
condicionan la biodisponibilidad de diversos macro y micronutrientes en los sistemas bioldgicos.

Las transformaciones del fésforo organico constituyen por tanto, una oportunidad para buscar y

entender las interacciones entre ciclos biogeocquimicos. Las preguntas y respuestas derivadas de la
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exploracién de este tema pueden contribuir a entender los efectos del Cambio Global en la
productividad de los sistemas y las respuestas al cambio ambiental que pueden presentar los

sistemas, partiendo del compartimientc microbiano.

La composicidn de este lago y la diversidad de enzimas para transformar el fésforo encontradas en
los microbialitos intenta abrir algunas posibilidades para explorar la utilizacion del fésforo en los
ecosistemas del pasado en términos de que un ambiente con alta alcalinidad, alto pH y baja
concentracidn de Ca" recuerda el mar sédico ancestral (Kempe y Degens, 1985).

En otro sentido, se ha detectado que algunas zonas potencialmente habitables del sistema solar
poseen agua rica en Mg y SO, tal es el caso de Europa, luna de Jipiter, como fue indicado por la
sonda Galileo (e.g. Fanale et al. 2001). Ambos iones son abundantes en el sistema Alchichica y por lo
tanto el estudio del metabolismo y de la biogeoquimica de este sistema tienen una dimensidn

potencial bajo un enfoque de Astrobiologia.
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Anexo o
indice de Figuras y Tablas
Figuras

Fig. 1 Ciclo global del fésforo. Estan sefialados los reservorios y flujos principales tomando como
modelo un sistema acuatico. Fuente: Paytan y MclLaughlin 2007.

Fig. 2 Formas del fésforo en los ambientes acuaticos. Se muestran los flujos generales de las formas
disueltas (orgdanicas, DOP e inorgénicas, DIP) y particuladas (POP y PIP) usando como modelo un
sistema acuatico (columna de agua y sedimentos) Fuente: Paytan y McLaughlin 2007.

Fig. 3 Transformaciones del fésforo por los microorganismos de sistemas acuaticos. El tamano
relativo de los reservorios de P en aguas oceanicas estd sefialado en |la parte derecha de la figura, a
la izquierda se observa el interior celular de un microorganismo acuatico, asi como las estrategias
moleculares de los microorganismos para la remineralizacién, adquisicién y metabolismo del
fésforo. Fuente: Dyhrman et al. 2007.

Fig. 4 Micrografias de plancton marcadoc a partir de ensayos enzimaticos con marcadores
fluorescentes (ELF, enzyme labelled fluorescence) y autofluorescencia. El color verde corresponde a
precipitados fluorescentes de ELFA y el rojo corresponde a autofluorescencia (clorofila a) de células
del fitoplancton. G) Una colonia de Fragillaria crotonensis con algunas células activas (estructuras
lineales) con nanoflagelados heterotrdficos adheridos (los puntos verdes) y arriba a la derecha una
particula de detrito marcada con ELFA; H) precipitados de ELFA dentro de colonia de Woronichinia
naegeliana. Fuente: Strojsova et al. 2003

Fig. 5 Morfologia de los dos microbialitos: tipo esponjoso (arriba) y tipo columnar (abajo) presentes
en el lago de Alchichica. En la parte izquierda se presenta la morfologia externa de los microbialitos
expuestos mientras a la derecha se observa una seccién de los microbialitos sumergidos (a una
profundidad aproximada de 0.3 m).

Fig. 6 Utilizando hibridacidn in-situ se describe la presencia y actividad de la comunidad bacteriana
en la columna de agua del lago Alchichica durante los periodos de circulacion y estratificacion.
También se sefiala en el periodo de estratificacion el potencial metabdlico asociado a los
procariontes segtin el gradiente redox (Fuente: Herndndez-Avilés 2010).

Fig. 7 Esquema de muestreo en el lago Alchichica, Puebla, que muestra los sitios de colecta para los
microbialitos columnar (EC) y esponjoso (EE), ademds del sitio de muestreo de la columna de agua
(W) donde se colectd agua a 5 m, 25 my 61 m durante la circulacién (febrero 2011) y la estratificacidn
(agosto 2011). En la parte inferior se muestra el disefio de colecta para el andlisis de ADN y ARN
totales.

Fig. 8 Marcadores genéticos de procariontes asociados con las transformaciones de fdsforo (en
cajas de color sobre el modelo general propuesto por Dyhrman et al. 2007, en blanco y negro). Estan
sefaladas las fosfatasas alcalinas phoX, phoA y phoD asi como las fosfatasas acidas ACP, surE
(adquisicién de POD), el operdn phn, phnG y phnM, ademas del sistema ugp (transformacién de
fosfonatos), los transportadores de baja afinidad por el fosfato (pit) v las enzimas ppk (sintesis y
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degradacion del polifosfato).

Fig. 9 Modelo conceptual del balance de fésforo en el lagoe Alchichica que muestra los principales
flujos de fésforo en el sistema, asi como la masa de fdsforo total (PT) y el tiempo de residencia del P
en la columna de agua. Las flechas vacias representan los flujos menos comprendidos.

Fig. 10 Condiciones fisicoquimicas generales y de nutrientes en la columna de agua del lago sédico
Alchichica durante el periodo de circulacién (azul) y de estratificacién (rojo).

Fig. 11 Informacidn sobre la reaccidn y las caracteristicas de las fosfatasas alcalinas bacterianas phoX
y phoD (Fuentes: Conserved Domains, NCBI; Protein Data Bank, BRENDA Database, Pfam, InterPro).

Fig. 12 Topologia de maxima verosimilitud de las secuencias parciales phoX (aprox. 600 pb). Las
secuencias de Alchichica (en magenta) de microbialitos y bacterioplancton muestran afinidad con
fosfatasas alcalinas phoX de genomas de bacterias aisladas (negro), principalmente proteobacterias,
y de estudios ambientales: marinas (azul), del lago Taihu, China (verde). Estan sefialados los valores
de bootstrap > 600/1000.

Fig. 13 Topologia de maxima verosimilitud de las secuencias parciales phoD (aprox. 350 pb). Las
secuencias de Alchichica (en turquesa) de microbialitos y bacterioplancton muestran afinidad con
fosfatasas alcalinas tipo phoD de genomas de protecbacterias aisladas (negro) del y de rizdsfera
(ocre). Estan sefialados los valores de bootstrap > 600/1000.

Fig. 14 Informacion sobre la reaccidn y las caracterfsticas de las fitasas alcalinas BPP bacterianas
(Fuentes: Conserved Domains, NCBI; Protein Data Bank, BRENDA Database, Pfam, InterPro).

Fig. 15 Topologia de maxima verosimilitud de las secuencias parciales BPP (3-fitasa; aprox. 200 pb).
Las secuencias de Alchichica (en verde) de microbialitos y bacterioplancton muestran afinidad con
fosfatasas alcalinas tipo BPP de genomas de bacterias aisladas (negro) de los grupos Bacteroidetes y
Gammaproteobacteria y de estudios ambientales (suelo, sedimento, sistemas acuatico continental e
intestino de carpa (en negro).

Fig. 16 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales
phoX de Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacidn-estratificacidn
(96% de similitud).

Fig. 17 Divergencia de las secuencias parciales phoX de microbialitos y bacterioplancton en el ciclo
intra-anual circulacién-estratificacién del lago Alchichica (secuencias Unicas y a 95% de similitud).

Fig. 18 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales
phoD de Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacién-estratificacion
(75% de similitud).

Fig. 19 Divergencia de las secuencias parciales phoD de microbialitos y bacterioplancton en el ciclo
intra-anual circulacion-estratificacién del lago Alchichica (secuencias Unicas y a 75% de similitud).

Fig. 20 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales
BPP (3-fitasa) de Alchichica, microbialitos y bacterioplancton en el ciclo intra-anual circulacién-

estratificacidon (95% de similitud).
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Fig. 21 Divergencia de las secuencias parciales BPP (3-fitasa) de microbialitos y bacterioplancton en
el ciclo intra-anual circulacidn-estratificacidn del lago Alchichica (secuencias (nicas, 95% y 89% de
similitud).

Fig 22. Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales
phoX de estudios ambientales (NCBI, enero de 2013).
En la parte inferior se sefiala el gradiente de la proporcién Mg:Ca entre ambientes (90% de similitud).

Fig. 23 Diagrama de Venn que muestra las interacciones entre los grupos de secuencias parciales
BPP (3-fitasa) de estudios ambientales (NCBI, enero de 2013): suelo forestal (FS), suelo vegetal o
agricola (VS), suelo glaciar {GS), sedimentos de un sistema acudtico continental (PS), ambiente
acuatico continental (AE), intestino de carpa (1) y lago Alchichica (A), (90% de similitud).

Fig. 24 Divergencia de las secuencias parciales BFP (3-fitasa) de estudios ambientales (NCBI, octubre
2014). Secuencias de suelo forestal (FS), suelo vegetal o agricola (VS), suelo glaciar (GS), sedimentos
de un sistema acudtico continental (PS), ambiente acuatico continental (AE), intestino de carpa (1) y
del lago Alchichica (A). (90% de similitud).

Fig. 25 Comunidad potencial vs. comunidad funcional. Secuencias parciales PhoD de Alchichica en
ADN metagendmico (negro) y transcritos en ARN total (anaranjados). Topologia BioNeighbor
Joining de 200 secuencias de aprox. 350 pb.

Distribucidn porcentual de la expresién del marcador PhoD en el ciclo diurno (abajo).

Fig. 26 Patrén de expresién en el ciclo diurno (distribucién porcentual) de los marcadores PhoD,
PhoX (B)y 3-fitasa BPP (C) en el ciclo diurno.

Fig. 25 Proporcidn entre secuencias Unicas: OTUs en los conjuntos de secuencias de Alchichica y de

diferentes estudios ambientales.

Tablas

Tabla 1 Oligos degenerados utilizados en este estudio: fosfatasas alcalinas (phoX y phoD), fitasa
(BPF) y polifosfato cinasa (ppk1)

Tabla 2 Condiciones de PCR para la amplificacidn de los marcadores seleccionados con oligos
degenerados en muestras ambientales (ADN metagendmico).
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Fuente: Base de datos EMBI, octubre de 2012.

Tabla 5 Condiciones fisicoquimicas del la zona litoral y del epilimnion del lago Alchichica en los
periodos: Estratificacion y Circulacidn. Los valores de la zona litoral representan el promedio de 12
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estaciones distribuidas en |a periferia del lago.

Tabla 6 Composicion elemental de los microbialitos del lago Alchichica

Tabla 7 Principales flujos asociados al ciclo del P en el lago Alchichica en una base anual
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Tabla 10 Fosfatasas alcalinas bacterianas phoX, phoD y fitasa BPP de los ensambles microbianos
analizados en el presente estudio, asl como de diferentes estudios ambientales (GenBank). Se
sefalan las caracteristicas de los conjuntos de secuencias parciales de cada marcador, asf como

indicadores de su diversidad

Tabla 11 Afiliacién filogenética mas cercana de los transcritos de los marcadores PhoD, PhoX y 3-
fitasa BPP del componente bacteriano de los microbialitos esponjosos del lago Alchichica
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