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mayor densidad cerca de los remanentes de agua del lago (puntos rojos, verdes y amarillo). Esto
puede ser debido al gas metano que se produce por la descomposicion de la materia organica de
los sedimentos del lago. (d) Distribucién de flujo H2S, la mayor densidad de flujo ocurre en las
areas de remanente del lago, esto puede ser debido a la descomposicién de materia organica por

microorganismos en condiciones anaerobicas (puntos rojo, verde y amarillo) .............co.oooeiene. 80
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ABSTRACT

The relationship between microbial communities that form microbialites and the geological
environment in which they develop is a topic of interest for both biology and geology.
The development of laminated organ-sedimentary structures produced by the activity of bacterial
communities in lacustrine environments within a volcanic crater is not very common in the world.
Rincon de Parangueo is an exceptional place where these communities can be studied. Classified
as an extreme environment for the development of life, it has conditions such as high conductivity
(165000 ps/cm) and an alkaline pH of 10, high concentration of carbonates and sodium
bicarbonates, as well as possible volcanic activity; what has resulted in a biodiversity specialized in
this system. A relevant feature of the organo-sedimentary structures in the Maar Rincén de
Parangueo crater is its distribution, since the most developed microbialites are found in the crater's
annular fault zone. This fault is a structure of collapse of the central part of the crater that has been
active due to the process of subsidence during the last years, and to the desiccation of the lake that
until a few years ago was permanently. It is believed that there is a relationship between the faults
on which the microbialites are located and their microbial diversity, because faults emanate gases
which could be serving as a source of energy for the microbiological communities that comprise
them. Consequently, the distribution of the structures within the crater is propitious to study their
morphology at different scales, their microdiversity; as well as the physicochemical properties of the

surrounding sediments and the minerals that compose them.

In the present thesis the description at macro, meso and micro scale of the organo-
sedimentary structures based on a combination of descriptions of different authors was made. A
detailed cartography of the microbialites was carried out by describing 31 sites. The
physicochemical properties (pH, conductivity, fine texture, gravimetric water, particle size, real
density, bulk density and mineralogical composition) of the sediments in different areas of the crater
were determined, describing lithological sections. Finally, the microbiological diversity of the
microbialites, sediments and water column was determined by a metagenomic analysis. This
consisted in the extraction of metagenomic DNA and massive sequencing of fragments of the 16S
RNA ribosomal (rRNA) gene from bacteria present in different samples for their subsequent

phylogenetic interpretation.
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RESUMEN

La relacion entre las comunidades microbianas que forman microbialitas y el ambiente
geoldgico en el que se desarrollan, es un tema de interés tanto para la biologia como para la
geologia. El desarrollo de estructuras érgano-sedimentarias laminadas producidas por la actividad
de comunidades bacterianas en ambientes lacustres dentro de un crater volcanico, no es algo muy
comun en el mundo. Rincén de Parangueo es un lugar excepcional en el que dichas comunidades
pueden ser estudiadas. Clasificado como un ambiente extremo para el desarrollo de la vida, cuenta
con condiciones como alta conductividad (165000 ps/cm) y un pH alcalino de 10, alta
concentracién de carbonatos y bicarbonatos de sodio, asi como una posible actividad volcénica; lo
que ha resultado en una biodiversidad especializada en este sistema. Una caracteristica relevante
de las estructuras 6rgano-sedimentarias en el crater maar Rincén de Parangueo es su distribucién,
ya que las microbialitas con mayor desarrollo se encuentran en la zona de falla anular del crater.
Esta falla es una estructura de colapso de la parte central del crater que ha estado activa debido al
proceso de subsidencia durante los ultimos afios, y a la desecacion del lago que hasta hace pocos
afios se encontraba de forma permanente. Se cree que existe una relacién entre las fallas sobre
las cuales estan ubicadas las microbialitas y su diversidad microbiana, debido a que las fallas
emanan gases los cuales podrian estar sirviendo como fuente de energia para las comunidades
microbiolégicas que las conforman. Consecuentemente, la distribucién de las estructuras dentro
del crater es propicia para estudiar su morfologia a diferentes escalas, su microdiversidad; asi
como las propiedades fisicoquimicas de los sedimentos aledafios y los minerales que los
componen.

En la presente tesis se realizd la descripcion a escala macro, meso y micro de las
estructuras 6rgano-sedimentarias basada en una combinacién de descripciones de diferentes
autores. Se llevd a cabo una cartografia detallada de las microbialitas mediante la descripcion de
31 sitios. Se determinaron las propiedades fisicoquimicas (pH, conductividad, textura de finos,
agua gravimétrica, tamafio de particula, densidad real, densidad aparente y composicion
mineraldgica) de los sedimentos en distintas zonas del crater, describiendo secciones litolégicas.
Por dltimo, se determind la diversidad microbioldgica de las microbialitas, sedimentos y columna de
agua mediante un analisis metagendmico. El cual consistié en la extraccion de ADN metagenémico
y secuenciaciéon masiva de fragmentos del gen 16S ARN ribosomal (ARNr) de bacterias presentes

en distintas muestras para su posterior interpretacion filogenética.



1. Introduccién

El desarrollo de estructuras o6rgano-sedimentarias laminadas producto de la actividad
microbiana en ambientes lacustres de un crater volcanico, no es algo muy comun. El lago crater
maar Rincén de Parangueo es un sitio excepcional para el estudio de estas estructuras y las
comunidades que las conforman. El crecimiento de las microbialitas (estromatolitos, oncolitos,
trombolitos y biostromos) se ha vinculado a diversos factores como el tirante de agua, la salinidad,
el pH, la disponibilidad de nutrientes, la topografia y el tipo de microorganismos formadores de las
mismas. Hoy en dia, las microbialitas se desarrollan en pocos lugares alrededor del planeta,
incluyendo lagos (hiper)salinos y de agua dulce, ambientes marinos y créateres volcanicos
(Couradeau et al., 2011). Debido a que las comunidades microbiolégicas que se desarrollan en
ambientes volcanicos forman diferentes tipos de microbialitas, se han realizado estudios que dan
cuenta de la diversidad de morfologias en el registro fésil de estas comunidades. Aunque
generalmente cada crater contiene una comunidad especifica (endémica), algunas de las
caracteristicas generales del registro geoldgico se mantienen; por ejemplo, su distribucion,

morfologia (a diferentes escalas) y la composicién mineraldgica de los sedimentos.

En el caso del cradter maar Rincén de Parangueo, la distribucién de las estructuras érgano-
sedimentarias muestra una distribucién anular en el crater (Aranda-Goémez et al.,, 2017). Otra
caracteristica relevante de su distribucion es la presencia de microbialitas con un mayor desarrollo
en la zona de falla anular del crater. Esta falla es una estructura de colapso en la parte central del
crater que ha estado activa debido al proceso de subsidencia durante los ultimos afios, y a la
desecacion del lago, que hasta hace pocos afios se encontraba de forma permanente dentro del

crater.

En ambientes volcénicos las fallas pueden transportar fluidos, aunque la actividad volcénica
principal hubiese cesado. En efecto, un andlisis reciente en el crater maar Rincon de Parangueo
sugiere que existe transporte de CO: a través de las fallas del crater (datos no publicados,
Levresse G). Se cree entonces que existe una relacién entre las fallas sobre las cuales estan
ubicadas estas estructuras y la diversidad microbiana de las mismas. Pues de ellas emanan gases
que pudieran estar sirviendo a los microorganismos como sustratos para la obtencion de energia y

el desarrollo de comunidades microbiolégicas.

La importancia del crater maar Rincon de Parangueo radica en que estas estructuras
o6rgano-sedimentarias pueden ser observadas detalladamente debido al proceso de subsidencia, el

cual ha provocado el descenso del nivel de agua del lago, y por lo tanto las ha dejado expuestas.



El estudio y comprension de la relacion que existe entre la geologia y el desarrollo de
comunidades microbianas dentro del crater aportara un mayor conocimiento de este tipo de micro

ecosistemas. Los cuales son relevantes en la comprension del origen de la vida.

La mayoria de las microbialitas que han sido descritas en ambientes lacustres se han
reportado haciendo énfasis en la relacién que existe en los niveles del lago y el desarrollo de las
mismas (Casanova, 1986). El presente trabajo esta basado en la relaciéon que existe entre estas

estructuras y las fallas existentes dentro del crater.

Se plantea como hipétesis que las estructuras 6rgano-sedimentarias y las comunidades
microbianas dentro del crater maar Rincén de Parangueo se distribuyen de acuerdo con las
caracteristicas geoldgicas locales del crater. Las fallas presentes dentro del créater, pero
principalmente la falla anular, pueden actuar como conducto de fluidos y contribuir al desarrollo de
las comunidades microbiolégicas, en particular de los biohermas. Por lo tanto, la distribucion de las
estructuras érgano-sedimentarias fésiles, su estado de desarrollo, y las caracteristicas de las
comunidades microbianas actuales presentes en distintas zonas del crater estarian condicionadas

por su contexto geolégico-ambiental.

La hipdtesis planteada sera confirmada o refutada mediante el uso integrado de
metodologias bioldgicas y geoldgicas las cuales serviran como guia para una mejor comprension
de la evolucién de los procesos implicados en el desarrollo de las estructuras o6rgano-
sedimentarias dentro del crater maar Rincon de Parangueo.

Objetivo general:

Entender la relacién que existe entre el contexto geolégico, en particular las fallas y el

desarrollo de las estructuras 6rgano-sedimentarias dentro del crater maar Rincon de Parangueo.

Objetivos especificos:

e Realizar una cartografia de estructuras 6rgano-sedimentarias dentro del crater.

e Relacionar la estratigrafia del lago con el desarrollo de las estructuras &rgano-
sedimentarias.

e Adaptar un protocolo optimo para la extraccion de ADN en muestras de biohermas, tapetes
microbianos, agua del remanente del lago y sedimentos lacustres a cinco metros de
profundidad.

e Realizar un analisis metagenémico para conocer la diversidad microbiolégica en distintas
zonas dentro del créater.

e Integrar y relacionar los resultados biologicos y geolégicos.
3



2. Marco geoldgico

Existen pocos ejemplos de microbialitas que se desarrollaron en ambientes lacustres dentro
de crateres volcanicos alrededor del mundo. Se ha reportado el desarrollo de estromatolitos
modernos en islas crater (e.g. el crater de Niuafo‘ou en Tonga; Kazmierczak & Kempe, 2006),
Satonda en Indonesia (Kempe et al., 1996) y en calderas (e.g., Yellowstone; Berelson et al., 2011).
Este tipo de estructuras sedimentarias y comunidades microbianas que los forman son importantes
por las caracteristicas Unicas del ambiente en el cual se desarrollan. Debido a que crecen en
lugares con una alta salinidad del agua, un pH generalmente alcalino elevado (8-11), un tirante de

agua delgado, alta concentracion de carbonatos y en algunos casos, actividad volcanica.

En México, pocos lugares presentan desarrollo de estromatolitos (Figura 2.1), por ejemplo en
Cuatro Ciénegas, Coahuila (Souza et al., 2012); Laguna de Bacalar, Quintana Roo (Castro-
Contreras et al., 2013; Centeno et al., 2012); Bahia Concepcidn, Baja California Sur (Canet et al.,
2005); San Quintin, Baja California (Horodyski y Vonder Haar 1975); Alchichica en Puebla
(Kazmierczak et al., 2011); Rincon de Parangueo y La Joya de Yuriria, Guanajuato (Aranda-Gomez
et al., 2013). De los cuales, solo los ultimos tres se desarrollan dentro de crateres: el crater de
Alchichica, en la Provincia Oriental del Cinturén Volcanico Mexicano; y los crater maar Rincon de
Parangueo y La Joya de Yuriria, en el Campo Volcanico de Valle de Santiago (CVVS), en el

Campo Volcénico de Michoacdn—Guanajuato (Figura 2.2).

En el caso de Alchichica, éste se trata de un crater con un lago permanente de alto pH (8.8),
con estromatolitos que se elevan a 2 metros sobre el nivel del agua pero que tienen su base
aproximadamente 15 metros de profundidad (Couradeau et al.,, 2011). Se clasifican
macroscOpicamente como monticulos irregulares y estructuras domicas con canales centrales, lo
cual hace parecer a estas estructuras “chimeneas”. Mineraldgicamente, estan compuestos
principalmente de hidromagnesita y aragonita con un pequefio porcentaje de calcita y huntita

(Kazmierczak et al., 2011).

En el caso particular del crater lago Rincén de Parangueo, el descenso del nivel de agua
regional en la zona del CVVS (acuifero Valle de Santiago-Salamanca) ha provocado una
desecacion gradual a partir de la década de 1980 del lago permanente que se encontraba dentro
del crater (Aranda-Gomez et al.,, 2013; Rocha Trevifio, 2015). La desecacion ha causado la
subsidencia de la parte central del lago y como consecuencia, la exposicién de los estratos de las
estructuras érgano-sedimentarias que se formaron dentro del lago crater a lo largo de cientos de
afios. Ademas, la morfologia del lago se ha visto afectada por una serie de fallas normales

semicirculares con desplazamientos pequefios y fracturas que han aparecido en los Ultimos afios



(1980-2017). Existen fallas activas y fracturas que se encuentran en la base de la pared del crater
cerca de los depoésitos de talud y en la zona de plataforma calcarea. La estructura principal es una
falla semicircular que presenta un desplazamiento mayor y un escarpe (15 metros de acuerdo con
Rocha-Trevifio, 2015). El mayor desarrollo de microbialitas se encuentra asociado a la presencia
de esta falla anular.

Existen pocos estudios sobre las microbialitas del crater maar Rincon de Parangueo.
Aranda-Gémez et al. (2017) presentaron la cartografia de las zonas lacustres que quedaron
expuestas después de la desecacién del lago, diferenciandolas en 4 zonas de forma semicircular
alrededor del centro del crater. En todas las zonas se reporta la presencia de una secuencia de

sedimentos de color blanco con alto contenido de carbonatos.

Zona 1, depésitos de talud y suelo: formados por lavas pre-maar y materiales
piroclasticos. Es la unidad més antigua dentro del crater, y esta cubierta por suelos desarrollados y
vegetacion caracteristica del lugar. Esta caracterizada por una litofacie masiva de grava con
clastos y sedimentos carbonatados. En algunas zonas, los clastos contienen una corteza laminada
de carbonatos igual a la cobertura de las microbialitas que se encuentran en la plataforma calcarea
(Aranda-Gémez et al., 2017).

Zona 2, pavimento oncolitico: formada por oncolitos esféricos de 3-8 cm de diametro.
Estos oncolitos se desarrollaron sobre fragmentos de ramas y clastos de andesita, en algunas
zonas el pavimento oncolitico puede contener una matriz de grano fino (Aranda-Gomez et al.,
2017).

Zona 3, biohermas: se caracteriza por la presencia de microbialitas localizadas en el borde
de la falla anular del crater. Estas estructuras érgano-sedimentarias se encuentran a menudo
cortadas por fallas normales; por lo cual, gran parte de la estructura se ha desprendido hacia el
depocentro del crater. En esta zona también se encuentran crecimientos de microbialitas sobre

raices de arboles muertos y rocas (Aranda-Gomez et al., 2017).

Zona 4, lodo laminado: formada por sedimentos laminados de distintos colores (beige,
marrén y negro) depositados horizontalmente. Los estratos color beige estdn compuestos de lodo
micritico carbonatado, alternado con laminacion de color marrén (compuesto de arcilla y limo con

detritos organicos). Ademas, existen estratos color negro de limo y arena fina (Kienel et al., 2009).



Otro estudio realizado en la zona reporté morfolégicamente a las estructuras érgano-
sedimentarias como de forma coliflor y oncoides, e identificé mineral6gicamente sus componentes
en aragonita e hidromagnesita (Cortés, 2016). Por ultimo, basados en analisis isotopicos, Levresse
et al. (2014) reportaron que el crecimiento de las microbialitas es de aproximadamente 0.4

milimetros por afio.

El lago remanente dentro del crater Rincon de Parangueo esta clasificado como un lago
sédico debido a su composicion idnica, presenta una conductividad alta de 165000 ys/cm, un pH
de 10 (Aranda-Goémez et al., 2013), asi como una alta salinidad (12 %) y alta concentracién de
carbonatos y bicarbonatos de sodio (Escolero & Alcocer, 1996). La salinidad del lago ha ido
aumentando con el paso de los afios debido a las altas tasas de evaporacion entre los meses de
marzo-mayo las cuales pueden llegar a ser mayores a 200 mm (Kienel et al., 2009), provocando la
formacién de evaporitas (halita y trona) en las zonas secas del lago (Aranda-Gémez et al., 2017;
Rocha Trevifio, 2015). Esta composicidon quimica tan distintiva lo convierte en un ambiente
extremo, llegando a favorecer el desarrollo de organismos especializados capaces de sobrevivir en

este tipo de ambientes.

El vulcanismo del CVVS es predominantemente basaltico andesitico. El CVVS se desarrollo
en dos etapas principales. La primera ocurrid en el Plioceno-Mioceno en la cual se formaron
pequefios volcanes de composicién basaltica andesitica; y posteriormente un periodo que ocurrié
en el Cuaternario en el cual se formaron estructuras de tipo maar y conos cineriticos con edades
de 1.175 Ma (Cano-Cruz & Carrasco-Nufiez, 2008). Datos de Potasio-Argén indican que el crater
maar Rincén de Parangueo tiene una edad de 400 kyr BP (Kienel et al., 2009). Se piensa que el
origen de las estructuras volcanicas del CVVS se debe a una zona de debilidad cortical pues existe

un alineamiento de créateres con una orientacion NNW-SSE (Cano-Cruz & Carrasco-Nufiez, 2008).

Es incierto si el vulcanismo y el fallamiento en la zona son activos. Datos recientes no
publicados (Levresse, comunicacion personal) sobre la composicidn de los gases que se producen
en el crater indican una posible actividad volcéanica. Es posible que estos gases producidos por la
actividad volcanica que estan siendo transportados por las fallas del crater, tengan relacién con el

estado de desarrollo en el que se encuentran las microbialitas cortadas por estas fallas.
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Figura 2.1 Localizacién de estromatolitos modernos en diferentes zonas de México, el crater maar
Rincon de Parangueo ubicado en el estado de Guanajuato es sefialado en rojo (Imagenes de

satélite obtenidas de la plataforma NASA Earthstar).
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Figura 2.2 Localizacion del Crater lago Rincon de Parangueo, en la imagen se muestran otros
crateres pertenecientes al CVVS que se encuentran cercanos a la zona de estudio (Imagenes de
satélite obtenidas de la plataforma NASA Earthstar).



3. Marco biolégico

3.1 Antecedentes sobre el desarrollo de microbialitas

Las microbialitas son estructuras érgano-sedimentarias calcareas formadas mediante el
atrapamiento y/o union de particulas. Existen distintos tipos de microbialitas entre ellas se
encuentran los estromatolitos (estructuras laminadas), trombolitos (estructuras no laminadas),
oncolitos (estructuras concéntricamente laminadas) y dendrolitas (estructuras verticales en forma
de arbol) (Wade & Garcia-Pichel, 2003).

Los estromatolitos son hasta el momento los fésiles mas antiguos que se conocen. Estas
estructuras 6rgano-sedimentarias se encuentran en el 85% del registro fosil de la tierra (Awramik,
1998; Dupraz & Visscher, 2005). Con una antigledad de hasta 3500 millones de afios (Casaburi et

al., 2016), dominaron el precambrico hasta su disminucion en el Fanerozoico (Grotzinger, 1990).

Los estromatolitos son estructuras laminadas que se forman gracias a la accion directa de
comunidades microbianas, estas comunidades contribuyen al atrapamiento de sedimentos y/o
precipitacion de carbonatos (Altermann, 2008). Pueden ser reconocidos facilmente debido a sus
morfologias caracteristicas, entre ellas monticulos hemisferoidales, estructuras ramificadas y
columnares (Andres & Reid, 2006). Se han reportado estromatolitos fésiles que tienen una edad de
mas de 3000 millones de afios en distintos lugares del planeta. Estas estructuras se encuentran
principalmente en el oeste de Australia y el sur de Africa (Farias et al., 2011). Hoy en dia existen
estromatolitos que se encuentran en desarrollo, estos estromatolitos modernos (definidos como los
estromatolitos fosiles y vivos del Holoceno al presente; Riding, 1991) se encuentran en ambientes
muy diversos. Por ejemplo, ambientes marinos como Shark Bay en Australia (Papineau et al.,
2005) y en islas de las Bahamas (Reid et al., 1995; Andres & Reid, 2006). Aguas continentales
como Cuatro Ciénegas, México (Souza et al.,, 2012). En ambientes asociados con actividad
hidrotermal como el Rift de Kenya (Renaut et al., 2002) y Yellowstone (Berelson et al., 2011). En
crateres lago como Rincon de Parangueo (Aranda-Gomez et al., 2013), Tonga (Kazmierczak &
Kempe, 2006), Alchichica en Puebla (Kazmierczak et al., 2011) y Satonda en Indonesia (Kempe et
al.,, 1996; Kempe & Kazmierczak, 1990). Los estromatolitos modernos son de gran importancia
pues pueden ayudarnos a comprender los procesos quimicos, fisicos y biolégicos que formaron los

estromatolitos del precambrico.



3.2 Morfologias a macro y micro escala

Los estromatolitos desarrollados en crater-lago y ambientes con actividad hidrotermal
presentan morfologias a macro escala muy variadas (Tabla 3.1), las cuales pueden ser en forma
de coliflor, estructuras domicas, estructuras de hongo y monticulos irregulares (Kazmierczak et al.,
2011; Berelson et al., 2011; Renaut et al., 2002). En cuanto a su morfologia microscopica, se ha
observado una relaciéon directa con las comunidades microbianas que los forman (Burns et al.,
2004). Pudiendo desarrollarse microestructuras laminares, vermiformes, tussock-like y frutexites-
like (Kazmierczak & Kempe, 2006). Estas morfologias a macro escala y micro escala pueden variar

dependiendo del ambiente fisico y quimico del lugar de desarrollo (Riding, 1991).

Tabla 3.1 Macroestructuras y microestructuras en estromatolitos desarrollados dentro de crater-
lago y zonas con hidrotermalismo alrededor del mundo, se observan macroestructuras y

microestructuras muy variadas.

i MORFOLOGIAS DE MICROBIALITAS
EN CRATER-LAGO Y ZONAS CON HIDROTERMALISMO

Crater lago Macroestructura en

Satonda forma de coliflor
Indonesia mlcroestructurg
laminar y trombolitica
Macroestructura
Lagunas domica
Andinas microestructura
Argentina laminar y vermiforme
Microlaminacion,
Niuafo‘ou Island tussock-like,
Tonga Arborescente

Yellowstone | Estructuras de hongo
EU con microlaminacién

Macroestructura domica,
forma de coliflor y
Alchichica monticulos irregulares.
Puebla Microlaminacion
Estructuras irregulares
en forma de chimeneas.

Lage Batingo Onr;ﬁ;glsa ::nt;:alg::ir:;acién i
Rift Kenya St
micritica.
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3.3 Procesos de formacion de un estromatolito

El desarrollo de un estromatolito comienza con una biopelicula, la cual es una pelicula
compuesta por microorganismos Yy sustancias poliméricas extracelulares secretadas por ellos. Las
biopeliculas se consolidan y vuelven méas diversas microbiolégica y metabolicamente hablando,
formando a su vez tapetes microbianos (Reid et al., 2011). Los cuales son sistemas dinamicos que
estan formados por una serie de estratos o capas que conducen a la formacién de estromatolitos

cuando comienzan los procesos de litificacion.

Existen tres etapas principales para los procesos de litificaciéon de los estromatolitos: (1)

atrapamiento y unién de particulas, (2) biomineralizacién y (3) mineralizacién (Riding, 1991).

1. Atrapamiento y unién de particulas: proceso por el cual las particulas disponibles en el
medio se adhieren a la superficie del tapete microbiano. El atrapamiento de las particulas
depende en gran medida de la superficie topogréfica del tapete microbiano (una superficie
irregular atrapard mas particulas). Otro factor importante es el tamafio de particula, ya que
particulas pequefias (e.g. micrita) son las mas propensas a ser atrapadas. Un componente
esencial en este proceso son las sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Compuestas
principalmente de carbohidratos y glicoproteinas, y otros componentes minoritarios como
acidos nucleicos (Gérard et al., 2013). Estas son producidas por los microrganismos que
se encuentran en el tapete y permiten la adhesion de las particulas, proporcionando
proteccion fisica y quimica a los microorganismos, y favoreciendo asi su desarrollo. Los
componentes organicos de los EPS contienen grupos funcionales cargados negativamente
(fosfato, carboxilo, hidroxilo, amino) los cuales atrapan los cationes Ca?* del medio, poco
después el enlace EPS-Ca?* se hidroliza liberando Ca?* promoviendo la precipitacion de
CaCOs (Sugihara et al.,, 2016). Entre los microorganismos que secretan EPS se

encuentran las bacterias, cianobacterias y diatomeas (Riding, 2000).

2. Biomineralizacion: proceso biolégicamente inducido en el cual se agregan cristales de
distintos tamafios a la estructura de los microorganismos presentes en el tapete
microbiano. La biomineralizacién ayuda al proceso de atrapamiento de particulas, debido a
que microorganismos como las cianobacterias producen estructuras tubulares y dendriticas
lo cual lleva al aumento de la superficie topogréafica del tapete mejorando la tasa de
acrecion (Riding, 1991).

3. Mineralizacion: proceso en el cual se forman minerales en la superficie de los
microorganismos independientemente de que éstos estén biomineralizados o no. En
ambientes no marinos este proceso es mas notorio en zonas con salida de CO2 como

chimeneas y en lugares con alta tasa de evaporacion (Riding, 1991).
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Se ha observado que en estromatolitos modernos marinos el proceso mas importante para
su formacion es el atrapamiento y union de particulas, mientras que en ambientes como crateres

lago la precipitacion inducida por microorganismos es la mas importante (Saghai et al., 2015).

3.4 Biodiversidad presente en los estromatolitos

La variedad de especies dentro de un tapete microbiano, y por lo tanto formadoras de
estromatolitos, estd determinada por las caracteristicas fisicas y quimicas existentes en el medio
donde se desarrollan, incluyendo luz, temperatura, pH alcalinidad, salinidad y concentraciéon de
oxigeno (Riding & Awramik, 2000). En los tapetes microbianos pueden vivir un sinfin de
microorganismos que representan los tres dominios de la vida (Arquea, Bacteria, Eukarya). Es
importante mencionar que no todos los tapetes microbianos llegan a formar estromatolitos, pues
este proceso depende en gran medida de las condiciones geoquimicas del medio y de la
comunidad microbiol6gica que los compone, asi como los metabolismos dominantes dentro de ella
(Foster & Green, 2011; Casaburi et al., 2016).

Un tapete microbiano puede tener distintos estratos biol6égicos (Figura 3.1):
(1) Estrato superior del tapete, se encuentran los microorganismos expuestos directamente a la luz.
En esta capa los productores principales (cianobacterias y algas), realizan la fotosintesis oxigénica
para producir la materia organica que utilizaran los microorganismos no autotrofos.
(2) Se encuentran los microorganismos autotrofos fototréficos anoxigénicos.
(3) Microorganismos consumidores (e.g. protozoos).
(4) Microorganismos aerdbicos (e.g. actinobacterias) encargados de la descomposicion de materia
orgénica.

(5) Microorganismos anaerobicos (bacterias sulfato-reductoras y metanogénicas).

Los microorganismos procariotas, en particular las cianobacterias, tienden a predominar
(Rodriguez-Aranda & Sanz-Montero, 2015). Esto se debe a que ciertas especies tienen una gran
capacidad de adaptacion, soportando altas temperaturas (hasta 74°C) y alta salinidad (Chancén et
al., 2010).

Algunos de los microorganismos en el tapete microbiano tienen un papel muy importante.
Por ejemplo, las bacterias filamentosas atrapan y unen los sedimentos, las bacterias heterotréficas
precipitan aragonita microcristalina, y las cianobacterias cocoidales forman el grano cementado en
las capas del estromatolito (Andres & Reid, 2006). Dentro de un tapete microbiano, ciertas
especies pueden estar confinadas a uno de los distintos estratos y otras pueden participar

libremente en cada estrato del tapete (Riding & Awramik, 2000).
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TAPETE MICROBIANO

Microorganismos fotosintéticos autétrofos oxigénicos
(algas y cianobacterias)

Microorganismos autétrofos fotétrofos anoxigénicos
(bacterias rojas y verdes del azufre)

Microorganismos consumidores
(protozoos)

Microorganismos descomponedores aerébicos
(actinobacterias y hongos)

Capa superior del tapete

Microorganismos descomponedores anaerdbios
(bacterias sulfatorreductoras y metanogénicas)

Figura 3.1 Estratos bioldgicos en tapetes microbianos.

Es muy importante conocer la diversidad microbiolégica presente en un tapete microbiano
formador de estromatolitos, de esta forma se pueden reconocer ciertas actividades metabdlicas
que favorecen su crecimiento. Por ejemplo, ciertos metabolismos como la fotosintesis y la sulfato-
reduccion favorecen la precipitacién de los carbonatos mediante el incremento del pH en el medio
(Gérard et al., 2013; Saghai et al., 2015; Casaburi et al., 2016). Por el contrario, la sulfuro oxidacion
y la fermentacién, promueven la acidificacién del medio y por lo tanto la disolucion de carbonatos
(Saghai et al., 2015; Casaburi et al., 2016).

Hoy en dia se utilizan técnicas moleculares como la metagenémica para la identificacion de
las comunidades microbianas presentes en los estromatolitos. Esta técnica de la biologia molecular
consiste en la extraccioén directa y total del ADN de los microorganismos presentes en una muestra
ambiental para su posterior secuenciacion e interpretacion filogenética (Felczykowska et al., 2015).
El ADN total aislado de una muestra ambiental representa el metagenoma (Vieites et al., 2010). La
importancia de la metagendmica radica en que se puede caracterizar todo el microbioma de una
comunidad microbiolégica y por lo tanto identificarla. Esta identificacién no podria ser posible con
métodos microbiolégicos tradiciones, debido a que el 99% de los microorganismos presentes en

una muestra ambiental no pueden ser cultivados en el laboratorio (Felczykowska et al., 2015).

Los estudios metagendmicos se pueden llevar a cabo mediante la secuenciacion del gen

ribosomal 16S, el cual codifica un ARN ribosémico (ARNr) 16S. Esta molécula es ampliamente
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utilizada en estudios filogenéticos bacterianos pues presenta regiones conservadas que son
comunes a todos los microorganismos, pero también contiene regiones variables especificas para
cada microorganismo (Rodicio & Mendoza, 2004). EI ARNr 16S contiene nueve regiones
hipervaribles (V1-V9), estas secuencias variables especificas son denominadas nucleétidos firma y
pueden ser utilizadas para determinar distintos grupos filogenéticos (Rodicio & Mendoza, 2004). El
ARNr 16S es utilizado como marcador molecular en estudios taxonémicos debido a que contiene
una variabilidad y divergencia genética significativa, posee regiones conservadas lo que permite el
disefio de iniciadores universales Utiles en la amplificacion por PCR vy tiene una longitud de 1500
nucledtidos lo que permite su secuenciacion de forma reproducible y precisa (Valenzuela-Gonzalez
et al., 2015).

Estudios moleculares de distintas comunidades formadoras de estromatolitos alrededor del
mundo, han identificado que existe una gran diversidad del dominio Bacteria. De las cuales
destaca el filo Cyanobacteria como el mas abundante; mientras que, los dominios Arquea y

Eukarya presentan una menor diversidad de especies (Saghai et al., 2015).

Dentro del domino Bacteria se han encontrado los fila Proteobacteria (clases
Alphaproteobacteria y Grammaproteobacteria), Cyanobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes
como los mas diversos y abundantes en estromatolitos (Saghai et al., 2015). Ejemplo de esta
composicién microbiana, son los porcentajes de abundancias encontradas en estromatolitos
desarrollados en Shark Bay con Alphaproteobacteria (20%), Actinobacteria (16%), Cyanobacteria
(15%), Planctomycetes (11%), Gammaproteobacteria (10%) y Firmicutes (9%) (Foster & Green,
2011). Los estromatolitos ubicados en Highborne Cay Bahamas, son los Unicos en el mundo
desarrollados en condiciones de salinidad normal del mar, y albergan fila como
Alphaproteobacteria (20%), Cyanobacteria (18%), Bacteroidetes (9%), Planctomycetes (9%),
Deltaproteobacteria (8%), Gammaproteobacteria (7%) (Foster & Green, 2011). Los estromatolitos
desarrollados en zonas lacustres de agua dulce en Ruidera pools, Espafia, cuentan con
microorganismos pertenecientes a los fila Cyanobacteria (54%), Firmicutes (19%) vy
Alphaproteobacteria (7%). En cuanto a la biodiversidad encontrada dentro de un créater lago, el
analisis metagendmico en Alchichica Puebla muestra el dominio de fila como Proteobacteria
(clases Alphaproteobacteria y Grammaproteobacteria), Cyanobacteria y Bacteroidetes, seguidos de
Planctomycetes, Deltaproteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Firmicutes y Chloroflexi
(Centeno et al. 2012).

En el caso particular Rincon de Parangueo, éste es el primer andlisis metagenémico que se
realiza. Trabajos previos en la zona han reportado la diversidad de cianobacterias en los tapetes
microbianos presentes en el remanente del lago, las cuales fueron formadoras de las estructuras

o6rgano-sedimentarias que hoy se observan en la costa del antiguo lago (Chacén et al., 2010;
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Cortés, 2016). La tabla 3.2 muestra las especies de cianobacterias encontradas.

Tabla 3.2 Especies pertenecientes al filo Cyanobacteria identificadas en el crater maar

Rincén de Parangueo (Cortés, 2016).

Orden Familia Especie
Chroococcales

Chroocaoccaceae

Cyanosarcina sp.
Gloeocapsopsis cyanea
Gloeocapsopsis sp.

Hyellaceae

Pleurocapsa fusca
Pleurocapsa hansgirgiana
Pleurocapsa minor
Radaisia sp.

Merismopediaceae

Aphanocapsa salina
Aphanocapsa sp.

Microcystaceae

Chondrocystis schauinslandii

Chondrocystis dermochroa
Synechococcaceae
Aphanothece castagnei
Aphanothece cf. Saxicola
Xenococcaceae
Chroococcidiopsis Kashaii
Chroococcidiopsis fissurarum
Chroococcidium gelatinosum
Nostocales
Nostocaceae
Nostoc sp.
Oscillatoriales
Phormidiaceae
Phormidium papyraceum
Pseudanabaenaceae
Leptolyngbya sp.
Schizotrichaceae
Schizothrix arenaria
Schizothrix sp.
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4. Metodologia

Uno de los aspectos mas importantes de este trabajo es el desarrollo metodoldgico para el
estudio de las estructuras 6rgano-sedimentarias que se encuentran presentes en el crater maar de
Rincon de Parangueo. Se dividié la metodologia en dos secciones, por un lado, se realizé un
analisis geoldgico tradicional para la descripcidon de los sedimentos carbonatados del crater y el
registro fosil de microbialitas. Paralelamente se realiz6 un analisis bioldégico para determinar las

comunidades microbianas que habitan en distintas zonas del crater.

4.1 Metodologia para el analisis geolégico

La metodologia para el analisis geoldgico fue la siguiente: cartografia de las estructuras
organo-sedimentarias mediante su descripcién con la ayuda de descripciones de varios autores.
Andlisis de difraccion de rayos X y microscopia electrénica de barrido a dichas estructuras. Andlisis
de dos secciones litologicas, de los cuales se tomaron muestras para la determinacion de sus

caracteristicas fisicoquimicas (Figura 4.1).

—
—
= [=
s

Figura 4.1 Metodologia de andlisis geoldgico dentro del crater maar Rincén de Parangueo.
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4.1.1 Cartografia de sedimentos y estructuras 6rgano-sedimentarias

Se llevd a cabo una cartografia detallada de las microbialitas presentes en el crater. Para
realizar esta cartografia se tom6 como base el mapa geoldgico de Aranda-Gémez et al. (2017). Se
interpretaron imagenes aéreas tomadas con una resolucién adecuada (Carrera-Hernandez et al.,
2016), y se realizd el reconocimiento en campo de las microbialitas en 31 sitios especificos.
Ademas, se proyectaron en el mapa las fallas y fracturas reportadas por Aranda-Gomez et al.
(2017). Con estos datos se llevd a cabo una correlacion espacial entre la distribucion de las

secuencias carbonatadas y la presencia de fallas anulares en el crater.

4.1.2 Descripcion de macro, meso y micro estructuras

La descripcién morfologica de las estructuras érgano-sedimentarias en macro escala se llevo
a cabo mediante una combinacion de descripciones de diferentes autores (Altermann, 2008;
Kazmierczak et al., 2011; Casanova, 1994; Hicks et al., 2012). Esta descripcién se hizo mediante

verificaciones en campo y coleccion de fotografias tomadas en todo el crater.

La descripcién morfoldgica a meso escala se realizd por medio de la clasificacion de Hicks et
al. (2012), y muestras de biohermas recolectadas con alrededor de 15 cm de espesor. Estas fueron

cortadas transversalmente en el taller de molienda del Centro de Geociencias, UNAM.

La descripciéon a micro escala se realizé6 mediante muestras de microbialitas ubicadas en la
zona de falla anular del crater. Se analizaron muestras tomadas en microbialitas fosiles, tapetes
microbianos vivos y zonas que contienen aragonita formada en las microbialitas. Se utilizo el

equipo TM 1000 Tabletop Microscope.

4.1.3 Secciones litologicas

Se realizaron dos secciones litolégicas con la finalidad de analizar las propiedades
fisicoquimicas de los sedimentos y la descripcién de perfiles litolégicos. Cada seccién fue dividida
en varios puntos de muestreo. Se llevo a cabo el andlisis de pH, conductividad, textura de finos,
agua gravimétrica, tamafio de particula, densidad real, densidad aparente y composicion
mineraldgica. La metodologia estandar para el analisis de las muestras fue la propuesta en la
NOM-021-SEMARNAT-2000, la cual establece las especificaciones de fertilidad, salinidad,
clasificacion, estudios, muestreo y analisis de suelos. Las texturas, caracteristicas fisicoquimicas y
mineralogia fueron identificadas en el laboratorio de Mecanica Multiescalar de Geosistemas, el
laboratorio de Edafologia y el laboratorio de Microscopia electronica del Centro de Geociencias,

UNAM Campus Juriquilla.
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La metodologia seguida para el analisis fisicoquimico de las muestras fue la siguiente:

Contenido de humedad del suelo por gravimetria: Este método mide la cantidad de agua que
contiene la muestra de suelo/sedimento, mediante la diferencia de peso entre la muestra himeda y
seca (peso constante). Este parametro se determin6 mediante el método AS-05 NOM-021-
SEMARNAT-2000. La muestra y el vidrio de reloj fueron pesados y se introdujeron al horno de
precisiéon por 24 horas a una temperatura de 100-105 °C, transcurrido el tiempo se pesaron

nuevamente.

Densidad aparente: Esta técnica estd basada en la medicion de dos parametros: el volumen de
los sélidos en la muestra y el volumen ocupado por el espacio poroso. Se realizé mediante el
método AS-03 NOM-021-SEMARNAT-2000. Se pesaron los vidrios de reloj y cilindros, los cilindros

fueron saturados con muestra y pesados de nuevo.

Granulometria: la muestra fue molida y pesada, se introdujo en tamices de distintos tamafios (no.
4, 10, 18, 40, 80, 200, 400), fue colocada en el Rotap. Por ultimo, se pesé la cantidad de muestra

que paso por cada tamiz.

pH: Este método esta basado en el potencial eléctrico producido por los iones H* en la solucién,
estos iones son detectados por un electrodo de hidrégeno y son comparados con el potencial
constante que produce un electrodo patréon (Fassbender & Bornemisza, 1987). La medicién del pH
se realizé6 mediante el método AS-02 NOM-021-SEMARNAT-2000. Se tamizaron 10 gramos de
muestra en malla no. 10, posteriormente se adicionaron 25 ml de agua destilada y se agitaron por

1 hora a 200 rpm, transcurrido el tiempo se midié el pH con el potenciémetro.

Conductividad: La conductividad eléctrica es la medida de la capacidad que tiene un material para
conducir la electricidad, ésta depende de la concentracion total de iones presentes en la solucion
electrolitica, la movilidad y valencia de estos iones, asi como la temperatura a la cual se realiza la
medicion. Para lo cual dos electrodos son introducidos en la muestra, se aplica un voltaje y se mide
la corriente que fluye entre ellos. La medicién se realiz6 mediante el método AS-18 NOM-021-
SEMARNAT-2000. Se tamizaron 10 gramos de muestra en malla no. 10, posteriormente se
adicionaron 50 ml de agua destilada, se agitaron por 1 hora a 200 rpm y se dejaron reposar por 24

horas, transcurrido el tiempo se obtuvo la medicién.

Densidad Real: Su valor est4 basado en la medicion de la masa y el volumen de la muestra. El

volumen de la muestra es determinado indirectamente mediante la medicion de la masa y la
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densidad del agua desplazada por la muestra. Se determiné mediante el método AS-04 NOM-021-
SEMARNAT-2000. Se agregaron 5 gramos de muestra a los picnémetros y se pesaron, se agrego
agua destilada y se colocaron al vacio para eliminar el aire. Por Gltimo, fueron saturados con agua

destilada y pesados de nuevo.

Determinacién de la textura del suelo mediante el procedimiento de Bouyoucos: En esta
metodologia se determina el tamafio de distintos grupos de particulas. Para el caso de las
particulas mayores a 0.002 mm (limo y arena), el tiempo de lectura es de 2 horas. En cambio, para
las particulas mayores a 0.05 mm el tiempo de lectura es de 40 segundos. Se determind mediante
el método AS-09 NOM-021-SEMARNAT-2000. 50 gramos de muestra libre de materia organica
fueron colocados en una mezcladora con 20 ml de hexametafosfato de sodio (calgén) y 100 ml de
agua destilada, se mezclé por 15 minutos y se transfiri6 a una probeta de 1000 ml, la probeta se
aforé con agua destilada y se agitdé por un minuto. Las lecturas fueron tomadas con el hidrémetro
de bouyoucos a diferentes tiempos.

Para eliminar la materia organica de las muestras, se pesaron 75 g de muestra, se agregaron 100
ml de agua destilada y 20 ml de H202 30% w/w, Se dejé reposar en bafio Maria a temperatura
ambiente hasta que terminé la efervescencia, se agregaron 5 ml mas de H202 para comprobar la

eliminacién total de materia orgénica.

Difraccion de Rayos X: se analizaron muestras de microbialitas con zonas que contenian mineral
de aragonita y microbialitas donde no se observé el mineral, ambas recolectadas en la falla anular
del crater. Se utiliz6 el equipo Rigal Miniflex, los parametros especificados fueron: voltaje 30 KV,
corriente 15 Ma, angulo de comienzo 5° y angulo de finalizacién 80°, el software utilizado fue

Standart Measurement.

4.2. Metodologia para el analisis biolégico

Para caracterizar los microorganismos del dominio Bacteria presentes en el crater maar
Rincon de Parangueo se llevd a cabo un andlisis metagenémico (Figura 4.2), el cual consta de
varias etapas: (1) Muestreo, (2) Extraccion de ADN, (3) Cuantificacion de ADN, (4) Amplificacién y

secuenciacion de ADN y (5) Andlisis de resultados.
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Figura 4.2 Metodologia de andlisis biolégico dentro del crater maar Rincén de Parangueo.

4.2.1 Muestreo

Esta es una etapa crucial en el analisis metagenémico (Felczykowska et al., 2015). Distintas
muestras fueron tomadas (agua, estromatolitos, sedimentos y tapetes microbianos) para realizar
una comparacion de la microdiversidad entre ellas. Las muestras se recolectaron entre los meses
septiembre y noviembre del 2016. Cada una de ellas fue tomada con guantes y pinzas estériles
para minimizar el riesgo de contaminacion, introducida en tubos Falcon estériles de 50 ml,

mantenida en hielo durante su transporte y almacenada a -20 °C hasta su procesamiento.

Estromatolitos: cinco muestras se colectaron en la zona de falla anular del crater, el
muestreo fue realizado en la zona donde se observo el mayor desarrollo de microorganismos con
la finalidad de obtener la comunidad activa y de esta forma facilitar la extraccién del ADN. Las

coordenadas son las siguientes:

JSS01: 20.427601, -101.246794.
JSS02: 20.427464, -101.246341.
JSS03: 20.427960, -101.246255.
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Tapetes microbianos: se desarrollan dentro del remanente del lago, al momento de muestreo
existian tres pequefias pozas de distintos tamafios, en cada una de ellas se tom6 una muestra. Las
coordenadas son las siguientes:

JSS04: 20.430370, -101.247300.
JSS05: 20.429740, -101.246975.
JSS06: 20.429332, -101.247166.

Sedimentos: tres muestras fueron colectadas, todas a una profundidad de 4-5 metros en
sitios dentro de la zona de sedimentos del antiguo lago. Se utilizé un perforador mecéanico de
aproximadamente 6 metros de longitud para su extraccion. Las coordenadas son las siguientes:

JSS07: 20.430146, -101.248621.
JSS08: 20.430142, -101.248565.
JSS09: 20.430269, -101.248373.

Agua: se tomé una muestra en cada una de las tres pequefias pozas. Las coordenadas son
las siguientes:
JSS10: 20.430370, -101.247300.
JSS11: 20.429740, -101.246975.
JSS12: 20.429332, -101.247166.

En la figura 4.3 se pueden observar los sitios de recoleccion de cada tipo de muestras dentro del

crater.
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Figura 4.3 Sitios de muestreo

(a) Recoleccion de estromatolitos, ubicados en la falla anular del crater, se observa el desarrollo de
microorganismos en color verde y marron. (b) Pequefia poza ubicada dentro de la zona del
remanente del lago, se tomaron muestras de tapetes microbianos y agua. (c) Muestreo de
sedimentos a una profundidad de 4-5 metros, se observa el perforador mecanico introducido para
la obtencion de las muestras. (d) Se observan dos de las tres pozas formadas en el remanente del

lago.

4.2.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN en las muestras se llevdo a cabo mediante dos protocolos. En el
protocolo 1, doce muestras (JSS01-JSS12) fueron procesadas de manera independiente mediante
una modificacién de la metodologia sugerida por (Bey et al., 2010) y la utilizacién del kit comercial
de extraccion PowerSoil® DNA Isolation, MoBio. En el protocolo 2, dos muestras (JSS13 y JSS14)
fueron procesadas por medio de varias repeticiones de dilucién y centrifugacion con agua libre de

DNAsas y la utilizacion del kit PowerSoil® DNA Isolation, MoBio.
PROTOCOLO 1:
(1) Preparacion de la muestra: Las muestras fueron procesadas de la siguiente manera:

e Se pesaron 30 g de estromatolito, sedimento o tapete microbiano dependiendo el caso.

e Se agregaron 100 ml de NaCl 1M.

e Se agitd a velocidad media y enfrié a -20°C por intervalos de 1 minuto.

e Elvolumen fue ajustado a 250 ml de NaCl 1M dividiéndolo en tubos de 50 ml.

e Los tubos se agitaron a 150 rpm por media hora a temperatura ambiente.

e Posteriormente se centrifugaron a 1000 rpm por 1 minuto, el sobrenadante fue transferido a
nuevos tubos.

¢ El volumen fue centrifugado a 25000 x g por 15 minutos, el sobrenadante fue retirado, el pellet
se resuspendio en 5 ml de Tris-EDTA (50 mM EDTA).

e El pellet resuspendido se centrifugé de nuevo a 25000 x g por 15 minutos. Se descarté el
sobrenadante y el pellet fue suspendido en 15 ml de TE (10 mM EDTA).

e El volumen obtenido (15 ml) fue centrifugado, se tomaron 0.25 g del pellet para ser procesados

con el kit de extraccion.

(2) Extraccién de ADN: se utilizé el kit comercial PowerSoil® DNA Isolation siguiendo las

especificaciones del fabricante (MoBio). Las soluciones del kit de extraccibn no vienen
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especificadas, pero realizan las funciones de lisis celular, eliminacion de proteinas, remocién de
lipidos, precipitacion y elucion del ADN. La extraccion fue realizada como se muestra a

continuacion:

e Los 0.25 g obtenidos en la etapa de preparacion de la muestra fueron introducidos en un tubo
con microesferas, se agregaron 60 ul de la soluciéon C1 y mezclaron en el vortex por 10 minutos.

e Se centrifugd a 10,000 x g por 30 segundos, el sobrenadante fue colocado en un tubo limpio.

e Se agregaron 250 pl de la soluciéon C2 y mezclaron en el vortex por 5 segundos, posteriormente
se centrifug6 a 10,000 x g por 1 minuto.

e 600 pl de sobrenadante fueron transferidos (evitando el pellet) a un tubo limpio y se adicionaron
200 pul de solucion C3, se agitaron brevemente e incubaron a 4°C por 5 minutos.

e El tubo se centrifugd a 10,000 x g por 1 minuto, se trasladaron 750 pl de sobrenadante a un
tubo limpio. Se agregaron 1200 pl de solucién y agitaron en el vortex por 5 segundos.

e 675 pl fueron colocados en un tubo filtrador, posteriormente se centrifugé a 10,000 x g por 1
minuto. El liquido bajo la columna fue desechado, lo anterior fue repetido hasta agotar el liquido
inicial (ca. 2 ml).

e Se lavé la columna, afadiendo 500 ul de soluciéon C5 y se centrifug6 a 10,000 x g por 30
segundos, el liquido fue desechado. Se centrifugd de nuevo el tubo por 1 minuto a 10,000 x g.

¢ El filtro fue colocado en un tubo limpio, se agregaron 50 ul de agua libre de DNAsas, en lugar de
la solucién C6, dejando reposar por 5 minutos y se centrifugé por 3 minutos a 13,000 x g.

e Por dltimo, se retird el filtro del tubo, y se mantuvo el ADN resuspendido (ca. 45 pl).

Cabe mencionar que las muestras de agua no fueron tratadas con NaCl 1M, por lo tanto,
éstas solo se centrifugaron a 25000 x g para precipitar las células y después fueron lavadas con
Tris-EDTA (50 mM EDTA) y TE (10 mM EDTA). Los pasos siguientes (extraccion con el kit) se

realizaron de igual forma que las otras muestras.

PROTOCOLO 2:

(1) Preparacién de la muestra: consistié en lavados con agua libre de DNAsas, mediante varias

repeticiones de dilucién y centrifugacioén. Las muestras se procesaron de la siguiente manera:

e Se pesaron 30 g de muestra.

e La suspension de la muestra fue realizada en tubos falcén de 50 ml agregando 10 ml de

agua libre de DNAsas por cada 3 g de muestra.

e |os tubos fueron agitados en el vortex por 10 minutos a una velocidad media.
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e Se dejaron reposar por un periodo suficiente hasta que los sélidos precipitaran.

e FE| sobrenadante fue recuperado en un tubo nuevo y centrifugado a 3500 rpm por 20

minutos.

e El pellet obtenido se diluyé en 15 ml de agua, se agité en el vortex por 10 minutos y fue

centrifugado de nuevo a 3500 rpm por 10 minutos.

e El sobrenadante (15 ml) fue recuperado y centrifugado, se tomaron 0.25 g del pellet para ser

procesados con el kit de extraccion.

(2) Extraccion de ADN: se siguieron los pasos de forma idéntica a la anteriormente mencionada

(protocolo 1).

4.2.3 Cuantificacion de ADN

En un analisis metagendmico es importante obtener ADN con buena calidad y alta pureza.
Para lo cual es necesario realizar una cuantificacion del mismo y ademés evaluar su grado de
integridad. La cuantificacién se llevé a cabo mediante fluorometria con el kit Accuclear Ultra High
Sensitivity dsDNA Quantitation, en el equipo Varioscan Flash Thermo Scientific en la Unidad de
Proteogendmica del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

El grado de pureza se verific6 mediante el uso de un espectrofotometro basados en la
propiedad que tienen las purinas y pirimidinas presentes en los acidos nucleicos de absorber luz
ultravioleta con una longitud de 260 nm y 280 nm. Se utilizé la relacion 260/280 la cual indica la
cantidad de proteinas presentes en el ADN extraido y por lo tanto el grado de pureza de la
muestra. Una relacién 260/280 entre 1.8-2 indica un alto grado de pureza, un valor inferior a 1.8
indica contaminacién por proteinas (Roca et al., 2003).

4.2.4 Amplificacion y secuenciacion metagenémica

Las muestras fueron enviadas para su secuenciacion a la empresa RTL genomics Lubbock,
Texas EE.UU. Se realiz6 una secuenciacion metagendmica usando el gen 16S ARN ribosomal
(ARNr) en la plataforma lllumina. lllumina MiSeq es un secuenciador de nueva generacion (NGS)
basado en amplificacion por puente y sintesis quimica, dicha plataforma puede generar hasta 10
millones de moléculas por centimetro cuadrado (Pettersson et al., 2009). En el secuenciador
lllumina MiSeq la amplificacién, secuenciacion y analisis de secuencias son realizados dentro del

mismo equipo en una serie de pasos mostrados a continuacion:
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1.- Amplificacién: El ADN extraido de las muestras es utilizado como molde para su amplificacion
por lo cual la molécula de ADN es fragmentada y etiquetada con adaptadores en cada uno de sus
extremos. El fragmento de ADN es colocado en una microplaca con oligonucleétidos
complementarios a los nucleétidos presentes en los adaptadores. En la microplaca la cadena
simple de ADN se une por un extremo a un oligonucleétido ubicado en la placa y por otro extremo
a un oligonucleétido complementario creando de esta forma un puente. La polimerasa comienza
con el proceso de replicacion de ADN produciendo la cadena complementaria del fragmento,
posteriormente la doble cadena de la molécula sintetizada es desnaturalizada creando mas
cadenas simples que seran utilizadas para repetir el mismo proceso de amplificacién miles de
veces. Para el analisis se eligieron como blanco las regiones variables V1 y V2 del gen 16S ARN
ribosomal (ARNI) utilizando los adaptadores GAGTTTGATCNTGGCTCAG y
GTNTTACNGCGGCKGCTG.

2.- Secuenciacién: Es llevada a cabo de manera automatizada. En la plataforma lllumina la
secuenciacion esta basada en la incorporacién y deteccion de nucleétidos marcados con
fluorescencia. Cada uno de los cuatro nucledtidos incorporados estd marcado por diferentes
colores generando sefiales caracteristicas que el equipo detecta para determinar que nucleétido se

ha incorporado descifrando de esta forma la secuencia (Thomas et al., 2015).

3.- Anadlisis de secuencias: consiste en dos etapas la primera es la eliminacién de ruido y
deteccion de quimeras y la segunda el andlisis de diversidad microbiana. Durante la etapa de
eliminacién de ruido son utilizadas varias técnicas para eliminar secuencias cortas, secuencias
simples y lecturas ruidosas. Una vez eliminadas las malas lecturas, se realiza la deteccion de
quimeras para eliminar secuencias quiméricas. Durante la etapa de andlisis de diversidad, las
secuencias son agrupadas en base al OTU (ARNr 16S) usando el algoritmo UPARSE, después
son comparadas con una base de datos de secuencias de alta calidad derivada de la base de
datos NCBI. Por dltimo, las secuencias son analizadas mediante el programa PYTHON para

asignar la informacién taxonémica.

4.2.5 Andlisis de datos

Una vez obtenida la base de datos proporcionada por la empresa RTL genomics se
realizaron una serie de graficos mediante el uso del software QIIME utilizando el comando

make_otu_table.py y la pagina web https://dzone.com/articles/circle-through-your-google.
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5. Resultados

5.1. Aspectos fisicos de los estromatolitos en el crater maar Rincon de Parangueo

5.1.1. Cartografia de sedimentos y estructuras 6rgano-sedimentarias

La cartografia del crater maar, desarrollada a partir del mapa base de Aranda et al. (2017)
muestra 4 zonas mayores de desarrollo calcareo. Una descripcion detallada de la geologia
del crater se presenta en el trabajo referido. Aqui sélo se describen las caracteristicas importantes

para la descripcion de los depdsitos carbonatados.

1.- Depésitos de talud y suelo: Fue definido por Aranda et al. (2017) como la zona entre la falla
anular del crater y el blogue hundido de la diatrema. En la zona mas externa de talud y suelos se
pueden observar depdésitos de rocas y suelos organicos con una granulometria arena-limosa. Los
depdsitos de talud se componen de rocas volcdnicas con una matriz gruesa y contactos entre los
blogues. En algunos de estos bloques se observd crecimiento de estromatolitos que colonizaron la

zona litoral somera del antiguo lago. Esta zona forma parte de la unidad de suelo orgénico.

2.- Pavimento oncolitico: es una plataforma calcarea con una gran cantidad de oncolitos de
distintos tamafios que van desde 2 cm hasta 8 cm de didmetro. Se observaron ademas
crecimientos calcareos en fragmentos de raices, troncos y rocas. Las estructuras oncoliticas se
encuentran dentro de una matriz generalmente arena-limosa calcérea. Esta zona forma parte de la

unidad oncolitica.

3.- Microbialitas: el mayor desarrollo de microbialitas coincide con las fallas y fracturas que se
formaron por la subsidencia del crater en los Ultimos afios. Estas estructuras érgano-sedimentarias
presentan dimensiones que alcanzan el metro de altura y forman parte de la unidad oncolitica del
crater. Fueron cortadas por la falla anular del crater ocasionando que parte de su estructura se
derrumbara dejando al descubierto zonas que contienen fracturas y aragonita. Se puede observar
ademas la presencia de colonias de microorganismos ubicadas en los sitios donde existe

aragonita.
4.- Plataforma talud: ubicada desde la zona de biohermas hasta el depocentro del crater, forma

parte de la unidad oncolitica. Consta de carbonatos masivos precipitados por accion fisicoquimica

y biolégica.
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5.- Lodo laminado: ubicado en la zona de depocentro del crater. Esta representado por
sedimentos laminados de diferentes colores (beige, marrén oscuro y negro). La sedimentacién
laminar se puede encontrar hasta una profundidad de 120 cm, subyacente a ésta existe lodo color

negro con alto contenido de agua.
En la figura 5.1.1 se observa la cartografia de estructuras o6rgano-sedimentarias, fallas y

sedimentos dentro del crater maar Rincén de Parangueo. Ademas, los 31 puntos descritos, las

zonas de muestreo de ADN y los puntos de muestreo para las secciones litolégicas.

27



8¢

“(2T02) ‘I 12 epuely ap opeolIpow ‘oanbueled ap ugauly Jeew

191R10 [9p 0J1USP SOJUBWIPSS A Se|je) ‘selruaWwIpas-ouebio seinonnss ap eljelboue) T°T°S einbi4

CARTOGRAFIA DE ESTRUCTURAS ORGANO-SEDIMENTARIAS, FALLAS SEDIMENTOS DEL CRATER MAAR RINCON DE PARANGUEO

Seccion litoldgica 1

P2

|| Depésitos de talud y suelo
Plataforma calcarea:

[ | Pavimento Oncolitico
[l Biohermas

__|Lodo laminado
| Remanente del lago
- Falla anular del crater
.~ Otras fallas y grietas
® Trincheras de secciones litoldgicas

I Cartografia de estructuras érgano-sedimentarias




5.1.2. Cartografia de estructuras érgano-sedimentarias: descripcion de macro, meso

Yy micro estructuras

Se ha reportado que las macroestructuras, mesoestructuras y microestructuras de los
estromatolitos pueden variar bastante dependiendo de las caracteristicas fisicas y quimicas del

ambiente en el cual se desarrollan (Casanova, 1994).

Dentro del crater lago Rincdén de Parangueo se pueden observar distintas morfologias a
diferente escala. Es importante mencionar que en este estudio todas las microbialitas
cartografiadas en el crater son llamadas indistintamente estromatolitos, debido a la laminacién que
éstas presentan en su parte mas externa y ademas a la falta de una clasificacion precisa para su
determinacion (Altermann, 2008; Riding, 1991).

A macro escala se observaron cinco morfologias (chimeneas, oncolitos, biohermas,
biostromos y otras morfologias caracteristicas). Para el caso de meso escala se distinguieron dos
tipos de estructura (trombolitica y laminar). Por dltimo, a micro escala se pudieron identificar
estructuras fésiles de cyanobacterias cocoidales, aglomerados de células microbianas, asi como
estructuras cristalinas y globulares. A continuacion, se detalla cada una de las diferentes
morfologias.

Macroestructuras:

1.- Chimeneas de escape: son construcciones erguidas que funcionan como conductos de
escape para fluidos (Casanova, 1994). En el crater maar Rincén de Parangueo se encontraron en
la zona de la falla anular. Estas estructuras contienen canales los cuales pudieron haber favorecido
la salida de fluidos. Fueron observadas en tres sitios ver figura 5.1.1 (sitios 17, 20 y 24). Todas

ellas presentan estructura concéntrica con aragonita en su interior.

2.- Oncolitos: son estructuras que presentan una laminacion concéntrica a partir de un nicleo
dendritico (Wade & Garcia-Pichel, 2003). En el crater estas microbialitas se encuentran en la
plataforma calcarea en distintos lugares figura 5.1.1 (sitio 2, 4, 9 y 12), sus tamafios pueden variar

de 2 cm hasta 8 cm de diametro.

3.- Biohermas: son estructuras domicas (Hicks et al., 2012) con mayor desarrollo que otras
microbialitas dentro del crater, estan distribuidas justo encima de la falla anular. Presentan distintas
medidas las cuales van de 15-40 cm de altura, se encuentran en una gran cantidad de lugares
como se puede observar en la figura 5.1.1 (sitio 1, 3, 5, 6,7, 8, 10,12, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31) la mayoria de estos biohermas contienen aragonita dentro de su
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estructura.

4.- Biostromos: son construcciones que se caracterizan por formar estructuras horizontales
laminadas (Altermann, 2008), forman parte de la plataforma calcarea y tienen alrededor de 1 metro

de altura. Se pudieron observar en los sitios 6 y 12, ver figura 5.1.1.

5.- Otras morfologias: se originaron debido al crecimiento de comunidades microbianas alrededor
de raices, ramas, troncos y rocas (Hicks et al., 2012). Pueden contener espacios vacios debido a la
descomposicion del sustrato organico que las constituia, preservandose sélo la estructura exterior.

Se encuentran en la plataforma calcarea figura 5.1.1, en los sitios (2, 20, 21, 23, 24 y 25).

Mesoestructura:

Los biohermas encontrados en la zona de falla principal del crater presentan dos tipos de

mesoestructura (Figura 5.20).

1.- Laminar: fue observada en la parte mas externa de los biohermas.
2.-Trombolitica: subyacente a la mesoestructura laminar, se encuentra la mesoestructura

trombolitica. Dentro de ésta existen canales con aragonita.

Microestructura:

En las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido para las muestras de
microbialitas fésiles se observaron estructuras de Cianobacterias cocoidales. Las imagenes de
muestras de tapetes microbianos vivos mostraron estructuras cristalinas de aragonita. Esta se
presenta en forma de cristales alargados y se forma in situ por la accién de los microorganismos,
se observaron también aglomerados de comunidades microbianas. En las micrografias de
muestras colectadas en las microbialitas que contienen zonas con mineral se observaron
estructuras iguales a las encontradas en los tapetes microbianos (estructuras cristalinas de
aragonita), y ademas estructuras globulares las cuales pueden corresponder a calcita (Figura
5.23).

Difraccion de Rayos X: las muestras colectadas en microbialitas fosiles estuvieron
constituidas de aragonita y calcita. Por otro lado, las muestras de microbialita que contienen zonas

con mineral estuvieron constituidas de aragonita en su totalidad (Figura 5.21 y 5.22).
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Las siguientes imagenes 5.1- 5.19 muestran las distintas morfologias tanto a macro escala y

meso escala observadas dentro del créter.

Figura 5.1

Sitio 1:

(a), (b) Biohermas ubicados
en la falla anular de crater,
contienen mineral de
aragonita.

Sitio 2:

(c) Oncolitos ubicados en la
plataforma calcarea.

(d) Existen ademas
microbialitas que
colonizaron rocas y raices
de arboles.

- Figura 5.2
Sitio 3:

(@) Biohermas bien definidos,

con macroestructura domica.
(b) se puede observar una
mesoestructura laminar.

Sitio 4:

(c) Oncolitos de distintos
tamafios, pueden variar de 2
cm hasta 8 cm de didmetro. Se
encuentran en la zona de
pavimento oncolitico.

Sitio 5:

(d) Biohermas ubicados en la

falla anular del crater.
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Figura 5.3

Sitio 6:

(&) Microbialita: contiene tres
zonas, en la parte superior se
encuentran los biohermas (inciso
b), en la parte media el
biostromo y en la parte inferior
se  encuentran carbonatos
masivos.

Se pueden observar fracturas en
la zona de carbonatos masivos.

(c) Microbialita cortada por la
falla anular del crater, contiene
zonas con precipitacion de
aragonita color marrén.

El mineral contiene
microorganismos (color verde

inciso d).

Figura 5.4

Sitio 7:

(a), (b) Bioherma ubicado en la
falla anular del crater, se pueden
observar zonas con mineral de
color marrén.

(c), (d) En la parte superior de los
carbonatos masivos se
desarrollaron microbialitas de
menor tamafio, con estructuras

semicirculares.



Figura 5.5

Sitio 8:

(@) Microbialita con aragonita
ubicada en la falla anular del crater.
(b) Muestra de mano.

(c) Debajo de la microbialita se
encuentra una zona de carbonato
masivo.

(d) Se observa el desarrollo de
microorganismos en el mineral

recolectado en la microbialita.

Figura 5. 6

Sitio 9:

(a) Plataforma oncolitica, zona de
formaciéon de microbialitas poco
desarrolladas.

(b) Muestra de mano de
microbialita.

(c) Existen zonas en la plataforma
. oncolitica donde los oncolitos se
| encuentran erosionados.

d Sitio 10:

“ (d) Microbialitas erosionadas, se
‘encuentran en la zona de falla
anular del crater, no se observa

. aragonita a simple vista.
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Figura 5.7

Sitio 12:

(@), (c) Se puede observar la
altura del biostromo debido a una
falla que lo corto. La altura del
biostromo es de alrededor de 90
cm.

(b), (d) En la parte superior del
biostromo existen oncolitos con
tamafios variados desde 2 cm
hasta 8 cm de diametro.

Figura 5.8

Sitio14:

(a), (b) Bioherma bien
desarrollado, el cual fue cortado
por la falla anular del crater, se
pueden observar fisuras con
aragonita en su interior.

(c), (d) Se observa el desarrollo
de microorganismos (color verde)
en la aragonita presente en las

microbialitas.



Figura 5.9

Sitio 17:

(@), (b) Chimenea de escape
presenta zonas con aragonita.
(c), (d) Chimenea ubicada en la
falla anular del crater. Indicador
muy importante de circulacion

de fluidos.

Figura 5.10

Sitio 19:

(a), (b) Biohermas ubicados
en la falla anular del crater en
la zona de derrumbe. Se
puede observar zonas con
aragonita.

(c), (d) Chimenea erosionada
con aragonita en su interior,
ubicada en la falla anular del
criter en la zona de

derrumbe.
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Figura 5.11

. Sitio 20:

(@) (b) Bioherma ubicado en la
falla anular del crater en la zona
de derrumbe, se observan
fisuras con aragonita dentro del
bioherma.

(c), (d) Chimenea de escape, se
encontrd tirada en la zona de
falla anular del crater, se puede
observar que tiene aragonita en
su interior.

(e), ) Microbialita con
morfologia caracteristica, los
microorganismos colonizaron

raices y troncos de arboles.

Figura 5.12

Sitio 21:

(a) Biohermas ubicados en la
falla anular del crater en la
zona de derrumbe.

(b), (c) Estos biohermas
contienen aragonita de color
marron.

(d) Raices colonizadas por

microorganismos.



Figura 5.13

Sitio 22:

(a), (b) Biohermas ubicados en la falla
anular del crater en la zona de
derrumbe contienen zonas con
aragonita de color marron.

(c), (d) Este mineral se presenta en
forma de tubos.

(e), (f) Muestra de mano.

Figura 5.14

Sitio 23:

(@), (b), (c), (d) Biohermas ubicados
en la falla anular del crater en la zona
de derrumbe. Dentro del bioherma se
observa mineral con forma globular.
(e) Los microorganismos colonizaron
una gran cantidad de raices de
arboles.

(f) Muestra de mano.
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Figura 5.15

Sitio 24:

(@) Chimenea de escape con
aragonita en su interior, ubicada en
la falla anular del crater en la zona
de derrumbe.

(b), (c), Zonas con aragonita en la
chimenea de escape.

(d) Muestra de mano de mineral, se
observan morfologias tubulares y
globulares.

(e) Biohermas con una estructura
muy bien definida ubicados en la
falla anular, no se observa aragonita
a simple vista.

() Raices  colonizadas  por

microorganismos.

Figura 5.16

Sitio 25

(a), (b) Bioherma ubicado en la falla
anular del crater en la zona de
derrumbe, el cual fue cortado por la
falla, se pueden observar zonas con
aragonita.

(c), (d) Muestra de mano del
mineral, se observan morfologias

tubulares.
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Figura 5.17

Sitio 26:

(a), (c), Biohermas no cortados por
una falla, no se observa aragonita a
simple vista.

(b) Muestra de mano de biohermas,
se puede observar una
mesoestructura laminar.

Sitio 27:

(d), (e), (f) Biohermas ubicados en
la falla anular del crater, se observa

aragonita de color marrén.

Figura 5.18

Sitio 28:

(a), (b), (c) Bioherma cortado por la
falla anular del crater, se observa
una  estructura  domica  con
cavidades dentro de los cuales hay
aragonita con estructura tubular.

(d) Muestra de mano.
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Figura 5.19

Sitio 29 y 30:

(a), (b) Biohermas no cortados por
la falla anular del crater, no se
observa aragonita a simple vista.
Sitio 31:

(c) Bioherma no cortado por falla.
(d) En su interior se observa

aragonita con estructura globular.

Figura 5.20

Mesoestructura de biohermas.

(a) Muestra de mano, dimensiones
13 cm x 10 cm.

(b) Muestra cortada y pulida.

(c), (d) Acercamiento, se puede
observar dos mesoestructuras. En
la parte superior se observa una
estructura laminar y en la inferior
una estructura trombolitica. Dentro
de la mesoestructura trombolitica
se observan canales con
aragonita.

(e), (f) Pequefias microbialitas
colectadas en la parte superior de
un bioherma. Dimensiones 4 cm
de diametro. Se observa una
mesoestructura laminar y

trombolitica.
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Figura 5.21 Patron de difracciéon: microbialitas fosiles ubicadas en la falla anular del crater, la

muestra contiene aragonita y calcita.

Aragonita CaCo,

Figura 5.22 Patrén de difraccion: zonas con mineral en microbialitas ubicadas en la falla anular del

crater, la muestra contiene en su totalidad aragonita.
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Figura 5.23 Iméagenes de microscopia electrénica de barrido. (a) Muestras de microbialitas fésiles,
se observan estructuras fosiles de cianobacterias cocoidales. (b), (c) Tapetes microbianos
formados en las microbialitas ubicadas en falla anular del crater, se observan estructuras cristalinas
de aragonita y aglomerados de células microbianas. (d), (e), (f) Micrografias de mineral formado en

las microbialitas, se observan estructuras cristalinas de aragonita y estructuras globulares.
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5.1.3. Descripcién de secuencias estratigraficas

A continuacion, se describen las caracteristicas observadas en campo, asi como las
propiedades fisicogquimicas obtenidas en el laboratorio para cada una de las muestras tomadas en

dos secciones litolégicas.

Seccion litolégica 1: se colectaron muestras en seis trincheras. La ubicacion de las trincheras
(P1, P2, P3, P4, P5y P6) se presenta en las figuras 5.25 y 5.26.

Trinchera 1: Profundidad alrededor de 40 cm. En este sitio se encuentra la unidad de suelo
organico la cual se distribuye en el borde del antiguo lago. Presenta una gran cantidad de raices y
algunos fragmentos de roca. Las caracteristicas fisicoquimicas de la unidad de suelo organico

pueden ser consultadas en la seccién litologica 2, muestra 1A.

Trinchera 2: profundidad aproximadamente 38 cm. Se colectaron dos muestras (2A y 2B)
pertenecientes a la unidad oncolitica y otra (2C) de la unidad volcanica subyacente. En este sitio la
unidad oncolitica puede dividirse en dos, de acuerdo con su color y la cantidad de oncolitos. La
parte superior (2A) de color marrén tiene un espesor de 11 cm con una granulometria areno-
limosa, densidad aparente de 0.83 g/cm?, densidad real 2.13 g/cm3, contenido de agua 39.25 %,
pH 10 y conductividad 738 ps/cm. La parte inferior (2B) tiene un espesor de 19 cm de color marrén
oscuro con una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.70 g/cm3, densidad real 2.11
g/cm3, contenido de agua 80.81%, pH 9.8 y conductividad 688.5 ps/cm. En esta trinchera se
observo una secuencia de sedimentos laminados de color gris oscuro y claro, con predominancia
de clastos volcanicos (muestra 2C) que forma la base de la secuencia oncolitica. Esta unidad tiene
una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 1.08 g/cm?3, densidad real 2.11 g/cm3,
contenido de agua 79.90 %, pH 9.5 y conductividad 547 ps/cm.

Trinchera 3: aproximadamente 38 cm de profundidad. Tres muestras fueron colectadas, una
correspondiente a la unidad oncolitica (3A) y dos a la unidad de sedimento laminado
volcanoclastico (3B y 3C). La unidad oncolitica (muestra 3A) esta representada por una secuencia
de 16 cm de espesor color marrén con una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.76
g/cm3, densidad real 1.99 g/cm3, contenido de agua 49.50 %, pH 9.8 y conductividad 463.5 ps/cm.
La muestra 3B colectada de una secuencia de 12 cm de espesor color negro con intercalacion de
color gris, presenta una granulometria limo-arenosa, densidad aparente de 1.23 g/cm3, densidad
real 2.18 g/cm?, contenido de agua 63.85 %, pH 9.8 y conductividad 550.5 ps/cm. La secuencia
inferior (muestra 3C) con 10 cm de espesor, color gris oscuro presenta una granulometria areno-
limosa, densidad aparente de 1.22 g/cm?, densidad real 2.18 g/cm3, contenido de agua 39.45 %,

pH 9.8 y conductividad 462 ps/cm.
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Trinchera 4: En este sitio se recolectd un bioherma de alrededor de 15 cm de espesor. Dicha
muestra se utilizé para la descripcion de mesoestructuras. Las propiedades fisicoquimicas no
fueron medidas debido a la naturaleza de la muestra.

Trinchera 5: ubicada en el escarpe de falla anular del crater. En esta zona se observa el mayor
desarrollo de estructuras érgano-sedimentarias dentro del crater. Se colectaron dos muestras
correspondientes a la unidad oncolitica (5A y 5B) y otra a la unidad de sedimento laminado
volcanoclastico (5C). La unidad oncolitica puede dividirse en dos de acuerdo con su color, asi
como la presencia o ausencia de biohermas. La secuencia superior de aproximadamente 102 cm
de espesor color beige (muestra 5A) presenta desarrollo de biohermas, dicha secuencia tiene una
granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.95 g/cm?3, densidad real 2.09 g/cm?, contenido
de agua 19.65 %, pH 10.1 y conductividad 722.5 ps/cm. La secuencia subyacente (muestra 5B) de
color beige con aproximadamente 110 cm de espesor, presenta una granulometria areno-limosa,
densidad aparente de 0.97 g/cm3, densidad real 2.15 g/cm?3, contenido de agua 16.38 %, pH 10.8 y
conductividad 464.5 ps/cm. La unidad de sedimento laminado volcanoclastico (muestra 5C) de 70
cm color gris oscuro presenta granulometria areno-limosa, densidad aparente de 1.03 g/cms,
densidad real 2.18 g/cm?3, contenido de agua 14.11 %, pH 10.4 y conductividad 1008 ps/cm. En
esta unidad se observo el desarrollo de biohermas con una estructura columnar los cuales no son

representativos de la seccion litolégica.

Trinchera 6: aproximadamente 5 metros de profundidad. Ubicada en el centro del crater donde se
encuentran los sedimentos del antiguo lago. Dos muestras fueron colectadas. La muestra 6A
corresponde a una secuencia de 120 cm de profundidad representada por sedimentos finos
laminares de carbonatos de color beige y marrén intercalados con materia orgénica color negro.
Presenta una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.63 g/cm?3, densidad real 2.32
g/cm3, contenido de agua 167.12 %, pH 10.29 y conductividad 2933 ps/cm. La muestra 6B con una
profundidad aproximadamente de 120 cm hasta 500 cm, contiene materia organica color negro con
alto contenido de agua 175.95 %, granulometria areno-limosa, densidad real 2.34 g/cm?3, pH 10.33
y conductividad 2759 ps/cm.
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Tabla 5.1 Valores fisicoquimicos de las muestras para seccion litologica 1.

Densidad Densidad Agua Conductiidad
Muestra Granulometria Aparente real gravimétrica pH (us/cm)
(g/cm3) (g/cm3) (%) H
Unidad oncoltica
2A Arena-limosa 0.83 2.14 39.25 10.0 738.0
2B Arena-limosa 0.70 2.12 80.82 9.8 688.5
3A Arena-limosa 0.77 2.00 49.50 9.8 463.5
5A Arena-limosa 0.96 2.10 19.65 10.1 7225
5B Arena-limosa 0.98 2.16 16.38 10.8 464.5
Unidad sedimento laminado volcanoclastico
2C Arena-limosa 1.09 2.1 79.90 9.5 547.0
3B Limo-arenosa 1.24 2.18 63.85 9.8 550.5
3C Arena-limosa 1.22 2.19 39.46 9.8 462.0
5C Arena-limosa 1.03 2.19 14.11 104 1008.0
Unidad de sedimento fino laminar
6A | Arena-imosa | 0.63 | 232 | 16712 | 10.29 | 2933
Unidad de lodo organico
6B | Arena-imosa | N.M | 234 | 17595 | 10.33 | 2759
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Figura 5.24 Sitios de muestreo primer seccion litolégica.

(a) Trinchera uno, 40 cm de profundidad. Unidad de suelo organico. (b) Trinchera dos, 38 cm de
profundidad. Corresponde a la unidad oncolitica. (c) Tercer sitio de muestreo profundidad 38 cm.
Muestra 3A corresponde a la unidad oncolitica, muestra 3B y 3C corresponden a la unidad de
sedimento volcanoclastico. (d) Bioherma de alrededor de 15 cm de espesor. (e) Quinto sitio de
muestreo, unidad de sedimento laminado volcanoclastico se pueden observar estructuras
columnares desarrolladas en esta unidad. (f) Muestra 6A espesor 38 cm, sedimentos finos

laminados colectados en el centro del crater.
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Trinchera 3

16 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa

| 12 cm Unidad sedimento laminado volcanoclastico matriz limo-arenosa
10 cm Unidad sedimento laminado volcanoclastico matriz arena-limosa

Trinchera 2

11 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa
19 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa

8 cm Unidad sedimento laminado volcanoclastico matriz arena-limosa

Trinchera 5

Seccion litologica 1

102cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa

110 cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa

70 cm Unidad sedimento laminado
volcanoclastico matriz arena-limosa

Simbologia:

- Sedimento Arena-limoso carbonatado

[£2] sedimento volcanoclastico Arena-limoso  [_| Pavimento oncolitico

[E= sedimentacion fina laminar ¥ sedimento Arena- limoso con oncolitos

_~ Falla principal del crater
- Biohermas, tapetes microbianos - Suelo organico Arena-limoso

- Fallas y grietas secundarias

%] sedimento volcanoclastico limo-arenoso || Lodo laminado ® Trinchera de seccion litolégica

Figura 5.25 Secuencias estratigraficas ubicadas en las zonas de trinchera de la seccion litologica 1
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Plataforma
Biohermas con mineralizacion

P2p3 P4 cortados por la falla anular

P5

depositos de talud y
biohermas derrumbados

Remanente de agua del antiguo lago
Tapetes microbianos P6

20 40 60 80 280

Simbologia:
B sedimento volcanoclastico arena- limoso [ Agua del lago
B sedimento arena- limoso con oncolitos [ Depositos piroclasticos

Il Ssuelo organico arena- limoso Il Lodo organico
@ Muestra ADN

[E5 sedimentacion fina laminar
[ Sedimento arena-limoso carbonatado

] Biohermas, tapetes microbianos - . S
Sedimento volcanoclastico limo-arenoso

Figura 5.26 Reconstruccion de seccion litoldgica 1 (en la actualidad) basado en las secuencias

estratigréficas.
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P1

1688+
1686+

1684

Plataforma Biohermas

20

P2 P3 P4 P5

Nivel

inferido del agua antes de 1980

40 60 80 100
Simbologia:
- Depositos piroclasticos

120

- Sedimento Arena-limoso carbonatado

- Sedimentacion fina laminar

- Biohermas, tapetes microbianos

I Lodo organico

Zona afética

140 160 180 200 220 240 260

[] Agua del lago
- Sedimento volcanoclastico Arena-limoso

[B® Sedimento Arena- limoso con oncolitos
Bl suelo organico Arena- limoso

Sedimento volcanoclastico limo-arenoso

Figura 5.27 Reconstruccién de seccidn litoldgica 1 (antes de 1980) basado en secuencias

estratigréaficas.
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Seccion litoldgica 2: se colectaron muestras en cinco trincheras. La ubicacion de las trincheras
(P1, P2, P3, P4y P5) se presenta en la figura 5.29 y 5.30.

Trinchera 1: profundidad aproximada 30 cm. Se colecté una muestra de suelo organico (1A) color
negro con una gran cantidad de raices y fragmentos de roca, presenta una granulometria areno-
limosa, densidad aparente de 1.10 g/cm?, densidad real 2.63 g/cm3, contenido de agua 14.10%, pH

9 y conductividad 279 ps/cm.

Trinchera 2: profundidad aproximada 42 cm. Se colectaron dos muestras, una correspondiente a
la unidad de suelo organico (2A) y otra a la unidad oncolitica (2B). La muestra 2A correspondiente
a la unidad de suelo organico (espesor de 12 cm) presenta una granulometria areno-limosa,
densidad aparente de 0.86 g/cm?, densidad real 2.29 g/cm?, contenido de agua 31.01%, pH 9.4 y
conductividad 548 ps/cm. La unidad oncolitica representada por una secuencia de 20 cm de
espesor color marrén, tiene una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.87 g/cm?,

densidad real 2.28 g/cm3, contenido de agua 46.69%, pH 9.4 y conductividad 529 ps/cm.

Trinchera 3: En este sitio se encuentra una falla geoldgica, de aproximadamente 1m de altura, lo
cual permiti6 la toma de muestras y la descripcién de las secuencias. Cinco muestras fueron
colectadas, cuatro corresponden a la unidad oncolitica (3A, 3B, 3C y 3D) y una a la unidad de
sedimento laminado volcanoclastico (3E). La secuencia superior en la unidad oncolitica (muestra
3A) con 14 cm de espesor, color marrén, presenta una granulometria areno-limosa, densidad
aparente de 0.88 g/cm3, densidad real 2.40 g/cm3, contenido de agua 37.42%, pH 9.4 y
conductividad 485 us/cm. La secuencia subyacente de color beige con aproximadamente 13 cm de
espesor (muestra 3B) tiene una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.64 g/cm?,
densidad real 2.34 g/cm3, contenido de agua 51.68%, pH 9.2 y conductividad 354.5 ps/cm. La
siguiente secuencia (muestra 3C) de aproximadamente 21 cm de espesor, color beige y zonas gris,
presenta una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.80 g/cm?, densidad real 2.42
g/cm3, contenido de agua 40.14%, pH 9.7 y conductividad 629 ps/cm. La secuencia inferior de la
unidad oncolitica (muestra 3D) con un espesor de 15 cm color marrén y negro tiene una
granulometria limo-arenosa, densidad aparente de 0.62 g/cm3, densidad real 2.09 g/cm3, contenido
de agua 51.03%, pH 9.1 y conductividad 1644 us/cm. La secuencia que corresponde a la unidad
de sedimento laminado volcanoclastico (muestra 3E) con un espesor de 45 cm color gris oscuro
tiene una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.83 g/cm?, densidad real 2.29 g/cm3,

contenido de agua 49.78%, pH 9.3 y conductividad 886 ps/cm.
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Trinchera 4: en este sitio se encuentra una falla geolégica de aproximadamente 4.5 metros. Lo
gue facilitd la toma de muestras y descripcion de las secuencias estratigraficas. Se colectaron
cuatro muestras, tres correspondientes a la unidad oncolitica (4A, 4B y 4C) y una a la unidad de
sedimento laminado volcanoclastico (4D). La unidad oncolitica se puede dividir en tres. La
secuencia superior (muestra 4A) con aproximadamente 70 cm de espesor color marrén, presenta
una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.57 g/cm?3, densidad real 2.40 g/cm3,
contenido de agua 85.25%, pH 9.8 y conductividad 1096.5 ps/cm. La secuencia media (muestra
3B) color beige, con un espesor de 160 cm tiene una granulometria areno-limosa, densidad
aparente de 0.90 g/cm3, densidad real 2.44 g/cm3, contenido de agua 108.71%, pH 9.6 y
conductividad 1581.5 ps/cm. La secuencia inferior en la unidad oncolitica (muestra 4C) con 30 cm
de color marrén tiene una granulometria limo-arenosa, densidad aparente de 0.68 g/cm?, densidad
real 2.52 g/cm3, contenido de agua 51.46%, pH 9.4 y conductividad 2213.5 ps/cm. La secuencia
correspondiente a la unidad de sedimento laminado volcanoclastico (muestra 4D) con 120 cm de
espesor, color gris oscuro tiene una granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.94 g/cm?,
densidad real 2.52 g/cm3, contenido de agua 35.55%, pH 9.0 y conductividad 2815 ps/cm.

Trinchera 5: ubicada en la falla anular del crater, en esta zona se encuentran las estructuras
o6rgano-sedimentarias con mayor desarrollo dentro del crater. Se colectaron tres muestras
correspondientes a la unidad oncolitica (5A, 5B y 5C) y una a la unidad de sedimento laminado
volcanoclastico (muestra 5D). En esta zona la unidad oncolitica se convierte en una secuencia de
desarrollo de biohermas en la parte superior y biostromos en la secuencia subyacente, finalizando
con secuencias de carbonatos. La secuencia de biohermas (muestra 5A) con un espesor de
alrededor de 30 cm color beige, presenta granulometria areno-limosa, densidad aparente de 0.69
g/cm3, densidad real 2.52 g/cm?, contenido de agua 60.44%, pH 9.5 y conductividad 322 ps/cm. La
secuencia de biostromo (muestra 5B) color marrén oscuro con alrededor de 40 cm de espesor,
presenta zonas de mineralizacién, se puede observar a simple vista la presencia de colonias de
microorganismos. Su granulometria es areno-limosa, densidad aparente de 0.83 g/cm?, densidad
real 2.62 g/cm3, contenido de agua 44.94%, pH 10.1 y conductividad 556 ps/cm. La secuencia
subyacente (muestra 5C) de 70 cm de espesor color beige presenta una granulometria arena-
limosa, densidad aparente de 0.78 g/cm?, densidad real 2.58 g/cm3, contenido de agua 41.66%, pH
9.9 y conductividad 385 ps/cm. Por Ultimo, la unidad oncolitica esta representada por una
secuencia marrén oscuro de 70 cm de espesor (muestra 5D), presenta una granulometria limo-
arenosa, densidad aparente de 0.74 g/cm3, densidad real 2.33 g/cm3, contenido de agua 112.02%,
pH 8.9 y conductividad 2230.5 ps/cm.
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Tabla 5.2 Valores fisicoquimicos de las muestras para seccion litoldgica 2.

, Densidad | 1o cidad bl Conductividad
Muestra Granulometria Aparente real (g/cm3) gravimétrica | pH (us/cm)
(g/emd) . (%) :
Unidad de suelo organico
1A Arena-limosa 1.1 2.63 14.11 9 279
2A Arena-limosa 0.86 2.30 31.01 9.4 548
Unidad Oncolitica
2B Arena-limosa 0.87 2.29 46.69 9.45 529
3A Arena-limosa 0.88 2.41 37.43 94 485
3B Arena-limosa 0.65 2.34 51.68 9.2 354.5
3C Arena-limosa 0.80 242 40.14 9.7 629
3D Limo-arenosa 0.62 2.10 51.03 9.15 1644
4A Arena-limosa 0.58 2.40 85.25 9.8 1096.5
4B Arena-limosa 0.90 244 108.72 9.6 1581.5
4C Limo-arenosa 0.69 2.52 5147 9.45 22135
5A Arena-limosa 0.69 2.53 60.44 9.5 322
5B Arena-limosa 0.83 2.62 44 .95 10.15 556
5C Arena-limosa 0.78 2.59 41.67 9.9 385
5D Limo-arenosa 0.74 2.34 112.03 8.9 2230.5
Unidad sedimento laminado wolcanoclastico
3E Arena-limosa 0.84 2.29 49.78 9.3 886
4D Arena-limosa 0.95 2.53 35.55 9.05 2815
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Figura 5.28

Sitios de  muestreo
segunda seccion
litologica.

(@) Primer trinchera
profundidad 30 cm.
Unidad de suelo
organico.

(b) Segunda trinchera.
profundidad 42 cm.

(c) Tercera trinchera,
falla  geolégica, de
aproximadamente 1
metro de altura.

(d) Cuarta trinchera,
falla  geolégica de
aproximadamente 4.5
metros.

(e) Quinta trinchera falla
anular del crater.

(f), (g) Quinta trinchera,
la secuencia de
biostromo (muestra 5b)
presenta mineralizacion
y presencia de

microorganismos.



Trinchera 3

Trinchera 4

4A 70 cm Unidad oncolitica

matriz arena-limosa

4B matriz arena-limosa

30 cm Unidad oncolitica
matriz limo-arenosa

e R

4D
matriz arena-limosa

Trinchera 5

30 cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa

40 cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa
con mineralizacion

5A
5B

70 cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa

5C

70 cm Unidad oncolitica

D | matriz limo-arenosa

Simbologia:
- Sedimento Arena-limoso carbonatado
- Sedimentacion fina laminar

- Biohermas, tapetes microbianos
Sedimento volcanoclastico limo-arenoso
- Sedimento volcanoclastico Arena-limoso

160 cm Unidad oncolitica

14 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa

13 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa

21 cm Unidad oncolitica matriz arena-limosa

15 cm Unidad oncolitica matriz limo-arenosa

45 cm Unidad sedimento laminado volcanoclastico
matriz arena-limosa

Secciodn litologica 2

120 cm Unidad sedimento laminado volcanoclastico

Trinchera 1

30 cm Unidad de suelo
matriz arena-limosa

Trinchera 2

2A
2B

12 cm Unidad de suelo

organico matriz Arena-limosa
30 cm Unidad oncolitica
matriz arena-limosa

¥ sedimento Arena-limoso con oncolitos

- Suelo organico Arena-limoso
[] Lodo laminado

D Pavimento oncolitico

_~ Falla principal del crater
__- Fallas y grietas secundarias

@ Trinchera de seccion litologica

Figura 5.29 Secuencias estratigraficas ubicadas en las zonas de trinchera de la seccion litoldgica 2.
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Simbologia:
- Sedimento arena-limoso carbonatado - Sedimento arena-limoso con oncolitos - Agua del lago
B sedimentacion fina laminar Bl Ssuelo organico arena-limoso [ Depositos piroclasticos
& sedimento volcanociastico arena-limoso Sedimento limo-arenoso [ Sedimentacion fina laminar
- Sedimento arena-limoso con mineralizaciéon - Biohermas, tapetes microbianos @ Muestra ADN

Figura 5.30 Reconstruccién de seccidn litolégica 2 (en la actualidad) en base a secuencias

estratigréficas.
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Plataforma

B 5 Biohermas Nivel inferido del agua antes de 1980

m.s.n.m.

Zona afética

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 240 260

m
Simbologia:
- Sedimento arena-limoso carbonatado - Sedimento arena- limoso con oncolitos - Biohermas, tapetes microbianos
B sedimentacion fina laminar Bl Suelo organico arena-limoso [] Agua del lago
- Sedimento volcanoclastico arena-limoso Sedimento limo-arenoso - Depésitos piroclasticos

B sedimento arena-limoso con mineralizacion Il Lodo organico

Figura 5.31 Reconstruccion de seccion litoldgica 2 (antes de 1980) en base a secuencias

estratigréficas.
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5.2. Aspectos bioldgicos de las comunidades microbianas en el crater del maar

Rincon de Parangueo Guanajuato, México.

5.2.1 Cuantificacion de ADN

En la tabla 5.3 se muestran las concentraciones obtenidas para cada muestra, asi como su
relacién 260/280. El mayor rendimiento se observd para JSS01 de la cual se obtuvieron 100 ng de

ADN por gramo de muestra procesado, el menor rendimiento se obtuvo para JSS09 con 0.55 ng de

ADN por gramo.

Tabla 5.3 Concentracion y grado de pureza obtenidas para cada muestra.

CUANTIFICACION ADN
MUESTRA Conc(;ﬁg/trslc;én AD(lr\]lgt)otaI 2R§(|)7§i860n
JSS01 (Microbialita) 61.62 3005.22 1.82
JSS02 (Microbialita) 55.21 2650.25 1.79
JSS03 (Microbialita) 16.29 781.88 1.73
JSS04 (Tapete microbiano) 51.01 2448.41 1.88
JSS05 (Tapete microbiano) 30.43 1460.68 1.88
JSS06 (Tapete microbiano) 47.24 2267.73 1.87
JSS07 (Sedimentos) 0.80 22.33 1.67
JSS08 (Sedimentos) 1.16 32.41 1.75
JSS09 (Sedimentos) 0.60 16.67 1.65
JSS10 (Agua) 11.85 568.85 1.80
JSS11 (Agua) 17.19 824.88 1.87
JSS12 (Agua) 14.65 703.14 1.94
JSS13 (Microbialita) 16.66 749.70 1.72
JSS14 (Microbialita) 37.79 1700.55 1.79
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5.2.2 Andlisis de datos metagendmicos

La secuenciacion arrojo distintas graficas a diferentes niveles taxondmicos. En las siguientes

gréficas se observa la abundancia a nivel fila en cada una de las muestras.

5.2.2.1 Muestras de estromatolito:

JSS01: El 95% de las secuencias totales (9764) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 5% restante no pudo ser identificado en la base de datos. El filo mas abundante es
Proteobacteria (43%), seguido de Cyanobacteria (34%). Se encontraron ademas Actinobacteria
(3%), Bacteroidetes (3%), Planctomycetes (1%), Firmicutes (0.6%), Deinococcus-Thermus (0.1%),
Verrucomicrobia (0.08%) vy Chloroflexi (0.02%) figura 5.32. El 13% de las secuencias

pertenecientes a Bacteria corresponden a fila no clasificados.

JSS02: El 95% de las secuencias totales (22483) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 5% restante no pudo ser identificado en la base de datos. El filo mas abundante es
Cyanobacteria (47%), seguido de Proteobacteria (40%). En menores proporciones se encontraron
Bacteroidetes (2%), Chloroflexi (2%), Actinobacteria (0.5%), Planctomycetes (0.2%), Deinococcus-
Thermus (0.2%), Verrucomicrobia (0.02%) Firmicutes (0.1%) y Nitrospirae (0.009%) figura 5.33. El
5% de las secuencias perteneciente a Bacteria no pudieron ser clasificadas.

JSS03: El 94% de las secuencias totales (27916) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 6% restante no pudo ser identificado en la base de datos. El filo mas abundante no fue
clasificado (47%). En menores proporciones fueron identificados Cyanobacteria (24%),
Proteobacteria (22%), Actinobacteria (2%), Bacteroidetes (1%), Planctomycetes (1%), Firmicutes
(0.3%), Deinococcus-Thermus (0.09%), Verrucomicrobia (0.05%), Chloroflexi (0.01%),
Acidobacteria (0.01%) y Spirochaetes (0.007%) figura 5.34.

JSS13: El 92% de las secuencias totales (14449) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 8% restante no pudo ser identificado en la base de datos. Se identificaron fila como
Proteobacteria (53%), Cyanobacteria (27%), Bacteroidetes (5%), Actinobacteria (4%),
Planctomycetes (0.6%), Firmicutes (0.3%), Verrucomicrobia (0.2%), Chloroflexi (0.2%),
Spirochaetes (0.2%) y Nitrospirae (0.03%) figura 5.35. Dentro de las secuencias pertenecientes a

Bacteria el 6% no pudo ser clasificado.

JSS14: El 90% de las secuencias totales (8909) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 10% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. El filo

mas abundante fue Proteobacteria (38%), seguido de Cyanobacteria (16%), Actinobacteria (13%),
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Bacteroidetes (9%), Planctomycetes (2%), Firmicutes (0.1%), Acidobacteria (0.9%),
Verrucomicrobia (0.5%), Chloroflexi (0.4%), Nitrospirae (0.3%), Deinococcus-Thermus (0.3%) y
Spirochaetes (0.2%) figura 5.36. Dentro de las secuencias pertenecientes a Bacteria el 6% no pudo
ser clasificado.
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Figura 5.32 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS01, el méas representado en la muestra es

Proteobacteria, en menor proporciéon de todos se encuentra Chloroflexi.
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Figura 5.33 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS02, se observa en mayor proporcion
Cyanobacteria y en menor Nitrospirae.
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Figura 5.34 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS03, se encontré una mayor proporcion para

Cyanobacteria y en menor Spirochaetes.
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Figura 5.35 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS13, en mayor abundancia se encontrd
Proteobacteria, en menor Nitrospirae.
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Figura 5.36 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS14, el mas representado es Proteobacteria, y

el menos Spirochaetes.

5.2.2.2 Muestras de Tapete microbiano:

JSS04: El 97% de las secuencias totales (7047) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 3% restante no pudo ser identificado en la base de datos. Dentro de los fila clasificados
se encontr6 en mayor proporcion Cyanobacteria (68%) y Proteobacteria (16%), y en menor
Planctomycetes (2%), Bacteroidetes (1%), Chloroflexi (0.2%), Spirochaetes (0.09%), Deinococcus-
Thermus (0.07%) y Verrucomicrobia (0.03%) figura 5.37. Dentro de las secuencias pertenecientes

al dominio Bacteria el 3% no pudo ser clasificado.

JSS05: El 96% de las secuencias totales (12123) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 4% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. Se
identific6 como el filo mas abundante a Cyanobacteria (60%) seguido de Proteobacteria (24%). En
menores proporciones Bacteroidetes (2%), Planctomycetes (0.8%), Chloroflexi (0.4%), Firmicutes
(0.3%), Spirochaetes (0.1%), Actinobacteria (0.06%), Deinococcus-Thermus (0.06%) vy
Verrucomicrobia (0.02%) figura 5.38. El 2% de las secuencias pertenecientes a Bacteria no pudo

ser clasificado.
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JSS06: El 97% de las secuencias totales (9268) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 3% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. Se
identificaron los fila Cyanobacteria (58%) en mayor abundancia, seguido de Proteobacteria (27%).
En menores proporciones Bacteroidetes (1%), Planctomycetes (1%), Chloroflexi (0.3%),
Spirochaetes (0.09%), Deinococcus-Thermus (0.08%) y Verrucomicrobia (0.06%) figura 5.39. El
2% de las secuencias pertenecientes al dominio Bacteria no pudieron ser clasificadas dentro de un

filo.
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Figura 5.37 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS04, el mas abundante fue Cyanobacteria y

en menor proporcion de todos se encontré Verrucomicrobia.
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Figura 5.38 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS05, se observé en mayor abundancia

Cyanobacteria y en menor Verrucomicrobia.
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Figura 5.39 Gréafica de abundancias a nivel filo en JSS06, se identific6 como el més abundante
Cyanobacteria y el menos abundante Verrucomicrobia.
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5.2.2.3 Muestras de Sedimentos de lago:

JSS07: El 93% de las secuencias totales (16816) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 7% restante no pudo ser identificado en la base de datos. Los fila mas abundantes
fueron Cyanobacteria (54%), Proteobacteria (17%) y Actinobacteria (15%). En menor proporcion
Firmicutes (2%), Chloroflexi (0.8%), Bacteroidetes (0.7%), Verrucomicrobia (0.3%), Nitrospirae
(0.3%) y Planctomycetes (0.2%) figura 5.40. El 6% de las secuencias dentro del dominio Bacteria

no fueron identificadas dentro de un filo.

JSS08: El 91% de las secuencias totales (6838) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 9% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. Los fila
mas abundantes en la muestra fueron Proteobacteria (21%) y Cyanobacteria (18%). En menor
abundancia Actinobacteria (3%), Firmicutes (3%), Bacteroidetes (0.1%), Chloroflexi (0.1%),
Planctomycetes (0.04%) y Verrucomicrobia (0.01%) figura 5.41. El 32 % de las secuencias dentro

del dominio Bacteria no fueron reconocidas dentro de un filo.

JSS09: El 93% de las secuencias totales (8192) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 7% restante no pudo ser identificado en la base de datos. Los fila Cyanobacteria
(40%), Firmicutes (25%) y Proteobacteria (12%) se identificaron como los més abundantes.
Actinobacteria (2%), Chloroflexi (0.6%), Bacteroidetes (0.4%), Planctomycetes (0.3%) vy
Deinococcus-Thermus (0.04%) se encontraron en menor abundancia figura 5.42. El 15 % de las

secuencias dentro del dominio Bacteria no fueron reconocidas dentro de un filo.
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Figura 5.40 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS07, en mayor proporcion se identifico

Cyanobacteria y en menor Planctomycetes.

&
S
7

L1

Bacteroidetes 0.1% | |
Planctomycetes 0.04% .
Deinococcus-Thermus 0% .

Verrucomicrobia 0.01% .

Chioroflexi 0.1% ||

Acidobacteria 0% .

Spirochaetes 0% .

Nitrospirae 0% .

Figura 5.41 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS08, en mayor cantidad se identificd
Proteobacteria, Verrucomicrobia es el filo menos representado.
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Figura 5.42 Grafica de abundancias a nivel filo en JSS09, Cyanobacteria se identificé6 como el mas

abundante, en menor abundancia Deinococcus-Thermus.

5.2.2.4 Muestras de Agua:

JSS10: El 69% de las secuencias totales (5923) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 31% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. Los fila
mas abundantes fueron Cyanobacteria (32%) y Proteobacteria (27%). En menor proporcién se
identificaron Bacteroidetes (4%), Actinobacteria (2%), Spirochaetes (0.2%), Chloroflexi (0.1%),
Deinococcus-Thermus (0.1%) y Firmicutes (0.02%) figura 5.43.

JSS11: El 77% de las secuencias totales (4673) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 23% restante no pudo ser identificado en la base de datos. Dentro de la muestra se
encontré en mayor abundancia Cyanobacteria (39%) y Proteobacteria (38%). En menor
abundancia Bacteroidetes (3%), Spirochaetes (2%), Actinobacteria (1%), Chloroflexi (0.8%),
Planctomycetes (0.09%), Firmicutes (0.06%) y Deinococcus-Thermus (0.04%) figura 5.44.

JSS12: El 85% de las secuencias totales (17967) para el gen ARNr 16S pertenece al dominio
Bacteria, el 15% restante de las secuencias no pudo ser identificado en la base de datos. El filo
mas abundante fue Proteobacteria (95%), en menor proporcion Bacteroidetes (0.3%) Yy
Spirochaetes (0.07%) figura 5.45.
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Figura 5.43 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS10, en mayor abundancia se encontrd

Cyanobacteria, por el contrario Firmicutes se identific6 como el menos abundante.
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Figura 5.44 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS11, Cyanobacteria fue identificado como el

mas abundante, Deinococcus-Thermus por el contrario fue el menos representado.
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Figura 5.45 Gréfica de abundancias a nivel filo en JSS12, Proteobacteria fue identificado como el

mas abundante, Spirochaetes se encontré en menor proporcion de todos.

La mayoria de las muestras coinciden con altas abundancias de Cyanobacteria y

Proteobacteria como se indica en las figuras anteriores.

En la siguiente gréafica de listones (figura 5.46) se puede observar una comparacion a nivel
filo para todas las muestras. El ancho del liston indica el porcentaje de abundancia. Por ejemplo,
Proteobacteria (color azul) es el mas abundante en la muestra JSS12, en cambio para la muestra

JSS02 Cyanobacteria (color amarillo) es el mas abundante. También se puede observar que la

muestra JSS03 tiene el mas alto porcentaje (~ 50%) de secuencias sin identificar.
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Figura 5.46 Grafica de listones, comparacion de abundancia a nivel filo. El color indica diferentes
fila, el ancho del listén indica el porcentaje de abundancia en las muestras. JSS01, JSS02, JSS03,
JSS13 y JSS14 corresponden a microbialita. JSS04, JSS05 y JSS06 pertenecen a tapete
microbiano. JSS07, JSS08 y JSS09 representan sedimentos con una profundidad entre 5-6
metros. JSS10, JSS11 y JSS12 pertenecen a agua del lago.
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Al momento de comparar las muestras a un nivel taxonémico mas bajo las abundancias
relativas de diferentes familias, géneros y especies no corresponden a abundancias similares en
cada muestra. En la figura 5.47 se pueden apreciar dichas diferencias. Por ejemplo, las tres
muestras de microbialita coinciden en altos porcentajes del género Rhodobaca y la familia
Xenococcaceae. Las tres muestras de tapetes microbianos coinciden con altas abundancias de la
familia Pseudanabaenaceae y el género Rhodobaca, género identificado en altos porcentajes en
las muestras de microbialita como se mencioné anteriormente. A diferencia de lo anterior, cada una
de las muestras de sedimentos difiere bastante en su composicién microbiana. Por ejemplo, en
JSSO07 el género Synechococcus es el mas representado, JSS08 presenta una mayor abundancia
de la familia Nitriliruptoraceae y JSS09 tiene un alto porcentaje del género Bacillus. Por ultimo, las
muestras de agua (JSS10, JSS11) coinciden en altos porcentajes de los géneros Nodularia y

Rhodobaca, en cambio JSS12 presenta altas abundancias del género Halorhodospira.
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Leyenda:
-Cyanobactena (familia: Xenococcaceae) - Firmicutes (género: Bacillus)
:l Actinobacteria (familia: Nitriliruptoraceae) - Cyanobacteria (género: Nodularia)
[ Cyanobacteria (género: Synechococcus) B No asignado

- Proteobacteria (género: Halorhodospira)

- Proteobacteria (género: Mesorhizobium)

- Cyanobacteria (familia: Pseudanabaenaceae)

- Proteobacteria (género: Rhodobaca)

47 Grafica de abundancias relativas a nivel género y familia de todas las muestras. Cada

color indica un género o familia distintos, el ancho del color indica la abundancia de dicho grupo

taxondmico. En la leyenda se muestran los géneros o familias méas representados en las muestras.
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En el estudio filogenético de las muestras se encontraron ciertas especies que han sido

reportadas en sitios con caracteristicas similares a nuestra zona de estudio. Dichas especies se

caracterizan por corresponder a zonas con alta alcalinidad, hidrotermalismo y suelos salinos. En el

caso de microorganismos alcalifilos, los analisis metagenomicos identificaron seis especies las

cuales han sido reportadas en distintos lagos del mundo con condiciones alcalinas. De igual

manera nueve especies que han sido reportadas en distintas zonas del mundo con actividad

hidrotermal se pudieron identificar en las muestras. Por Ultimo, cuatro especies reportadas en sitios

con suelos de alta salinidad fueron identificadas. En conjunto todas ellas indican las caracteristicas

fisicoguimicas de nuestra area de estudio. La tabla 5.4 indica los porcentajes de abundancia de las

especies indice en cada muestra.

Tabla 5.4 Porcentaje de abundancia de especies indicadoras de nuestro ambiente de estudio.
N.D (no detectado)

MICROORGANISMO |

MUESTRAS

Ambientes Alcalinos

JSS01| JSS02| JSS03| JSS04| JSS05| JSS06| JSS07| JSS08| JSS09 JSS10| JSS11| JSS12|JSS13|JSS14
Roseinatronobacter monicus 17% 1% 6% 0.5% 1% 0.6% 3% 3% 0.8% 1% 1% | 0.4% 1% 7%
Rhodobaca barguzinensis 4% | 0.06% 5% | 5% | 10%| 11%| 1% | 2% | 04%| 9% | 15% | 0.8% | 7% | 4%
Nitriliruptor alkaliphilus 1% | 02% 1% | ND N.D ND | 06%| 0.5% 0.4%| ND ND | ND 2% 3%
Mongoliibacter ruber 0.2% |0.008% 0.05% N.D N.D ND | ND ND | ND ND | ND N.D |0.04%| 0.2%
Psychroflexus salis N.D N.D N.D N.D | 0.03%| ND N.D N.D N.D N.D N.D | 0.04%| ND | ND
Cecembia lonarensis N.D N.D ND | 03%| 0.3% | 0.2%| N.D N.D N.D | 0.03% 0.08%| N.D ND | ND

Chimeneas hidrotermales
Rhodobaca bogoriensis 0.01%| N.D ND |0.04%| 0.2% | 0.2% | ND |0.03%| ND | 0.2% | 0.5% | N.D |0.006% 0.01%
Defluviimonas indica 1% [0.09% | 0.1% | ND | ND N.D N.D [ 02% [0.1% | ND | ND | ND [ 0.4% | 0.5%
Tepidamorphus gemmatus 0.1% | ND |0.007% 0.2% | 0.2% | 0.3% | ND |0.1% | 1% N.D N.D ND |0.02%| 0.2%
Porphyrobacter tepidarius 0.8% | 1% 0.2% | 0.05% | 0.04%|0.03% | 0.1%| ND [0.03%| ND |0.02%| ND |0.02%| N.D
Microvirga subterranea N.D | 0.09%| N.D N.D N.D ND | 0.07% N.D N.D N.D | N.D N.D N.D N.D
Elioraea tepidiphila N.D | 0.04%| N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D | 0.02%| 0.1%
Rubrobacter radiotolerans N.D |0.008%0.003% ND | ND | Np | ND | ND | ND | ND | ND ND | ND |0.02%
Belliella pelovolcani N.D N.D |0.02%| ND |0.05%| N.D N.D N.D N.D | 0.06%|0.08%| N.D 0.5% | 0.3%
Suelos salinos

Salinarimonas ramus ND | 0.1% | 0.06%| N.D N.D N.D 0.4%| N.D N.D N.D N.D N.D |0.006% 0.1%
Egicoccus halophilus N.D N.D | 0.03%| N.D N.D ND | 0.1%| ND N.D N.D N.D N.D | 0.03%| 0.04%
Nocardiopsis valliformis ND | ND 10.007% ND N.D N.D ND | ND N.D N.D N.D ND | 0.08%| 0.2%
Anditalea andensis 06% | 1% |008% ND | 002% ND | ND | ND [ 009% ND | ND | ND | 02%!| 0.3% |
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A continuacion, se describen las principales caracteristicas recopiladas de diferentes autores
para cada especie indice reportada. Cabe mencionar que las condiciones de crecimiento (pH,
temperatura y fuentes de carbono) fueron medidas en medios de cultivo puros y con condiciones

controladas en laboratorio.

1.- Roseinatronobacter monicus: Especie alcalifila estricta, el pH 6ptimo para su crecimiento es
9.1-9.5, no obstante puede crecer en un rango de pH de 8.5-10. Su metabolismo es estrictamente
aerobio y heterotrofico. Concentracion 6ptima de crecimiento 40 g/l NaCl. Utiliza como fuente de
energia compuestos de carbono como acidos organicos, acetato, glicerol, lactato, piruvato, maltosa
y sucrosa. La especie pertenece al filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria. Ha sido aislado
en un lago hipersalino (90 g/l de NaCl y pH 9.6) ubicado en California Estados Unidos (Boldareva
et al., 2007).

2.- Rhodobaca bogoriensis: Especie alcalifla. Crece a pH entre 7.5-10, pH Optimo 9.
Temperatura Optima de crecimiento 39 °C. Puede crecer en condiciones andxicas
fotoheterotréficas y quimitréficas. No requiere NaCl para su crecimiento. Como fuente de carbono
utiliza malato, succinato, piruvato, fumarato, glucosa, fructosa y sucrosa. Como fuente de nitrdgeno
utiliza amonio, aspartato, glutamato y glutamina. La especie pertenece al filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria. Ha sido aislado de agua y sedimentos del lago Bogoria, Kenya en el Rift de
Africa (Milford et al. 2000).

3.- Rhodobaca barguzinensis: Especie alcalifila estricta. Crece en un rango de pH de 7.5-9,
Optimo de 8.2. Haldfilo moderado, crece a concentraciones de 20-30 g/l de NaCl. Temperatura
Optima entre 25-35°C. Realiza fotosintesis anoxigénica bajo condiciones oxigénicas. Utiliza como
fuente de carbono el succinato, fumarato, lactato, piruvato, fructosa y sucrosa. Utiliza urea,
glutamato y serina como fuente de nitrégeno. La especie pertenece al filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria. Ha sido aislado de un lago con un pH de 9.6 en el valle Barguzin al este de
Siberia (Boldareva et al. 2008).

4.- Nitriliruptor alkaliphilus: Microorganismo aerobio estricto. Alcalifilo estricto con un pH 6ptimo
de crecimiento de 9.0- 9.5. Mesdfilo con una temperatura Optima de crecimiento de 32°C.
Crecimiento a 0.2-0.3 M Na*. Utiliza como fuente de carbono acetato, piruvato, glucosa, maltosa,
fructosa, glicerol y fumarato. Ha sido aislado de los sedimentos del lago sédico Kolunda Steppe en
Rusia (Sorokin et al., 2009).

73



5.- Mongoliibacter ruber: Microorganismo aerobio. Crecimiento 6ptimo a un pH de 8.0-11.0.
Temperatura Optima de crecimiento de 25-28°C. Requiere 0.5-2% w/v de NaCl. Como fuente de
carbono utiliza sucrosa, glucosa, galactosa, glutamina y fructosa. Especie perteneciente al género
Mongoliibacter, familia Cyclobacteriaceae. Aislado de agua colectada en un lago halo-alcalino

localizado en el desierto Hunsandake Mongolia, China (Wang et al., 2016).

6.- Salinarimonas ramus: Microorganismo anaerobio estricto. Su crecimiento 6ptimo ocurre a
28°C y pH 7. Requiere 4% w/v de NaCl. Como fuente de carbono utiliza xilosa, fructosa, succinato,

galactosa y trehalosa. Aislado de suelo salino en Shengli Oilfield, China Oriental (Cai et al., 2011).

7.- Egicoccus halophilus: Especie aerdbica y quimioorganétrofa. Moderadamente alcalifila. El
crecimiento 6ptimo ocurre a 30°C aunque puede crecer en un rango de 20°C a 40°C. El pH éptimo
de crecimiento es de 8.0-9.0. Requiere 3-5% w/v de NaCl. Utiliza fructosa, galactosa, glucosa,
glicerol, maltosa, lactosa, manosa, sorbitol y sucrosa como fuente de carbono. Aislado de suelo

salino-alcalino en la provincia Xinjiang en el noroeste de China (Zhang et al., 2016).

8.- Nocardiopsis valliformis: Microorganismo aerobio. Crece a temperatura de 28°C y pH de 9.5-
13.0. No requiere NaCl para su crecimiento. Como fuente de carbono utiliza arabinosa, xilosa,
lactosa y glicerol. No produce H:S. Aislado de muestras de suelo colectadas en un lago alcalino
ubicado en Xinjiang, China (Yang et al., 2008).

9.- Psychroflexus salis: Especie moderadamente haléfila. Estrictamente aerobio y heterotroéfico.
Produce H2S. Temperatura de crecimiento 6ptimo a 20-25°C y pH 7.0-7.5. Requiere 3 % w/v de
NaCl. Utiliza galactosa, glucosa, maltosa y sucrosa como fuente de carbono. Aislado de un lago

salino en la provincia Qinghai, China (Zhong et al., 2016).

10.- Defluviimonas indica: Microorganismo quimioheterotrofo estrictamente aerobio. No
fototréfico, moderadamente halofilo. La temperatura éptima de crecimiento es 25-28°C no crece
por debajo de los 20°C ni por encima de los 37°C. Crecimiento 6ptimo a pH 7.0. Requiere 1.5- 2 %
w/v de NaCl. Como fuente de carbono utiliza glucosa, arabinosa, manosa y maltosa. La especie
pertenece al género Defluvimonas, familia Rhodobacteraceae. Aislado de una chimenea

hidrotermal de sulfuro a 2783 m de profundidad en el mar del suroeste de India (Jiang et al. 2014).

11.- Tepidamorphus gemmatus: Microorganismo estrictamente aerobio, guimioorganétrofo, no
fotétrofo. Moderadamente termdfilo. Temperatura 6ptima de crecimiento entre 45-50°C, no crece a
25°C o0 55°C. pH optimo entre 7.1-8.5. Pertenece al filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria,

género Tepidamorphus. Ha sido aislado de una fuente termal conocida como Caldeira da Barrela,
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en la isla de Sao Miguel, Azores. Dicha fuente termal mantiene temperaturas de 40 °C y pH de 8.5
(Albuguerque et al. 2010).

12.- Porphyrobacter tepidarius: Microorganismo moderadamente terméfilo, aerobio, fotosintético,
quimioorganétrofo. Temperatura 6ptima de crecimiento entre 40-48°C, puede crecer por encima de
50°C pero no a temperaturas mayores a 53°C. Crece a un pH 6ptimo de 6.5-8.5, no crece a pH
debajo de 5.5 o arriba de 9.5. Requiere 1.3% de NaCl. Como fuente de carbono utiliza glucosa,
acetato, glutamato y butirato. Especie perteneciente al filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria, género Porphyrobacter. Aislado de tapetes microbianos de fuentes termales

salobres en Shidzuoka, Japén, con una temperatura de 42.7°C y pH 5.8 (Hanada et al., 1997).

13. - Microvirga subterranea: Microorganismo estrictamente aerobio. Bacteria no fotosintética.
Temperatura 6ptima de crecimiento 41°C, puede crecer entre 25-45°C pero no a 50°C. El pH
Optimo es 7.0, puede crecer a pH entre 6.0-9.0. La especie pertenece al filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria, género Microvirga. Ha sido aislado de agua del subsuelo con una
temperatura de 41°C, en el acuifero geotermal en la Gran Cuenca Artesanal, Australia (Kanso &
Patel, 2003).

14.- Elioraea tepidiphila: Microorganismo estrictamente aerobio y quimiolitétrofo facultativo.
Ligeramente termdfilo. Temperatura 6ptima de crecimiento entre 45-50°C, no crece a 25°C o 55°C.
El pH 6ptimo es 8.0-8.5 no puede crecer a pH de 5.5 o 10.0. Requiere 1.5% de NaCl. Utiliza
compuestos organicos como fuente de carbono. Pertenece al filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria, género Elioraea. Aislado de una fuente termal con temperatura de 70°C y pH

7.5, en laisla de Sao Miguel, Azores (Albuquerque et al. 2008).

15.- Rubrobacter radiotolerans: Microorganismo moderadamente termofilo. Aerobio. Crece a
temperaturas entre 30-55°C, crecimiento éptimo a 45°C. Requiere 6 % w/v de NaCl. Como fuente
de carbono utiliza compuestos organicos. Es resistente a la radiacién gamma y UV, se cree que su
resistencia a la radiaciéon esta relacionada con la resistencia a la desecacion que tiene esta
especie. Pertenece al phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria, género Rubrobacter. Ha sido
aislado de una fuente termal con una temperatura de 50°C y pH 8.9, en Sao Pedro do Sul, Portugal
(Egas et al., 2014).

16.- Belliella pelovolcani: Microorganismo aerobio. Temperatura éptima de crecimiento 37°C.
Crece a pH 6ptimo de 8.0, sin embargo puede crecer a pH de 6.0-9.0 pero no a 5.0 o 10.0.
Requiere 3 % w/v de NaCl. Como fuente de carbono utiliza compuestos organicos. Ha sido aislado

de lodo volcanico en Wandan, Taiwan, a una temperatura de 38°C y pH 8.2 (Arun et al., 2009).
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17.- Cecembia lonarensis: Microorganismo estrictamente aerobio. Temperatura de crecimiento
entre 10- 40°C, con una temperatura 6ptima de crecimiento de 30-37°C. Puede crecer a un pH
entre 7.5-10.0, 6ptimo de 8.0. Crece mejor a 3 % w/v de NaCl. Asimila compuestos organicos
como fuente de carbono entre ellos lactosa, xilosa, maltosa, fructosa, arabinosa, sucrosa y
manosa. La especie pertenece a la familia Cyclobacteriaceae, género Cecembia. Ha sido aislado
de muestras de agua colectada a 4.5 m de profundidad de un lago haloalcalino con un pH de 10 en
Maharashtra, India (Anil Kumar et al., 2012) .

18.- Anditalea andensis: Microorganismo aerobio estricto, halotolerante y alcalifilo. Crece a
temperaturas de 10-37°C, no puede crecer a temperaturas debajo de 5°C o por encima de 40°C.
Su pH éptimo de crecimiento ocurre a entre 7.5 y 9.2, no puede crecer a pH de 7.0 0 10.0. Crece
mejor a 0.5- 4% w/v de NaCl. Utiliza compuestos organicos como fuente de carbono entre ellos
glucosa, arabinosa, manosa y maltosa. La especie pertenece a la familia Cyclobacteriaceae, filo
Bacteroidetes, género Anditalea. Ha sido aislado de suelo salino-alcalino en la ciudad de Anda en
el noreste de China (Shi et al., 2012).
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Tabla 5.5 Especies indicadoras de nuestra area de estudio y lugares de donde previamente se han

aislado.

MICROORGANISMO HABITAT
Roseinatronobacter monicus Lago hipersalino
Rhodobaca bogoriensis Lago salino, alcalino y con actividad hidrotermal
Rhodobaca barguzinensis Lago alcalino
Nitriliruptor alkaliphilus Lago sodico
Mongoliibacter ruber Lago alcalino
Egicoccus halophilus Suelo salino-alcalino
Nocardiopsis valliformis Suelo de un lago alcalino
Psychroflexus salis Lago salino
Defluviimonas indica Chimenea hidrotermal de sulfuro
Tepidamorphus gemmatus Fuente termal
Porphyrobacter tepidarius Fuentes termales
Microvirga subterranea Acuifero geotermal
Elioraea tepidiphila Fuente termal
Rubrobacter radiotolerans Fuente termal
Belliella pelovolcani Volcan
Cecembia lonarensis Lago alcalino
Anditalea andensis Suelo salino- alcalino
Salinarimonas ramus Suelo salino
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Figura 5.48 Gréfica de listones, comparacién entre muestras de especies indice. Cada color indica

una especie diferente, el ancho del listén indica el porcentaje de abundancia en las muestras. Las
especies mas abundantes fueron Rhodobaca barguzinensis y Roseinatronobacter monicus, ambas
alcalifilas estrictas pertenecientes al filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria.
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6. Discusion

6.1 Aspectos fisicos de los estromatolitos del crater maar Rinc6n de Parangueo

Un punto importante es la descripcion de las estructuras 6rgano-sedimentarias que se preservaron
en el crater en tiempos geologicos recientes (los Gltimos 10,000 afios). La duracién de un episodio
lacustre es importante en la estructura final de una microbialita. Por ejemplo, si un lago presenta un
tirante de agua el cual se conserva por periodos pequefios las microbialitas desarrollan una corteza
muy delgada y poco desarrollada (Casanova, 1994). En cambio, episodios de gran estabilidad del
tirante de agua proveera un nicho estable para el crecimiento de los microorganismos lo cual
provocara estructuras bien desarrolladas como biohermas (Casanova, 1994). La formacion de
estructuras organo-sedimentarias con mayor desarrollo en el crater maar Rincén de Parangueo,
debié haber estado influenciada por una cierta estabilidad en el tirante de agua en la zona de
desarrollo de biohermas, lo que permiti6 un mayor crecimiento de estas estructuras en
comparacién con otras microbialitas dentro del crater.

Aunado a lo anterior su ubicacién justo en la falla anular del crater indica una relacién con esta
estructura geoldgica, esto se comprueba con la cartografia realizada en todo el crater donde se
observa un mayor desarrollo de estas estructuras justo por encima de esta falla geoldgica. Esto
puede estar relacionado con un cierto aporte de nutrientes en este caso gases que pueden estar
circulando por esta falla y por lo tanto generan un sustrato adecuado para el crecimiento de las
comunidades que han formado los biohermas a lo largo de los afios. Existen ademas otras
estructuras muy importantes cartografiadas dentro del crater ubicadas de igual forma en la falla
anular llamadas chimeneas de escape, éstas representan un conducto para la salida de fluidos
(Casanova, 1994).

Indicio de lo anterior es un estudio en curso dentro del crater maar Rincén de Parangueo
sobre la distribucion de la emanacién de gases, éste muestra claramente la importancia de la falla
anular como vector de transporte de la desgasificacion. Las areas con densidad de gases méas
altas se sobreponen a las &reas con los biohermas mas desarrollados a lo largo de la falla anular y
cerca de los remanentes de agua del lago (Levresse. Com. pers). La composicién de los gases
recolectados es dominada por CO2 con trazas de H2S y CHa, lo que sugiere la existencia de un
componente volcanico en la fuente de los gases. La siguiente figura muestra las areas con mayor

densidad de gases identificadas en dicho estudio.
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Figura 6.1 Distribucién de la emanacion de gases crater maar Rincon de Parangueo medidos en
densidad de flujo por dia (mg m2d -1). (a) Los puntos en negro muestran los sitios de muestreo de
gases. (b) Distribucion de CO2, se puede apreciar que la mayor densidad de flujo se encuentra en
la zona de falla anular del crater (puntos rojos y verdes). (c) Distribucion de flujo de CHas, se
observa una mayor densidad cerca de los remanentes de agua del lago (puntos rojos, verdes y
amarillo). Esto puede es debido al gas metano que se produce por la descomposicion de la materia
organica de los sedimentos del lago. (d) Distribucion de flujo H2S, la mayor densidad de flujo ocurre
en las areas de remanente del lago, esto puede ser debido a la descomposicion de materia

organica por microorganismos en condiciones anaerobicas (puntos rojo, verde y amarillo).

Otra caracteristica importante es la presencia de aragonita en las estructuras con mayor
desarrollo, este mineral fue observado en campo en la mayoria de los biohermas cortados por la
falla anular e identificado en el laboratorio mediante difracciéon de rayos X. Dicho mineral ha sido
reportado en distintos sitios alrededor del mundo donde existe la presencia de fluidos provenientes
de sistemas volcanicos (Kempe et al.,, 1996; Kazmierczak & Kempe, 2006; Kazmierczak et al.,
2011; Renaut et al., 2002).
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Ademas, las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido en estas zonas
mostraron estructuras similares a las que se han observado en distintos lugares (Sugihara et al.,
2016; Fouke, 2011) donde estos fluidos y los microrganismos controlan la mineralogia del
carbonato propiciando el crecimiento de cristales de aragonita. Es posible que estas zonas
mineralizadas en las microbialitas se desarrollaran debido al aporte de gases provenientes de las

fallas y la accién de los microorganismos.

6.2 Comunidades microbianas presentes en el crater y ambientes geoldgicos

relacionados
En este trabajo se implementaron dos protocolos de extraccién de ADN, los cuales surgieron a
partir de una serie de metodologias probadas con la intenciéon de obtener los mejores resultados.
Ha sido reportado que los estromatolitos y tapetes microbianos representan una gran problemética
al momento de la extraccién de ADN, debido a la presencia de altos niveles de sales y sustancias
poliméricas extracelulares (Bey et al., 2010). A pesar de ello los protocolos implementados para la
extraccion de ADN tuvieron buenos resultados. Esto gracias a la adicion de NaCl 1M en una de las
etapas de la extraccion. Al agregar una sal con una concentracion similar a la que los
microorganismos se encontraban, se lograron mantener las células en un medio estable para
realizar lavados y poder ser aisladas de la muestra suspendiéndolas en un medio acuoso para su
posterior extraccion de ADN. Esta metodologia tiene sus ventajas pues al aislar las células de la
muestra y no utilizar la muestra directamente se puede realizar una extraccion de ADN més
eficiente. Pero también puede tener desventajas debido a que es posible que algunas células de
microorganismos con poca abundancia dentro de la muestra pueden no ser aisladas quedandose

en la muestra y por lo tanto no es posible extraer su ADN.

En cuanto a la secuenciacion metagendémica, las regiones hipervariables utilizadas V1-V2
arrojaron los datos reportados en la seccién de resultados, es importante aclarar que dependiendo
de la region hipervariable utilizada los resultados obtenidos pueden variar. La base de datos contra
la cual fueron comparadas las secuencias fue National Center for Biotechnology Information

(NCBI), una base de datos confiable para andlisis filogenéticos.

En la secuenciacién se identificaron microorganismos pertenecientes al dominio bacteria,
entre ellos la mayoria corresponde a los fila Cyanobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Actinobacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia, Firmicutes, Nitrospirae vy
Spirochaetes. Los fila mas abundantes en todas las muestras fueron Cyanobacteria y
Proteobacteria. Lo anterior coincide con lo reportado en otras zonas de desarrollo de estromatolitos

en ambientes marinos y de agua dulce alrededor del mundo, en estos sitios se han identificado
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Cyanobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes como los fila mas abundantes
(Saghai et al., 2015).

Los resultados metagendmicos identificaron ademas los 6rdenes Chroococcales, Nostocales
y Oscillatoriales dentro del filo Cyanobacteria, reportados previamente por Cortés (2016). La gran
abundancia de cianobacterias dentro de las muestras habla del papel que éstas desempefan en la
formacién de la microbialita debido a la fotosintesis oxigénica que realizan propiciando la
precipitacion de carbonatos (Chacén et al.,, 2010). Aunado a lo anterior, estudios en diferentes
comunidades microbianas formadoras de estromatolitos han reportado microorganismos
pertenecientes a Chloroflexi, Alphaproteobacteria, Grammaproteobacteria, que también fueron
identificados en las muestras y llevan a cabo la fotosintesis anoxigénica; y por lo tanto, son
también importantes en la formacién de las microbialitas (Saghai et al., 2015). Consecuentemente,
haber identificado estos grupos en las muestras indica que ademés de la fotosintesis oxigénica, la
fotosintesis anoxigénica juega un papel muy importante en la precipitacién de carbonatos dentro

del crater maar Rincon de Parangueo.

En el andlisis de datos a nivel especie se identificaron 18 especies que resultaron de interés
para este estudio, debido a que representan las condiciones fisicas, quimicas y geoldgicas del
crater maar Rincon de Parangueo. En la revision bibliogréfica de dichas especies se encontré que
éstas han sido aisladas en varios sitios alrededor del mundo con actividad volcéanica, altas
concentraciones de sal y altos valores de pH. Esto es bastante interesante ya que haberlas
identificado en nuestra zona de estudio nos indica que algunas de estas especies ademas de altas

concentraciones de sal y pH alcalinos, requieren cierta actividad volcanica.

La distribucion de estas especies indice dentro del crater varia dependiendo de la zona. Por
ejemplo, en las muestras de estromatolito (JSS01, JSS02, JSS03, JSS13 y JSS14) se encontraron
el mayor niumero de especies indice y ademas, en mayores porcentajes (ver tabla 5.4 seccién
Andlisis de datos metagendémicos). En cambio, para las muestras de agua, tapetes microbianos y
sedimentos del lago, existe una menor cantidad de especies indice identificadas (Tabla 6.1) y en

menor porcentaje (Tabla 5.4).
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Tabla 6.1 Nimero de especies indice en cada muestra.

TIPO DE NO. DE ESPECIES

MUESTRA MUESTRA INDICE
JSS01 9
JSS02 11
Estromatolito JSS03 13
JSS13 14
JSS14 14
Tapete 2501 6
Microbiano 3505 2
JSS06 6
JSS07 7
Sedimentos JSS08 6
JSS09 7
JSS10 5
Agua JSS11 6
JSS12 3

Las especies indice mas abundantes encontradas en las muestras fueron Rhodobaca
barguzinensis la cual ha sido aislada en un lago con un pH de 9.6 y Roseinatronobacter monicus
aislada en un lago hipersalino (90 g/l de NaCl y pH 9.6) ambas son alcalifilas estrictas

pertenecientes al filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria.

Otra coincidencia bastante interesante, es que los fila identificados en las muestras
coinciden con lo reportado en analisis metagenémicos llevados a cabo en el crater lago Alchichica
en Puebla, México, un lugar situado en una zona volcanica. En este sitio se identificaron
microorganismos del dominio bacteria como: Proteobacteria (clases Alphaproteobacteria y
Grammaproteobacteria), Cyanobacteria y Bacteroidetes en mayor abundancia, seguidos de
Planctomycetes, Deltaproteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Firmicutes y Chloroflexi
(Saghai et al., 2015).

Es importante aclarar que las comunidades caracterizadas en el andlisis metagenémico son
representativas del dia en que fue tomada la muestra, pues el crater maar Rincén de Parangueo
tiene condiciones cambiantes a lo largo de los dias y las estaciones del afio, cambiando por lo

tanto la abundancia relativa de los microorganismos.
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7. Conclusiones

7.1 Aspectos fisicos de los estromatolitos del crater maar Rinc6n de Parangueo

Las texturas a escala micro, meso y macro muestran el desarrollo de estructuras érgano-
sedimentarias con caracteristicas que son similares a las reportadas en zonas con actividad
volcénica y condiciones fisicoquimicas similares al crater maar Rincén de Parangueo.

La correlacion espacial que existe entre la distribucion de la falla anular del crater, los
biohermas y chimeneas de escape muestran una alta coincidencia, lo cual sugiere que el
desarrollo de las comunidades microbioldgicas y por lo tanto, el crecimiento de microbialitas de
mayor tamafio, estuvo asociado al transporte de fluidos a lo largo de fallas y fracturas.

La composicién mineraldgica y las imagenes de microscopia electronica de barrido en las
microbialitas muestran caracteristicas similares reportadas en zonas con actividad volcanica en

el mundo.

7.2 Comunidades microbianas presentes en el crater y ambientes geoldgicos

relacionados

Los protocolos adaptados para la extraccion de ADN resultaron adecuados, prueba de ello son
la gran cantidad de datos obtenidos mediante la secuenciacion metagendmica, los cuales
coinciden con analisis metagendmicos llevados a cabo en estromatolitos desarrollados en
lugares con caracteristicas similares a nuestra zona de estudio.

Los analisis metagenémicos arrojaron 18 especies indicadoras del ambiente fisico, quimico y
geoldgico de nuestra zona de estudio. Dichas especies las cuales son microorganismos muy
especializados han sido reportadas en distintos sitios del mundo con caracteristicas similares al
crater maar Rincén de Parangueo. Lo anterior indica que estas especies no se podrian
desarrollar sin las condiciones adecuadas entre ellas una alta alcalinidad, alta salinidad y en
ciertas especies actividad volcanica. Existe ademas una coincidencia en los fila maés
abundantes identificados en las muestras, los cuales también han sido reportados en el crater
lago Alchichica el cual presenta condiciones fisicoquimicas similares al crater maar Rincén de

Parangueo y ademds se encuentra en una zona volcanica.
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7.3 Integracion bio-geoldgica

La subsidencia del crater y la desecacion del lago han provocado la fragmentacién ambiental
y la especializacion de las comunidades microbiol6égicas que forman las microbialitas en el crater
maar Rincén de Parangueo. Existe una relacién geolégica basada en la abundancia de especies
indice identificadas. Dentro del crater se pueden encontrar tres ambientes geoldgicos con

pequefios cambios pero que pueden influenciar la abundancia relativa de las especies.

En este trabajo se describen 3 ambientes:

(1) Fallas con migracion de fluidos: falla anular del crater y fracturas en las cuales los sedimentos
contienen poco porcentaje de agua, existe un aporte de radiacion solar, precipitacién de

carbonatos y un alto pH.

(2) Salmuera lacustre: ubicada en la zona de remanente del lago donde existe un alto contenido de
agua, radiacion solar, pH alcalino y la presencia de gases provenientes de la descomposicion de
sedimentos lacustres.

(3) Sedimentos lacustres: a 4-5 m de profundidad en los cuales no hay un aporte de energia
proveniente del sol, existe un alto contenido de agua, no hay precipitacion de carbonatos y existe la

presencia de gases provenientes de la descomposicién de los sedimentos del lago.

Factores como la falta y exceso de agua, ausencia o presencia de luz solar y fuentes de
energia han provocado que los microorganismos en el crater maar de Parangueo sean muy

especializados.

Las comunidades microbianas encontradas dentro del crater maar Rincén de Parangueo
concuerdan con las caracteristicas fisicoquimicas del lugar, entre las cuales se encuentran pH
alcalinos (10), alta salinidad (12 %), y alta concentracion de carbonatos y bicarbonatos de sodio. Y
ademas, con las caracteristicas geoldgicas pues los biohermas con mayor desarrollo coinciden con
la falla anular, ésta puede actuar como conducto de fluidos y contribuir al desarrollo de las

comunidades, las cuales a su vez propician el desarrollo de estructuras como los biohermas.
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