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1. RESUMEN

El lago Alchichica es un lago crater en el centro de México (19° 24’ N, 97° 24° O, 2300 m
s.n.m.) perteneciente a una serie de lagos cuaternarios permanentes de tipo maar
localizados en el Eje Neovolcanico Transversal. Este representa uno de los més profundos
en México con mas de 60 m de profundidad. El sistema es clasificado como un lago salino
alcalino (pH > 8.9 y conductividad eléctrica ~13.4 mS cm™ en la superficie), formado por
una explosion freatica y principalmente alimentado por un flujo subterraneo rico en sodio
proveniente de materiales volcanicos y bicarbonato de calizas cretdcicas. Existen varios
estudios que han descrito la diversidad filogenética en las microbialitas del lago y algunos
de ellos han incluido la composicion bacteriana de la columna de agua. Sin embargo, no se
han reportado estudios sobre los sedimentos, que son un componente principal en la
biogeoquimica del lago.

En este estudio, exploramos la diversidad genética de las bacterias y arqueas en varias
muestras de sedimentos, empleando fragmentos de secuenciaciéon masiva del 16S ARNr.
También se determind la mineralogia y geoquimica ambiental para relacionarlas con la
estructura de la comunidad bacteriana. Un total de 2,015,053 secuencias fueron obtenidas
(119,447 + 40,737 por muestra), de las cuales, la mayoria estuvieron relacionadas al
dominio Bacteria (89.15%), y una menor proporciéon a Arquea (3.78%), incluyendo
secuencias no asignadas/clasificadas (7.28%). Los fila mas importantes fueron
Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Verrumicrobia, Cyanobacteria
y Euryarchaeota. Los sedimentos estuvieron principalmente compuestos de aragonita (29-
42%), hidromagnesita (26-67%) y plagioclasas de composicion intermedia (12-30%). La
composicion bacteriana fue principalmente determinada por la profundidad de los
sedimentos y no existieron relaciones con el contenido de Cor. En las muestras
superficiales (0-4 cm) se tuvieron grupos caracteristicos como Flavobacteriales y
Saprospirales. Mientras que en las muestras de 3 a 7 cm se encontré principalmente al
orden E2 de Thermoplasmata (Arquea).

Este estudio representa uno de los primeros en aportar conocimiento sobre la diversidad
microbiana en los sedimentos de uno de los lagos crater mejor estudiados de México, y da

pie al conocimiento de los procesos biogeoquimicos que alli ocurren.



2. ABSTRACT
Lake Alchichica is a crater-lake in Central Mexico (19° 24’ N, 97° 24° W, 2300 m a.s.l.),
belonging to a series of permanent quaternary maars type crater-lakes located in the
Neovolcanic axis. This lake is the deepest crater-lake in Mexico with over 60 m depth. The
system is classified as a soda lake (pH > 8.9 with electrolytic conductivity ~13.4 mS cm™" at
the surface), formed by a phreatic explosion and mainly fed by an influx of water rich in
sodium from volcanic materials, and bicarbonates from Cretaceous limestone. Several
studies have described the phylogenetic diversity in the microbialites of lake and some of
them have included bacterial composition in column water. Yet, there is a lack of reported
studies regarding the sediments, which are an important component of the lake’s
biogeochemistry.

In this study, we surveyed the bacterial and archaeal genetic diversity of several
sediment samples from the lake, using high throughput sequencing methods of the 16S
rRNA. We also determined the mineralogical and geochemical composition to relate them
to the community structure. A total of 2,015,053 sequences were obtained (119,447 =+
40,737 per sample), from which most of them were related to Bacteria (89.15%), with a
minor proportion of Archaea (3.78%), including unassigned sequences (7.28%). The most
important phyla were Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes,
Verrumicrobia, Cyanobacteria and Euryarchaeota. Sediments were mainly composed by
aragonite (29-42%), hydromagnesite (Mgs(CO3)4(OH),-4H,0) (26-67%), and plagioclases
of intermediate composition (12-30%). The bacterial composition was mainly determined
by the depth of the sediment, and no relationship was found with organic C. In the surface
samples (0-4 cm), groups such as Flavobacteriales and Saprospirales were characteristic.
While in samples from 3-7 cm the order E2 from Thermoplasmata (Archaea).

This study represents the first reporting the prokaryotic composition in the sediments
from one of the most studied crater lakes in Mexico, and provides knowledge for

interpreting local biogeochemical processes.



3. INTRODUCCION

México es un pais con un relieve altamente marcado por la actividad volcanica. Asociada a
¢sta, existen una serie de sistemas lacustres cuya composicion quimica depende de varios
factores como la geologia regional, el clima, y la actividad volcanica pasada y presente
(Armienta et al., 2008). Los lagos tipo maar —o lagos crater—, son formados durante
explosiones freatico-magmaticas y son generalmente circulares, de entre 2-3 km de
diametro y por debajo el nivel circundante (Ollier, 1967). Algunos lagos crater también se
caracterizan por tener aguas salinas o hipersalinas, y sus principales iones suele ser CO3”,
HCO; y Na', con bajas de concentraciones de Ca®’. La formacion de estos ambientes
salino alcalinos acuaticos se ve también favorecida en climas aridos o semiaridos, donde la
tasa de evaporacion es mayor a la de precipitacion, por lo que es comun encontrarlos en las
regiones subtropicales (Grant et al, 2011). Las altas concentraciones de CO3;*/HCO5
permiten la formacion de un ambiente alcalino natural estable, con valores de pH
reportados de entre 9.0 y 10.5, y son de interés por su microbiologia, fisicoquimica y sus

procesos biogeoquimicos (Grant et al., 2011; Pecoraino et al., 2015).

La microbiologia de estos sistemas ha sido una pregunta constante de investigacion,
donde han abundado los trabajos en la columna de agua (Grant et al., 2011), pero con una
falta de informacién sobre los sedimentos lacustres. Algunos trabajos —como el de
Zolitschka et al. (2013)— se han concentrado en estudiar la hidrologia de la cuenca y en
hacer reconstrucciones de paleoambientes, dejando de un lado el factor bioldgico. Sin
embargo, este ultimo es muy importante ya que se ha reportado que existe una correlacion
entre las comunidades microbianas; los procesos geoldgicos y los paleoambientes; ademas
de que, parte de la comunidad microbiana representa un proxi geomicrobioldgico a conocer
y considerar (p.e. Vuillemin & Ariztegui, 2013). Paralelamente, los procesos
biogeoquimicos son sensibles a los cambios en los pardmetros ambientales, fisicos o
quimicos del sistema (Glombitza et al., 2013), y se pueden reflejar como cambios en la

estructura de la comunidad bacteriana.

En México existen varios lagos de tipo maar, especialmente distribuidos dentro del Eje
Neovolcanico Transversal. El lago crater Alchichica (Puebla, México) pertenece a un

conjunto de lagos de tipo maar, conocidos localmente con el nombre de Axalapazcos. Es



uno de los lagos con mayor numero de estudios en el pais de los cuales se conoce su
hidrodinamica y en los ultimos afios, su microbiologia (Couradeau et al., 2011; Centeno et
al., 2012; Valdespino-Castillo et al., 2014; Alcéantara-Hernandez et al., 2017). Aunque
varios estudios han descrito el componente biologico de este sistema, existen pocos
estudios sobre la caracterizacion microbioldgica en sus sedimentos, y hasta la fecha no se

conoce la diversidad bacteriana de los mismos.



4. MARCO TEORICO
4.1. Lagos tipo maar

4.1.1. Origen, distribucion y caracteristicas geoquimicas

La definicion de maar es compleja y engloba varios aspectos. En general, los maar son
formaciones en el paisaje causadas por explosiones volcanicas, que consisten en un crater
que alcanza o se extienden bajo el nivel del suelo, son considerablemente mas anchos que
profundos, y con un anillo periférico construido por el material eyectado del crater (Ollier,
1967). Estas construcciones pueden o no, tener agua dentro de ellas, y en esta tesis, sera
objeto de estudio aquellos en los que hay agua y son considerados “lagos tipo maar”. Estos
se forman a partir de erupciones explosivas que crean un crater o depresion en el relieve, el
cual posteriormente, se llena de agua. Dichas explosiones son ocasionadas por el
calentamiento del agua subterranea por accion del magma al aproximarse a la capa freatica
(Armienta et al., 2008). Estas erupciones crean un anillo alrededor del respiradero,
formadas principalmente por depositos de inmersion hacia el exterior, pero con capas de

inmersion en el crater.

Se pueden encontrar dos tipos de maar. El mas comun es en el que parte del material del
interior de la rampa vuelve a caer al interior del crater; y en el segundo tipo, s6lo hay corte
de inmersion de toba, que indica su origen explosivo (Fig. 1). La mayoria de los lagos tipo
maar tienen una forma circular, aunque con bordes asimétricos y de altura muy variable
(Ollier, 1967). El diametro que presentan también es variable y no se encuentra muy bien
definido. Hay reportes de lagos maar de apenas 70 m de diametro —como el Hutsche (Eifel,
Alemania)—, y de hasta 3 km de diametro. Sin embargo, la mayoria se encuentran en el

rango de 2 a 3 km (Lopez-Rojas et al., 2015).



Figura 1. Diagrama de un maar. a) donde hay cierta cantidad de caida de material de toba en el crater, y b) un

solo corte de inmersion de toba (tomado de Ollier, 1967).

Al estar relacionados con la actividad volcanica, los lagos crater del tipo maar se

encuentran dispersos en todo el mundo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Lagos crater tipo maar del mundo.

Lago Pais

Albano Italia

Alchichica México

Aljojuca México

Bange Tibet

Bolsena Italia

Bracciano Italia

Campo volcanico de Bayuda Sudan

Devil Mountain Lakes Estados Unidos de América
El Elegante México

El Rincén México

Hoya del Mortero Espaia

Hutsche Alemania

Kibourne Hole Estados Unidos de América
La Alberca México

La Joya Honda México

La Posadilla Espafia

Lago Verde México

Nyos Camertn

Pilvermaar Alemania

Pupuke Nueva Zelanda

Santa Maria del Oro México

Schalken Mehrener Alemania

Weinfelder Alemania

Zuni Salt Estados Unidos de América




4.1.2. Lagos tipo maar en México

México es un pais con un relieve altamente marcado por la actividad volcanica. Debido a la
actividad pasada y presente del Cinturon Volcénico Transversal Mexicano, se han formado
una serie de sistemas lacustres asociados a volcanes (Cuadro 2), de los cuales destacaremos
a los lagos que se formaron por las explosiones freatomagmaticas, o tipo maar (Armienta et
al., 2008). En Mé¢xico, desde los tiempos prehispanicos, se han diferenciado a los maar,
siendo nombrados aquellos sin agua como xalapazcos (del ndhuatl y que significa, vasija

con arena; xale - arena y apaxtle - vasija de barro) y con agua, axalapazcos.

Cuadro 2. Lagos crater en México y lagos tipo maar (Armienta et al., 2008; Cano-Cruz
& Carrasco Nuiiez, 2008)

Lago Estado Tipo de lago

Alchichica Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)
Aljojuca Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)
Atexcac Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)
Chichon Chiapas Lago crater de explosion magmatica

El Sol Edo Mex. Lago crater de explosion magmatica

Hoya de Estrada Guanajuato Maar; (riolitico) crater de explosion (Cuaternario)
La Alberca Guanajuato Maar; explosion magmatica (Cuaternario)

La Luna Edo Mex. Lago crater de explosion magmatica

La Preciosa Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)

Lago Verde Veracruz ~ Maar; explosion magmatica (Pleistoceno-Holoceno)
Popocatépetl Puebla Lago crater de explosion magmatica

Quechulac Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)

Rincén Parangueo  Guanajuato Maar; explosion magmatica (Cuaternario)

Santa Maria del Oro Nayarit Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)
Tecuitlapa Puebla Maar; explosion magmatica (Pleistoceno)

Aunque los lagos tipo maar tienen una amplia distribucion en México, existen
principalmente tres campos volcénicos con este tipo de estructuras en el territorio: San Luis
Potosi, Valle de Santiago y la cuenca Serdan Oriental (Carrasco-Nufiez & Ort, 2015). Los

ultimos dos ultimos pertenecen a la seccion Cuaternaria del Eje Volcanico Transversal,



mientras que el primero es del Plioceno. Estos sistemas maar han sido caracterizados

principalmente en tres tipos (Carrasco-Nuiez & Ort, 2012):

a) La Alberca-Cintora, caracterizados por una fase magmatica precursora (actividad
hawaiana-estromboliana), seguido de una fase de erupciones freatomagmaticas
altamente explosivas. Aqui se encuentra el sistema de Alchichica.

b) El tipo Atexcac-Tecuitlapa, iniciado con erupciones en acuiferos no consolidados o
karsticos facturados, con migraciéon del centro eruptivo a lo largo del crater,
produciendo deposiciones laterales variables.

c) Tipo Hoya Estrada-Tepexitl, caracterizado por actividad riolitica “tuff —ring”.

4.1.3. Los lagos de la Cuenca Oriental de México y el lago crater Alchichica

La Cuenca Oriental de México es una extension de terreno arido a semidrido con una
superficie de 958.6 km® en el Cinturén Volcanico Trasmexicano, y que se encuentra
distribuida en los estados de Puebla, Veracruz y Tlaxcala (Falcon-Ordaz et al., 2012). El
conjunto de los lagos crater se distribuyen en la parte este del Estado de Puebla bajo las
coordenadas 19°05” y 19°24° Norte de latitud, 97°21° y 97°34° Oeste de longitud, a una cota
promedio de 2300 m s.n.m. (Fig. 2a). Los lagos tipo maar del 4rea se encuentran
distribuidos en dos grandes llanos de origen lacustre: 1) el Llano de San Andrés, en el que
se encuentran los lagos de Aljojuca y Tecuitlapa; y ii) el Llano de San Juan, el cual cuenta
con Atexcac, La Preciosa, Quechulac y Alchichica (Mancilla et al., 2014) (Fig. 2b). Este
conjunto de lagos es conocido como los Axalapazcos, y se encuentran dentro de una cuenca

cerrada, originados por explosiones durante el Pleistoceno.
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Figura 2. Los lagos crater de la Cuenca Oriental de México y su posicion en el Eje Neovolcanico Transversal.

a) Localizacion de los lagos tipo maar: 1, Alchichica; 2, La Preciosa; 3, Quechulac; 4, Tecuitlapa; y 5,

Aljojuca (Tomado de Pérez et al., 2015). b) Localizacion de los lagos crater en el Llano de San Juan.

El clima de la Cuenca Oriental de México es semiarido con una marcada temporada de

lluvias en los meses de mayo a octubre. En el verano, el aumento de la actividad convectiva

es impulsada por el calentamiento estacional de la superficie terrestre (Bhattacharya et al.,



2015). El tipo de vegetacion predominate es de pastizales alcalinos y matorrales aridos en
los valles (Falcon-Ordaz et al., 2012).

Los lagos tipo maar de Alchichica, Atexcac, La Preciosa, Quechulac, Tecuitlapa y
Aljojuca (Cuadro 3), pueden ser clasificados como anillos de tufa (tuff rings). Todos los
lagos se comportan como templados monomicticos, a pesar de sus profundidades y de sus
niveles troficos, los cuales van desde escasamente productivos u oligotréficos (Atexcac),
hasta altamente productivos o hipereutrdficos (Tecuitlapa) (Vilaclara et al., 1993; Alcocer

etal.,2001).

Cuadro 3. Caracteristicas fisicas y quimicas de los principales lagos de la Cuenca Oriental
de México (Armienta et al., 2008; Alcantara-Rodriguez et al., 2012; Mancilla et al., 2014;
Peréz et al., 2015; Zeyen et al., 2015)

Concepto Alchichica LaPreciosa  Quechulac  Aljojuca  Atexcac  Tecuitlapa
L 19922°N 19°22°N 19°22°N 19°05'N  19°20°N 19°08°'N
Localizacién 3 3 3 , , 3
97°24°0 97°23°0 97°21°0 97°32°0  97°27°0 97°33°0
Area (km?) 2.3 0.78 0.5 0.44 03 0.26
Volumen
(m’x10°) 69.9 16.2 109 11.6 6.1 0.35
Profundidad
médxima (m) 64.6 455 4 50.6 25 25
pH 8.8-9.0 8.6 8.4-8.7 8.7 8.4 8.7
Salinidad (g/L) 8.5+ 0.2 1.18-1.35 0.5-0.95 0.2 6.54-7.39 24
Tipo de iones Cl-Na Bic-Mg Bic-Mg Bic-Na Cl-Na Bic-Na

El lago crater Alchichica es el lago maar més grande de la Cuenca Oriental de México,
con una superficie de 2.3 km®, y una longitud actual de 1.8 km (noreste-sureste) (Fig. 3). Se
localiza a los 19°24"13"'N y 97°24’00°'O y a una altitud de ca. de 2300 m s.n.m. (Alcocer
et al., 2008). El lago se encuentra alojado en el crater del volcan con una forma subcircular
(didmetro 1.8 km), con orientaciéon SE-NE y una gran cresta al suroeste, de 1000 m de
altura sobre el nivel del agua. Su profundidad méxima es de 62 m y la media de 40.9 m

(Filonov et al., 2006).
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Figura 3. Mapa de la localizacion del lago crater Alchichica. En la fotografia se aprecia la vista panoramica

del lago.

La region donde se ubica el lago crater Alchichica se caracteriza por un clima semi-arido
(Bs segun la clasificacion de Kopen), con tasas de precipitacion y evaporacion anualmente
menores a 500 y 1690 mm, respectivamente; y una temperatura media anual de 12.9 °C
(Garcia, 1988; Adame et al., 2008). Entre sus propiedades se encuentra que es un lago
monomictico calido, por lo tanto, presenta una etapa de mezcla de agua entre finales de
diciembre y principios de marzo; y una etapa de estratificacion de diferentes grados durante
el resto del ano (Adame et al., 2008; Alcocer et al., 2008). La etapa de estratificacion a su
vez se subdivide en: estratificacion temprana, bien establecida y tardia. La estratificacion
temprana abarca los meses de marzo-mayo, en este tiempo la termoclina tiene una

profundidad de aproximadamente 10 m.

El lago recibe alimentacion hidrica a partir de la red hidrografica subterrdnea de la

region. Es hiposalino (8.5%0) y atalasohalino (aguas no marinas con un considerable
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contenido de sal de acuerdo con Alcocer y Escobar (1993). Su composiciéon idnica se
asemeja al agua de mar en cuanto a la dominancia de cloruros y sodio, pero se diferencia
por ser de aguas mucho mas alcalinas (elevada reserva alcalina que se refleja asimismo en
pH de 8.7 a 9.2) (Vilaclara et al., 1993). La temperatura de la masa de agua tiene una
variacion anual que va desde 14.5°C (durante la mezcla), hasta 20°C, aproximadamente. En
la zona fotica se observa frecuentemente una sobresaturacion de oxigeno, mientras que el
hipolimnion se encuentra anoxico durante la estratificacion (Alcocer et al., 2001; Filinov &

Alcocer, 2002).

En el lago Alchichica ocurren dos grandes picos de crecimiento fitoplanctonico durante
el afio (Alcocer & Lugo, 2003). En invierno, durante el periodo de mezcla hay un
crecimiento significativo de diatomeas (Oliva et al., 2001) y en verano (estratificacion
temprana, mayo) uno de cianobacterias (Lugo et al., 2000). La comunidad del fitoplancton
del lago de Alchichica contiene cerca de 19 especies (Oliva et al., 2001). Kazmierczak y
colaboradores (2011) realizaron estudios moleculares de productores primarios en las
microbialitas del lago Alchichica, encontrando una gran diversidad de cianobacterias dentro
de estos seis ordenes: 1) Oscillatoriales, ii) Chroococcales, iii) Nostocales, 1iv)
Pleurocapsales, v) Prochlorales y vi) Synechococcales. Las especies fotosintéticas
oxigénicas planctonicas mas importantes de este ecosistema son las mayores o iguales a 2
pum como: Cyclotella alchichica (diatomea), C. choctawhatcheena (diatomea), Chaetoceros
elmorei (alga) y Nodularia spumigena (cianobacteria), —a diferencia de lo reportado en
océanos donde predomina el fito-picoplancton—. Las especies pico fotosintéticas < 2 um
consisten en Monoraphidium minutum (microalga verde), Synechocystis aquatilis
(cianobacteria), Qocystis parva (microalga verde) y O. submarina (microalga verde)
(Adame et al., 2008).

También se han reportado tres especies como principales componentes del zooplancton
en el lago de Alchichica: un copépodo (Leptodiaptomus novamexicanus) y dos rotiferos
(Brachionus plicatilis y Hexarthra jenkinae). Los copépodos son mdas abundantes y
frecuentes que los rotiferos (Lugo et al., 1999; Ortega-Mayagoitia et al., 2011; Alcantara-
Rodriguez et al., 2012;). De acuerdo a Lugo et al. (1999), la abundancia de copépodos en
este lago muestra dos picos relacionados con los dos florecimientos de fitoplancton que

toma lugar en el lago Alchichica.
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Existe pocos estudios sobre los microorganismos encontrados en los sedimentos del lago
Alchichica, los cuales describen principalmente la composicion de diatomeas (incluyendo
Achnanthes delicatula, Nitzschia eff. fonticola, Navicella pusilla, Navicula cryptotenella y
Rhopalodia opperculata), asi como, de los copépodos (v.g. Limnocytherina axalapasco) y

otros eucariontes (Caballero et al., 2003; Cohuo-Duran et al., 2014).

4.2.Lagos salino-alcalino

4.2.1 Origen, distribucion y caracteristicas geoquimicas

Los lagos salino alcalinos son escenarios naturales que representan unos de los sistemas
acuaticos alcalinos mas estables del planeta (pH ca. 9-10.5). La alcalinidad se caracteriza
en tener una alta concentracion de carbonatos y bicarbonatos, dando origen a un sistema
amortiguado con pH alcalino estable en el tiempo (Fig. 4). Gran parte de los lagos salino
alcalinos se concentran en las zonas subtropicales (Grant & Sorokin, 2011), donde las
condiciones climaticas favorecen una tasa de evaporacion mas alta que de precipitacion, y
las formaciones geoldgicas ayudan a que los factores geoquimicos evolucionen hacia un
ambiente alcalino (Pecoraino et al., 2015). Existen diversas concentraciones de iones,
dependiendo la génesis y las condiciones ambientales de cada lago. Generalmente, el cation
predominante es el Na"; y HCOs/COy~ y SO, > los aniones mas importantes (Sorokin &
Kuenen, 2005).

Entre los factores ambientales a resaltar se encuentra la salinidad, ya que ésta moldea la
composicion de las comunidades bacterianas favoreciendo a ciertos grupos bacterianos. La
salinidad tiene un mayor impacto en la composicion bacteriana que factores como la altitud
e inclusive la distribucion geografica (Wu et al., 2006; Liu et al., 2010; Tang et al., 2012;
Liu et al., 2013).
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Figura 4. Representacion esquematica de la composicion idnica predominante en los diferentes tipos de lagos

salino y/o alcalinos (Modificado de Grant, 2006).

Uno de los procesos geoquimicos més importantes en los lagos salino alcalinos es el
aumento de solutos por la tasa de evaporacion del sistema. Ante la pérdida de agua por
evaporacion en los lagos, comienza una serie de precipitaciones minerales. Los carbonatos
de Ca y Mg son los primeros en precipitar ya que son los minerales menos solubles, y son
seguidos de los sulfatos (v.g. yeso). Consecuentemente, estos iones son removidos de la
fase liquida pasando a una fase s6lida. Una vez precipitado el mineral, la solubilidad de los
iones en el sistema adquiere un nuevo equilibrio (K&=[X][Y']), donde el ion soluble mas
abundante sera el dominante del sistema (Fig. 5). El resultado de este proceso son tres tipos
principales de salmuera: i) las alcalinas (Na'/HCO;", COs> o CI), ii) las ricas en sulfatos
(Na'/SO,*, CI") y iii) las ricas en calcio (Na', Ca*"/Cl). Aunque estas salmueras dependen
fuertemente de la composicion inicial del agua, no se debe subestimar la relacion litologica

con la composicion ionica final del lago (Pecoraino et al., 2015).
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Figura 5. Evolucion geoquimica de salmueras y secuencia de precipitacion mineral (modificado de Pecoraino

et al., 2015). *Alc: alcalinidad; Ca: calcio; Mg: magnesio; SO, sulfatos.

4.2.2 Comunidades microbianas en sistemas salinos alcalinos

Los ambientes salino alcalinos estan habitados principalmente por procariontes que pueden
formar comunidades densas, incluso en condiciones salino alcalinas saturadas (Imhoff et
al., 1979; Zavarzin et al., 1999; Duckworth et al., 1996; Jones et al., 1998; Sorokin et al.,
2004). Generalmente las cianobacterias alcalifilas (Spirulina, Arthrospira, Anabaenopsis,
Cyanospira) son las principales productoras primarias, ademas de fijadoras de nitrégeno
(Oremland, 1990; Gerasimenko et al., 1996; Herbst, 1998). Los polimeros producidos por
los productores primarios son degradados por microorganismos hidroliticos aerobios y
anaerobios. Los principales grupos de anaerobios primarios y secundarios usan los
mondmeros y oligdmeros (v.g. glucosa, sacarosa), y pueden ser fermentadores (Spirochaeta
alkalica, Spirochaeta asiatica, Spirochaeta africana, Tindalia magadii, Alkalibacter,
Alkaliflexus), acetogénicos (Natroniella acetigena, Natronoincola histidinovorans),

metanogénicos (Methanohalophilus zhilinae, Methanosalsum zhilinae), metilotrofas
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(Methylophaga alcalica), metanotrofas (Methylomicrobium buryatense) o bacterias sulfato
reductoras (Desulfonatronovibrio, Desufonatronum). Lo que realmente hace sobresalir a
este ecosistema salino alcalino es la alta tasa de productividad que excede los 10 g/cm? por
dia (Grant, 2006).

La mayoria de los lagos alcalinos poseen concentraciones de sales en un rango de 1-35
g/L (Sorokin et al., 2014). En estos ecosistemas la salinidad repercute en la composicion de
las comunidades bacterianas, correlaciondndose positivamente o negativamente con ciertos
grupos bacterianos (Lozupone & Knigth, 2007; Tang et al., 2012). Los trabajos de Sorokin
y Kuenen (2005), y de Oren (2011) ejemplifican como la comunidad microbiana
quimiolitotrofica se ve afectada por el contenido de sales y la alcalinidad, lo cual significa
una disminuciéon en la abundancia de nitrificadores, metandgenos y metanotréficos, e

hidrogenotroficos, entre otros.

4.2.3 Cadenas troficas microbianas en lagos salinos alcalinos

En los lagos salino alcalinos podemos encontrar diferentes grupos funcionales de
microorganismos como los organismos fotosintéticos oxigénicos y anoxigénicos, fijadores
de C, fijadores de N, heterotrofos, fermentadores, metandgenos, metanétrofos, metilétrofos,
desnitrificantes, sulfato reductores y sintrofos, entre muchos otros.

La diversidad microbiana de los lagos salino alcalinos estd correlacionada con los
procesos biogeoquimicos, los cuales se ven afectados por la concentracion de sales en el
medio. La respiracion aerobia, la fotosintesis (oxigénica y anoxigénica), la fijacion de
carbono y la desnitrificacion, se ven poco inhibidas por la salinidad y pueden encontrarse
en altas tasas de actividad (u) en estos ambientes. Otros procesos llegan a estar activos a
concentraciones de sal >200 mg/L, pero con tasas de transformacion muy bajas. Ejemplos
de éstos son la fermentacion, la oxidacidon aerobia autotrofica de compuestos azufre, la
reduccion de sulfato por “oxidadores incompletos” —que convierten su sustrato (e.g. lactato)
en acetato—, la metanogénesis de aminas metiladas y los homoacetogénicos, —que producen
acetato a partir de H, y CO,—. Por tltimo, se encuentran los procesos que son altamente

sensibles a la salinidad, e incluso disminuyen notablemente o desaparecen a
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concentraciones de sales >200 mg/L. Estos son la oxidacion autotréfica de amonio y nitrito,
la metanogénesis por reduccion del CO, con H, (metanogénesis hidrogenotrofica), la
metanogénesis de acetato (metanogénesis acetoclastica) y la sulfato reduccion, empleando
acetato como donador de electrones (Oren, 2011).

Los sistemas salino alcalinos poseen una compleja red alimentaria, que por un lado,
interconecta varios ciclos bioldgicos mediante reacciones 6xido reduccion (redox), y por
otro, impacta en la producciéon y consumo de gases de efecto invernadero (v.g. CO,, NoO 'y

CH,) (Fig. 6) (Antony et al., 2013).

Materia
vegetal Cianobacterias superficiales

Utilizacion metanol
Metanol

86

por bacterias
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metanogénesis por
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Figura 6. Esquema representativo de las cadenas troficas en lagos salino alcalinos (tomado de Antony et al.,

2013).
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4.2.4. Microbiologia de lagos salino alcalinos

En la columna de agua se encuentran los microorganismos de vida libre, los cuales se
encuentran dispersos y por lo tanto, estdn sometidos a una mayor dinamica fisica, quimica y
bioldgica de lo que se encuentran en las comunidades bénticas (Zinger et al., 2011). Por
ejemplo, la disponibilidad de nutrientes puede cambiar mucho dependiendo de la época del
afio, y del viento, entre otros fendémenos. Algunos ejemplos de organismos planctonicos se

pueden ver el Cuadro 4.

Cuadro 4. Algunas bacterias y arqueas aisladas de columna de agua de lagos salino
alcalinos.

Especie Lago Referencia

Arqueas
Tindal et al., 1984

Natronomonas pharaonis Magadii, Kenia Kamekura ef al., 1997
. . . . Tindal et al., 1984
Natrialba magadii Magadii, Kenia Kamekura ef al., 1997
Natronolimnobius baerhuensis Baer, Mongolia Itoh et al., 2005
Natronolimnobius innermongolicus Baer, Mongolia Itoh et al., 2005
Halorubrum vacuolatum Magadii, Kenia Kamekura et al., 1997
Halorubrum luteum Chahannao, Mongolia  Hu et al., 2008
Bacterias
Indibacter alkaliphilus Lonar, India Anil et al., 2010a
Nitritalea halalkaliphila Lonar, India Anil et al., 2010b
Cecembia lonarensis Lonar, India Anil et al., 2012

En contraste con las comunidades microbianas de la columna de agua, en los sedimentos se
encuentra una mayor densidad poblacional. Esto debido a que este ambiente es menos
cambiante y ofrece una mejor reparticion de recursos. Los sedimentos cuentan con una
vasta matriz solida con material organico e inorganico, que ofrece una mezcla heterogénea
y compleja de polimeros orgénicos que sirven como sustrato para el crecimiento bacteriano
(Zinger et al., 2011). También existe mucha competencia entre los microorganismos.

Los sedimentos albergan distintas comunidades microbianas que son importantes para el
mantenimiento de la estructura en la red alimenticia benténica (Yang et al, 2016b).

Muchos de ellos incluyen los organismos heterotroficos, sulfato reductores, sulfuro
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oxidadores, metilotroficos y metanogénicos (Cuadro 5). Aunque la metanotrofia y
metilotrofia se ven afectadas in situ por la salinidad, se han obtenido cultivos anoxigénicos
de metandétrofos (p.e. de los géneros Methylomicrobium, Methylobacter, Methylothermus y
Methylocystis). Las especies pertenecientes a Methylomicrobium también han sido

sefialadas como las responsables del mayor consumo de metano (Deng et al., 2017).

Cuadro 5. Algunas especies descritas en sedimentos de lagos salino alcalinos.

Especie Obtencion Lago Referencia
Arquea
Methanocalculus natronophilus  Aislado  Tanatar, Rusia Zhilina et al., 2013
Natrialba hulunbeirensis Aislado  S/N, Mongolia Xuetal., 2001
Natrialba chahannaoensis Aislado  Chahannao, Mongolia Xu et al., 2001
Natronorubrum bangense Aislado  Bange, Tibet Xuetal., 1999
Natronorubrum tibetense Aislado  Bange, Tibet Xuetal., 1999
Bacteria
Georgenia satyanarayanai Aislado  Lonar, India Antony et al., 2012
Methylomicrobium spp. Aislado  Lonar, india Antony et al., 2010
Nitriliruptor alkaliphilus Aislado  Varios Sorokin et al., 2009
Natronocella acetinitrilica Aislado  Lagos salino alcalinos  Sorokin et al., 2007
Desulfonatronovibrio Ambiental Lago Tanatar II, Rusia Foti et al., 2007
hydrogenovorans
Desulfonatronum laustre Ambiental Lago Tanatar III, Rusia Foti et al., 2007

Thioalkalibacter halophilus Aislado  Lagos en Siberia, Rusia Banciu et al., 2007

4.3. Metagendmica para la caracterizacion del componente bacteriano

4.3.1. Generalidades

Es conocido el hecho que menos del 1% de las bacterias ambientales son cultivables
(Amann et al., 1995) (Cuadro 6). Debido a esto, los métodos dependientes de cultivo
pueden arrojar ideas erroneas sobre la diversidad total y la estructura de las comunidades,
ya que se puede sobre estimar algunos organismos y dejar de lado especies bacterianas
clave para el funcionamiento de la comunidad (Vartoukian et al., 2012). Por lo tanto, la

medicion y determinacion del componente microbiano dentro de su hébitat natural se
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vuelve muy importante. No hay que olvidar que, tanto los cultivos como las muestras

ambientales tienen diferentes puntos de vista, pero se pueden complementar entre ellas.

Cuadro 6. Porcentaje de bacterias cultivables con cuenta total determinadas como Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) (Amann et al., 1995).

Porcentaje de

Habitat cultivables (%) Referencias
Agua marina 0.001-0.1 Kogure et al., 1980; Ferguson et al., 1984
Agua dulce 0.25 Jones, 1977
Lago mesotrofico 0.1-1 Stanley & Konopka, 1985
Agua de estuarios 0.1-3 Ferguson et al., 1984
Lodos activados 1-15 Wagner et al., 1993;1994
Sedimentos 0.25 Jones, 1977
Suelos 0.3 Torsvik et al., 1990

Las técnicas metagendmicas ha tenido un gran auge en las tltimas décadas, gracias a la
creciente tecnologia y al avance de diferentes técnicas para obtener muestras
metagenomicas de diferentes ambientes. El metagenoma se define como el ADN total en
una muestra ambiental (Hardeman & Sj6ling, 2007). Al secuenciarse y analizarse, provee
de gran informacion, y otorga un acercamiento mas real a la verdadera diversidad genética
microbiana de las muestras ambientales, asi como su funcion dentro de su habitat (Lee et
al., 2006; Hernandez-Leon et al., 2010).

En 1977, Woese y Fox, demostraron que las secuencias 16S/18S ARNr servian como
clasificadores moleculares de cepas cultivadas. Este trabajo que revolucion6 la
microbiologia y defini6 los dominios de la vida como los conocemos actualmente. En la
década de 1980 se comenzd a buscar un nuevo estdndar para ser utilizado en la
identificacion de bacterias ambientales, el cual deberia contener informacion de las
relaciones filogenéticas. En estos estudios, los genes 5S, 16S y el 23S fueron los principales
candidatos para tal fin, e incluso, uno de los primeros trabajos ecoldgicos moleculares fue
empleando segmentos 5S ARNr (Stahl et al., 1985). Los trabajos de Woese (1987)
detectaron ciertas caracteristicas del gen 16S que servian a modo de cronémetro molecular.
Por ejemplo, su grado alto grado conservacion hace que sea un marcador detectable entre

varios microorganismos mediante el uso de sondas especificas. Sin embargo, la tasa de
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cambio a lo largo del gen llega a ser diferente a nivel género/especie, en especial, en ciertas
regiones con una mayor tasa de cambio (mutaciones), conocidas como hipervariables. Otra
caracteristica es que el gen ADNr 16S puede ser comparado no sé6lo entre las bacterias sino
también con arqueas, que también cuentan con regiones 16S ARNr (Clarridge, 2004).
Desde los trabajos de Woese, el analisis comparativo de los genes ADNr 16S se utiliza
comunmente para examinar los constituyentes de las comunidades microbianas e inferir su
estructura y evolucion. Actualmente la tasa de produccion de registros de secuencias 16S
ARNr es muy alta, siendo los organismos no cultivados la mayor parte de éstas (DeSantis
et al., 2006). Aunque el 16S ARNr es un marcador confiable para obtener clasificaciones
taxonomicas, puede presentar problemas en cuanto a la obtencion del ADN y en la PCR,

por lo que éstas pueden llevar contaminacion que se secuenciara junto con el gen de interés.

4.3.2. Laregion V4 para andlisis filogenéticos.

El gen 16 ARNr es uno de los genes mas utilizados por las técnicas moleculares de 2*
generacion, su tamafio aproximado es de 1500 pb y pese a que es un gen pequefio, sigue
siendo grande para estas técnicas. Por lo cual, una de las estrategias ha sido detectar las
mejores regiones hipervaribles del gen 16S ARNr para realizar un analisis filogenético
adecuado. Yang et al. (2016) senalan que las mejores regiones para este caso son las
regiones V4, V5 y V6; de las cuales, V4 es que la presenta un mayor tamano (Fig. 7).

Con la secuenciacion de la region V4 se ahorra en el costo de secuenciacion y pese a que
se pierde un poco en la clasificacion de los microorganismos, ésta sigue siendo fiable.
Cuando se hace una comparacion entre las secuencias obtenidas y clasificadas
considerando la informacién de la regiéon V4 contra todo el gen 16S se observa que la
pérdida de clasificacion es del 12% a nivel familia, y hasta un 25% a nivel especie (Cuadro

7).
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Figura 7. Estructura secundaria y terciaria del gen 16S ARNr. A la derecha la estructura secundaria, donde se

muestra la region V4 delimitada por la linea de color rojo (modificado de Yang et al., 2016a).

Cuadro 7. Comparacion de la confiabilidad taxondmica de la region V4 y del gen 16S
ARNTr (Sanger et al., 2016).

Nivel taxonémico % secuencias clasificadas % secuencias clasificadas con el
V4 gen completo

Filo 82.9 94.6

Clase 80.7 92.9

Familia 71.5 88.8

Género 62.2 85.8

Especie 49.9 74.5
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4.3.3. Técnicas de secuenciacidon masiva

Como fue citado anteriormente, las primeras técnicas de secuenciacion de acidos nucleicos
factibles surgieron a partir de 1977, siendo la técnica Sanger la que contd con mayor
desarrollo y que aliin contintia siendo empleada. Actualmente, la técnica de secuenciacion
Sanger es conocida como 1?* generacion; mientras que, los secuenciadores de 2* generacion
se refieren a aquellos capaces de generar cientos de miles de reacciones de secuencias en
paralelo. Esto ultimo minimiza la cantidad de reactivos, lo que reduce significativamente el
costo de las secuenciaciones respecto al nimero de secuencias producidas, por lo tanto, ha
aumentado en 6rdenes de magnitud la base de datos de las bibliotecas (Gifford et al., 2011).
Una de las grandes ventajas de estas técnicas de secuenciacion de 2* generacion es la
generacion de miles de secuencias de una sola muestra, lo que permite tener una mayor
cobertura de la diversidad bacteriana en sistemas complejos con gran riqueza de especies,
como suelo y sedimentos. La diferencia principal entre las técnicas de 1* generacion con
respecto a las de 2%, es que la tipo Sanger produce secuencias de calidad de hasta 1000 pb
mientras que las nuevas usan un tamafio mas reducido de aproximadamente 300 pb.

Entre las técnicas moleculares que se pueden llegar a utilizar para conocer la estructura
de la comunidad microbiana se encuentran: el andlisis automatizado de espacios
intergénicos ribosomales ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), el
andlisis electroforético en geles con gradiente desnaturalizante DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis), el andlisis de polimorfismos por longitud de fragmentos de
restriccion TRFL (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) y la
secuenciacion por amplicones. Para conocer la funcionalidad de la comunidad encontramos
técnicas como qPCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) y Microarreglos
(Birrer et al., 2017).

Aunque todas estas técnicas se siguen utilizando, en los ultimos 5 afios la metagendmica
se ha convertido en el protocolo dominante en el estudio de la diversidad microbiana
(Shahsavari et al., 2016); ya que puede proveer de informacion estructural y funcional de
las comunidades microbianas. Esto a través de las secuencias resultantes del ADN que son
asignadas a grupos taxondmicos o genes funcionales, usando como referencia una base de

datos.
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Existen diferentes plataformas de secuenciacion que han surgido con el tiempo como:
454 GS Junior y GS FLX+ (Roche), Ion PGM y Proton (Life Technologies), MiSeq y
HiSeq2000 (Illumina) y PacBio (Pacific Biosciences). Estas plataformas se seleccionan con
base a diferentes criterios necesarios para la investigacion, v.g. tamafo del amplicon,
nimero de amplicones (reads o lecturas) generados, costo de generacion de una secuencia,
tiempo de secuenciacion, calidad de la informacion generada, entre otros (Loman et al.,
2012).

Actualmente, los estudios de diversidad bacteriana son principalmente llevados a cabo
con las plataformas Illumina HiSeq2000 y MiSeq (Caporaso et al., 2012), debido a su
calidad y costo/eficiencia. La plataforma HiSeq2000 produce > 50 Gb al dia, la corrida
regular puede tardar 12 dias (600 Gb por corrida), y generar con fragmentos pareados de
125 pb. La plataforma MiSeq se disefio para ser accesible y los equipos son de “mesa”
(bench-top instruments), tarda aproximadamente 65 h en una corrida, generando 15 Gb de
informacion, en secuencias pareadas de 300 pb (Buermans & Dunnen, 2014). Estas
caracteristicas han conllevado a que sea incluso parte de los protocolos para explorar la

diversidad microbiana planetaria por el Earth Microbiome Project (Gilbert et al., 2011).
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5. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Planteamiento del problema

A la fecha, el lago crater Alchichica ha sido de los mejores caracterizados
limnologicamente en México y existen varios estudios que describen las comunidades
plancténicas de la columna de agua (Alcocer & Lugo, 2003; Adame et al., 2008; Ramirez-
Olvera et al., 2009; entre otros); asi como de las microbialitas (Couradeau et al., 2011;
Kazmierczak et al., 2011; Centeno et al., 2012; Valdespino-Castillo et al., 2014; Alcantara-
Hernéndez et al., 2017). Sin embargo, no existen a la fecha estudios microbiolégicos que
identifiquen a las comunidades bacterianas presentes en los sedimentos de este lago, las
cuales forman parte importante de este sistema. De esta forma surge la pregunta: ;cudl sera
la diversidad microbiana en los sedimentos de un lago crater tipo maar alcalino y qué papel

juegan éstas dentro de los ciclos biogeoquimicos del lago?

Justificacion

Se sabe muy poco sobre las comunidades microbianas en sedimentos de lagos crater
alcalinos de México. Los pocos estudios que hay sobre sedimentos se han enfocado
principalmente en sus componentes minerales para ver como era el clima o la historia
pasada de estos cuerpos (Caballero et al., 2003). Sin embargo, han dejado de lado como es
la composicidon actual microbiana que se encuentra en los sedimentos, y cudl es su papel

dentro de los procesos biogeoquimicos que ocurren en el lago crater.

6. HIPOTESIS

La estructura de la comunidad bacteriana en los sedimentos del lago crater Alchichica sera
diferenciada principalmente por el contenido del carbono orgénico en las muestras y la
profundidad a la que se encuentran, favoreciendo las comunidades con procesos

quimiorganotroficos, sobre los quimiolitotroficos.
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7. OBJETIVOS

7.1.  General
Determinar la estructura filogenética del componente bacteriano en los sedimentos del lago
crater Alchichica, y establecer sus relaciones con las caracteristicas geoquimicas y la

composicion de la matriz mineral.

7.2.  Particulares
e Determinar la estructura y la diversidad del componente bacteriano en sedimentos
superficiales (0-7 cm) de un lago crater, encontrados en el litoral (0-1 m) y a
profundidad (12 y 30 m).
e (Caracterizar el ambiente geoquimico y la matriz mineral de los sedimentos
muestreados.
e Establecer las relaciones de la estructura de la comunidad bacteriana con las

caracteristicas geoquimicas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1.  Sitio de trabajo y coleccién de muestras

El lago crater Alchichica se localiza 19°22'N y 97°24'0, a una altitud de 2320 m s.n.m. Su
area superficial es casi circular (1.8 km?) y con una profundidad maxima de 63 m (Alcocer
& Filonov, 2007). Para caracterizar el componente bacteriano en los sedimentos del lago
crater Alchichica se incluyeron muestras colectadas en: i) el litoral (a ~0.5 m de
profundidad (i.e. bénticas) y distribuidas a lo largo del litoral) y ii) en la cuenca del lago (a
12 y 30 m de profundidad) (Fig. 8). La coleccion del material se hizo con nucleadores o
contenedores que nos permitieron considerar las capas superiores de los mismos, es decir,

un rango entre los primeros 7 cm (Fig. 8c).

Los muestreos estuvieron divididos en tres temporadas:

e Abril, 2016. Se muestrearon 4 puntos de sedimento superficial (0-1 cm) por
triplicado en el area de litoral. Los cuales se encontraban sumergidos a una
profundidad de ca. 50 cm (S4, S8, S10, S12).

e Mayo, 2016. Se muestrearon cuatro puntos con nucleadores de 12 cm en el 4rea de
litoral (N1, N2, N3, N4 y N5). Se recuperaron cerca de ~7 cm de sedimentos a 50
cm de la superficie agua. Paralelamente, se colecté un nticleo en la cuenca del lago
a 12 m de profundidad, con la ayuda de un equipo de buzos cientificos, el ntcleo
obtenido tuvo cerca de 65 cm de sedimentos (NZ12).

e Septiembre, 2016. Se muestred un ultimo punto con un nucleo en la cuenca del

lago, a 30 m de profundidad. El sedimento colectado tuvo una longitud de 56 cm

(NZ30).

Para la conservacion del ADN, las muestras fueron congeladas en N, liquido
inmediatamente después de su colecta en campo, cuando fue posible. Cuando los nucleos
contenian agua, se mantuvieron a 4°C (10 h) y se congelaron al removerse el agua, en el
laboratorio. Las muestras fueron procesadas en condiciones asépticas y congeladas a -20°C

hasta la extraccion de acidos nucleicos.
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Figura 8. Puntos de muestreo de sedimentos en el litoral y en la cuenca del lago Alchichica. a) Esquema de
muestreo en vista superior. Se tomaron 4 tipos de muestras: sedimentos bentonicos (S4, S8, S10, S12),
nucleos de litoral (N1, N2, N3, N4 y N5), nucleos en la cuenca del lago (NZ12 y NZ30), y los controles
terrestres (LS1 y LS2). b) Ejemplo de sitio de coleccion de muestras de sedimentos bentonicos. ¢) Ejemplo de

toma de nucleos de litoral. d) sedimento terrestre no sumergido, considerado como control.

Caracterizacion fisicoquimica “in situ”

En todos los puntos de litoral se determiné pH, temperatura, conductividad eléctrica,
salinidad y oxigeno disuelto, en el agua circundante con una sonda multiparamétrica HI
9828, Hanna Instruments (Fig. 9). También se colectaron muestras para determinacioén de
nutrientes y iones mayores (NOs’, NO;, NH,", POs", Na*, K, Ca*", Mg2+, CI', HCOy',
SO4¥). Para ello las muestras (~50 ml) se filtraron con membranas de nylon 0.45 um

(Millipore, USA) y se mantuvieron a 4°C hasta su analisis.
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pH/ORP/EC/DO

Figura 9. Medicién de parametros fisicoquimicos in situ. a) sensor, b) pantalla de lectura de datos.

8.2.  Trabajo de laboratorio
8.2.1. Analisis agua

Los analisis fisicoquimicos del agua de iones mayores, v.g. HCOs, SO,%, CI', Na', K7,
Ca®> y Mg”"; se realizaron por cromatografia de iones en el laboratorio de cromatografia
del LANGEM (Laboratorio Nacional de Geoquimica y Mineralogia). Los cationes (Na',
NH,", K', Ca™, Mg™) fueron separados con la columna Metrosep C6 250 (Metrohm),
mientras que para los aniones (HCOs~, Cl~, NOs~, PO, SO4'2) se empled la columna IC-
Pak Anion HR (Waters), siguiendo la metodologia descrita en Zamora Martinez et al.
(2016). Las formas de nitrogeno solubles (nitritos, nitratos y amonio), fosfatos, silicatos,
fosforo total y nitrogeno total fueron determinados mediante espectrofotometria en el
laboratorio de Quimica Acuética de Ciencias del Mar y Limnologia. Para ello se emple6 un
autoanalizador Skalar SanPlus (Skalar Analytical) empleando los métodos de Grasshoff et

al. (1983) y los circuitos de Kirkwood (1994).
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8.2.2. Analisis de sedimentos

Pre-procesamiento de las muestras

Las muestras que pertenecian a los nucleos fueron seccionadas considerando el anélisis
visual de subcapas (Fig. 10). Este proceso fue realizado en condiciones asépticas, y se
obtuvieron de 2 a 4 secciones por nicleo. Las muestras fueron congeladas a -20°C hasta su
procesamiento, ya fuese para extraccion de ADN, determinacion de Crot Y Nro, O

difraccion de rayos X.

Figura 10. Nucleos del sedimento extraido del lago Alchichica en el mes de Mayo de 2016. a) Muestra
recolectada en campo, con agua por encima del sedimento. b) Todos los nicleos obtenidos ya sin agua o con
una minima cantidad. ¢) Medicion de los sedimentos en laboratorio antes de seccionarlos. El nombre/niimero

de la muestra se encuentra debajo de todas las muestras.
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Difraccion de rayos X

Se caracteriz6 la composicion mineraldgica de un nucleo de litoral (N1), los dos nticleos de
profundidad (NZ12 y NZ30), y un control en el Laboratorio de Difraccion de Rayos X del
LANGEM. Las muestras (1 g) se molturaron y homogeneizaron mediante un mortero de
agata, se tamizaron y se midieron utilizando un portamuestras de aluminio (fracciones no
orientadas) de doble carga. La medicion se realizd en el intervalo angular 26 de 5° a 70° en
escaneo por pasos con un “step scan” de 0.003° (2 Theta) y un tiempo de integracion de 40
s por paso en un Difractometro EMPYREAN equipado con filtro de Ni, tubo de Cu de foco
fino y detector PIXcel3D.

Contenido de carbono organico, inorganico y nitrogeno total
Las muestras de los sedimentos se secaron por liofilizacion y se pesaron. Para la
determinacion de Croc y Ntot las muestras se analizaron en un equipo Flash 2000 Elemental
Analyzer, mientras que el carbono inorganico se determin6 por el método del calcimetro.
Para el analisis elemental por ICP, se pesaron 0.5 g de muestra, se adicionaron 9 mL de
HNO; conc. JT. Baker Instra 69-70% y 3 mL de HCI JT Baker Instra 36.5-38%. Las
muestras se prepararon en un horno Anton Paar Multiwave 3000 en un ciclo EPA 3051A.
Una vez frias, las muestras fueron filtradas y llevadas a un volumen final de 50 mL con
agua Milli Q (agua clase I, 18.2 Mohms de resistividad). Finalmente, las muestras fueron
analizadas en un equipo Perkin Elmer ICP-OES Optima 8300 empleando Ytrio como

estandar interno.

8.2.3. Identificacion molecular de bacterias y arqueas

Extraccion ADN

La extraccion del ADN fue llevada a cabo con el kit de PowerSoil® DNA Isolation Kit
(MoBio, ahora Qiagen), empleando ~250 mg de sedimento himedo y siguiendo las
instrucciones del fabricante. En el paso final se eluyo el ADN en 40 uL de solucion
incluida en el kit (buffer TE). Se extrajeron cerca de 30 muestras de diferentes porciones de

nucleos, sedimentos bénticos de litoral y sedimentos de la cuenca. El rendimiento del ADN
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obtenido se determin6é mediante fluorometria empleando el equipo Qubit™ 3.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), y con los ensayos de alta y amplia sensibilidad

dependiendo de la muestra (Qubit dSDNA HS Assay Kit y Qubit dsDNA BR Assay Kit).

Amplificacion y secuenciacion gen 16S ARNr

El protocolo de amplificacion que se adoptod fue apegandose a los principios del Earth
Microbiome Project con la plataforma de secuenciacion Illumina MiSeq, y la metodologia
de andlisis descritas en Caporaso et al. (2011; 2012). Brevemente, para la amplificacion de
secuencias 16S ARNr a partir de ADN metagendmico se emplearon los primers 515F/806R
que flanquean la regién V4 de bacterias y arqueas (~290 pb) (cuadro 8) (Carrillo-Araujo et
al., 2015). Cada primer reverso de PCR contenia una secuencia Golay especifica, la cual

sirvio como identificador de cada muestra amplificada.

Cuadro 8. Secuencia nucleotidica de los oligonucleotidos iniciadores (primers)

utilizados en la reaccion de PCR.

*La secuencia no incluye los adaptadores, ni la secuencia Golay.

Iniciador Secuencia (5°-3")
515 forward GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
806 reverse GGACTACHVGGGTWTCTAAT

Para la mezcla de PCR (25 pl) se incluyeron 2 pl de ADN o templado (2-20 ng ADN),
1X Takara ExTaq PCR buffer, 200 uM Takara dNTPs mix, 0.6 pg BSA, 0.75 pul de cada
primer a 10 uM y 0.125 U Takara Ex DNA Tagpolimerasa (TaKaRa Corp., Shiga, Japan).
El protocolo de amplificacion consistioé en una desnaturalizacion inicial 95°C por 3 min; 35
ciclos de 1) desnaturalizacion a 95°C por 30 s, ii) alineamiento a 52°C por 30 s y iii)
extension a 72°C por 30 s; y un tiempo final de extension a 72°C por 12 min. Después se
verificd la presencia de amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.9% con
bromuro de etidio, en amortiguador TAE (tris-acetato-EDTA) al 1.0%. La migracion se
efectu6 a 80 V por 30 min. Los productos fueron visualizados en un sistema
fotodocumentador para verificar el tamafio correcto de la banda (~ 450 pb) (Fig. 11). De

cada muestra, se realizaron amplificaciones por triplicado en dias separados para evitar
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sesgos de amplificacion. Los triplicados (75 pl en total) fueron juntados y purificados. La
purificacion se llevé acabo por medio de perlas magnéticas mediante el Agencourt AMPure

XP PCR purification system (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

1000 pb o
500 pb -

Figura 11. Gel de electroforesis para verificacion de amplicones 16S ADNr. M=marcador de tamaiio

molecular.

Los amplicones se secuenciaron en la plataforma Illumina MiSeq en la Universidad de
Yale (Yale Center for Genome Analysis), CT, Estados Unidos (~ 20 ng por muestra). Se
obtuvieron lecturas de extremo (pair-ended) de ~250 pb. Las secuencias se traslaparon y se
unieron utilizando el programa FLASH (Mago¢ & Salzberg, 2011). Las quimeras fueron
eliminadas mediante USEARH (Edgar, 2013), y se eliminaron los singletones. La
demultiplexacion se realizd con QIIME version 1.7.0 (r = 1, p = 0,75, q =3, n =0, -
min_count 0,005%). Las secuencias que no pasaron el filtro de calidad se descartaron. Las
secuencias que pasaron los filtros de calidad fueron organizadas en OTUs (Operational
Taxonomic Units) a una identidad nucleotidica igual o mayor del 97%. Las secuencias se
clasificaron en diferentes grupos taxondmicos bacterianos mediante la base de datos
GreenGenes (http://greengenes.lbl.gov/) o Ribosomal Database Project (RDP) (Cole et al.,
2007).

8.2.4. Analisis estadisticos
Para comparar la diversidad procariontica (Bacteria y Arquea) y sus relaciones con los
pardmetros geoquimicos determinados, se llevaron a cabo diferentes analisis estadisticos.

Para ello se consideraron las tablas de abundancia relativa a diferentes niveles de

asignacion taxonomica (v.g. fila, clase, orden, familia y género), y los datos geoquimicos
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obtenidos. Los analisis se realizaron en la plataforma R (R Development Core Team 2012)
bajo el ambiente integrado RStudio (version 1.0.143). Para los andlisis de componente
principales (PCA) se emple6 la funcion ‘fviz_pca’ en ‘factoextra’, y para los andlisis de
correspondencia canonica (CCA) se utilizé la funcion ‘cca’ en ‘vegan’, basada en Legendre
y el algoritmo de Legendre & Legendre (2012). Las graficas fueron hechas con ‘ggvegan’,
‘ggplot2’ y ‘factoextra’.

34



9. RESULTADOS
9.1. Agua

9.1.1. Parametros fisicoquimicos del agua in situ.

En el cuadro 9 se muestra los pardmetros fisicoquimicos determinados in situ del agua
circundante a los sedimentos muestreados. Los datos mostraron una tendencia similar, con
un pH alcalino promedio de 8.91£0.14 y una conductividad eléctrica (C.E.) de 10.56+0.85
mS cm™'. Aunque existieron ligeras variaciones en los subsitios, éstas no fueron superiores
al 10%. La temperatura si mostré diferencias; sin embargo, los muestreos se realizaron en
dos temporadas diferentes, y se observa un aumento conforme el avance de la primavera
(mayo 2016). El oxigeno disuelto en la columna de agua se mantuvo entre 91 y 143%, y
estd relacionado con la actividad fotosintética oxigénica de los microorganismos de la

columna de agua, de las microbialitas y de los sedimentos.

Cuadro 9. Pardmetros fisicoquimicos tomados in situ del agua circundante a los sedimentos.

Muestra pH T(e;n(%) (m%ci‘l) Sal(gr]lj?)ad (0)) c}ioigelto
S4° 9.08 17.28" 10.15 5.76 120.5
S8§? 9.03 16.98" 9.59 5.42 119.6
S10° 8.93 16.97* 9.89 5.6 96.0
S12° 8.92 17.46° 9.74 5.51 109.3
N1° 9.09 21.96° 12.27 7.03 98.0
N2° 8.78 21.7° 11.15 6.34 98.4
N3P 8.78 21.7° 11.15 6.34 98.4
N4° 8.71 22.6° 10.59 6.0 1433
N5P 8.87 21.79° 10.57 6.0 91.0

Promedio 8.91+0.14 19.82+2.5 10.56+0.85 6.0+0.51 108.3+16.8

* Parametros determinados en abril 2016, ° parametros determinados en mayo 2016
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9.1.2. Andlisis de iones mayores y nutrientes.

En cuadro 10 se muestra que los iones mayores en el agua circundante a los sedimentos se
distribuyeron de forma casi similar en la periferia del lago (Cuadro 11). Siendo Na" y el CI-
los iones dominantes, como previamente se ha reportado por Armienta et al. (2008).
Debido a esta homogeneidad, las muestras de iones y nutrientes s6lo se determinaron en el

muestreo de mayo (S4, S8, S10y S12).

Cuadro 10. Concentracion de iones mayores en muestras de agua circundante a los sitios de
muestreo de sedimentos, del lago crater Alchichica.

Na® K" Ca®® Mg  HCOs Cl- SO,

Muestra
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
S4 2272.2 213.5 11.4 412.2 1529.9 3473.5 1071.9
S8 2182.2 203.4 11.8 396.8 1700.4 3365.1 1011.4
S10 22549 210.5 12.0 409.7 1718.4 3398.1 1035.3
S12 2221.0 208.0 10.9 415.5 1670.7 3393.2 1014.8

Promedio 2238.3 209.2 12.6 409.4 1670.5 3419.1 1021.5

Respecto a los nutrientes, si existieron variaciones significativas entre los sitios. En
general, la concentracién de N-NH," varié entre 1.21 y 12.89 uM, siendo el sitio S12 aquel
con mayor concentracion. Los nitratos y los nitritos fueron homogéneos en el sistema. Para
los fosfatos, las variaciones fueron de 0.81-1.98 uM, siendo S8 y S10 los més altos en esta
especie quimica. Para los silicatos los valores oscilaron fuertemente entre 36.72-135.15
uM, con S8 como el de mayor concentracion. Finalmente, S12 fue el sitio con mayor
concentracion de P y N totales. Esto posiblemente a la posicion de S12 en el lago, ya que
las microbialitas funcionan como una barrera de proteccion al oleaje, y se puede vislumbrar

vida silvestre que aporta materia orgdnica y nutrientes a los sedimentos (Fig. 12).
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Cuadro 11. Concentracion de nutrientes en muestras de agua circundante a los sitios de
muestreo de sedimentos, del lago crater Alchichica.

N-NH," N-NO; N-NO, P-PO,* Si-SiO; Pro® Nrot

Muestra
uM
S4 3.92 2.33 0.12 1.18 36.72 0.77  57.75
S8 1.21 1.72 0.08 1.94 135.15 0.36  32.11
S10 1.26 2.00 0.11 1.98 40.06 0.41 25.42
S12 12.89 1.18 0.18 0.81 44.21 7.17 183.06

"Prot: fosforo total; Nro:nitrogeno total

Figura 12. Paisaje del sitio S12 (tomado de https://hiveminer.com/Tags/alchichica).

9.2.  Sedimentos
9.2.1. Mineralogia

Los difractogramas resultantes del andlisis de DRX (Anexo A), mostraron que los
sedimentos en general estdn compuestos principalmente de tres fases minerales: aragonita,
hidromagnesita y plagioclasas de composicion intermedia (Cuadro 12). El sedimento
terrestre que se us6 como control (LS2), tuvo una mayor cantidad de fases minerales

(cinco) y es la unica con presencia de nesquelonita y huntita; siendo su mineral principal la
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hidromagnesita. En sedimentos de litoral y de la cuenca, la aragonita y la hidromagnesita

fueron los dos principales minerales. La aragonita tuvo dominancia sobre la hidromagnesita

con s6lo dos excepciones. Los nlicleos mas someros, como los de profundidad parece tener

una composicion mineral muy similar.

Cuadro 12. Fases minerales identificadas y su proporcion relativa de intensidad (RIR) en
sedimentos del lago crater Alchichica, con control LS2.

Submuestra Fases identificadas Semicuantitativas (RIR)
( C]oft?ol) Aragonita: CaCO; 3
Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,0O 67
Plagioclasa de composicion intermedia: NaAlSi;O; a
CaAl,Si,04 3
Huntita: Mg;Ca(COs;), 15
Nesquelonita: Mg(HCO;),(OH),"2H,0 12
Nl.a )
0-2 em Aragonita: CaCOs 29
Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 56
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 14
CaAl,Si,04
N1.b Aragonita: CaCO, 43
2-4 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 31
Plagioclasa de composicion intermedia: NaAlSi;O; a
CaAl,Si,04 21
Trazas de filosilicatos (mica ylo arcilla)
Nl.c Aragonita: CaCO; 41
4-7 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 32
Plagioclasa de composicion intermedia: NaAlSi;O; a
CaAl,Si,04 19
Calcita: CaCO; 8
NZ12.a Aragonita: CaCOj; 42
0-4 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 35
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 24
CaAl,Si,04
NZ12.b Aragonita: CaCOj; 47
11-16.5 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 30
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 24
CaAl,Si,04
NZ12.c Aragonita: CaCO; 48
33.5-46 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 33
Plagioclasa de composicion intermedia: NaAlSi;O; a 19
CaAl,Si,04
Nz12d Aragonita: CaCO; 48
56-62 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 32
Plagioclasa de composicion intermedia: NaAlSi;O; a 20

CaAl,Si,04
Trazas de filosilicatos (mica y/o arcilla)
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Submuestra Fases identificadas Semicuantitativas (RIR)

NZ12e Aragonita: CaCO; 57
62-65cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 27
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 16
CaAl,Si,04
NZ30.a Aragonita: CaCO; 43
0-4 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 26
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 30
CaAl,Si,04
N30Z.b Aragonita: CaCOj; 35
16-21 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 48
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a
CaAl,Si,04 17
NZ30.c Aragonita: CaCO; 46
33-38 cm Hidromagnesita: Mgs(CO,),(OH),4H,O 38
Plagioclasa de composicién intermedia: NaAlSi;O; a 12
CaAl,Si,04
Calcita magnesiana: CaCO, 4

9.2.2. Contenido de carbono, nitrdgeno y otros elementos

El anélisis de carbono y nitrogeno las submuestras de sedimentos mostraron un porcentaje
de carbono total que oscild entre 2.68 y 12.68%, y nitrégeno total 0.04 y 0.61% (Cuadro
13). La proporcion de carbono inorganico siempre fue mayor; sin embargo, la
concentracion de carbono organico parece aumentar conforme a la profundidad, aunque no
de forma homogénea. Respecto al nitrdgeno, parece no existir una relacion clara entre las

muestras.

Cuadro 13. Porcentaje de carbono total (Cro), organico (Corg), inorganico (Cino), nitrégeno
total (N14t), fosforo total (P) y azufre total (S) en sedimentos del lago crater Alchichica.

Submuestra % Crot % Cino % Corg  Corg/Cino % N1ot P (mg/Kg) S (mg/Kg)
S7.a (0-2 cm) 10.32 7.08 3.24 0.46 ND ND ND
S8.a (0-2 cm) 5.94 5.16 0.79 0.15 ND ND ND
S12.a (0-2 cm) 9.95 9.07 0.88 0.10 ND ND ND
Nl.a (0-2 cm) 843 7.26 1.17 0.16 ND 1775 20672
N1.b (2-4 cm) 9.79 8.16 1.63 0.20 0.09 157.6 2424 4
Nl.c (4-6 cm) 10.33 8.84 1.49 0.17 0.09 1482 2186.6
N2.a (0-1 cm) 542 4.73 0.69 0.15 0.012 2418 22153
N2.b (1-4 cm) 6.86 5.82 1.04 0.18 0.023 261.0 30573
N3.a (0-2 cm) 6.16 5.19 0.97 0.19 0.08 250.8 3501.9
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Submuestra % Crot % Cino % Corg  Corg/Cino % N1ot P (mg/Kg) S (mg/Kg)
N3.b (2-4 cm) 6.55 5.11 1.44 0.28 0.11 259.6 4541.1
N4.a (0-1cm) 4.83 4.27 0.56 0.13 0.09 267.6 3023.1
N4.b (1-4 cm) 5.27 440 0.87 0.20 0.07 260.3 3418.7
N4.c (4-6 cm) 5.68 3.94 1.74 044 0.12 301.7 4426.2
N5.a (0-1 cm) 5.19 323 1.96 0.61 0.04 240.5 2962.2
N5.b (1-3 cm) 5.52 343 2.08 0.61 0.04 2433 2974 4
N5.c (3-5cm) 3.17 1.87 1.30 0.70 0.11 3214 7693.8
N5.d (5-7 cm) 2.68 1.57 1.11 0.71 0.07 2833 8040.8
NZ12.a (0-2cm) 10.47 8.28 2.19 0.26 0.25 ND ND
NZ30.a (0-2cm) 9.86 8.53 1.32 0.15 0.17 3959 21453

ND = no determinado

Se analizaron 28 elementos, y en el Cuadro 14 se muestran las concentraciones

totales de los elementos mas abundantes que fueron Na, K, Ca, Mg, Si y Al. Los 22

elementos restantes analizados se encuentran en el Anexo B.

Cuadro 14. Concentracion de algunos elementos en sedimentos del lago crater
Alchichica.
Submuestra Na K Ca Mg Si Al
(mg/kg) (mg/kg) (mgkg) (mgkg) (mgkg) (mgke)
Nl.a 2,930.7 6924 89,5879 1104059 508.1 3.927.7
NL.b 3,197.9 639.6 87.814.6 131,8994 5415 2,890.6
Nl.c 3,105.9 5552 782343 142,6743 506.5 2476.7
N2.a 25342 1,527.7 135,7740 17,1705 490.3 7,574.7
N2.b 40803 14738 137,7064 12,7289 348.7 12,905.6
N2.c 2,706.2 808.5 172,128.1 94822 401.7 5,946.6
N3.a 3,182.7 14112 1685213 11,011.0 4419 5,799.1
N3.b 3230.7 14339 165989.7 11,528.8 1094 6,596.0
N4.a 26415 13288 1124103  17,456.7 81.8 6,735.5
N4.b 26758 13576 1382770 18,3535 117.7 74448
N4.c 32192 15099 943477 19,1658 331.3 9,514.8
NS.a 33191 1,127.2 138,603.7 20,402.2 4024 7.074.7
N5.b 33613 11,1893 141,0722 18,037.1 423.1 7,512.6
NS5.c 40735 2,914 50,8269 11,9415 421.7 14,969.8
N5.d 33598 20761 57,0478  11,389.7 361.9 12,343.7
NZ12.a ND ND ND ND ND ND
NZ30.a 3,789.1 8794  108,670.5 145,989.1 2225 3,543.1

ND = no determinado
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9.3.  Identificacion molecular de bacterias y arqueas en sedimentos

En total, se extrajeron cerca de 30 muestras de ADN de sedimentos bénticos, litoral y de
nicleos. De las cuales, se obtuvieron amplicones ADNr de 16S de 18 submuestras con las
condiciones ensayadas en el laboratorio. El tamafo del fragmento enviado fue de ~450 pb y
¢ste contaba con las secuencias Golay, los iniciadores y las linker pad; sin éstas, el
fragmento fue de ~250 pb. Las secuencias mandadas obtenidas por el secuenciador fueron
2,805,329 (Cuadro 15). La calidad de éstas se puede ver en las Figs. C1 y C2 del Anexo C.
Después del pretratamiento para eliminar quimeras y singletones se recuperaron 2,015,053

secuencias, lo cual da una eficiencia del 72%.

Cuadro 15. Numero de secuencias de ADN obtenidas de sedimentos del lago Alchichica.

Submuestra Secuencia Golay o identificador Secuencias Secuencias no
prefiltrado quiméricas

S4.a* (0-1 cm) CTGCTATTCCTC 91,009 71,642
S4.a"(0-1 cm) AGCATGTCCCGT 208,881 168,313
S8.a"(0-1 cm) ACTTCCAACTTC 159,434 122,920
S8.a°(0-1 cm) ATGATGAGCCTC 222,500 178,238
S10.a"(0-1 cm) GAGCCATCTGTA 224 492 175,876
S10.a°(0-1 cm) CAAATTCGGGAT 180,077 136,416
S12.a(0-1cm) ATCGCACAGTAA 153,507 115,106
Nl.a (0-2 cm) AATTGTGTCGGA 163,669 146,105
Nl.c (4-6 cm) ATGGCTGTCAGT 120,309 72,884
N2.a (0-2 cm) TATCGACACAAG 188,286 14,804
N2.b (2-4 cm) TATACCGCTGCG 158,761 113,199
N3.b (1-3 cm) CAAACAACAGCT 85,953 56,083
N4.c (4-6 cm) TGCGCTGAATGT 101,090 66,524
N5.a (0-1 cm) CAACTCCCGTGA 218,956 178,384
N5.b (1-3 cm) CAGCTCATCAGC 162,633 134,366
N5.c (3-5cm) TACAGCGCATAC 94,990 64,106
NZ12.a (0-2 cm) ATGTCACCGCTG 131,267 94,046
NZ30.a (0-2 cm) AAGGCGCTCCTT 139,515 106,041
Total 2,805,329 2,015,053

25 repeticiones de una misma submuestra de sedimento, y se trataron como submuestras
individuales para observar variaciones a nivel intramuestra.

Se realizé una clasificacion taxondémica de las secuencias finales de ADNr 16S, y para

observar exclusivamente la diversidad de arqueas y bacterias, se eliminaron las secuencias
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de cloroplastos (Cyanobacteria, Chloroplast) y de mitocondrias (Proteobacteria,
Alphaproteobacteria, mitochondria). El porcentaje de secuencias mitocondriales fue bajo y
no alcanzo el 0.5 % (Cuadro 16). Por otro lado, la abundancia de cloroplastos si llegd a ser
significativo, con casi el 20% de abundancia (N1.a). Se observé que el menor porcentaje de
secuencias eucaridticas (mitocondriales y cloroplastos), corresponden a la capa mas
profunda de nticleos pequenios (N1, N2, N3, N4 y N5) y a las muestras colectadas a mayor
profundidad en la cuenca del lago (NZ12 y NZ30). Para el caso de las secuencias no
asignadas, éstas aumentan su abundancia en los nucleos pequenos conforme su profundidad

(Cuadro 16).

Cuadro 16. Porcentaje relativo de secuencias mitocondriales, de cloroplastos y no asignadas
dentro del dominio procarionte.

Mitocondriales Cloroplastos No asignadas
Submuestra (procarionticas)
% relativo de las secuencias totales
S4.a% (0-1 cm) 0.2 8.3 6.7
S4.a°(0-1 cm) 0.4 6.4 6.1
S8.a" (0-1 cm) 0.4 13.2 5.0
$8.a°(0-1 cm) 0.3 9.0 4.2
S10.a*(0-1 cm) 0.2 5.2 5.9
$10.a"(0-1 cm) 0.1 1.3 6.8
S12.a (0-1 cm) 0.2 2.6 4.5
Nl.a (0-2 cm) 0.1 0.8 4.4
N1.b (4-6 cm) 0.0 0.0 15.1
N2 (0-2 cm) 0.2 17.8 6.3
N2 (2-4 cm) 0.2 14.8 6.9
N3 (1-3 cm) 0.000 0.0 12.4
N4 (4-6 cm) 0.0 0.1 10.8
N5 (0-1 cm) 0.2 15.2 5.4
N5 (1-3 cm) 0.2 19.6 6.7
N5 (3-5 cm) 0.1 2.6 9.6
NZ12 (0-2 cm) 0.0 0.0 4.9
NZ30 (0-2 cm) 0.0 0.0 92
Promedio 0.161+0.13 6.482+6.66 7.2842.92

*en negritas se encuentran los valores maximos y minimos encontrados

42



Las secuencias eucarioticas se eliminaron para no tener un error dentro de la abundancia
relativa de las bacterias y arqueas. Una vez eliminada la porcién eucariontica, se
recalcularon las abundancias relativas y se observo una clara dominancia de Bacteria sobre
Arquea en todos los sedimentos (Cuadro 17). También se observo una abundancia relativa
de 4.4 hasta 15.1% de secuencias 16S ADNr que no pudieron ser asignadas

taxondmicamente.

Cuadro 17. Porcentaje relativo de secuencias no eucaridticas en sedimentos del lago
Alchichica.

No asignadas Arquea Bacteria
Submuestra
%
S4%(0-1 cm) 6.7 0.6 92.7
S4° (0-1 cm) 6.1 0.3 93.5
S8*(0-1 cm) 5.0 0.1* 94.9
S8°(0-1 cm) 4.2 0.1 95.7
S10%(0-1 cm) 5.9 2.2 91.9
S10°(0-1 cm) 6.8 2.9 90.3
S12 (0-1 cm) 4.5 1.5 94.0
N1A (0-2 cm) 4.4 0.8 94.8
N1A (4-6 cm) 15.1 6.5 78.4
N2A (0-2 cm) 6.3 0.8 92.8
N2A (2-4 cm) 6.9 1.4 91.7
N2B (1-3 cm) 12.4 22.3 65.2
N3 (4-6 cm) 10.8 10.2 79.0
N4 (0-1 cm) 54 0.1 94.5
N4 (1-3 cm) 6.7 0.2 93.1
N4 (3-5 cm) 9.6 12.3 78.1
N12 (0-2 cm) 4.9 0.1 94.9
N30 (0-2 cm) 9.2 1.6 89.2
Promedio 7.28 3.78 89.15

*en negritas se encuentran los valores maximos y minimos encontrados

Respecto a las secuencias afiliadas a la division Arquea, se puedo observar que cuentan
con una abundancia relativa entre 0.1 y 22%, hay una ligera tendencia en las capas

inferiores de los nucleos (>1 cm de profundidad) se tienen porcentajes mas altos, lo cual se
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traduce en que la abundancia de la division Bacteria en dichos sedimentos disminuye

conforme a la profundidad dentro de los nucleos (Fig.13).
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B Arqueas M Bacterias M No asignadas

Figura 13. Porcentaje de secuencias 16S ADNr obtenidas de Bacteria y Arquea, asi como las secuencias no

asignadas.

9.4. Variabilidad de la diversidad procariontica a nivel intramuestra.

Con el fin de determinar la variabilidad intramuestra, se realizaron 2 réplicas técnicas para
observar posibles variaciones en la diversidad microbiana de cada muestra. Cabe destacar
que éstas se tomaron en el mismo subsitio y a la misma profundidad, fueron tratadas y
procesaron como muestras individuales (S4a, S4b, S8a, S8b, S10a y S10b). Para el analisis
de los resultados se utilizo un andlisis de componentes principales (PCA) con el objetivo de
apreciar la variabilidad microbioldgica que existia entre ellas (Fig. 14). Como se observa en
la Figura 14, la variacion intramuestra es poca, ya que las réplicas de cada subsitio se
agrupan cercanas entre ellas. Con ello se prueba que, al estudiar una muestra por subsitio,

¢sta es representativa del subsitio analizado.
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Figura 14. Analisis de componentes principales de las réplicas técnicas de los sedimentos S4, S8 y S10. a)
nivel fila; b) nivel orden y c¢) nivel género. Cada subsitio muestreado esta representado en el mismo color.
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9.5.  Abundancia relativa de bacterias y arquea a nivel fila

Seguido del nivel dominio, los fila representan el préximo nivel de asignacion taxondémica.
Las secuencias de los sedimentos del lago Alchichica se clasificaron dentro de tres fila
pertenecientes a Arquea y 68 a Bacteria, comparando con las secuencias del banco de datos
de GreenGenes y el RDP (Anexo C).

En la Fig. 15 se muestra un Heatmap con los fila con mayor abundancia que fueron:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Verrumicrobia y Cyanobacteria
de Bacteria; y Euryarchaeota de Arquea. Este andlisis mostrd que, de acuerdo a los fila
encontrados y a su abundancia relativa, las submuestras en un primer corte se agruparon en
dos grupos principales. El primero contiene a las muestras NZ12.a, Nl.a y NZ30.a, los
cuales son sedimentos superficiales de entre 0 y 2 cm de profundidad, y ademas se
encontran en zonas muy cercanas del lago. El otro grupo corresponde las demas muestras

(Fig. 15).
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Figura 15. Mapa de abundancias relativas de los diferentes fila encontrados en sedimentos del lago crater
Alchichica. En la parte superior se menciona la muestra representada y en la parte inferior, el agrupamiento de

las mismas. La escala a la izquierda representa la abundancia relativa (escala de 0 al 1).
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Para corroborar el andlisis de agrupamiento observado en el mapa de abundancia, se

realizaron andlisis de componente principales a diferentes niveles taxémicos (Fig. 16). El

analisis PCA a nivel fila mostré que las muestras tienen un comportamiento esperado a

aquel encontrado en el andlisis de agrupamiento o cluster (Fig. 16a). Sin embargo, a nivel

orden y género (Figs. 16 c, e), las muestras colapsaban en un grupo y Nl.a se distanciaba

mucho (Fig. 16, columna izquierda).
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Figura 16. Comparacion del agrupamiento de las submuestras por medio de PCA. a) a nivel fila con Nla; b) a

nivel fila Sin N1a; ¢) a nivel orden con N1a; d) a nivel orden sin N1a; e) a nivel género con Nla; f) a nivel

género sin Nla.
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Con ello se not6 que la muestra N1.a tenia un comportamiento especial. En un analisis
mas profundo, se notd que esta muestra tenia una abundancia muy alta de proteobacterias
(>70%), en especial del género Vibrio que representaba casi el 30% del aporte
procariontico de todas las secuencias. Mientras que, en otras muestras, este género no
estaba presente. Por lo cual se determind que esta muestra no era representativa del sistema
y mostraba variaciones debido a condiciones puntuales de este género en particular.
Consecuentemente, se elimind la muestra N1.a de los analisis posteriores.

Como se puede apreciar en la figura 16 (columna derecha) -cuando no se considera la
muestra N1.a en los andlisis-, las muestras se agrupan en tres grupos, en los tres diferentes
niveles taxondmicos analizados: fila (Fig. 16.b), orden (Fig. 16.d) o género (Fig. 16.f). Por
lo que consideramos este Ultimo, el agrupamiento mas fidedigno. Los andlisis entonces
confirman que las muestras, independiente del nivel taxonomico analizado, se agrupan
dependiendo 1) la profundidad del sedimento muestreado y ii) su ubicacion en el lago (las
del centro con las del borde), ver Anexo D.

Las variables principales que determinaron este agrupamiento es la abundancia que hay
de diferentes grupos procaridticos. En la figura 17 se observa coémo en los sedimentos mas
superficiales < 4 cm (S4, S8, S10, S12, N2.a, N2.b, N5.a y N5.b), hay un mayor peso de
contribucion por el filo Bacteroidetes; mientras que en la cuenca (NZ30.a y NZ12.a) el filo
de Proteobacteria es el que tiene un mayor peso. Por ultimo, en los sedimentos 1-7 cm
(Nl.c, N3.b, N4.c y N5.c) los fila que tienen un mayor peso de son Euryarchaeaota y
Chloroflexi (Fig. 17a).
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Figura 17. Analisis de componentes principales a nivel fila en sedimentos y los principales grupos que
determinan la distribucion. a) Distribucion de las muestras y su agrupamiento. b) Principales fila bacterianos
que determinan la distribucion de las muestras de sedimentos, a la derecha se encuentra la escala del

porcentaje de contribucion.

9.6.  Abundancia relativa de bacterias y arqueas a nivel clase
Cuando se realiza el andlisis de contribucion y estructura de la comunidad a nivel clase, se
observa que aquella con mas peso de contribucion es Gammaproteobacteria. Asimismo, es

la principal causa de la separacion de las muestras NZ12 y NZ30 (0-2cm). Por el lado, las
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muestras que son de sedimentos mas profundos [N1.c (4-6 cm), N3.b (1-3 cm), y N5.c (3-5

cm)], su acomodo es asociado a la clase Thermoplasmata (Arquea, Euryarchaeaota),

Anaerolineae (Bacteria, Cloroflexi) y por las secuencias que no fueron asignadas. El ultimo

grupo (S4, S8, S10, S12, N2.a, N2.b, N5.a y N5.b), se agrupan la mayoria de las principales

clases

como  Bacteroidia,  Flavobacteriia, = Saprospirae, = Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria; aunque su peso de contribucioén es menor (10-15%) (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de componentes principales a nivel clase. a) Agrupamiento de las submuestras; b) clases

con mas peso de contribucion al agrupamiento.
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9.7.

Abundancia relativa de bacteria y arquea a nivel de orden

Cuando el andlisis se realizd a nivel de orden, se observd que, en las muestras de los

sedimentos de 0 a 4 cm, los 6rdenes principales que se encuentran y se relacionan a €stos

son Saprospirales y Flavobacteriales. Mientras que, para los sedimentos mas profundos, los

determinantes fueron el orden E2 (Thermoplasma Euryarchaeota) y los Pseudomonales, asi

como las secuencias no asignadas que en los sedimentos. En NZ12.a y NZ30.a los 6rdenes

pertenecientes

que mas destacan son Chromatiales y Thiotrichales, ambos
Gammaproteobacteria (Fig. 19).
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Figura 19. Analisis de componentes principales a nivel orden. a) Agrupamiento de las submuestras; b)

ordenes con mas peso de contribucion al agrupamiento.
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9.8. Relaciones entre la estructura de la comunidad bacteriana con las

caracteristicas geoquimicas

Como parte de este estudio también se analizo si existia una relacion entre la estructura de
la comunidad bacteriana y los valores geoquimicos determinados como Corg, Cino, Nt1ot, P,
S, Si, Al, K, Na, Ca y Mg. Para ello, se realiz6 primeramente un analisis de componentes
principales para observar la relacion entre las muestras y las variables (Fig. 20).

En este andlisis se observan de forma similar tres grandes grupos. El primero se
encuentra compuesto por las muestras de N1 (Nl.a, N1.b y Nl.c), asi como el ntcleo de
profundidad NZ30.a. Este agrupamiento sugiere que en la zona noroeste del lago
posiblemente existen fendmenos de sedimentacion de particulas orgénicas (material
particulado y biomasa) que incrementan el contenido de Cory, Cino y Si, —éste ultimo
proveniente posiblemente de diatomeas—. El segundo grupo contiene muestras
principalmente superficiales N2.a, N3.a, N3.b N4.a, N4.b, N5.a y N5.b y estan relacionados
principalmente con la presencia de Ca y Mg. Mientras que el tercer agrupamiento se
encuentra compuesto por sedimentos profundos N4.c, N5.c y N5.d (3-7 cm) y estan
altamente determinados por la presencia de formas de S y Na; la presencia de S puede ser
debido a que se ven favorecidos los procesos de sulfato reduccion en subcapas no
superficiales. Sin embargo, estos resultados necesitan confirmarse mediante un estudio con

un nimero mayor de muestras representativos de todos los segmentos del lago.
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Figura 20. Analisis de componentes principales de las caracteristicas geoquimicas de los sedimentos

analizados. La intensidad del color gris de las flechas representa la contribucion de cada variable.

En un segundo analisis se observo si existia la relacion entre la estructura de comunidad
bacteriana en los sedimentos y los valores geoquimicos. Para ello, se llevd a cabo un
analisis de correlacion candnica (CCA) entre la matriz de datos de abundancia a nivel orden
y las caracteristicas geoquimicas de las muestras (Fig. 21). Este andlisis mostr6 resultados
similares, donde la concentracioén de S sigue relacionandose con los sedimentos profundos,
el Ca con sedimentos superficiales y donde también ahora se nota una importancia del Si.

El sedimento NZ30.a se relaciond con el Cino y el P.
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Figura 21. Anélisis de correlacion canonica entre la matriz de datos de abundancia a nivel orden y las

caracteristicas geoquimicas de sedimentos de Alchichica.
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10. DISCUSION

10.1. Mineralogia

La composicion mineral principal de los sedimentos del lago Alchichica fue aragonita,
hidromagnesita y de plagioclasas de composicion media. Los dos primeros son minerales
que precipitan mayormente debido a que se encuentran sobresaturados en el sistema
(Armienta et al., 2008). Las plagioclasas son de origen igneo, y en sistemas alcalinos tiende
a intercambiarse el ion Na por el Ca*" con el tiempo. El porcentaje mayoritario de la
composicion mineral en casi todos los sedimentos fue la aragonita, la cual puede deberse a
los procesos de biomineralizacion que realizan principalmente las cianobacterias
(Kazmierczak et al., 2011). No se observaron tendencias claras de distribucion entre las
diferentes fases minerales en los sedimentos; por lo que es necesario estudiar mas muestras
para observar si hay mas correlaciones entre estos minerales y su distribucion en los

sedimentos superficiales del lago.

10.2. Principales grupos taxonémicos y su distribucion

Los principales fila y sus respectivas clases encontradas en los sedimentos del lago salino
alcalino de Alchichica fueron Proteobacteria (principalmente Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, ~ Alphaproteobacteria ~y  Betaproteobacteria); ~ Bacteroidetes
(Saprospirae, Flavobacteria y Cytophagia); Cloroflexi (Anaerolineae); Euryarchaeota
(Thermoplasmata) y Planctomycetes (Planctomycetia). Esta diversidad de grupos de
bacterias y arqueas es muy similar a otros lagos salino alcalinos reportados (e.g. Sorokin &
Kuenen, 2005). La composicion bacteriana en los sedimentos salino alcalinos se diferencia
a su vez de aquellos de lagos de agua dulce, donde predominan Proteobacteria
(Deltaproteobacteria principalmente, seguido de Gammaproteobacteria); Acidobacteria;
Planctomycetes; Verrumicrobia y Nitrospira (Wang et al., 2012). Inclusive en los
sedimentos de agua marina se encuentra grupos dominantes como Proteobacteria;
Actinobacteria  (Actinobacteria), = Bacteroidetes  (Flavobacteria), = Planctomycetes

(Planctomycetia) y Acidobacteria (Acidobacteria) (Zinger et al., 2011; Wang et al., 2012).
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Algunos metabolismos inferidos a partir de la diversidad microbiana se encuentran en el

Anexo E.

10.3. Fijacién de carbono

La produccion primaria de la mayoria de los lagos salino alcalinos es debido a la gran
densidad de las poblaciones de cianobacterias presente (Sorokin, 2004). Las cianobacterias
fijan carbono, realizan la fotosintesis oxigénica y algunas pueden fijar N, atmosférico.
Kazmierczak y colaboradores (2011) realizaron un estudio de diversidad de cianobacterias
en microbialitas del lago Alchichica encontrando seis o6rdenes de cianobacterias. En este
estudio se identificaron 10 6rdenes de Cyanobacteria en los sedimentos (Fig. 22), de los
cuales, cuatro se compartian con los encontrados en las microbialitas del mismo lago
(Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales 'y Synechococcales). Los o6rdenes
Synechococcales y Pseudanabaenales fueron los que se encontraron en mayor abundancia

en todos los sedimentos, sobre todo, en aquellos de poca profundidad (0-2 cm).
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Figura 22. Abundancia relativa de los 6rdenes de Cyanobacteria encontrados en sedimentos del lago crater

Alchichica.

Los géneros encontrados con mayor abundancia fueron Synechococcus 'y
Halomicronema (Synechococcales). Estos géneros son halotorantes y algunas de sus
especies se caracterizan por utilizar fotones con longitud de onda hacia el infrarrojo (> 700

nm) (Tomo et al., 2014; Li et al., 2016; Miao et al., 2016). Con ello, se ve favorecida la
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abundancia en los sedimentos de poca profundidad y donde existe una mayor incidencia de
esta longitud de onda. En este caso, a profundidades de 12 y 30 m, la abundancia de estos
géneros decrece mucho.

Estudios previos en las microbialitas de la zona del litoral sugieren que la fijacion de N,
por cianobacterias —principalmente Nostocales—, es uno de los procesos mas activos del
ciclo biogeoquimico del N, ya que existen bajas concentraciones de este elemento (Falcon
et al.,2002; Alcéntara-Hernéndez et al., 2017). En los sedimentos se encontré que también
existen cianobacterias nostocales con potencial de fijaciéon de N como Nostoc, Anabaena y
Nodularia, exceptuando en las muestras de profudidad de 12 y 30 m donde no se encontrd
el orden Nostocales. Los Nostocales se caracteriza por tener estructuras especializadas de
fijacion de nitrégeno llamadas heterocistos (Whittons & Potts, 2012). Mientras que otros
como Rivularia, Phormidium y Microcoleus —las cuales no tienen heterocistos—, emplean
otras estrategias para fijar nitrogeno y también fueron encontradas en los sedimentos.

Otros microorganismos que contribuyen a la productividad primaria son los fototrofos
anoxigénicos. Los organismos del orden Chromatiales se caracterizan por llevar a cabo la
fotosintesis anoxigénica empleando formas reducidas de S (v.g. H,S) como donador
electronico (fotolitotréficos), por lo que sus representantes son conocidas como bacterias
purpuras del azufre. Nuestros analisis sugieren para el ambiente estudiado que los
organismos fotosinteticos anoxigénicos (empleando compuestos reducidos de S) son mas
abundantes que las bacterias fotosintéticas oxigénicas (Fig. 23). Queda claro puntualizar
que en este estudio se han discriminado las microalgas, y se considera sélo la fotosintesis
procaridtica.

Los principales géneros de Chromatiales detectados fueron Thioalkalivibrio,
Halorhodospira, Thiorhodospira, Ectothiorhodospira, Halochromatium, Allochromatium,
Thiocapsa, Thiococcus y Thiovirga. En lagos salino alcalinos se han reportado los géneros
de Thiorhodospira, Thiorhodovibrio, y otros de la familia Ectothiorhodospiracea (orden
Chromatiales) en salinidades desde 50-130 g/L. NaCl (Kompantseva et al., 2009; Gorlenko
et al., 2009). Consecuentemente, nuestros datos sugieren que en los ambientes salino
alcalinos hay metabolismos ampliamente basados en el ciclaje del S, y coinciden con los

anteriormente reportados.
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Figura 23. Abundancia relativa de Cianobacterias y Chromatiales en los sedimentos del lago Alchichica.

10.4. Heterotrofia

Los anadlisis de la estructura del componente bacteriano sugirieron la formacion de un grupo
con las muestras de las capas superiores de los sedimentos de 0 a 4 cm de profundidad,
incluyendo S4, S8, S10, S12, N2.a, N2.b, N5a y NS5.b. Este agrupamiento estuvo
determinado por el filo Bacteroidetes (Fig. 17b), el cual se encontré mayormente
constituido por los ordenes Saprospirales y Flavobacteriales en los sedimentos estudiados
(Fig. 19b). Estos ordenes se encuentran involucrados en procesos de transformacion de la
materia organica y en el metabolismo heterotrofico (Mcllroy & Nielsen, 2014). Estos
organismos son mayormente encontrados en fase sésil, es decir, que se asocian a particulas
minerales (v.g. sedimentos) donde hay organismos fototroficos. Consecuentemente, se
especializan en hidrolizar polimeros de carbono, particularmente proteinas, mediante

exoenzimas en ambientes acuaticos (Kirchman, 2002).
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La mayoria de las unidades taxondmicas dentro de estos ordenes no pudieron ser
asignados a nivel género (Cuadro 18). El hecho de que no se pudieron afiliar
filogenéticamente a nivel género estos organismos, sugiere que existe una gran nueva
diversidad atn por identificar y asignar dentro de estos clados para los sistemas salino
alcalinos. También se observd una mayor abundancia relativa de estos heterotrofos en las
capas superficiales donde pueden degradar los compuestos organicos empleando como
aceptor electronico el O,. En estratos inferiores (3-7 cm) existié una menor proporcion de

estos organismos.

Cuadro 18. Porcentaje de abundancia de heterdtrofos con mayor representatividad pertenecientes a

Bacteroidetes.

Porcentaje de abundancia promedio (%)

Unidad taxonémica operacional Sedimentos 0-4 cm (a) Sedimentos 3-7 cm (b)

1. Bacteria no cultivada de Saprospiraceae 6.36 0.36
2. Bacteria no cultivada de Bacteroidales 3.68 2.57
3. Bacteria no cultivada de Flavobacteriaceae 2.64 0.20
4. Bacteria no cultivada de Flammeovirgaceae 1.71 0.13
5. Bacteria no cultivada de Cytophagaceae 1.50 0.08

(a) sedimentos S4, S8, S10, S12, N2.a, N2.b, N5.a y N5.b; (b) N1.c, N3.b, N4.c y N5.c.

En la hipotesis de trabajo de la presente tesis se planted que la estructura de la
comunidad bacteriana en los sedimentos del lago crater Alchichica seria diferenciada
principalmente por el contenido del carbono organico en las muestras y la profundidad de
las mismas. Entre los andlisis que se realizaron, se observd que el contenido de Cor nO
tenia una relacion clara con la profundidad del segmento estudiado (Fig. 24). El analisis de
correlacion canonica (Fig. 21) tampoco mostré una fuerte relacion entre el Cor y la
estructura del componente bacteriano. Lo cual sugiere que las comunidades procarioticas se
estructuran de forma similar independiente de la cantidad de C-organico presente, pero si

de acuerdo a la profundidad del sedimento (i.e. 0-4 cm y de 4-7 cm).
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Figura 24. Analisis de componentes principales de contenido de Corg, Cino, Ctot y la proporcion Corg/Cino

en los sedimentos del lago crater Alchichica.
10.5. Metanogénesis

El segundo grupo mas importante en el andlisis incluyd sedimentos de 4 a 7 cm de
profundidad y esté constituido por las muestras N1.c, N3.b, N4.c y N5.c (Fig. 17a). En este
grupo, uno de los fila con mas peso y caracteristico fue Euryarchaeota (Arquea); en
especifico, el orden E2 dentro de la clase Thermoplasmata. Thermoplasmata ha sido
reportada como la tercera clase mas abundante de arqueas en sistemas ocednicos del norte
(Wemheuer ef al., 2012). Mientras que E2 ha sido caracterizado como el principal orden de
Thermoplasmata en varios ambientes ligera o0 moderadamente salinos, incluyendo sistemas
costeros y ventilas hidrotermales en el océano profundo. Hasta la fecha se ha cultivado un
representante como Methanomassiliicoccus, el cual ha sido tipificado como anaerobio y
metanogénico, y produce metano a partir de metanol en presencia de hidrogeno (Iino et al.,
2013). Esto puede sugerir que en las subcapas mas profundas de los sedimentos se favorece
la produccion de metano por arqueas metanogénicas, del orden E2. Asimismo, los

organismos metanogénicos aprovechan las moléculas generadas por los heterdtrofos
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hidrolizadores de biopolimeros como por ejemplo Bacteroidetes y por los fermentadores
como aquellos pertenecientes Clostridia, tales como: Fusibacter, Clostridium,
Syntrophomonas, Alkalibacter, Tindallia Anoxynatronum, Alkaliphilus, entre otros. Los
cuales fueron detectados como los Firmicutes mas abundantes en las muestras de

sedimentos (Fig. 25) (Worm et al., 2010).
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Figura 25. Porcentaje de abundancia relativa de organismos fermentadores y acetogénicos.

10.6. Sulfato reduccion

La abundancia de las bacterias sulfato reductoras en comparacion con las arqueas
metanogénicas, es mayor en casi todos los sedimentos con excepcion de las muestras N3b,
N4c y N5c (Anexo F). La sulfato reduccion es uno de los procesos mas importantes en
sedimentos marinos, cuantitativamente hablando (Fenchel et al., 2012). En los lagos salinos
alcalinos también ha sido detectado como un metabolismo importante y una serie de sulfato
reductores han sido aislados (Sorokin et al, 2015). Entre ellos, se encuentran los
organismos litotroficos que pueden oxidar H,, formato o pequefias moléculas orgéanicas,
con sulfato, tiosulfato o sulfito como aceptor electronico. Estos incluyen
deltaproteobacterias  haloalcalifilas como  Desulfonatronum, Desulfonatronovibrio,
Desulfonatronospira y Desulfohalophilus (Desulfohalobiaceae) (Sorokin et al., 2011). En

la base de datos de Alchichica se encontré Desulfonatronum en todos los sedimentos
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analizados (0.005-1.3%), mientras que Desulfonatronovibrio se encontrd sélo en algunos
sedimentos y su porcentaje de representacion fue de 0-0.3%. En cambio, Desulfosarcina
(0.1-7.6%) y Desulfococcus (0.1-2%) fueron los géneros mas encontrados. Estos géneros
pertenecen a la familia Desulfobacteraceae, la cual estd representada ampliamente en los
sedimentos de Alchichica (Fig. 26). El clado Desulfosarcina/Desulfococcus ha sido
identificado como clave en la degradacion anaerobia de alcanos en filtraciones marinas
(Kleindienst et al., 2014); es decir, acoplan metabolismos quimiorganotroficos a la

reduccion de formas de S.

Porcentaje de abundancia relativa
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Figura 26. Porcentaje de abundancia relativa de organismos sulfato reductores.

10.7. Quimiolitrotofias

Las quimilitotrofias son procesos metabolicos en los cuales se emplean principalmente
compuestos inorganicos reducidos como donadores electronicos. Estos procesos se han
encontrados en varios ambientes incluyendo los sistemas salino alcalinos; sin embargo, se
han visto disminuidos o en proporcion casi nula (Oren, 2011). Los procesos litotroficos mas
estudiados y de interés en los sistemas ambientales son la oxidacioén aerobia de amonio y de

nitrito; asi como la metanotrofia aerobia y anaerdbica. Se encontré que en los sedimentos
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del lago crater de Alchichica, estos cuatro procesos tienen pocos microorganismos
representantes, que en su maximo contribuyen el 2.5% de la abundancia relativa del
componente procariontico (Fig. 27). Igualmente, la presencia de organismos anaerobios
oxidadores de amonio (anammox) solo se detectaron en una muestra (N4.c) y con una
abundancia relativa del 0.01%. Paralelamente, los procesos de nitrificaciéon y anammox han
sido detectados en poca abundancia en las microbialitas del mismo lago. Probablemente,
limitados por las formas de N presentes en la columna de agua y factores bioenergéticos

(Alcantara-Hernandez er al., 2017).
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Figura 27. Porcentaje de abundancia relativa de organismos nitrificadores y oxidadores de metano.

10.8. Modelo de ciclaje de nutrientes en los sedimentos del lago crater de
Alchichica
Con el analisis de la composicion 16S ARNr del componente bacteriano, es posible inferir
un modelo de ciclaje en los sedimentos superficiales en el lago crater de Alchichica (Fig.
28). Los resultados sugieren que existe fotosintesis oxigénica y anoxigénica es llevada a
cabo por microalgas, cianobacterias y bacterias purpuras del azufre. Estos organismos

pueden fijar C y —junto con los fendmenos de sedimentacion en el lago—, contribuyen al
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almacén de Coy, del sistema. De alli, que existan una gran abundancia de microorganismos
quimiorganotroficos en los sedimentos de 0-4 cm, donde se observaron que Bacteroidetes
pueden degradar biopolimeros (i.e. carbohidratos y proteinas) bajo condiciones aerobias o
microaerofilicas. Esta hidrolisis es el primer paso de obtencion de moléculas mas pequenas
que pueden ser empleadas en sistemas anaerobios fermentadores (v.g. Clostridiales) para la
obtencién de acetato, formato, H,, metanol, entre otros. Estas ultimas moléculas a su vez,
pueden ser usadas por los organismos sulfato reductores organotréficos —Desulfosarcinal
Desulfococcus— y litotroficos —Desulfonatronum/Desulfonatronovibrio—, principalmente.
Paralelamente, el metanol, H, y acetato, también pueden ser empleados por arqueas
metanogénicas, principalmente en sedimentos mas profundos, donde creemos que la

presion parcial de H, es mayor.
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Figura 28. Modelo de ciclaje biogeoquimico y los procariontes responsables en los sedimentos superficiales del lago crater de Alchichica.
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11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo es uno de los primeros en caracterizar el componente bacteriano de
sedimentos del lago crater Alchichica. Este lago es uno de los més importantes lago crater
de México y ha sido catalogado como un lago sumidero de C, principalmente por
fendémenos de sedimentacion de material particulado y por precipitacion de carbonatos. Los
procesos asociados al ciclo de C son importantes y relevantes entonces en los sedimentos
aqui estudiados. Nuestros datos sugieren que las comunidades bacterianas en los
sedimentos se estructuran dependiendo principalmente por la profundidad del sedimento.
En estos, los sedimentos superficiales (0-4 cm) contienen una serie de organismos
fototroficos oxigénicos y anoxigénicos, y otros heterotréficos encargados de descomponer
la materia orgénica. En los estratos de 3-7 cm se establece una biomasa principalmente
anaerobia como microorganismos sulfato-reductores quimiorganotréficos y arqueas
metanogénicas. Asimismo, en estos segmentos se encuentran un gran numero de
microorganismos que no han podido ser clasificados o asignados. En ambos estratos se
observd que los procesos quimiolitotroficos se encuentran presentes, pero sesgados.

Nuestros andlisis sugieren que la estructura de la comunidad no esta relacionada con la
concentracion de Cor, mientras que si hay un efecto de arreglo de la estructura en un
gradiente de profundidad (i.e. los sedimentos de 0-4 cm son diferentes de aquellos de 3-7
cm). En estos estratos si existen relaciones entre elementos como Ca, Mg y Si (para 0-4 cm)
y S (en 3-7 cm); sin embargo, se recomienda analizar un mayor nimero de muestras para
confirmar esta tendencia.

En el presente trabajo también se encontraron microorganismos metanogénicos y
metanotréficos. Aunque el lago ha sido caracterizado como sumidero de C, seria interesante
cuantificar la actividad metanogénica y metanotrofica en los sedimentos para confirmar
estas aseveraciones. Por lo que, en futuros trabajos, es necesario considerar el papel
biogeoquimico de los sedimentos para tener una perspectiva mas completa del lago y sus

funciones ecosistémicas.
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13. ANEXOS
13.1. ANEXO A. Difractograma de sedimentos
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Fig. Al. Difractograma resultante de la difraccion de rayos X de la submuestra Nlc.
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Fig. A2. Resumen de difractogramas de los sedimentos. Se muestra consistencia y similitud
mineral en todos los difractogramas realizados.
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13.2.  ANEXO B. Abundancia elemental en sedimentos del lago Alchichica.

Cuadro B1. Concentracion de elementos obtenidos de los sedimentos del lago crater Alchichica.

Ef};‘go Nla NIb Nlc N2a N2b N2c N3a N3b Nda N4b N4c N5a N5b N5c N5d NZ30a
Al 3928 2891 2477 7575 12906 5947 5799 6596 6735 7445 9515 7075 7513 14970 12344 3543
Ba 199 182 161 342 397 478 385 370 281 327 226 282 279 94 118 197
Ca 89588 87815 78234 135774 137706 172128 168521 165990 112410 138277 94348 138604 141072 50827 57048 108670
cd 2 1 1 2 3 2 1 1 1 1 2 2 2 3 3 0
Co 3 3 2 7 11 7 5 4 6 6 7 9 9 11 10 2
Cr 3 2 1 10 15 12 7 10 9 11 11 12 12 18 17 5
Cu 10 11 10 4 10 15 5 10 10 9 8 6 8 10 6 10
Fe 5068 3660 3091 8882 14647 8851 7727 9298 11216 11462 11047 11665 12063 17773 17103 4324
K 692 640 555 1528 1474 808 1411 1434 1329 1358 1510 1127 1189 2691 2076 879
Li 22 23 21 12 13 15 20 37 30 32 28 18 18 27 23 37
Mg 110406 131899 142674 7171 12729 9482 11011 11529 17457 18353 19166 20402 18037 11942 11390 145989
Mn 174 153 144 225 313 238 351 342 261 303 245 368 380 337 310 402
Mo 0 0 0 0 0 0 2 4 5 2 0 0 0 0 0 4
Na 2931 3198 3106 2534 4080 2706 3183 3231 2641 2676 3219 3319 3361 4074 3360 3789
Ni 6 6 5 14 18 20 11 16 15 13 14 12 12 18 17 6

177 158 148 242 261 218 251 260 268 260 302 240 243 321 283 396
S 2067 2424 2187 2215 3057 2857 3502 4541 3023 3419 4426 2962 2974 7694 8041 2145
Si 508 541 507 490 349 402 442 109 82 118 331 402 423 422 362 222
Sr 908 834 765 1424 1499 2179 1795 1726 1293 1579 1074 1446 1444 261 405 887
Ti 365 266 224 566 1018 589 518 577 631 702 870 756 793 1261 1122 260
\% 9 7 6 20 31 23 16 21 15 18 21 20 22 37 33 13
Zn 17 14 11 26 30 22 27 29 29 30 31 23 25 37 32 20
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13.3. ANEXO C. Abundancias relativas de los fila encontrados en sedimentos
superficiales.
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Figura C1. Calidad de las secuencias. La posicion 41 del grafico se generd usando un muestreo aleatorio de
10000 fuera de las 3400996 secuencias sin remplazo. La longitud de secuencias minima identificada fue de
251 bases
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Figura C2. Calidad de las secuencias inversas. La posicion 90 del grafico se generd usando un muestreo

aleatorio de 10000 fuera de las 3400996 secuencias sin remplazo. La longitud de secuencias minima
identificada fue de 251 bases
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Cuadro CI1. Abundancia relativa de las secuencias obtenidas y los fila a los que se asociaron

Fila S4 S§ SI0 SI2 Nlc N2a N2b N3b Ndc N5a N5b N5c NZI2a NZ30a
No asignadas 641 459 638 4.19 1510 632 689 1243 1080 540 6.67 9.60 495 922
Crenarchaeota 003 003 0.6 005 145 024 029 416 171 001 002 216 002 024
Euryarchaeota 0.19 003 180 004 504 049 087 18.10 830 001 004 986 011 132
[Parvarchaeota] 025 006 061 006 003 0.2 025 014 024 0.10 0.4 027 000  0.02
Bacteria NA 001 000 001 000 O 000 000 O 0 000 000 O 001 001
Bacteria NA 004 002 008 004 054 004 009 018 0.19 000 000 0.17 001 003
AC1 001 000 003 000 0.12 003 004 037 045 000 000 0.6 000 005
Acidobacteria 054 032 058 037 284 037 051 1.10 206 051 041 070 156 040
Actinobacteria 198 2.1 066 231 278 127 149 179 194 085 113 437 750  2.00
Armatimonadetes 001 002 002 002 0.3 00l 00l 008 011 0 000 0.9 001 020
BHI80-139 001 000 004 000 003 000 002 000 000 000 0 001 000 000
BRC]1 005 002 0.2 002 003 002 004 013 0.2 005 006 042 013 002
Bacteroidetes 2051 2097 2734 2030 190 2550 2400 274 384 27.17 2690 987 100 136
Caldiserica 006 006 0.1 006 000 002 005 000 000 000 001 001 000  0.00
Caldithrix 005 005 0.0 005 045 0.0 0.17 163 071 003 001 0.19 006 027
Chlamydiae 001 001 001 001 000 001 001 000 000 000 00l 001 000  0.00
Chlorobi 200 320 091 346 0.13 273 405 049 124 403 322 179 024  0.14
Chloroflexi 234 292 392 351 1442 3.9 453 1808 1209 1.77 203 875 454 1096
Chrysiogenetes 0 0 000 O 0 0 000 000 O 0 0 0 0 0

Cyanobacteria 262 168 4.19 143 061 045 034 008 006 048 085 045 047 009
Elusimicrobia 002 003 0.0 003 007 005 008 018 007 00l 001 010 001 002
FBP 0 0 0 0 0 0 000 O 0 0 0 0 0 0

FCPU426 003 002 004 002 002 001 001 004 002 006 007 006 004 002
Fibrobacteres 0.12 003 035 003 008 002 004 006 008 00l 004 005 001 002
Firmicutes 198 185 257 222 330 141 159 160 163 168 133 291 041 178
Fusobacteria 003 001 004 001 002 007 009 000 0 0.10 006 0.12 0 0.00
GALIS 0 000 00l 000 O 0 0 000 000 000 000 000 0 0

GNO1 0 0 0 0 0 002 001 0 0 0 0 000 0 0

GN02 003 002 004 004 000 003 002 00l 007 002 00l 002 000 000
GN04 001 001 003 00l 062 004 006 121 029 000 000 0.16 002 004
GOUTA4 0 0 0 0 0 000 001 0 0 0 0 0 0 0

Gemmatimonadetes 0.79 047 105 050 528 054 057 071 077 079 064 072 158 120
H-178 001 000 003 000 O 003 010 0 0 00l 002 003 0 0.05
Hyd24-12 006 005 0.6 007 009 003 0.0 000 006 001 001 004 002 005
KSB3 001 001 024 001 006 000 002 008 0.1 000 000 007 00l 001
LCP-89 001 000 007 000 008 002 002 045 0.19 0 000 O0.11 0 0.01
LDI 000 000 001 00l 052 001 002 036 009 000 000 O0.11 0 0.02
Lentisphaerae 008 002 030 002 006 005 0.3 003 007 001 004 008 003 005
MAT-CR-M4- 0 0 00l O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Fila S4 S8 S10  S12 Nl.c N2a N2b N3b N4c NS5a N5b N5c NZl2.a NZ30.a
BO7

MVS-104 0 0 0 0 0 0.00 0.01 0 0 0 0 0.01 0 0
NC10 000 001 001 001 001 003 004 006 045 000 000 0.04 0 0
NKB19 002 003 006 003 005 004 0.11 004 004 007 009 0.09 0.08 0.02
Nitrospirae 006 004 0.16 006 061 026 043 238 162 001 002 057 0.32 0.20
0C31 0 0.00 0 0 0 0.00 0.01 0 0 0 0 0 0 0
ODl1 0.11 003 0.12 003 002 008 007 002 006 004 005 0.06 0.00 0.00
OP1 0.01 000 0.10 000 0.80 002 003 0.19 042 0 0 0.09 0.02 0.26
OPI11 000 000 002 000 002 001 002 006 0.03 0 0 0.02 0 0
OP3 006 004 055 005 081 019 038 187 075 002 0.02 1.03 0.02 0.15
OP8 021 0.13 028 021 769 040 048 262 231 001 003 1.75 0.09 144
OP9 0.01 000 008 000 022 002 001 011 004 000 0.00 233 0.01 0.03
PAUC34f 002 001 004 001 029 001 003 0.11 006 001 001 0.06 0.06 0.13
Planctomycetes 269 375 296 374 852 323 281 556 303 442 546 551 295 1.56
Poribacteria 0.00 0 0.00 0 0.00 000 0.01 001 001 0 0 0.01 0 0.01
Proteobacteria 4572 46.59 3050 46.51 1270 4250 39.50 1550 39.80 41.67 3895 27.83 6654 6237
SAR406 0 0 0.00 0 0 0.00 0.01 0 0 0 0 0 0 0
SBR1093 0 0.00 0.00 0.00 0 0 0 0.00 0.31 0 0.00 0.00 0 0
SC4 0 0 0 0 004 002 0.02 0.15 001 0 0.00 0.16 0 0.00
SR1 003 005 004 007 000 005 004 001 000 002 003 0.04 0 0
Spirochaetes 177 078 381 091 7.71 122 211 148 106 087 090 1.95 2.57 2.23
Synergistetes 0 0 0.03 0 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0
T™6 000 000 003 001 001 002 002 008 006 000 000 0.04 0 0
™7 0.00 000 000 000 000 001 0.00 0 0.00 001 001 0.00 0 0
Tenericutes 030 0.13 256 0.13 0.19 071 103 001 030 034 0.60 046 0.01 0.03
Thermotogae 0.00 0 0.02 0 0.03 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Verrucomicrobia 541 692 325 654 090 638 458 046 073 446 608 1.73 0.85 0.62
WPS-2 006 004 002 004 001 002 002 002 002 002 001 0.00 0.00 0
WS1 0.01 001 001 001 009 000 002 006 005 000 0.00 0.03 0.02 0.03
WS2 000 000 000 000 0.14 001 002 015 003 000 0.00 0.13 0.00 0.02
WS3 041 0.18 031 023 250 021 029 219 096 052 035 087 0.89 0.80
WS4 0 0 0 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.01 0.01 0.00
WS5 0.08 001 0.03 0.00 0 0.01 002 000 000 000 0.00 0.02 0 0.00
WWEI1 0.02 002 003 0.04 0 001 002 0.01 0.06 0 0.00 036 0 0
ZB3 002 000 003 000 001 000 000 000 000 000 003 0.02 0.00 0
[Caldithrix] 006 000 18 000 050 002 005 053 040 000 0.00 025 0.01 0.27
[Thermi] 172 259 103 244 029 122 132 009 0.11 434 360 098 2.80 0.23

0.00: indica que estan presentes, pero en muy bajo porcentaje de abundancia; 0: no se encontraron secuencias
en la submuestra.
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13.4. ANEXO D. Distribucién de las diferentes secciones de los nucleos

Axis 2 (15.32 %)

<
O il

- — Axis1 (5357 %)
Axis 3 (B8.754 %)

Figura D1. PCA-Unifrac ponderado que muestra la distribucion de las diferentes secciones de los nticleos N1,
N4 y NS: superficiales (rojos), medios (naranjas) y profundos (azules). El analisis de PCA-Unifrac distribuye
las muestras de acuerdo a la distancia filogenética de los OTUs asignados y su abundancia relativa.
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13.5. ANEXO E. Metabolismos inferidos a partir de la diversidad microbiana
mediante las secuencias 16S ARNr
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Figura E1. Metabolismos potenciales en los sedimentos del lago Alchichica inferidos mediante la diversidad

16S ARNr empleando el programa Tax4fun.
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Porcentaje de abundancia relativa

13.6. ANEXO F. Porcentaje de abundancia relativa de bacterias sulfato reductoras y
aqueas metanogénicas en los sedimentos del lago crater de Alchichica.

20%
18%
16%

14%

i
N
x

10%

0
X

6%

4%

2%

0%
s4 S8 s10 S12 Nl.c N2.a N2.b N3.b N4.c N5.a N5.b N5.c  NZ12.a NZ30.a

m Metanogénesis M Sulfato reduccion

Figura F1. Grafica del porcentaje de abundancia relativa de bacterias sulfato reductoras y aqueas

metanogénicas.
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