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1. RESUMEN

En este trabajo se hace un analisis comparativo de las comunidades microbianas que forman
microbialitas en el Lago Alchichica (AL), Laguna Bacalar (BL) y el Cenote Azul (CA) en México, con
énfasis en el componente de cianobacterias. Para esto se siguié un marco de trabajo polifasico que
integrdé: 1) Métodos microscépicos: incluyendo microscopia dptica, de fluorescencia y confocal laser
para analisis morfoldgicos. 2) Métodos de cultivo: estableciendo las condiciones optimas de
crecimiento para cianobacterias. 3) Métodos moleculares: incluyendo técnicas de gendmica dirigida
(regidn hipervariable V4 del gen 16S ARNr) para describir la taxonomia y buscar patrones de
estructura filogenética entre sitios, asi como técnicas de metagendmica (Shotgun), para buscar
patrones y asociaciones en los perfiles funcionales. Los datos morfoldgicos, taxondmicos, ecolégicos
y funcionales obtenidos de bacterias y cianobacterias en microbialitas mostraron diferencias a nivel
taxondmico, pero similitudes a nivel funcional. Con base en estos datos y una extensa revision
bibliogréfica, se hizo una propuesta para englobar a las cianobacterias de microbialitas en grupos
funcionales, de acuerdo a su ecologia litobidntica y a sus adaptaciones. Esta clasificacion facilitara
futuros trabajos comparativos de cianobacterias en microbialitas. Finalmente, se remarca la
importancia de seguir estudiando cianobacterias de microbialitas en el contexto de ciencias
ambientales, atrapamiento de carbono, grupos taxondmicos nuevos y anotacion de genes

desconocidos.



ABSTRACT

In this work, a comparative analysis of the microbial communities that form microbialites in Lake
Alchichica (AL), Laguna Bacalar (BL) and Cenote Azul (CA) in Mexico is made, with emphasis on the
cyanobacterial component. For this, a polyphasic framework was used, which integrated: 1)
Microscopic methods: including optical, fluorescence and confocal laser microscopy for
morphological analysis. 2) Culture methods: establishing the optimal growth conditions for
Cyanobacteria. 3) Molecular methods: including targeted genomic techniques (16S rRNA gen V4
hypervariable region) to describe the taxonomy and phylogenetic structure between sites, as well as
metagenomic techniques (Shotgun), to look for patterns and associations in functional profiles.
Morphological, taxonomic, ecological and functional data obtained from bacteria and cyanobacteria
in microbialites showed differences at the taxonomic level, but similarities at the functional level.
Based on these data and an extensive bibliographic review, a proposal to group cyanobacteria of
microbialites in functional groups is made according to their lithobiontic ecology and their
adaptations. This classification will facilitate future comparative work of cyanobacteria in
microbialites. Finally, the importance of continuing to study microbialite cyanobacteria in the context
of environmental sciences, carbon sequestration, new taxonomic groups and unknown genes is

highlighted.



2. INTRODUCCION GENERAL

2.1 Definicion de microbialitas

Las microbialitas o microbialitos son estructuras bénticas organosedimentarias u organominerales
que se forman por actividad microbiana y por el atrapamiento, la acrecion y/o la precipitacién de
minerales (Burne and Moore 1987, Dupraz, Reid et al. 2011). También pueden definirse como tapetes
microbianos con la capacidad de litificar (Havemann and Foster 2008, Dupraz, Reid et al. 2011). El
término microbialita ha cambiado desde su primera concepcién como criptaalgal (Aitken 1967),
después estromatolito (Awramik, Margulis et al. 1976) y finalmente microbialita (Burne and Moore
1987). Aunque aun existe discusidn sobre si las microbialitas también deben englobar a sistemas
organosedimentarios terrestres, como las costras de desierto y a los tapetes microbianos (Riding
1991, Dupraz, Reid et al. 2009). Para esto, se ha propuesto el término “estructura sedimentaria
inducida por microbios” o MISS (del inglés Microbial Induced Sedimentary Structures), que tiene una
clasificacion mas amplia, y engloba a los sistemas organosedimentarios acuaticos y terrestres (Noffke,
Gerdes et al. 2001). Todas las microbialitas se consideran MISS, pero no todas las MISS son
microbialitas. Esta tesis se delimita al estudio de microbialitas bentdnicas y el papel que tienen las

cianobacterias en su formacion.

2.2 Clasificacion morfologica de microbialitas.

Por su morfologia estructural interna (microestructura) las microbialitas se clasifican en:

1) Estromatolitos: cuando el carbonato microbiano forma I[dminas finamente estratificadas dentro del
sedimento intersticial; 2) Trombolitos: cuando el carbonato microbiano forma aglomeraciones
amorfas dentro del sedimento intersticial; 3) Dendrolitos: cuando el carbonato microbiano forma
estructuras dendriticas o ramificadas dentro del sedimento intersticial; 4) Leiolitos: cuando el
carbonato microbiano no forma una estructura y el sedimento se compone de grano fino (afanitico)
(Riding 2012). Otros trabajos incluyen a los sistemas travertinos y carbonatos microbianos cripticos
dentro de las microbialitas. También se mencionan los estromatolitos de tufa, estromatolitos

esqueléticos y estromatolitos subaéreos (Riding 1991).



Por su morfologia macro estructural, las microbialitas pueden tener diferentes formas, se clasifican
en: columnares, ramificados, esponjosos, repisas, digitados, costrosos, domos o monticulos, cabezas,

conos y oncolitos (Figura 1).

Figura 1.Clasificacion por morfologia interna y externa de las microbialitas, microestructura modificada de

(Riding 2011).

2.3 Composicion de Microbialitas

Las microbialitas al ser estructuras organominerales, tienen un componente organico y otro mineral.
El componente organico es un tapete microbiano compuesto mayormente por bacterias, donde
interaccionan diferentes comunidades de microorganismos con metabolismos acoplados en favor de
la precipitacién mineral (Laval, Cady et al. 2000). En la zona externa del tapete microbiano se
encuentran microorganismos fotdtrofos como diatomeas, microalgas y cianobacterias; en la zona

intermedia existen heterdtrofos aerobios como Proteobacteria, Firmicutes y micro Eucariontes.



También hay fotétrofos anoxigénicos como bacterias purpuras del azufre, bacterias verdes del azufre,
Cloroflexi, Betaproteobacteria, Heliobacteria; en la zona mds profunda del tapete hay heterdétrofos
anaerobios como Bacteroidetes y Planctomycetes, reductores del azufre como bacterias sulfato
reductoras y arqueas metandgenas (Arp, Reimer et al. 2003, Krumbein, Brehm et al. 2003, Dupraz
2004, Decho, Visscher et al. 2005, Baumgartner, Reid et al. 2006, Armitage, Gallagher et al. 2012,
Beltran, Centeno et al. 2012, Tarhan, Planavsky et al. 2013, De Anda, Zapata-Pefiasco et al. 2018,
Roche, Vennin et al. 2019). El componente mineral estd conformado por carbonatos, principalmente
de calcio y magnesio, aunque menos comunmente, pueden existir fosfatos (minerales fosfatados),

formas de azufre (sulfatos y sulfuros), silicatos, entre otros (Dupraz, Reid et al. 2009) (Figura 2).

Figura 2. Composicion general de microbialitas modernas incluyendo la fase orgdnica compuesto por el tapete microbiano

y la fase mineral compuesta por el tapete litificado.



2.4 Ciclo de vida y formacion de Microbialitas

En la perspectiva microbioldgica, el ciclo de vida de una microbialita puede entenderse como un
modelo en donde el componente organico (tapete microbiano) litifica con las condiciones abidticas y
bidticas favorables, y que con el tiempo el tapete se convierte en componente mineral (tapete
litificado). El tapete litificado pasa por procesos de mineralizacién, cementacion y compactacion,
mientras que paralelamente otro tapete microbiano puede crecer por encima del tapete litificado,
repitiendo el ciclo. Con el paso del tiempo, una microbialita puede petrificar y convertirse en una roca
sedimentaria o microbialita fosil, pero también puede desmineralizarse o degradarse por factores

abidticos o bidticos (Golubic 1991, Riding 2012) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de vida de una microbialita desde su origen como un tapete microbiano, pasando por la litificacion hasta su

petrificacion o desmineralizacion por condiciones bidticas y abidticas.

Es importante diferenciar la cronologia temporal en la formacidon de microbialitas, ya que primero
pueden llegar los microorganismos a colonizar un sitio y posteriormente, sus metabolismos favorecer
la formacion de microbialitas (bioformacién). Pero también puede existir primero un fenémeno de
formacidn abidtica de la estructura sedimentaria por diagenesis y posteriormente haber una
colonizacion por microorganismos sobre la estructura ya formada (bioturbacion). Las revisiones sobre
sistemas organosedimentarios postulan que estos dos procesos (bioformacién y bioturbacién) estan
alternados o suceden simultaneamente en las microbialitas (Burne and Moore 1987, Garcia-Pichel,
Al-Horani et al. 2004, Chagas, Webb et al. 2016, Zhu and Dittrich 2016).

A diferencia de un coral que tiene procesos metabdlicos especificos para controlar activamente la
mineralizacién de estructuras (biomineralizacion), el componente organico de las microbialitas no
controla directamente la mineralizacidn, pero si la promueve o influencia indirectamente, a esto se

le lama organomineralizacién (Riding 2006, Dupraz, Reid et al. 2009, Zhu and Dittrich 2016) (Dupraz,



Reid et al. 2009). Hay dos mecanismos de organomineralizaciéon en microbialitas: 1) Acrecién: cuando
los microorganismos atrapan activamente materia organica, detritos o sedimento (Frantz, Petryshyn
et al. 2015); 2) Precipitacién, pudiendo ser pasivamente por deposicién inorganica o influenciada por
metabolismos microbianos (Dupraz, Reid et al. 2009). Dependiendo el tipo de organomineralizacion
gue se lleve a cabo se formara una microestructura diferente (Figura 4). Cabe resaltar, que la mayoria
de las microbialitas tienen una precipitacion hibrida, esto es, ocurre tanto una precipitacion
inorgdnica como organica, y se observan estratos alternados de precipitacién bidtica y abidtica

(Kazmierczak, Fenchel et al. 2015).

Figura 4. Las microbialitas pueden
formarse por el atrapamiento activo de
organismos o por una precipitacion ya sea
inorgdnica o influenciada pasivamente por
microorganismos. Dependiendo el tipo de
organomineralizacion, se formard una
corteza especifica. La mayoria de las
microbialitas tienen una corteza hibrida, es
decir, una alternancia de capas por

precipitacion bidtica y abidtica.

1.3.1 Factores biodticos que afectan la formacion de microbialitas

Para entender el componente organico de las microbialitas, se han usado técnicas de microscopia
(Kempe, Kazmierczak et al. 1991, Kazmierczak and Kempe 2006, Gischler, Gibson et al. 2008),
secuenciacion de las regiones del gen 16S ARNr (Schneider, Arp et al. 2013, Chan, Bugler-Lacap et al.
2014, Yanez-Montalvo, Gémez-Acata et al. 2020, Aguila, Alcantara-Hernandez et al. 2021, Yanez-
Montalvo, Aguila et al. 2021), técnicas de metagendmica (Breitbart, Hoare et al. 2009, Temperton
and Giovannoni 2012, Saghai, Zivanovic et al. 2016, White Ill, Chan et al. 2016, Aguila, Yanez-Montalvo
et al. 2022), y algunos pocos trabajos utilizan técnicas de meta-transcriptémica (Mobberley,

Khodadad et al. 2013, Louyakis, Gourlé et al. 2018, Campbell, Coolen et al. 2021). También existen



estudios sobre los mecanismos de precipitacién y formacién de microbialitas in vitro, caracterizando
los componentes de las fracciones EPS y tipos de membranas de los microorganismos asociados a las
microbialitas (Arp, Reimer et al. 2003, Gautret, Camoin et al. 2004, Parikh and Madamwar 2006,
Havemann and Foster 2008, Obst, Dynes et al. 2009, Dittrich and Sibler 2010, Gérard, Ménez et al.
2013, Bundeleva, Shirokova et al. 2014, Han, Yan et al. 2014, Saghai, Zivanovic et al. 2015, Zhu and
Dittrich 2016, Decho and Gutierrez 2017, Payandi-Rolland, Roche et al. 2019). Estos trabajos han
descrito diferencias y heterogeneidad en la taxonomia y funcionalidad del componente organico. Una
generalidad entre microbialitas es que a largo plazo, prevalecen los metabolismos de mineralizacion
sobre metabolismos de degradacion y heterotrofia (Figura 5), sin embargo estos metabolismos de
mineralizacion y degradacion estan acoplados y pueden variar en temporadas estacionales y ciclos de

dia-noche (Dupraz, Reid et al. 2011).

Figura 5. Principales
metabolismos asociados
a la formacion 'y
degradacion de
microbialitas 'y  su
variacion circadiana.
Modificado de (Dupraz,

Reid et al. 2011).



La mayoria de los trabajos concuerda que la formacién de microbialitas se da por la sinergia y el
acoplamiento de metabolismos microbianos, tanto de degradacidon como de precipitacion mineral,
siendo la génesis de microbialitas una propiedad emergente de una red de interaccién metabdlica
compleja (Mobberley, Khodadad et al. 2015). Aun asi, se ha postulado que existen ciertas especies o
grupos calve para la formacién de microbialitas, ya que, sin estas especies no podria establecerse ni
construirse microbialitas en primer lugar (Chagas, Webb et al. 2016). Estos grupos incluyen a las
cianobacterias, las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, bacterias heterotréficas degradadoras de
EPS, principalmente Alfaproteobacteria junto con bacterias del ciclo del azufre como
Deltaproteobacteria (Riding 2012, Mobberley, Khodadad et al. 2013, Chagas, Webb et al. 2016, Kanik,
Munro-Ehrlich et al. 2020).

Las cianobacterias son clave en la formacidn de microbialitas debido a dos procesos: 1) La fotosintesis,
que conduce al balance de alcalinidad hacia la precipitacién de carbonatos, consumiendo
bicarbonatos y aumentando el pH localmente (Dupraz, Reid et al. 2009) y 2) La produccién de materia
organica y sustancias poliméricas extracelulares (por sus siglas en inglés, Exo Polymeric Substances)
gue sirven como sustrato a otras bacterias heterotréficas y que atrapa activamente material detritico
y sedimento, mismos que funcionan como centros de nucleacién mineral, en un fenédmeno conocido
como precipitacién extracelular. Se han reportado también cianobacterias capaces de precipitar
minerales intracelularmente (Moreira, Tavera et al. 2017) y cianobacterias que precipitan
extracelularmente sin necesidad de un EPS abundante (Saghai, Zivanovic et al. 2015) (Figura 6). El EPS
se ha propuesto como sitio de nucleacidon de minerales carbonatados asociados a virus (White lll,

Chan et al. 2016).

Figura 6. Mecanismos para la precipitacion de carbonatos A) Precipitacion directamente en la célula sin formacion de un
EPS B) Precipitacion por saturacion de iones en la fraccion EPS. C) Precipitacion por degradacion de EPS que atrapo iones

previamente, estos se liberan y precipitan extracelularmente. Modificado de (Zhu and Dittrich 2016).

Las bacterias reductoras del azufre (SRB) (las Desulfobacterales, Desulfovibrionales, 'y

Syntrophobacterales) también estan reportadas como importantes formadoras de microbialitas ya



gue su metabolismo favorece la precipitacién de carbonatos por aumento en la alcalinidad, ademas
de que algunas son degradadoras de EPS, fendmeno que puede saturar los microambientes con

cationes y favorecer la precipitacion.

En general las Proteobacterias se han relacionado con una amplia variedad de metabolismos que
producen precipitacion de carbonatos, incluyendo a las Alfaproteobacteria y en especifico, las
bacterias verdes no del azufre son relevantes. Algunos estudios remarcan la importancia de
Alfaproteobacteria al asociarse con cianobacterias y provocar una precipitacion extracelular y
crecimiento por laminacién (Gérard, De Goeyse et al. 2018). También algunas Gamaproteobacterias
(bacterias purpuras del azufre) que realizan fotosintesis anoxigénica y que llevan a cabo la uredlisis,
pueden elevar el pH localmente y facilitar una precipitacion extracelular pasiva. Se han descrito
algunos grupos de bacterias que tienen la capacidad de cementar o biocementar, es decir rellenar
estructuras porosas de la matriz del sedimento o tapete no consolidado. La biocementacidn esta bien
documentada en bacterias como Bacillus alkalinitrilicus, una bacteria del suelo resistente a sistemas
alcalinos, que al ser mezclada con lactato de calcio mejora la capacidad de autocuracién del hormigén.
La bacteria consume el oxigeno atrapado en la matriz del hormigdn y rellena las microporosidades

con carbonatos que precipita (Schwantes-Cezario, Peres et al. 2018).

Otros organismos que suelen estar presentes en microbialitas son Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Firmicutes, Chlorobi, Bacteriodetes, y en menor proporcién Arqueas metandgenas. Ademas de los
procariontes fotosintéticos, es comun encontrar clorofitas, algas verdes, diatomeas, y en algunos
casos algas rojas, las cuales pueden fungir como productores primarios. Los virus también han sido
reportados como importantes factores para la precipitacion, ya que provocan la muerte celular de los
productores de EPS en los tapetes microbianos y seleccionan a las comunidades de microbialitas

(White Ill, Chan et al. 2016).

Para saber cuadl de todos los microorganismos aporta de manera mas significativa a la precipitacion
mineral, se deben conocer los metabolismos presentes y en qué momento se activan, ya que sus
productos y metabolitos interactian con el ambiente y modifican directamente la fisicoquimica del
agua. Pocos trabajos han podido realizar meta transcriptémica in vivo, la mayoria se ha enfocado en
trabajos ex vivo (Mobberley, Khodadad et al. 2015, Louyakis, Gourlé et al. 2018). También se han
descrito rutas metabdlicas que por si solas promueven la formacién de carbonatos y precipitacion de

carbonatos, estas incluyen la fotosintesis oxigénica, fotosintesis anoxigénica, la uredlisis, la
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desnitrificacién, la amonificacion, la reduccidn de azufre y la oxidacién de metano (Zhu and Dittrich

2016).

1.3.2 Factores abidticos que afectan la formacion de microbialitas

Varios trabajos han tratado de entender la formacién de microbialitas comparando las caracteristicas
fisicas, quimicas y mineraldgicas en diferentes regiones (Riding 1991, Reid, Visscher et al. 2000,
Camoin and Gautret 2006, Riding 2006, Dupraz, Reid et al. 2009, Woo and Chough 2010, Johnson,
Ledesma-Vazquez et al. 2012, Riding 2012, Chagas, Webb et al. 2016, Gérard, De Goeyse et al. 2018,
Valdespino-Castillo, Hu et al. 2018, Eymard, Bilmes et al. 2019, Bittner, Isemonger et al. 2021).
También se ha encontrado una heterogeneidad en los factores abidticos que influencian la formacién

de microbialitas. A continuacidn, se enlistan los mas comunes:

1) Alto indice de saturacidn Sl (por sus siglas en inglés: Saturation Index) que es la concentracion de
iones en el medio acuoso. El aumento en el Sl puede ocurrir cuando hay fenédmenos de surgencia de
aguas profundas, mezcla en la columna de agua y florecimientos de fitoplancton asociados a
fendmenos de blanqueamiento. Muchas microbialitas se han descrito en condiciones hipersalinas o
con alta concentracion de carbonatos y sulfatos (Dupraz, Reid et al. 2011, Chagas, Webb et al. 2016).
Los altos Sl provocan que los minerales y carbonatos precipitados no pueden disolverse y por tanto

favorece la mineralizacion abidtica (Dupraz, Reid et al. 2011).

2) Un pH en un rango de 7 a 10, junto con un alto Sl provocan precipitacién de minerales en
microbialitas carbonatadas (Kempe, Kazmierczak et al. 1991, Last, Last et al. 2010, Couradeau,
Benzerara et al. 2011, Chan, Bugler-Lacap et al. 2014). En esta tesis se excluyen a las microbialitas
descritas en sistemas acidos (pH de 2.5 a 4) y sistemas siliceos (Chacon-Baca, Santos et al. 2021) ya
gue aun se desconoce si sus procesos de formacion estdn mas dados por una bioturbacién que por

una bioformacion.

3) Baja disponibilidad de nutrientes como el nitrégeno y fésforo (Souza, Moreno-Letelier et al. 2018,
Blttner, Isemonger et al. 2021). Esta baja disponibilidad también se asocia a condiciones de
oligotrofia extrema para microorganismos forrajeadores, mismos que inhiben el crecimiento de las

microbialitas.

4) Alto flujo de agua subterrdnea ha sido remarcado en su importancia para la formacién de

estructuras como trombolitos (Warden, Coshell et al. 2019).
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5) Intensidad luminica, debe ser especifica ya que un exceso de radiacién puede destruir a las
comunidades fotosintéticas o una falta de luz limita el crecimiento de las mismas (Paterson, Aspden

et al. 2008, Russell, Brady et al. 2014, Aguila, Yanez-Montalvo et al. 2022).

6) La cementacion, que es el proceso de llenado de poros de un sedimento, en donde las particulas
precipitadas quedan unidas al sedimento y los poros son rellenados por minerales. Los procesos de
cementacién abidtica estan documentados para depdsitos de manantiales termales compuestos
tipicamente de silice amorfa (sinterizados) (Berelson, Corsetti et al. 2011), sistemas ricos en azufre y

para algunas microbialitas marinas (travertinos) y de cuevas (Planavsky and Ginsburg 2009).

7) La compactacidn, que es la perdida de porosidad de un sedimento debido a la presion y carga que
sufre una capa de sedimento, a medida que mas capas de sedimento se depositan sobre un sedimento
base, este se va compactando. Es un fendmeno meramente fisico de presion y fuerza gravitatoria

ejercida sobre el sedimento (Gomez, Anderson et al. 2014).

8) Evaporacién y desgasificacion, mismos que provocan precipitacion inorganica y forman minerales
sin rastro organico, por ejemplo la formacidn de estalactitas y estalagmitas (Bgbel 2004). Algunas
microbialitas en cuerpos de agua epicontinentales sufren procesos de desecacion y evaporacion, lo

gue cambia su composicién mineral (Figura 7).

Figura 7. Principales factores fisicoquimicos que afectan la

formacion de microbialitas modernas.

Asi mismo, las microbialitas pueden exhibir diferentes grados de porosidad, solidificacidon o dureza,
en funcion del tiempo de litificacion y/o composicién mineral (Knoll, Fairchild et al. 1993, Reid,
Visscher et al. 2000, Dupraz and Visscher 2005). Por ejemplo, dentro de una misma microbialita
coexisten estratos con diferentes grados de dureza, siendo el estrato interno el mas duro (el mas
viejo), mientras que el estrato exterior es el mas suave (el mas joven), pudiendo ser un tapete en

formacidn, sin consolidar ni mineralizar. Sin embargo, la dureza no siempre es un indicador del tiempo
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de litificacién, ya que también esta dada por el tipo de mineral asociado, siendo mas duras o solidas
las microbialitas con una composicién fosfatica, magnesiana o con silicatos en lugar de carbonatos,
ya que estas estructuras minerales son menos porosas y mas densas (Valdespino-Castillo, Hu et al.
2018). Contrario a fendmenos abidticos que forman microbialitas, también existen factores abidticos
que promueven la degradacion o destruccion de las mismas, como son el intemperismo, la

desmineralizacién, asociada a la acidificacién del ambiente (Yanez-Montalvo, Aguila et al. 2019).

1.4 Evolucion de microbialitas

Se estima que las microbialitas son una de las primeras evidencias fdsiles de vida en la tierra,
(Awramik 1971, Dodd, Papineau et al. 2017). Estas estructuras tuvieron un papel importante en la
evolucién de la atmdsfera terrestre, siendo nichos ancestrales en donde surgieron las primeras
comunidades microbianas (Riding 2011). Estas comunidades microbianas y sus metabolismos
cambiaron paulatinamente los flujos biogeoquimicos de Fe, S, P, carbono orgdnico y N (Visscher,
Hoeft et al. 2002, Camoin and Gautret 2006). Las microbialitas también cambiaron en morfologia y
estructura, (estromatolitos, trombolitos y dendrolitos) (Riding 2011). El cambio en la abundancia de
las poblaciones de microbialitas se puede ver a través del registro fosil (Figura 8). A continuacion, se

mencionan algunos de los eventos geoldgicos mads relevantes para las microbialitas segln su era.
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Figura 8. Abundancias relativas de microbialitas (abajo) comparado contra los cambios atmosféricos, en mares,
formaciones continentales, glaciaciones y aparicion de metabolismos mds importantes en el registro geoldgico (arriba),

modificado de (Riding 2011, Djokic, Van Kranendonk et al. 2017, Catling and Zahnle 2020, Lepot 2020).

1.4.1 Microbialitas del Arcaico

Existe una dificultad inherente en datar y dilucidar si las estructuras de microbialita mds tempranas
del Arcaico fueron dadas por procesos de diagénesis/bioturbaciones mas que por efectos de
biogénesis/bioformaciones. Lo mismo para datar el orden cronoldgico de la aparicidn de los primeros
metabolismos microbianos. Las Ultimas revisiones (Lepot 2020) sugieren que la evidencia fésil de vida
mas antigua son microbialitas de pirita con un patrén de isotopos de azufre, indicador indirecto de

reduccidn de azufre microbiana hace 3.48 Ga, en la formacién de Dresser, Australia que postula un
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modelo de caldera volcdnica. Sin embargo, también se sugieren modelos de microbialitas en geiseres
y pozas hidrotermales hace 3.5 Ga en la misma formacidon (Djokic, Van Kranendonk et al. 2017). La
metanogénesis microbiana se ha datado por reloj molecular (Wolfe and Fournier 2018) y deplecion
de C** en rocas sedimentarias kerogénicas entre un rango de 3.5 y 3 Ga (Stiieken and Buick 2018),
pero debido a la posible influencia hidrotermal abidtica que estas rocas pudieron tener, no se ha
llegado a un acuerdo. La formacion de las bandas oxidadas de hierro también han sido un indicador
indirecto de la aparicién de fotosintesis anoxigénica y oxigénica datadas entre 3.46 y 3.77 Ga (Sim,
Liang et al. 2012, Rego, Busigny et al. 2021). El acuerdo general de las revisiones, es que la aparicién
de metabolismos microbianos coincide con el incremento de formacion de corteza continental en el
Neoarcaico, lo que se asocia a un incremento en la diversidad de minerales y compuestos quimicos

disponibles para los microorganismos (Lepot 2020).

Aunque se estima que existieron pequefios episodios de produccién de oxigeno durante el
Mesorcaico (oasis oxigénicos), estos no fueron suficientes para modificar quimicamente los mares
hasta el Proterozoico (Catling and Zahnle 2020). Se especula que las bajas concentraciones de fésforo
biodisponible en mares suprimié el crecimiento y la expansién de la fotosintesis durante mayor parte
del Proto arcaico y Meso arcaico (Kipp and Stiieken 2017), hasta el Neoarcaico cuando la actividad
volcdnica introdujo mas compuestos inorganicos como el H,, CO,, CH,, SO, y H,S que promovieron la
aparicién de nuevos metabolismos (Lepot 2020), como reduccion de hierro, hidrogenotrofia,
acetotrofia o metanogénesis (Mole, Fiorentini et al. 2014, Planavsky, Asael et al. 2014, Olson and

Straub 2016).

Se han documentado apenas 48 ejemplos de estromatolitos, en su mayoria de finales del Arcaico,
compuestos por depdsitos de carbonatos, laminas de pirita, hematita e hidréxido de hierro, asociados
a calderas, ventilas hidrotermales, sinterizados siliceos geiseres y pozas hidrotermales (Schopf 2006,
Schopf, Kudryavtsev et al. 2007, Flannery and Walter 2012, Djokic, Van Kranendonk et al. 2017, Dodd,
Papineau et al. 2017).

Una dato interesante es que la morfologia estromatolitica fue la Unica macro morfologia de
microbialitas durante el Arcaico (Riding 2011), lo que podria indicar un mayor papel de los procesos
de diagénesis y fendmenos abidticos sobre su bioformacion (Dupraz, Reid et al. 2011). Al final del
Arcaico, estos estromatolitos estaban construidos principalmente por fotosintetizadores
anoxigénicos que usaban H, y H,S como donador de electrones (Olson 2006) en las costas del

supercontintnete Keroland.
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1.4.2 Microbialitas del Proterozoico

Para inicios de Proterozoico, el aumento gradual de O, producido por cianobacterias, conocido como
Gran Evento Oxidativo (GEO) (Gumsley, Chamberlain et al. 2017) comenzd a ocurrir entre
aproximadamente 2-2.4 Ga. El GEO llevd a la formacidn de la capa de ozono, la disminucion del
metano en la atmédsfera y el consecuente enfriamiento de la tierra, lo que causd una glaciacién global
en el Huroniano, un evento que cubrid gran parte de la tierra en una capa de hielo de 2.5 Ga hasta

hace 2.2 Ga (Kopp, Kirschvink et al. 2005) y frené temporalmente el crecimiento de microorganismos.

Tras el deshielo en el Mesoproterozoico por actividad volcdnica, se empezaban a formar los
continentes Atlantica Columbia y Nena, lo que facilité la formacion de microbialitas en sus margenes,
(Sarkar, Eriksson et al. 2004), sus abundancias dependian del nivel del mar, nutrientes disueltos e
intensidad luminica (Stlieken, Catling et al. 2012). Las microbialitas ya eran productoras eficientes de
materia organica, y estaban formadas por carbonatos, ldminas de calcita y dolomita. También ya
podian distinguirse distintas morfologias como estromatolitos columnares, en conos y domos. La
formacion de la capa de ozono permitié a microorganismos y tapetes microbianos comenzar a
colonizar regiones continentales (Cockell and Raven 2007). También en el Mesoproterozoico
aparecen las primeras microbialitas con morfologias tromboliticas, hace 1.9 Ga (Riding 2011). Para
entonces los trombolitos y estromatolitos del Proterozoico estaban construidos esencialmente por
cianobacterias (Riding 2006). Las microbialitas tuvieron su maximo apogeo a finales del
Mesoproterozoico hace 1.3 Ga, cuando el continente Columbia se separé formando Rodinia y varios
sistemas insulares, creando un drea costera mayor y donde grandes cantidades de nutrientes
ingresaron los océanos (Wang, Bolhar et al. 2018). Se especula que este gran florecimiento y
distribucién de nutrientes en el mar, también favorecid la evolucion de vida libre- plancténica y de
organismos con metabolismos aerobios y nitrificantes (Chen and Strous 2013, Michiels, Darchambeau
et al. 2017). Debido la competencia fética entre los organismos fotosintéticos planctdnicos y
bentdnicos, aunado a la aparicion de Eucariontes fotdtrofos, las poblaciones de microbialitas
volvieron a declinar drasticamente durante el evento oxidativo del Neo Proterozoico (0.85-0.54 Ga )
y durante la glaciacion del Criogénico (Rose, Maloof et al. 2013, van Smeerdijk Hood and Wallace

2015).
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1.4.3 Microbialitas del Fanerozoico

La vida multicelular y eucarionte radié al terminar la glaciacion del Criogénico a inicios del
Fanerozoico, teniendo su maxima expresion durante la explosion del Cdmbrico (Marshall 2006). Existe
una recuperacion en las comunidades de microbialitas durante el Fanerozoico (Riding 2012). Sin
embargo, en el Cdmbrico, de nuevo hay un decrecimiento de microbialitas, el cual se especula fue
debido a la aparicidon de organismos heterotrdéficos forrajeadores, como foraminiferos y protozoos
(Awramik 1971, Pratt 1982, Riding 2012). También se sugiere que aumenté la competencia por
espacio luminico en el bentos, ya que aparecen los primeros animales fotosintéticos bentdnicos con
mayor tasa de acrecién y crecimiento por biomineralizacidn, como esponjas y corales (Zamagni, Kosir
et al. 2009). A finales del Fanerozoico las poblaciones de microbialitas tuvieron pequefios picos de
recuperacién asociadas a las extinciones masivas de eucariontes. Por esto, las microbialitas del
Fanerozoico medio y tardio se consideran proxis importantes al funcionar como "formas de desastre"
ya que describen con precision las divisiones geoldgicas (Mata and Bottjer 2012). Las microbialitas del
Fanerozoico son las estructuras mas diversas morfoldgicamente, se observan fabricas fenestrales
(estructuras porosas), estructuras finamente laminadas, estructuras hibridas y son los primeros con
estructura granular gruesa y dendrolitica. La dificultad de estudiar sistemas sedimentarios como
microbialitas fosiles, radica en identificar el componente organico destruido por fenédmenos de
diagénesis. En algunos fésiles aun se discute si las formaciones sedimentarias fueron consecuencia de
fendmenos meramente abidticos, que después sufrieron bioturbacién (Lepland, van Zuilen et al.

2005).

1.4.4 Microbialitas modernas

Las microbialitas modernas son metabdlicamente activas, se formaron en el Cenozoico tardio durante
el Holoceno y Pleistoceno (Kempe, Kazmierczak et al. 1991, Gischler, Gibson et al. 2008, Chagas, Webb
et al. 2016, Newell, Jensen et al. 2017, Eymard, Bilmes et al. 2019). La complejidad de definir a las
microbialitas modernas es la misma que a las fosiles, respecto a que exhiben una composicidon mineral
y de microorganismos heterogénea. Mas aln, existen microbialitas modernas coexistiendo
geograficamente con microbialitas fosiles, ya que sus formaciones se han dado sobre cratones o roca
madre del Precdmbrico (Proterozoico y Arcaico). Este es el caso para microbialitas de Australia, sur
de Africa, Norte América, la cuenca de Brasil, parte de China y el norte de Europa. El tipo de cratén o
roca madre también ayuda a diferenciar a las microbialitas por su tipo de cuenca o provincia geoldgica

asociada (Figura 9).
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Aunque las convergencias estructurales entre microbialitas modernas y fésiles son evidentes a simple
vista, funcionalmente no existen andlogos modernos a las estructuras de microbialitas del Arcaico y
Proterozoico temprano, ya que los metabolismos aerdbicos y taxones recientes (evolutivamente), no
existian en microbialitas antiguas (Myshrall, Dupraz et al. 2014). Se estima que los homdlogos
modernos mds parecidos a las microbialitas fdsiles, podrian ser aquellos asociados a ventilas
hidrotermales para el Proterozoico y lagos hipersalinos alcalinos para las del Fanerozoico (Laval, Cady
et al. 2000, Dupraz, Reid et al. 2011). También, se ha postulado que las microbialitas han funcionado
como centros de origen de diversidad (hotspots), y refugios de microorganismos durante eventos de
catastrofe ambiental, haciendo de las microbialitas modernas una de las estructuras mds complejas
a nivel metabdlico y funcional que se conocen en la actualidad (White lll, Chan et al. 2016). Se han
reportado que sus metabolismos pueden estar haciendo sintrofia y sus comunidades microbianas
tienen efectos de mutualismo obligado y efectos de rey rojo o de reina negra, complementandose

metabdlicamente para llevar acabo sus funciones (Souza, Moreno-Letelier et al. 2018).

Figura 9. Mapa de distribucion de microbialitas modernas asociados a su provincia geolégica (Roca madre).
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1.5 Distribucion de las microbialitas modernas

Las microbialitas modernas se encuentran confinadas en zonas donde la actividad heterotréfica es
baja, generalmente en microambientes con condiciones de hipersalinidad, oligotrofia extrema (en
especial N y P), altas o bajas temperaturas, altos o bajos niveles de pH (de 7a 10 ode 2 a5), o con
condiciones extremas para microorganismos eucariontes forrajeadores (Valdespino-Castillo, Hu et al.
2018). Diversos trabajos han descrito microbialitas modernas en diferentes sistemas del mundo
(Tabla 1). Por sus ubicacién geografica y caracteristicas ambientales se dividen en tres grandes tipos:
microbialitas profundas (asociados a ventilas hidrotermales), microbialitas marinas (asociados a
sistemas costeros y con intrusion salina), y microbialitas de aguas continentales. Las microbialitas de
aguas continentales se subdividen en estuarios, lagos hipersalinos, lagos alcalinos, lagos oligotréficos,
manantiales/pozos termales y pozas oligotroficas (Foster et al., 2019). Se han descrito en menor
medida, en rios, cuevas, minas acidas, sistemas de sinterizados siliceos (geiserita), sistemas ricos en

sulfato de calcio (yeso) y sistemas con fosfatos de calcio.
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Tabla 1 Principales localidades donde se han reportado microbialitas modernas (datadas maximo en 12 mil afos). En

negritas sistemas que se estudiaron en este trabajo.

Pais Localidad Sistema Referencia

Argentina Laguna negra Laguna dulce (Boidi, Mlewski et al. 2020)
Australia Lake Clifton Estuario (Burne, Moore et al. 2014)
Australia Shark Bay Estuario (Burns, Goh et al. 2004)
Australia Lake Thetis Lago alcalino (Reitner, Paul et al. 1996)
Australia Lake Walyungup Lago costero (Coshell, Rosen et al. 1998)
Bahamas Highborne cay Marino (Reid, Macintyre et al. 1999)
Brasil Laguna Vermelha Laguna hipersalina (Keim, dos Santos et al. 2020)
Brasil Lagoa Salgada Laguna (da Silva, Mansur et al. 2019)
Canada Lago Pavillion Lago agua dulce (Russell, Brady et al. 2014)
Canada Clinton Creek Mina abandonada (White 111 2014)

Canada Manito Lake Lago alcalino (Last, Last et al. 2010)

Chile Lago Sarmiento Lago alcalino (Graham, Knack et al. 2014)
Chile Laguna Brava Laguna hipersalina (Rasuk, Visscher et al. 2020)
Chile Laguna Tebenquiche Laguna hipersalina (Farias, Contreras et al. 2014)
China Lake Nuoertu Lago alcalino (Arp, Hofmann et al. 1998)
Cuba Cayo Coco Lago costero (Bouton, Vennin et al. 2016)
Espafia Lagunas de ruidera Laguna dulce (Santos, Pena et al. 2010)
Espafia Rio Tinto Mina abandonada (Chacon-Baca, Santos et al. 2021)

Estados Unidos

Great Salt Lake

Lago salino

(Lindsay, Dunham et al. 2020)

Estados Unidos

Lago Piramidal

Lago hipersalino

(Arp, Thiel et al. 1999)

Estados Unidos

Fayetteville Green Lake

Lago agua dulce

(Uveges, Teece et al. 2018)

Estados Unidos

Mono Lake

Lago alcalino

(Souza-Egipsy, Wierzchos et al. 2005)

Hawai Cueva isla kauai Cueva basaltica (Léveillé, Fyfe et al. 2000)

Indonesia Lago Satonda Lago crater (Arp, Reimer et al. 2003)

Kenia Lago Bogoria Lago alcalino (MccCall 2010)

Mayotte Lago Dziani Lago crater (Gérard, De Goeyse et al. 2018)
Meéxico Laguna Bacalar Laguna dulce (Gischler, Gibson et al. 2008)
México Lago Alchichica Lago crater (Kazmierczak, Kempe et al. 2008)
México Cenote Azul Poza oligotroéfica (Yanez-Montalvo, Aguila et al. 2021)
México Cuatro Ciénegas Pozas alcalinas (Souza, Siefert et al. 2012)

Polinesias fanc

Arrecife Tikehau

Marino

(Abed, Golubic et al. 2003)

Rusia Lago Petukhovskoe Lago hipersalino (Samylina and Zaytseva 2019)
Tonga Lago Vai Lahi y Vai Sii Lago crater (Kremer, Kazmierczak et al. 2012)
Turquia Lago Van Lago salino (Kempe, Kazmierczak et al. 1991)
Turquia Lago Salda Lago crater (Russell, Ingham et al. 1999)
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1.6 Sitios de estudio

1.6.1 Lago crater Alchichica

El lago crater de Alchichica (AL) es un lago salino alcalino que contiene microbialitas, se encuentra en
el Eje Neovolcanico Transversal, en la Cuenca Oriental de Puebla (19° 24' N, 97° 24' O, 2300 m s.n.m)
en México (Figura 10). La columna de agua es alcalina (pH 8.7-9.2) y salina (conductividad eléctrica
13 dS m?). Los aniones dominantes son los cloruros y bicarbonatos; mientras que los cationes
dominantes son el sodio, magnesio, potasio y calcio (Alcocer and Lugo 2003, Armienta, Vilaclara et al.
2008, Mancilla Villa, Bautista Olivas et al. 2014). El lago es monomictico presentando un periodo de
mezcla en invierno y estratificacién la mayor parte del aiio. Las microbialitas se han descrito en toda
la periferia del lago hasta 30 m de profundidad (Aguila, Alcdntara-Hernandez et al. 2021). Este sistema
lacustre ha sido objeto de estudios hidroldgicos, geoldgicos y de ecologia microbiana (Tavera and
Komarek 1996, Falcon, Escobar-Briones et al. 2002, Couradeau, Benzerara et al. 2011, Kazmierczak,
Kempe et al. 2011, Beltran, Centeno et al. 2012, Centeno, Mejia et al. 2016, Alcantara-Hernandez,

Valdespino-Castillo et al. 2017, Valdespino-Castillo, Aguila et al. 2022).

Figura 10. El lago crdter Alchichica tiene 1 km de didmetro y alcanza los 60m de profundidad, donde se han encontrado
microbialitas modernas hasta los 30 m de profundidad, datadas entre los 1200 y 2000 mil afios. Alchichica es parte de un

sistema de seis lagos crdter en el estado de Puebla, México.

Tabla 2. Valores fisicoquimicos para el lago crater Alchichica

Sistema pH | Conductividad | CI S04 NOx | P(soluble) Mg |Ca Na K NHg*

Alchichica | 9.55 13| 3094.785 | 803.5419 | 6.04 1.6|432.7|14.72 | 2311.5 | 207.48 | 2.23
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1.6.2 Laguna Bacalar y Cenote Azul

La laguna Bacalar (BL) es una laguna de agua dulce rica en sulfatos ubicada en Quintana Roo, México
(18°40°27’N 88°22’57"’W) (Figura 11). Formada por un sistema de fallas geoldgicas cretacicas, con
40km de longitud, y profundidad promedio de 20 metros, es parte del sistema karstico de la peninsula
de Yucatan. Su columna de agua es alcalina (3.9 meg/L). A lo largo de la laguna se encuentran el
arrecife de microbialitas de agua dulce mas extenso del mundo, los cuales son trombolitos ricos en
carbonato de calcio. Existen algunos trabajos descriptivos (Gischler, Gibson et al. 2008, Johnson,
Beddows et al. 2018, Valdespino-Castillo, Hu et al. 2018). Se estima que su formacidn se debe
principalmente a cianobacterias filamentosas, bacterias reductoras del azufre y diatomeas. A 100
metros de la laguna se encuentra el Cenote Azul (CA) un cenote con mas de 70 m de profundidad
donde también se han reportado microbialitas de 5 a 30 m de profundidad (Yanez-Montalvo, Aguila
et al. 2022). En su lado oeste, las condiciones fisicoquimicas e hidroldgicas son similares a Laguna
Bacalar con la excepcién de las condiciones luminicas, menor fésforo soluble y tener una edad de
formacidn anterior a la laguna. CA se formé antes del cuaternario mientras que BL esta cubierto por
material eyectado por el crater Chicxulub (Perry, Velazquez-Oliman et al. 2002, Perry, Paytan et al.

2009).

Figura 11. La laguna de Bacalar tiene un flujo de agua subterrdnea del norte al centro y de sur al centro saliendo su
corriente con direccion a la costa de Chetumal, sus microbialitas estan datadas entre 2 y 9.5 mil afios. CA estd al sur del
poblado Bacalar, tiene microbialitas hasta los 30 m de profundidad, atn no estdn datados pero su origen geoldgico se

calcula anterior a los de BL.

Tabla 3. Valores fisicoquimicos para laguna Bacalar y el Cenote Azul.

Sistema pH Conductividad | CI SO, NOx P(soluble) | Mg | Ca Na K NHg*
Laguna Bacalar 7.2 2.786 43.6| 1139.3 7.03 0.0857 | 88.8 310|108.38 | 7.63 | 3.626
Cenote Azul 8 2.31|62.125|1234.62 7.0325 0.001 | 86.2 | 424.075| 33.25| 3.8| 0.001
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2. OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar y comparar la composicién taxondémica y el perfil funcional de cianobacterias
asociadas a microbialitas del lago crater Alchichica y del sistema Laguna Bacalar (incluyendo

al Cenote Azul).

Objetivos especificos:

1) Caracterizar y comparar mediante microscopia, las comunidades de cianobacterias asociadas
a microbialitas en Alchichica, Bacalar y Cenote Azul, para clasificarlas con métodos

morfométricos a nivel de género.

2) Caracterizar y comparar mediante técnicas de gendmica dirigida (regidn hipervariable V4 del
gen 16S ARNr) la composicidn y estructura de microbialitas en Alchichica, Bacalar y Cenote Azul,

para definir si existen biorregiones y buscar patrones de estructura comunitaria.

3) Caracterizar y comparar mediante técnicas de metagendmica (Shotgun), los perfiles
funcionales de cianobacterias en microbialitas de Alchichica, Bacalar y Cenote Azul, para buscar

patrones y asociaciones funcionales dentro de los sistemas.

4) Establecer las condiciones 6ptimas de crecimiento para cianobacterias de microbialitas en
Alchichica, Bacalar y Cenote Azul, para aislar y resguardar los cultivos en la coleccién del
Laboratorio de Ficologia y el Herbario del Instituto de Biologia (UNAM) para futuros estudios

bioquimicos y fisioldgicos.
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3. HIPOTESIS

Ho: Las cianobacterias asociadas a microbialitas de los sistemas Alchichica, Bacalar y Cenote
Azul, tendrdn diferencias en su taxonomia y en su perfil funcional, debido a las diferencias

fisicoquimicas y geoldgicas.

Ha: Las cianobacterias asociadas a microbialitas de los sistemas Alchichica, Bacalar y Cenote
Azul, no tendran diferencias en su taxonomia y en su perfil funcional, debido a las similitudes

en mecanismos de formacion e historia biogeografica.
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4. METODOS Y TECNICAS

1) Métodos de microscopia.

Se identificaron mediante microscopia dptica, microscopia de fluorescencia y microscopia confocal

laser, a las comunidades microbianas presentes en las muestras de microbialitas de los sistemas

Alchichica (AL), Laguna Bacalar (BL) y Cenote Azul (CA) haciendo énfasis en las cianobacterias. (Aguila,

Alcantara-Hernandez et al. 2021, Aguila, Yanez-Montalvo et al. 2022).

2) Métodos de cultivo.

Se sembraron muestras frescas de microbialitas con agua pre filtrada del sistema correspondiente

(AL, BL, CA) y medio BG-11(0) (Rippka, Deruelles et al. 1979). Paralelamente se probaron diferentes

condiciones de luz temperatura y nutrientes. Los cultivos obtenidos fueron puestos a disposicidn del

cepario del laboratorio de Ficologia de la Facultad de Ciencias UNAM, México. Muestras

semipermanentes de cultivos fueron agregados a la coleccion (PA-FCMA) del Herbario Nacional del

Instituto de Biologia UNAM.

3) Métodos moleculares.

Extraccion de acidos ribonucleicos (ADN): Las extracciones de ADN se realizaron por
quintuplicado por submuestra, juntando de tres a cinco submuestras (fragmentos de 0.25 g) por
individuo (microbialita), por punto de muestreo, en cada sistema de estudio. Las extracciones se
hicieron con el kit Power Soil (QIAGEN Inc.) y conforme a protocolos establecidos ((Centeno,
Legendre et al. 2012, Yanez-Montalvo, Gdmez-Acata et al. 2020, Aguila, Yanez-Montalvo et al.
2022).

Amplificacion del gen 16S ARNr:

Regidon V4 del gen 16S ARNr de bacterias y arqueas conforme (Carrillo-Araujo, Tas et al. 2015).
Region V2-V5 del gen 16S ARNr de cianobacterias con los cebadores (Niibel, Garcia-Pichel et al.
1997).

Fragmento de aprox. 1450 pb, del gen 16S ARNr de cianobacteria aisladas con los cebadores
(Weisburg, Barns et al. 1991).

Secuenciacion y analisis del gen 16S ARNr.

Las regiones V4 se secuenciaron mediante la plataforma llumina MiSeq y se analizaron las

secuencias conforme (Caporaso, Lauber et al. 2012). Las regiones V2-V5 y fragmentos casi
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completos del gen 16S ARNr de cianobacterias se clonaron y secuenciaron mediante técnica
Sanger. Los analisis filogenéticos se hicieron en ARBSilva (Pruesse, Peplies et al. 2012). Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo en R Studio 3.6.2 conforme (Yanez-Montalvo, Gomez-Acata et al.
2020).

Secuenciacion y analisis de metagenomas. El DNA gendmico sin amplificar se fragmenté en ~400
pb. para hacer una biblioteca gendmica NEXTERA y se secuencid mediante la plataforma llumina
NovaSeq 2x150. Las secuencias resultantes se ensamblaron en MEGAHIT v1.2.9 conforme los
protocolos de (Aguila, Yanez-Montalvo et al. 2022). Paralelamente se subieron las secuencias a
MG-RAST para anotacién en otras bases de datos (Meyer, Bagchi et al. 2019). Se usé STAMP v2.1.3.

para la visualizacion de datos funcionales.
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5. RESULTADOS

Como parte de los resultados de esta tesis, se publicaron: un articulo de divulgacién, cinco articulos
cientificos indexados y dos capitulos de libro.

Articulos cientificos indexados como primer autor:

1. Aguila B, Alcantara-Hernandez RJ, Montejano Zurita GA, Lépez Martinez RA, Falcén LI,
Absaldn I. (2021). Cyanobacteria in microbialites of Alchichica crater lake: a polyphasic
characterization. Europ. J. Phycology. https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1853815

2. Aguila B, Yanez-Montalvo A, Mercado-Juérez R. A, Montejano G.A, Becerra-Absalén |, Falcén
L.Il. (2022). Microbialites show distinct cyanobacterial phylogenetic structure and functional
redundancy in Bacalar lagoon and Cenote Azul sinkhole, Yucatan peninsula, Mexico FEMS
Microbiology Ecology. https://doi.org/10.1093/femsec/fiac039

3. Aguila B., Becerra-Absalén I., Montejano-Zurita G, Falcon L.I. (2022). Cyanobacteria in
microbialites: A lithobiontic perspective. MDPI Microorganisms (aceptado).
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https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1853815

5.3 Articulos cientificos indexados

5.3.1 Cyanobacteria in microbialites of Alchichica Crater Lake: A polyphasic
approach.

Aguila, B., Alcantara-Hernandez, R. J., Montejano, G., Ldpez-Martinez, R., Falcén, L. I., & Becerra-
Absalén, I. (2021). Cyanobacteria in microbialites of Alchichica Crater Lake: a polyphasic

characterization. European Journal of Phycology, 56(4), 428-443.

https://doi.org/10.1080/09670262.2020.1853815
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5.3.2 Microbialites show a distinct cyanobacterial phylogenetic structure
and functional redundancy in Bacalar lagoon and Cenote Azul sinkhole,
Yucatan Peninsula, Mexico.

Aguila, B., Yanez-Montalvo, A., Mercado-Judrez, R. A., Montejano, G. A., Becerra-Absalén, I., & Falcén,
L. I. (2022). Microbialites show a distinct cyanobacterial phylogenetic structure and functional
redundancy in Bacalar lagoon and Cenote Azul sinkhole, Yucatan Peninsula, Mexico. FEMS

Microbiology Ecology, 98(5), fiac039.

https://doi.org/10.1093/femsec/fiac039
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5.3.3 Cyanobacteria in microbialites: A lithobiontic perspective

Aguila B., Becerra-Absaldn I., Gustavo Montejano-Zurita, Luisa | Falcén Cyanobacteria in

microbialites: A lithobiontic perspective. MDPI Microorganisms. (Enviado) No aceptado.
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6 DISCUSION GENERAL

6.1 Integracidn polifasica

El marco de trabajo polifasico desarrollado en esta tesis puede aplicarse en el estudio de
cianobacterias en otros sistemas. Con este acercamiento se obtienen datos morfoldgicos,
taxondmicos, ecoldgicos y funcionales, ademds de que los consorcios y cultivos aislados pueden
usarse posteriormente para ensayos bioquimicos vy fisioldgicos, para describir nuevas especies o

clados y corroborar genes putativos nuevos encontrados por metagendmica ambiental (Figura 12).

Figura 12. Diagrama de flujo de la metodologia para los andlisis morfoldgicos, taxondmicos, ecoldgicos y funcionales de

microbialitas de AL, BL y CA.

6.2 Grupos funcionales

Las similitudes funcionales encontradas en AL, BL y CA pueden estar dadas por que son el mismo tipo
de comunidad formadora de microbialitas, algo que ya se ha descrito en tapetes microbianos y en
suelo (Yin, Crowley et al. 2000, Dupraz, Reid et al. 2009, Rousk, Brookes et al. 2009). Aun asi, no se
descarta una falta de informacion en la base de datos, ya que muchas cianobacterias descritas en
estos sistemas, son nuevas para las bases gendmicas y no pueden anotarse correctamente, es decir

falta resolucién funcional para organismos poco conocidos.
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Gracias a la informacidn recabada en este trabajo y una extensa revisién bibliografica, se agruparon
a las cianobacterias en cinco grupos funcionales de acuerdo a su ecologia litobidntica y sus
adaptaciones particulares, como a la luz, patrén de movimiento, tasa de crecimiento, tamafo
gendmico, tipo de precipitacion mineral, entre otras. Esta agrupacién funcional sera util para futuros
estudios de las comunidades de cianobacterias de microbialitas de otras regiones. A continuacién, se

enlistan los grupos y sus caracteristicas generales.

Grupo l. Criptoendolitos

Cianobacterias adaptadas a hdbitats con baja intensidad luminica y de crecimiento lento. Son
comunidades sésiles, sin capacidad de perforar, viven dentro de los poros de sedimento o enterradas
en material detritico que ellas mismas precipitan. La precipitacién extracelular de estas cianobacterias
produce carbonatos laminados que no contienen sedimentos. Entre los criptoendolitos mas
extendidos en microbialitas se encuentran los érdenes Gloeobacterales, Chroococcales bentdnicas y
Pleurocapsales (Figura 13). Se encuentran en cuevas y microbialitas de profundidad hasta los 30

metros.

Figura 13. Los criptoendolitos incluyen a los géneros como
Gloeobacter, Aphanothece, Halothece, Gloeothece, Entophysalis,
Cyanothece, Cyanoarbor, Aliterella, Chroococcidiopsis, Staneria,

Pleurocapsa, Chroococcidum, Xenococcus, Myxosarcina.

Grupo Il. Mesolitos

Cianobacterias adaptadas a moverse entre la matriz microbialitica blanda o no litificada, de acuerdo
a las condiciones de luz, concentracidn de nutrientes o para evitar depredacién por herbivoria. Tienen
alta produccidon de EPS con resistencia a la alcalinidad y a la hipersalinidad. Es comun que estén
asociados en las capas mas externas de microbialitas a veces cubriendo completamente la estructura.
La precipitacion extracelular de estas cianobacterias produce minerales amorfos espariticos. Incluye

a cianobacterias filamentosas del orden Synechococcales y Oscillatoriales benténicas (Figura 14). Son
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el Unico grupo cosmopolita en microbialitas modernas, aunque estdn en mayor abundancia en

microbialitas de sistemas oligotrdficos.

Figura 14. Los mesolitos incluyen a los géneros como Homoeothrix,
Microcoleus, Blennothrix, Lyngbya, Phormidium, Plectonema,
Schizothrix, Haloleptolyngbya, Halomicronema, Leptolyngbya,

Limnolingbya, Geitlerinema, Pseudanabaena.

Grupo lll. Metalitos

Son cianobacterias plancténicas y del metafiton. Estdn adaptadas a nichos de 2 hasta los 15 metros
de profundidad y se mueven en la columna de agua dependiendo sus necesidades fotosintéticas. Al
florecer, precipitan carbonato cayendo sobre la microbialita y enterrando a otras comunidades
bentdnicas. Tienen ciclos de vida cortos y genomas reducidos. Son cianobacterias cocales de los
ordenes Synechococcales y Chroococcales que precipitan carbonatos extracelularmente por
fotosintesis, aunque también hay ejemplos de Oscillatoriales y Nostocales planctdnicos (Figura 15).

Son comunes en sistemas de marinos y lacustres, oligotréficas e hipersalinas.

Figura 15. Los metalitos incluyen a los géneros como Chroococcus,
Cyanothece, Microcystis, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria,
Acaryochloris, Aphanocapsa, Eucapsis, Synechocystis, Cyanobium,

Prochlorococcus, Synechococcus
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Grupo IV. Euendolitos

Cianobacterias que penetran activamente rocas y sedimento, provocando estructuras fenestrales y
tuneles en sustratos minerales calcareos, fosfatados y travertinos. Tienen una actividad fotosintética
reducida y presentan metabolismos heterétrofos como fermentacién. Facilitan la cementacién de
microbialitas con la sucesion ecoldgica de bacterias heterdtrofas. Incluye pocos géneros del orden
Pleurocapsales y Nostocales (Figura 16). Solo se han descrito en microbialitas de sistemas marinos y

de cuevas.

Figura 16. Los euendolitos incluyen a los géneros como Solentia,

Hyella, Cyanosaccus, Hormathonema, Kyrtuthrix, Mastigocoleus.

Grupo V. Epilitos

Cianobacterias sésiles que se insertan con su base en el substrato y forman tapetes homogéneos de
colonias circulares o radiales. Adaptados a fijar nitrdgeno con heterocitos, por lo que pueden
sobrevivir en ambientes extremadamente oligotréficos. Tienen genomas grandes, mecanismos
complejos de regulacion genética y alto contenido GC. Producen gran cantidad de foto pigmentos por
lo que toleran alta radiacién UV. Son la base tréfica de otros organismos degradadores vy
heterotréficos, por eso son importantes para el crecimiento y mantenimiento de los tapetes
microbianos. Incluyen a todos los Nostocales benténicos (Figura 17). Se encuentran en lagos

hipersalinos-alcalinos, lagos oligotréficos y pozas oligotrdéficas a profundidades no mayores de 15 m.
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Figura 17. Los epilitos incluyen a los géneros como Calothrix,
Dichothrix, Rivularia, Chakia, Scytonema, Fischerella, Stigonema,

Tolypothrix.

6.3 Importancia del estudio de cianobacterias y microbialitas

Conservacion: Ademas de ser un componente fundamental de la diversidad bacteriana, las
cianobacterias son un excelente bioindicador de salud en los ecosistemas acudticos como
microbialitas, Utiles para el monitoreo y conservacion de los ecosistemas en los que se desarrollan.
Las microbialitas son sistemas Unicos en el mundo que tienen funciones a nivel regional, sirviendo
como refugio y guarderia de fauna, secuestro de carbono, filtrado y atrapamiento de contaminantes
y detritos en la columna de agua, ademdas de contener informaciéon genémica y paleo ambiental

invaluable.

Biologia evolutiva: Al ser comunidades estables temporalmente (miles de afos), las microbialitas son
un excelente modelo para estudiar interacciones bidticas, construccidén de nicho, sucesién bidtica y
comprobar hipdtesis evolutivas (hipdtesis de lareinay rey rojo, hipotesis de la reina negra, la hipotesis

del mutualismo-parasitismo continuo, entre otros).

Paleo clima y astrobiologia: La importancia de su estudio es que las microbialitas son usadas como
proxis climaticos para datar los estratos geoldgicos. También al ser una de las primeras formas de vida
son relevantes en el campo de la exobiologia, donde se esperarian encontrar indicios de estas

estructuras en otros planetas.

Secuestro de carbono: Las poblaciones de microbialitas han estado secuestrando carbono desde hace
al menos 3.4 Ga y posiblemente, desde hace 3.7 Ga (Noffke, Gerdes et al. 2001) y en nuestros sitios

de estudio desde hace 2 mil a 9.5 mil afios. Las microbialitas tienen aplicaciéon potencial como
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sumideros y secuestradores de carbono (Zhu and Dittrich 2016). Por lo tanto, la presencia y desarrollo
de microbialitas en ecosistemas acuaticos modernos, puede usarse como una estrategia o medida de

mitigacién de carbono.

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esta tesis se lograron estudiar a las cianobacterias de las microbialitas en los sistemas Lago

Alchichica, Laguna Bacalar y Cenote Azul.

Se describieron nuevos grupos taxondmicos y se describié su perfil funcional, el cual fue
similar entre los sistemas. Esta informacién ayudé a elaborar una propuesta de grupos litobidnticos
para facilitar el estudio de los mecanismos que tiene cada cianobacteria en la formacién de

microbialitas.

A diferencia de los datos metagendmicos sobre redundancia funcional, es evidente por
analisis microscépicos y de cultivo, que las cianobacterias tienen diferentes funciones y adaptaciones,
pero este nivel de detalle aun es dificil de encontrar para las bases de datos bioinformaticas, ya que
las comunidades microbianas de sistemas organosedimentarios estan subestudiadas. Esta
clasificacion puede aplicarse a otros sistemas organosedimentarios para realizar mas estudios
comparativos, mismos que son necesarios para complementar la propuesta de grupos litobidnticos

formulada en esta tesis.

Este proyecto doctoral aportd informacion relevante para la conservacion de diferentes
sistemas que albergan microbialitas, incluyendo el Lago Alchichica, Laguna Bacalar, Cenote Azul y
otros sistemas acuaticos de la peninsula de Yucatan, en donde se describen patrones de disbiosis o

conservacion de cianobacterias en las microbialitas.

Se aportd material microbioldgico para futuros estudios fisioldgicos y bioquimicos ya que los
cultivos aislados fueron puestos a disposicién del Laboratorio de Ecologia Bacteriana (Instituto de
Ecologia) y del Laboratorio de Ficologia (Facultad de Ciencias), UNAM. Las muestras microscépicas de
cultivos aislados se resguardaron en el Herbario Nacional de la UNAM. También se aporté informacion
sobre nuevos grupos taxondmicos y nuevos genes putativos en microbialitas. Los genes putativos
descubiertos pueden tener aplicaciones biotecnolégicas, en especial en la obtencién de productos

naturales y metabolitos secundarios como farmacos y antibidticos (Burns, Goh et al. 2004). Las
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cianobacterias aisladas en este trabajo tienen potencial para la produccién de metabolitos de interés.
Debido a su capacidad para formar minerales y precipitar material detritico también se han sugerido
aplicaciones de biorremediacidn para sistemas acuaticos, en especial para ser usados como posibles
sumideros de carbono, mediante el secuestro de CO, atmosférico (carbono azul) (Jacob-Lopes, Zepka

et al. 2014, Zhu and Dittrich 2016, Payandi-Rolland, Roche et al. 2019).

Los cultivos aislados en este trabajo seran utiles para ensayos fisioldgicos de precipitacidn in
vitro, para experimentos de sucesidon ecoldgica y para corroborar genes nuevos putativos

encontrados con nuestras técnicas de metagendmica.
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9.2 Microbialites: Diversity hotspots in the Mexican Plateau.
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9.3 Stromatolites in crater-lake Alchichica and Bacalar lagoon.
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9.4 The microbiome of microbialites in Bacalar lagoon.
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9.5 Depth related structure and microbial composition of microbialites in a
karst sinkhole, Cenote Azul, Mexico.
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