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RESUMEN

La “ Hoya del Rincon de Parangueo “ (HRP) es un maar cuaternario que hasta 1980
tuvo un lago alcalino perenne y debido a la sobre explotacién del agua del subsuelo el
lago se secd, dejando expuestos los sedimentos blanquecinos caracteristicos de la
HRP. Actualmente los sedimentos tienen pH alcalino y alto contenido de sales. El
objetivo del presente trabajo fue determinar como las comunidades de bacterias y
arqueas son afectadas por los factores fisicoquimicos de los sedimentos.

Se colectaron sedimentos superficiales (0 — 20 cm) a lo largo de un transecto en el
fondo del crater. Posteriormente se realizd la caracterizaciéon fisicoquimica de los
sedimentos y extraccion de DNA metagendmico. Se analizé la diversidad de arqueas y
bacterias mediante la secuenciacién del gen 16 S rRNA usando la plataforma lllumina.

Las muestras de sedimento tienen pH 10, alta conductividad electrolitica (CE) y
variable contenido de diferentes metales. Se encontraron 3 filos de arqueas y 37 filos
de bacterias. Euryarchaeota fue el filo de arquea mas abundante. Proteobacteria y
Actinobacteria fueron los filos abundantes de bacterias. Se encontraron mas de 32
géneros de arqueas, el género dominante fue Candidatus Nitrososphaera, en el caso
de bacterias fueron Euzebya, Halomonas, KSA1 y Planctomyces. Se encontré que los
organismos del filo Thaumarchaeota fueron abundantes en las muestras con alto
contenido de Pb y Euryarchaeota fue abundante en muestras con alto contenido de
Mg; mientras que Crenarchaota y Candidatus Nitrososphaera fueron abundantes en
sedimentos con alto contenido de arena, N total y C organico. El filo Proteobacteria fue
abundante en muestras con alto contenido de C orgéanico, N total, Si y arena. Los
Bacteroidetes y Planctomycetes tuvieron alta abundancia en muestras de sedimento
con alto contenido de Mg y arcilla. Los organismos KSAl y Euzebya fueron
enriguecidos en muestras con baja CE, C organico y N total. Los principales grupos
funcionales definidos fueron los involucrados en la oxidacién de amonio y reduccion de
nitrito para bacteria y arquea. A pesar de que varios grupos de bacteria y arquea
tuvieron correlacién significativa con algunas caracteristicas de los sedimentos, de
acuerdo al algoritmo random Forest los parametros abi6ticos medidos explican poco de
la variabilidad de las poblaciones microbianas presentes en los sedimentos, en el caso
de la poblaciéon de bacterias los factores abioticos explican menos del 50 % de la
variabilidad de TM6 y Desulfonatronospira, con respecto a la poblacion de arqueas
ningun factor abiético explica la variacion en la poblacién de arqueas presentes en los
sedimentos de la HRP. En conclusién a pesar de que las diferentes muestras de
sedimento fueron dominadas por similares grupos de arqueas y bacterias, la medicién
de las caracteristicas de los sedimentos explica poco de la variacion entre los
diferentes puntos de muestreo. La alta diversidad de bacterias y arqueas indican que la
HRP puede ser fuente de organismos no clasificados con capacidades metabolicas
involucradas en los ciclos del nitrégeno y azufre.
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ABSTRACT

The “Hoya del Rincon de Parangueo (HRP) is a maar that contained a perennial
alkaline lake that drained in that 1980s so that a sediment with high pH and extreme
salinity remained. The aim of this work was to determine how the bacterial and archaeal
community were controlled by these extreme conditions.

Sediment samples were collected from the 0-20 cm layer along a crater-wide transect.
Physicochemical characteristics and the archaeal and bacterial community were
determined by analysis of the 16S rRNA through Illlumina sequencing.

The sediment samples had a pH 10 and an electrolytic conductivity (EC) that ranged
from 29.8 to 74.4 dS m™. Three archaeal and 37 bacterial phyla were detected with
Euryarchaeota dominating the Archaea and Proteobacteria and Actinobacteria the
Bacteria. The most 32 abundant archaea genus was Candidatus Nitrososphaera while
Euzebya, Halomonas, KSAl1 and Planctomyces dominated the bacterial gene.
Thaumarchaeota were enriched in sediment samples with a higher Pb content and
Euryarchaeota in sediment with a higher Mg content, while Crenarchaota and
Candidatus Nitrososphaera were enriched in sediment with higher sand, total N and
organic C content. Proteobacteria were enriched in sediment with a higher organic C,
total N, Si and sand content. while Bacteroidetes and Planctomycetes in sediment with
higher WHC, clay and Mg content. Members of KSA1 and Euzebya were enriched in
sediment with a lower EC, organic C and total N content.

Although a large number of bacterial and archaeal groups were correlated significantly
with a range of sediment characteristics, the sediment characteristics explained the
variations of only two bacterial groups >50 % (TM6 and Desulfonatronospira) using the
machine learning tool random Forest and none of the archaeal groups. Archaeal and
bacterial functional guilds were dominated by ammonium oxidation and nitrite reduction.

In conclusions, although the different sediment samples were dominated often by
similar bacterial and archaeal groups, the measured sediment characteristics explained
little of the variation found between the sampling points. The high bacterial and
archaeal diversity indicated that the site might be a source of unclassified species and
phylotypes with specific metabolic capacities involves in the N and S cycles.

VIII



1. INTRODUCCION.

1.1 Localizacién de la Hoya del Rincén de Parangueo.

La Hoya del Rincon de Parangueo (HRP) forma parte del campo volcanico del Valle de
Santiago; el cual se encuentra en la zona central de la Faja Volcanica Transmexicana.
La Faja Volcanica Transmexicana es un area volcanica ampliamente estudiada debido
a que presenta una gran diversidad de estructuras volcanicas, La Faja Volcanica
Transmexicana atraviesa la Republica mexicana desde el Golfo de México hasta el
Océano Pacifico (Pasquaré et al. 1988; Ferrari et al. 1999).

El Valle de Santiago se localiza en el extremo nororiental del campo volcéanico de
Michoacan-Guanajuato (Fig.1la); en el Valle de Santiago hay 7 crateres tipo maar
conocidos comunmente conocidos como “las 7 luminarias”. La distribucién de los 7
maares en el Valle de Santiago es de norte a sur (Fig 1b): La Hoya del Rincén de
Parangueo, Hoya San Nicolas de Parangueo, Hoya de Estrada, Hoya La Alberca, Hoya

Blanca, Hoya Cintora y Hoya de Alvarez (Escoledo y Alcocer 2004).

El crater de La HRP se encuentra en la parte norte del Valle de Santiago, el borde del
crater tiene una forma semi-eliptica, el centro del crater se localiza en las coordenadas
20° 25" N a una altura de 1 700 m.s.n.m, las coordenadas externas del crater son
2002572177, 20°27°57'N, 101°12°32"", 101°16°30"" W. El clima en la HRP es semicalido
la temperatura media de 18 a 22 °C, tiene una precipitacion media anual de 600 mm
(Escolero y Alcocer 2004).



Fig. 1. Localizacién de La Hoya del Rincén de Parangueo.
a) Ubicacion del Valle de Santiago en la Faja Volcanica Transmexicana.
b) Ubicacion de la Hoya del Rincén de Parangueo en el Valle de Santiago. La linea
punteada marca la zona de debilidad cortical (Modificado de Aranda-Gomez et al.
2013).

1.2 Origen y caracteristicas de La Hoya del Rincon de Parangueo.

La HRP es un maar, es un crater que se formo por la explosion generada a causa del
contacto entre el magma y agua del subsuelo, debido a lo anterior es considerado una
estructura de origen hidrovolcanico (Lorenz 1973). En el Valle de Santiago se formaron
7 crateres tipo maar, la gran abundancia de maares en el Valle de Santiago indica que
durante el periodo en el que se originaron existio un gran lago en esta area (Aranda-
Gomez et al. 2013). Los 7 maares del Valle de Santiago son considerados
monogenéticos, se originaron a causa de una debilidad cortical que permitié el ascenso
del magma, por lo que se encuentran alineados en direccion NNW-SSE siguiendo la
zona de debilidad de las placas tectonicas (FIg. 1b) (Murphy 1986). La HRP se origin6
en el periodo cuaternario, se determin6é una edad aproximada de 0.137 Ma (Aranda-
Gomez et al. 2009).



La HRP fue uno de los cuatro lago-crater del Valle de Santiago y de acuerdo a los
reportes esté fue el Unico lago-crater que contuvo agua con alto contenido de sales en
el Valle de Santiago (Kienel et al. 2009). La HRP contuvo un lago perene hasta la
década de 1980 (Fig. 2) cuando comenzd a secarse gradualmente a causa de la sobre-
explotacion del acuifero de Salamanca-Valle de Santiago. La desecacion del acuifero
fue debido a la extraccion del agua del subsuelo a través de pozos que bombearon el

agua para uso agricola (Escoledo-Alcocer 2004).

Marzo 1984 Abril 1999 Noviembre 2003

Fig. 2. Desecacion del lago en la Hoya del Rincon de Parangueo.
Se observa la disminucion del volumen de agua a través del tiempo (Tomada de
Aranda-Gémez et al. 2013).

La desecacion del lago de la HRP ocasion6 que aumentara la concentracion de las
sales y también provocé que sedimentaran y compactaran las particulas antes
suspendidas en el agua. Actualmente la mayor parte del fondo del crater de la HRP se
encuentra cubierto por los sedimentos blanquecinos y solo en el centro se encuentra

una laguna somera con agua hipersalina (Armienta et al. 2008).

En el fondo de la HRP se observan diferentes inclinaciones o pendientes, estas
diferentes &reas son causa los diferentes patrones de hundimiento de los sedimentos
en el crater (Fig. 3). El proceso de hundimiento en HRP tiene varias causas: el efecto
gravitacional sobre las particulas del sedimento ademas de la disolucién y remocién de
evaporitas aunado a la ausencia de agua del subsuelo y la diferencia de distribucion de
las particulas que sedimentaron en el fondo del crater (Aranda-Gomez et al. 2013).



centimetros@e@rofundidadr

Fig. 3. Sedimentos de la Hoya del Rincén de Parangueo.
a) Fondo del crater de la HRP. Se muestran los diferentes patrones de hundimiento y
se sefiala la localizacion de la laguna en la parte central.
b) Estratos formados en el fondo del crater. Se observa la secuencia sedimentaria
estratificada (Modificada de Kienel et al. 2009).

La diferencia de sedimentacion y distribuciébn de las particulas permiti6 que se
formaran diferentes estratos en el fondo de la HRP. Los diferentes estratos de los
sedimentos tienen distinta composicion quimica, en la parte superficial se encuentran
particulas calcareas de grano fino de color blanquecino, debajo de la capa blanquecina
se pueden observar capas intercaladas de color café, beige y negro (Fig. 3b). De
acuerdo con el reporte de Kienel et al. 2009, las capas color beige estan formadas por
carbonatos de calcio y estroncio; las capas café son aglomerados de arcilla, limo y
materia organica (restos celulares) y las capas negras estan formadas por arena y
restos de algas. También, se pueden encontrar cristales dispersos de color verde-
amarillo y café-rojo que corresponden a cristales de sulfatos de potasio, aluminio,
titanio, silicio.

La distribucion de las particulas en el fondo del crater es heterogénea, ya que el
fendbmeno de sedimentacion depende de diferentes factores ambientales como
temperatura, precipitacion, contenido de sales, etc. (Vuillemin et al. 2019); la

4



distribucion irregular de los minerales y microorganismos hace de los sedimentos un

habitat complejo.

1.3 Ambientes sedimentarios: sedimentos como habitat de comunidades

microbianas.

Los ambientes sedimentarios son aquellas zonas donde se acumulan los sedimentos y
formacion de rocas sedimentarias. Los ambientes sedimentarios pueden ser marinos,
de transicién y continentales, en el caso de los sedimentos de La HRP estos son

considerados como ambiente sedimentario continental de origen volcénico.

Se entiende por sedimento al conjunto de particulas que se depositan en el fondo de
un cuerpo de agua. Los solidos que forman el sedimento en los cuerpos de agua
pueden tener diferente origen, las particulas pueden ser acarreadas por la corriente de
agua y viento depositarse en el cuerpo de agua y finalmente sedimentar al fondo
(Kallmeyer et al. 2012).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos son altamente variables ya que
dependen de la precipitacion de minerales, materia organica y disponibilidad de
nutrientes (Nelson et al. 2007; Mees et al. 2011). La precipitacion de las particulas en
los cuerpos de agua es afectada por factores abidticos como precipitacion pluvial,
velocidad de evaporacién del agua, salinidad, temperatura, formacion de corrientes
superficiales a causa del viento, entre otros. Debido a que la precipitacion de las
particulas es determinada por condiciones ambientales, se considera que los
sedimentos preservan informacion sobre los cambios ambientales asociados a ese

habitat a través del tiempo (Vuillemin et al. 2018).

Después de que las particulas se depositan en el fondo pueden compactarse y
cementarse (proceso de litificacion) formando lo que se conoce como roca
sedimentaria. La litificacion ocurre cuando la precipitacion de los minerales supera la
disolucién, es decir cuando disminuye el volumen de agua; después de formarse las
rocas sedimentarias la movilizacién de nutrientes ocurre a causa de metabolismo

microbiano (Dupraz y Visscher, 2005).



La litificacion biologica forma estructuras drgano-sedimentarias, las cuales son capas
intercaladas de microorganismos y particulas minerales, estas estructuras son
variables dependiendo de factores ambientales (Centeno et al. 2012), en los diferentes
estratos formados por la litificacion bioldégica se pueden encontrar restos celulares y

minerales como silicatos, carbonatos y sulfatos (Dupraz y Vischer 2005).

Los ambientes sedimentarios representan un importante reservorio de nutrientes en el
planeta, ademas en ellos puede encontrarse una amplia diversidad de organismos no
caracterizados (Hug et al. 2013). La gran variacion en las caracteristicas abitticas de
los sedimentos permite realizar estudios con diferentes enfoques como geoldgico,
guimico, bioloégico y entender el efecto de las caracteristicas abidticas sobre las
poblaciones microbianas (Vuillemin et al. 2013; Bryanskaya et al. 2016).

1.4 Comunidades microbianas asociadas a sedimentos.

Las comunidades microbianas sedimentarias, son un conjunto de microorganismos
asociados a rocas sedimentarias. Los microorganismos en los sedimentos establecen
asociaciones ecoldgicas complejas, en los sedimentos se forman a pequefia escala
ecosistemas constituidos por organismos filogenéticamente diversos (Durbin y Teske
2012). Se estima que hay hasta 10° células procariotas/cm?® de sedimento (Danovaro et
al. 2016).

Actualmente las técnicas de secuenciacion masiva han permitido explorar diferentes
ambientes sedimentarios, se ha encontrado una gran diversidad de organismos antes
desconocidos y predecir las posibles funciones metabdlicas en las cuales puedan estar
implicados (Hug et al. 2013). En diferentes tipos de sedimentos se ha reportado una
gran diversidad de poblaciones de arqueas y bacterias, la amplia distribucién de estos
organismos es debida a la variedad de sus capacidades metabdlicas que les ha
permitido adaptarse a diferentes condiciones (Schubotz et al. 2013,Sunagawa et al.
2015).

Los organismos presentes en los sedimentos participan en los diferentes ciclos



biogeoquimicos permitiendo el flujo de nutrientes a través del habitat. Los
microorganismos sedimentarios tienen funciones diversas como; degradacién de
materia organica, oxidacion de azufre, fijacion biolégica de nitrégeno entre otras (Fig.
4) (Dupraz y Visscher 2005).

GROUPS
Cyanobacteria

2HCO;™ + Ca? —»- [CH,0] + CaCO; + O,

Aerobic heterotrophs
[CH;0) + CaCO; + 0,—» HCO;~ + Ca*

Fermentation — Denitrification

0—~0xygen (uM) —— 1500
0— Sulfide (uM)

DARK

0—Oxygen (uM) 1500
0— Sulfide (uM)

BOO 800

Anoxygenic phototrophs

3HCO5™ + Ca®* + HS™ > [CH,0)] + CaCO;, + SO,>
Fermentation - synthesis of Behla —
degradation of glycogen

Sulfate reducers

Sulfide oxidizers

3HS™ + 40, + CaCO; + HCO;~
—> 2[CH,0] + Ca?* + 3502

Fermentation — denitrification ‘

6 pH 1 Fermenters (e.g. ethanol) 6 pH 1

0 — Calcium (mM) —— 50 mll’l".mn_ 0 — Calcium (mM) 50

Depth

Fig. 4. Esquema de la distribucién estratificada de grupos microbianos y vias
metabdlicas en ambientes microbianos litificantes (Tomado de Dupraz y Visscher 2005)

Diferentes estudios demuestran que los factores abidticos y las capacidades
metabolicas de los microorganismos determinan la distribucion de las poblaciones
microbianas en los sedimentos (Vuillemin et al. 2014, Fernandez et al. 2016, Wang et
al. 2018). Las condiciones ambientales pueden fluctuar a través del tiempo y espacio
provocando alteraciones en la estructura de las poblaciones microbianas en los
sedimentos (Galand et al. 2016). Factores como intensidad luminosa, temperatura,
calcificacion, tension de oxigeno y contenido de materia organica son importantes para

determinar la distribucion estratificada de los microorganismos en los sedimentos (Fig.



4) (Hug et al. 2013; Fernandez et al. 2016; Li et al. 2019).

El trabajo de Vuillemin et al. (2013) realizado en la Laguna Potrok Aike (Argentina)
demuestra el efecto de las condiciones ambientales en la distribucion de las
comunidades microbianas a través de la columna de agua y sedimentos. Se evidencié
que la disponibilidad de manganeso, fierro, nitrato, didxido de carbono y oxigeno

determinan la distribucion y actividad de comunidades desnitrificantes y metandgenas.

El estudio realizado por Fernandez et al. (2016) en un salar de Tebenquiche (chile),
evalud las poblaciones de arqueas y bacterias presentes en este habitat hipersalino.
Se encontr6 alta diversidad de organismos haléfilos, arqueas anaerobias y
metandgenas en sedimentos donde existe la presencia de tapetes microbianos. Dedujo
gue la distribuciébn de los microorganismos depende no solo de los factores
ambientales sino también a las capacidades metabdlicas de cada organismo, los
procesos como fotosintesis son llevados a cabo en la zona litoral dependiendo de
intensidad luminosa, tension de oxigeno y diéxido de carbono. La metanogénesis es
llevada a cabo por organismos Euryarchaeota principalmente en ecosistemas bénticos.
La reduccion del sulfato es realizada por Proteobacterias que pudieran participar

movilizando nutrientes minerales a través del habitat (Fernandez et al. 2016).



2. JUSTIFICACION.

Se considera que los sedimentos tienen caracteristicas fisicoquimicas
altamente variables haciendo que ambientes sedimentarios sean un habitat
altamente heterogéneo, por lo permiten realizar estudios de tipo geoldgico y

microbioldgico.

Los sedimentos de La Hoya del Rincon de Parangueo, por su naturaleza son
un ambiente heterogéneo extremo  (salino-alcalino), el estudio de los
sedimentos de este crater permitira conocer las poblaciones microbianas
presentes en este habitat y evaluar el efecto de las -caracteristicas
fisicoquimicas sobre la  diversidad y distribucion de las poblaciones

microbianas.

El caracter Unico de los sedimentos de la HRP justifica sobradamente una
proteccion rigurosa de la que actualmente carece. En este contexto, el principal
factor de tension al que se encuentra sometido este habitat es el efecto de la

deshidratacion que produce singularmente un ambiente extremo.



3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de los factores abiéticos de los sedimentos de la Hoya del Rincon
de Parangueo sobre las comunidades microbianas presentes en ellos y conocer la

correlacion entre los diferentes grupos taxonémicos.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Conocer la correlacion que existe entre los diferentes parametros fisicoquimicos
evaluados en los sedimentos.

» Describir los taxa presentes en los sedimentos colectados.

» Determinar la diversidad de las comunidades microbianas en los sedimentos.

» Evaluar el efecto de las caracteristicas fisicoquimicas sobre la estructura de las

poblaciones microbianas.
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Fig. 5 Estrategia experimental del presente trabajo.
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4.1 Sitio de estudio.

La Hoya del Rincén de Parangueo (HRP) se localiza en la regién volcanica del Valle de
Santiago en el Estado de Guanajuato, México. Las coordenadas del borde del créater
son N: 20° 25' 21", 20° 27' 57 Longitud W: 101° 12' 32",” 101° 16' 30". El area tiene un
clima semicalido a templado subhimedo, temperatura media de 18-22 °C y una
precipitacion anual de 500 — 2 500mm. La HRP actualmente es considerado como &rea
natural protegida.

=

=
i
o

101°14

@ Area de estudio
@ Puntos de muestreo
== Poligono de muestreo

i 1000m

Fig. 6 Localizacion del sitio de muestreo en La Hoya del Rincon de Parangueo.
Nota: El recuadro rojo delimita el transecto de muestreo, los puntos sefialados en verde
corresponden a cada punto de colecta.

4.2 Colecta de sedimentos.

La colecta se realizé el dia 27 de Julio 2015 en el periodo de sequia. Se delimité un
transecto en el fondo del crater (Fig. 6) y se colectaron sedimentos en 13 puntos a
diferente distancia a lo largo del transecto. Se colectaron muestras en diferentes
puntos en el fondo del crater con la finalidad de encontrar la mayor variacion en

caracteristicas fisicoquimicas y poblaciones microbianas.

12



Las muestras de sedimento fueron tomadas con pala, se tomaron los 20 cm
superficiales y se limpié la pala entre cada punto de colecta. Las muestras de
sedimento fueron colocadas en bolsas negras de polipropileno estériles y fueron

transportadas en hielo hasta el laboratorio.

En el laboratorio se subdividi6 cada muestra, una fraccion se destin0 a la
caracterizacion fisicoquimica y otra se mantuvo a -20 °C para extraccion de DNA

metagenomico.

4.3 Caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos.

Cada una de las submuestras de sedimento destinadas a caracterizacion fisicoquimica
fueron secadas al aire después molidas y mezcladas para posteriormente realizar la

caracterizacion fisicoquimica.

La caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos fue realizada por Sanchez Cerda
Karla incluyendo, capacidad de retencion de agua (CRA) por el método gravimétrico
(Cassel et al. 1986), conductividad eléctrica (CE) con el método de pasta saturada
(Rhoades et al.1989), nitrdgeno total con el método de Kjeldahl (Bremner et al. 1996),
carbono organico total (TOC) (Chung et al. 2004), tamafo de particula del sedimento
(Gee et al. 1986), pH (Thomas et al. 1996).

El contenido de metales totales se realiz6 por Aguirre-Noyola José L. mediante la
técnica de digestion acida con HNOs: HCI ULTREX® Il siguiendo el protocolo del
método 3050b EPA, posteriormente se realiz6 un andlisis por ICP-OES Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) usando agua desionizada como
blanco de reactivos y High-Purity Multi-Element Standards (CWW-TM-D; CWW- TM-H
and CWW-TM-A) para calibrar el equipo.
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4.4 Extraccion de DNA metagendmico.

Las submuestras mantenidas a -20 °C fueron maceradas en mortero en condiciones de
esterilidad para generar muestras homogéneas de cada punto de muestreo. Debido al
alto contenido de sales en los sedimentos colectaros se realizaron diferentes

protocolos de extraccidon de DNA metagendmico.

El primer protocolo fue usando el Kit de Mo Bio Laboratories, USA siguiendo las
instrucciones propuestas por el fabricante. EIl siguiente protocolo fue propuesto por
Griffiths et al. 2000 el cual usa una mezcla de fenol:cloroformo; sin embargo con estos
protocolos no se logré obtener DNA metagendmico en todas las muestras analizadas.

Se estandarizaron las condiciones de extraccibn de DNA metagendmico como se

describe a continuacion.

Cada técnica de extraccion se realizé 4 veces a partir de 250 mg de sedimento para
obtener finalmente DNA metagenémico de 1 g de sedimento por protocolo de

extraccion y finalmente mezclar el DNA metagendmico de 3 g de sedimento.

Previo a la extraccion se eliminé materia organica y exceso de sales como se describe
a continuacion: Se pesaron 250 mg de sedimento en tubos cénicos Falcon™ de 15 mL
se adicionaron 10 mL de pirofosfato de sodio 0.15 M se homogenizo con vortex y se
incubd 20 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugd a 6 000 rpm durante
10 minutos posteriormente se decantd el sobrenadante. Se repitié el lavado 3 veces;
después se elimind el exceso de pirofosfato realizando 2 lavados con 10 mL de
regulador de fosfatos 0.15 M pH 8 se homogeniz6 con vortex y se centrifugé 6 000 rpm
y se decanté el sobrenadante (Ceja-Navarro et al. 2010). Las muestras de sedimento
tratadas con pirofosfato y regulador de fosfatos fueron procesadas para extraccion

inmediatamente.

El primer protocolo de extraccion fue el descrito por Valenzuela-Encinas et al. (2008),
el cual consiste en lisis quimica y choque térmico (Incubacion a -70 °C toda la noche y
después 70 °C 20 minutos), el segundo protocolo fue reportado por Sambrook y Rusel

(2001) se basa en el uso de lisozima para realizar lisis enzimatica adicionalmente se
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realizé un choque térmico para aumentar la eficiencia de la extraccion; finalmente el
tercer protocolo de extraccion fue explicado por Hoffman y Winston (1987) el cual
consiste en lisis quimica usando soluciones de detergentes. En los tres protocolos de
extraccion se realizé lisis mecanica usando FastPrep-24™5G, se realizaron 3 ciclos de
agitacion a una velocidad e 5.5 m s durante 40 segundos y reposo de 4 minutos entre

cada ciclo de agitacion.

Se evaluo la calidad del DNA metagendmico obtenido con cada protocolo mediante
electroforesis en gel de agarosa 0.8% en regulador TAE 1X (Apéndice I); se corrié por
30 minutos a 70V. La mezcla de DNA metagendmico se guardo a -20 °C y se hicieron
alicuotas de trabajo para los posteriores analisis.

4.5 Amplificacion del gen 16 S rRNA de arqueas.

Para la identificacibn molecular de arqueas presentes en las muestras de sedimento se
amplificé la region V1-V3 del gen 16 S rRNA usando los iniciadores 25F (5-CYG GTT
GAT CCT GCC RG-3') (Dojka et al. 1998) y A571R (5"-GCT ACG GNY SCT TTA
RGC-3") ( Baker et al. 2003). Los iniciadores contenian los identificadores moleculares

de 8 pb propuestos por lllumina.

En la Tabla 1 se muestran las condiciones de reaccion establecidas para amplificar el

gen 16 S rRNA de arqueas. por triplicado para cada muestra.

El tamafio del amplicon se verifico6 en electroforesis en agarosa al 1% usando Sybr

Gold y marcador de talla molecular 100 pb de Thermo Scientific.

Los productos de tres reacciones por muestra se mezclaron para la construccion de

librerias para secuenciacion.
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Tabla 1. Condiciones de PCR para el gen 16S rRNA de arqueas

Reactivo Concentracion inicial ML para una reaccién
MgCl. 25 mM 1.5
Buffer (NHa) 2S04 10 X 1.25
dNTP 10 mM 0.25
BSA 10 mg mL * 1
DMSO 0.5
Iniciador 25F 10 pM 0.25
Iniciador A571R 10 pM 0.25
Tag polimerasa 1UlpL? 0.0625
DNA ND 15-3
H.O Completar a 12.5 pL -

Desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos
95 °C por 45 segundos, 53 °C 45 segundos 72 °C 1 minuto, y una
extension final de 72 °C por 5 minutos.

dNTP : Mezcla de desoxirribonucledétidos trifosfato (ATP, CTP, TTP,
GTP).

BSA: Albumina sérica bovina

DMSO : Dimetilsulfoxido

4.6 Amplificacion de gen 16S rRNA de bacterias.

Se amplificé por triplicado para cada muestra la region V3-V5 del gen 16S rRNA
utilizando los iniciadores 341-F (5’- CCT ACG GGN GGC WGC AG -3’) y 785-R (5-
GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC -3’) (Klindworth et al. 2013) los iniciadores tenian

identificadores moleculares de 8 pb.

Las condiciones de PCR para amplificar el gen 16S rRNA de bacterias fueron similares
a las establecidas para amplificar arqueas, Unicamente se modificé el volumen de DNA
(0.75 uL) y la temperatura de alineamiento (56 °C). El tamafio del amplicén fue
corroborado en geles de agarosa 1% y usando Sybr Gold. Los triplicados obtenidos por
muestra se mezclaron para posteriormente realizar la construccion de librerias para

secuenciacion.
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4.7 Construccién de libreria para secuenciacion.

Los amplicones obtenidos el gen 16S rRNA de arqueas y bacterias respectivamente,
se purificaron para eliminar los residuos de la reacciéon usando el kit FastGene™ PCR
extraction (Genetics), se siguieron las especificaciones del fabricante usando un
volumen final de elucién de 30 pL de agua.

Se comprobo la eficiencia de la purificacién corriendo las muestras en gel de agarosa
al 1.5%; posteriormente se cuantificd por triplicado cada muestra usando PicoGreen
dsDNA (Invitrogen, Carlsbad, USA), se realizé una dilucién 1:50 del amplicon purificado
en TE 1X (Tris-EDTA pH8) y se mezcldé en volimenes iguales de PicoGreen 1X, la
mezcla se dejé reposar por 5 min en oscuridad y en hielo finalmente se midi6 la
concentracion en NanoDropTM 3300 Fluoroespectrometer (Thermo Scientific
Nanodrop) las lecturas se hicieron usando 2 uL de la muestra previamente descrita.
Con base en las concentraciones obtenidas se mezclaron las diferentes muestras para

obtener concentraciones equivalentes.

Siguiendo las especificaciones del protocolo de lllumina se colocé el index a cada

muestra para mandar a secuenciar. Los amplicones con index se mezclan y se

cuantifican como se describié previamente.

4.8 Secuenciacion con el protocolo de lllumina.

La mezcla se envié a secuenciar en Macrogen Inc. DNA Sequencing Service, Seoul,

Korea utilizando la plataforma de lllumina Miseq.

4.9 Andlisis de las secuencias.

Se verificd la calidad de las secuencias usando el software FastQC High Throuhput

Secuence QC report version 0.11.5 (Andrew et al. 2011). Para los siguientes analisis
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se usaron las secuencias Trimmed, el analisis de las secuencias se realiz6 usando

QIIME versién 1.9.1 (http://www.giime.orq) (Caporaso et al. 2010b), se eliminaron las

secuencias de baja calidad (menores a Phred 19). Se seleccionaron las unidades
taxonoémicas operacionales (OTU) con nivel de similitud de 97% usando el algoritmo de
UCLUST (Edgar 2010) y la base de datos de Greengenes v13 5. El alineamiento de
las secuencias se realiz6 usando el algoritmo PyNAST, con un umbral de identidad
minima de 75% comparando con la base de datos de Greengenes
(http://greengenes.Ibl.gov/) (Caporaso et al. 2010b). Se determiné una secuencia
representativa de cada OTU y la asignacion taxonomica se hizo mediante el
clasificador del Ribosomal Data Project (RDP) usando la clasificacién Naive Bayesian

con identidad minima de 80% (http://edp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jps) (Wang et

al. 2007). Las matrices de observaciones biologicas (BIOM) se hicieron usando los
datos de la asignacion taxondémica y los metadatos de cada muestra de sedimento.
Las matrices BIOM se rarificaron a 6 282 secuencias para bacteria y 4 281 secuencias
para arguea con la finalidad de evitar el sesgo debido a las diferencias en la
secuenciacién. Se realiz6 el andlisis para estimar diversidad y rigueza de especies

usando las matrices BIOM rarificadas (Gilbert et al. 2009).

4.10 Prediccion de capacidades metabdlicas de las poblaciones

microbianas en los sedimentos de la HRP.

Se realiz6 la prediccion de las capacidades metabdlicas en la plataforma de

METAGENassist (http://www.metagenassist.ca) (Arndt et al. 2012). Se usaron las

matrices BIOM rarificadas de arqueas y bacterias, respectivamente y los datos de las
caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos. Los datos no fueron normalizados y
se realiz6 la prediccion de capacidades metabdlicas de las poblaciones microbianas

para cada punto de muestreo.
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4.11 Analisis estadistico.

Los analisis que a continuacién se describen fueron realizados el software R (R Core
Team 2013), se uso el paquete Vegan (Oksanen et al. 2017) y HMisc (Harrell Jr y
Dupont 2016) para los andlisis de correlacién. Los gréficos se realizaron con el paquete
Corrplot (Dupont 2016;Taiyun y Simki 2016).

Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman (rho) para evaluar la interaccion
entre las caracteristicas fisicogquimicas de los sedimentos; con el rho de los factores
abioticos se construyd6 un heatmap de la correlacion entre las caracteristicas

fisicoquimicas.

Se determind rho para definir la correlacion entre los factores abiéticos y los indices de
diversidad alfa de las poblaciones microbianas. La correlacion entre las caracteristicas
fisicoguimicas y los diferentes grupos taxondmicos se determiné mediante el analisis

candnico de coordenadas principales (CAP) y el indice rho (Anderson y Willis 2003).
El posible efecto de los diferentes factores abidticos en las abundancias relativas de los

grupos de arqueas y bacterias fue explorado con el algoritmo de Random Forest
(Breiman y Cutler 2015).
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5. RESULTADOS.

5.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos.

En la Tabla 2 y 3 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos de
la Hoya del Rincon de Parangueo (HRP) evaluadas en las muestras de sedimento, en
la Tabla 2 se puede ver que las diferentes muestras de sedimento de la HRP tienen pH
alcalino (10.2 -10.3), conductividad electrolitica variable de 24 - 74 dS m™, el contenido
de carbono organico es variable en un rango de 10.8 - 12.8 g kg* de sedimento seco y
el limo representa la mayor proporcion de las particulas minerales en las muestras de

sedimento.

En la Tabla 3 se muestra el contenido de diferentes metales determinados en los
puntos de muestreo. En cada punto de muestreo se observa diferente proporcion de
metales. Los metales en mayor concentracion son Mg (71 300 a 88 042 mg kg* de
sedimento), Ca (31 113 a 79 138 mg kg * de sedimento) y Na (15 711 a 48 096 mg kg -
1 de sedimento). El resto de los metales se encuentran en menor concentracién por
mencionar algunos Pb (0.7 a 6.7 mg kg de sedimento) y As (68 a 141 mg kg!de

sedimento).

Se determiné también el contenido de fosfato soluble y nitrbgeno inorganico en el
sedimento, encontrando las muestras analizadas tienen menos de 1.5 ppm fosforo

soluble 10 ppm de amonio 2 ppm de nitrato y 0.4 ppm de nitritos (Dato no mostrado).

La correlacion entre las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos se muestra en
la Fig. 7; en esta se puede observar que conductividad eléctrica y pH tienen correlacion
positiva significativa con el contenido de Ky Na; el contenido de limo tiene correlacién
negativa significativa con los metales determinados, la mayoria de los metales tiene

correlacion positiva entre ellos.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo.

Punto de Distancia pH CE N total C organico CRA Arcilla Arena Limo USDA
muestreo (m) (dSm?) Clasificacion
textura

(g kg sedimento)

HRPO1 0.0 10.2 35.3 2.0 12.1 843 190 300 510 Franco limoso
HRPO2 0.3 10.3 555 2.1 12.8 793 140 390 470 Franco

HRPO3 0.6 10.2 35.6 1.8 10.8 1011 300 250 450 Franco arcilloso
HRPO4 1.0 10.3 52.0 2.9 13.3 821 180 480 340 Franco

HRPO5 2.0 10.2 31.2 24 11.0 852 220 360 420 Franco

HRPO6 4.0 10.2 39.2 2.2 11.3 810 260 270 460 Franco

HRPO7 8.0 10.3 54.9 2.1 12.2 770 140 270 600 Franco limoso
HRPO8 16.0 10.3 43.4 15 11.0 949 300 240 460 Franco arcilloso
HRPO9 32.0 10.3 54.9 2.0 12.0 867 290 410 300 Franco arcilloso
HRP10 64.0 10.3 74.4 2.2 11.5 739 320 420 250 Franco arcilloso
HRP11 128.0 10.3 67.9 2.0 12.4 950 270 430 290 Franco

HRP12 256.0 10.3 63.6 2.6 12.5 772 150 410 450 Franco

HRP13 512.0 10.2 29.8 2.2 11.5 842 230 360 410 Franco

CE : Conductividad eléctrica, CRA : Capacidad de retencion de agua.
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Tabla 3. Contenido de metales en los sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo.

Punto de Ag As Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe K
muestreo
(mg kg sedimento)

HRPO1 0.42 80.2 101.9 52496 0.83 1.55 2.50 1.08 3884 5186
HRPO2 0.33 94.8 112.6 51434 0.9 2.05 2.71 1.33 4021 6956
HRPO3 0.29 68.1 107.7 53621 0.67 2.80 3.84 2.46 4950 4590
HRPO4 0.54 100.6 140.9 79138 1.17 2.80 4.21 3.17 6771 9025
HRPO5 0.37 92.7 122.3 54380 1.05 3.80 4.42 2.90 6178 5522
HRPO6 0.08 104.7 1254 66171 1.21 3.25 6.25 3.63 8366 8416
HRPO7 0.00 72.2 68.6 31113 1.00 4.42 4.21 3.13 5432 7911
HRPO8 0.37 113.9 131.2 59742 1.38 3.13 4.88 3.59 5115 7718
HRPO9 0.83 120.6 149.9 66530 1.50 3.09 3.63 3.29 5322 9373
HRP10 0.33 141.4 152.5 66254 1.67 3.90 4.88 4.29 6489 10770
HRP11 0.04 140.4 150.7 40488 1.67 4.21 5.75 4.17 7445 11122
HRP12 0.21 103.3 121.7 61609 1.34 4.75 5.25 4.84 7245 9683
HRP13 0.29 123.5 1354 69775 1.59 4.09 5.13 4.09 7012 7051
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Tabla 3 Continuacién

Punto de Mg Mn Ni Pb \% Si Sr Zn Na Al
muestreo
(mg kg* sedimento)

HRPO1 71300 115.2 2.54 4.30 0.0 797.8 624.09 11.250 15711 5693.3
HRPO2 76079 153.3 2.80 2.09 0.0 1154.4 610.59 18.627 25758 6605.0
HRPO3 79438 154.3 2.75 3.08 0.0 652.0 596.75 19.833 18625 7526.7
HRPO4 73525 1911 3.55 6.71 0.9 26599.2 858.08 18.753 23700 11039.6
HRPO5 72521 173.0 3.38 5.17 0.0 932.5 747.04 19.253 16388 9061.3
HRPO6 77088 229.7 4.38 5.55 9.5 1567.5 700.00 22.460 23454 12059.2
HRPO7 74992 136.6 3.21 5.05 0.0 943.3 327.25 20.210 20392 7857.5
HRPO8 87963 1755 3.34 3.20 1.3 643.4 714.71 18.460 26954 8403.8
HRPO9 85763 200.8 2.50 1.80 0.2 562.5 815.04 18.167 34950 8740.4
HRP10 88042 233.8 3.30 2.67 3.8 1091.3 806.13 33.627 45488 10621.3
HRP11 84571 318.7 3.88 0.71 11.4 794.4 748.75 19.793 48096 11543.3
HRP12 80588 213.6 4.00 6.38 7.2 457.2 650.75 20.753 34196 10390.8
HRP13 78088 216.6 3.25 5.17 6.9 412.0 813.67 15.630 17029 10437.5
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Fig. 7. Correlaciones pareadas de las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos
de La Hoya del Rincén de Parangueo.
Nota: La magnitud del coeficiente de correlacion de Spearman es solo mostrada
gréficamente con escala de color si es significativa (p < 0.05). En azul se muestran las
correlaciones positivas y en rojo negativa.
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5.2 Andlisis de la comunidad de bacterias presentes en los sedimentos de la

Hoya del Rincon de Parangueo (HRP).

5.2.1 Agrupamiento de las OTUs y analisis de diversidad de bacterias.

En la Fig. 8 se muestra la curva de rarefaccion obtenida para cada punto de muestreo,
se observa que al analizar un mayor nimero de secuencias se obtiene un numero
limitado de OTUs.
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Fig. 8. Curva de rarefaccion de las poblaciones de bacterias en la HRP.

En la Tabla 4 se muestra el resumen de diversidad alfa de la comunidad de bacterias,
se puede ver el que la cobertura es de 88 - 92 %, es decir que la mayoria de las OTUs

fueron detectados en la secuenciacion.

El nimero de OTUs observado es variable en cada punto de muestreo; el nUmero
minimo de OTUs fue 894 (HRPO7) y el maximo fue 1 341 (HRPO6), el estimador de
riqueza de especies (Chao 1) tiene un valor minimo de 1 970 (HRPO08) y maximo de 3
312 (HRPO1); el indice de Simpson tiene un rango de 0.97 (HRP02) a 0.99 (HRPO3,
HRPO08, HRP 13) y el indice de Shannon 7.33 (HRP04) a 8.52 (HRP13). La variacién
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en los parametros de diversidad alfa pueden ser indicativos de la complejidad de las

comunidades microbianas en los sedimentos de la HRP.

Tabla 4. Diversidad alfa de bacterias en La Hoya del Rincén de Parangueo.

Riqueza de indices de diversidad
Muestra  OTUyg especies  Cobertura Diversidad Simpson  Shannon
(Chaol) (%) filogenética
HRPO1 1165 3312 88 70.37 0.98 7.94
HRPO2 1037 2173 91 67.25 0.97 7.61
HRPO3 1318 2763 88 69.21 0.99 8.51
HRPO4 1189 2758 88 71.54 0.95 7.33
HRPO05 1285 3067 87 77.53 0.98 7.95
HRPO6 1341 2925 86 76.10 0.98 8.08
HRPO7 894 2003 92 57.22 0.98 7.70
HRPO8 1068 1970 91 58.33 0.99 8.26
HRPO9 917 1980 92 60.12 0.98 7.87
HRP10 1034 2016 91 64.03 0.98 7.85
HRP11 1027 2194 90 62.08 0.98 7.86
HRP12 1049 2277 90 64.19 0.98 7.88
HRP13 1132 2088 90 66.02 0.99 8.52

NOTA : Los analisis se realizaron con las secuencias rarificadas a 6 282 secuencias

por muestra

Se evalud la correlacion de las caracteristicas fisicoquimicas sobre los indices de
diversidad de bacterias, en la Fig. 9 se puede observar que pocas caracteristicas

fisicoquimicas afectan los indices de diversidad.

El pH muestra correlacién negativa con la mayoria de los indices evaluados. El
estimador de Chao 1 fue negativamente correlacionado con capacidad de retencién de
agua y el contenido de Si, mientras que el indice de Shannon tiene correlacién positiva

con pH.
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Fig. 9. Correlaciones entre las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos y los
indices de diversidad alfa de bacterias.
Nota: Solo se muestran en color los indicies de correlacion significativos. En azul se
muestra correlacion positiva y en rojo negativas.

5.2.2 Asignacién taxonémica de bacterias en los sedimentos de HRP.

Se analizaron un total de 81 666 secuencias de las cuales aproximadamente 5.5 % no
fueron identificadas, se identificaron 37 phyla, 108 clases, 203 6rdenes, 314 familias y
400 géneros. Los phyla mas abundante son Proteobacteria (17 - 51 %), Actinobacteria
(14 — 35 %), Planctomycetes (2 — 26 %) y Gemmatimonadetes (3 — 15 %) (Fig. 10). Las
clases dominantes son Gammaproteobacteria (10 - 40 %) y Nitriliruptoria (7 — 18 %).
Los géneros abundantes son Candidatus Nitriliruptoeaceae ( 6 -13 %), Euzebya (1 -
4%), Planctomyces (1 — 4%) y Halomonas (1%).
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Fig. 10. Heatmap de abundancia relativa de diferentes taxa de bacteria en la HRP.
a) Abundancia relativa a nivel de filo. b) Abundancia relativa de los géneros de

bacterias.

Nota: Abundancia relativa expresada en porcentaje; los datos no fueron normalizados.
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5.2.3 Correlacion entre poblaciones de bacterias.
Las asociaciones entre las poblaciones de bacterias fueron analizadas mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman. En la Fig. 11 se pueden observar la posible
asociacion positiva entre Bacteroidetes, Verrucomicrobia y Planctomycetes y otro
grupo de microorganismos puede ser entre Acidobacteria y las diferentes clases de

Proteobacteria.
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Fig. 11. Correlaciones pareadas entre diferentes filo y clases de bacterias presentes en
los sedimentos de HRP.
NOTA: Unicamente se resaltan en color los grupos microbianos con correlacion
significativa. En azul se muestra correlacion positiva y en rojo negativas.

5.2.4 Efecto de las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos sobre

las poblaciones bacterianas,

En la Fig. 12 muestra el andlisis de CAP de los diferentes grupos de bacterias. En la
Fig. 12a se puede observar que la abundancia relativa de Proteobacteria es mayor en

las muestras de sedimento con alto contenido de C, N total, Siy arena (p. ej. HRP 04),

29



Bacteroidetes y Planctomycetes fueron enriguecidos en muestras con alto contenido de
Mgy arcilla (p. ej. HRP08).

En la Fig. 12b se puede observar que los filotipos pertenecientes a Planctomyces
fueron abundantes en muestras de sedimento con alto contenido de Cd y Na (p. €j.
HRPO7 y HRP09), los organismos pertenecientes a los géneros Euzebya, KSA1l y
Nitriliruptor fueron abundantes en muestras con alto contenido de arcilla y Mg (p.ej.
HRPO3, HRPO8 y HRP13). La abundancia relativa de Acinetobacter fue mayor en
muestras de sedimento con alto contenido de C orgéanico, N total, arena, K, Pb y Si.

El grado de correlacion entre los factores fisicoquimicos y los diferentes taxa de
bacteria se analiz6 mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. En la Fig. 13a
se puede observar que el contenido de Mg y arena tienen correlacion significativa (p <
0.001) con la mayoria de las poblaciones microbianas. El contenido de limo, Ca, y Zn
no tiene correlacién significativa con ninguna de las poblaciones de bacterias. El
contenido de Mg tiene correlaciébn negativa con la abundancia relativa de Thermi y
positiva con Verrucomicrobia (p < 0.001). El contenido de arena tiene correlacion
positiva con la presencia de Spirochaetes (p < 0.001). Pocos grupos de géneros de
bacteria fueron relacionados significativamente con algun parametro abidtico (Fig.13b).
Desulfonatronospira tiene correlacion positiva con el contenido de arena y Alcanivorax

tiene correlacién negativa con el contenido de Mg (p <0.001).
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Fig. 12. Analisis candnico de coordenadas principales (CAP) de las poblaciones de bacteria en HRP.
a) Andlisis a nivel de filo b) Andlisis a nivel de género.
Nota: Se utilizo la distancia de Bray Curtis.
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Fig. 13. Correlaciones entre los parametros abibticos y diferentes grupos de bacteria
en los sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo.
a) Correlacion de Spearman entre factores abiéticos y los filos de bacterias. b)
Correlacién se Spearman parametros abiéticos y géneros.

El algoritmo de random Forest demuestra que los pardmetros abioticos medidos no
explican completamente (> 25 %) la variacion en las poblaciones de bacterias en los
sedimentos de la HRP (Tabla 5).

Los parametros abitticos medidos explican solo la variacion en la poblacion de TM6 y

Desulfonatronospira en aproximadamente > 50 %.
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Tabla 5. Cambio de las poblaciones microbianas y capacidades metabdlicas

explicadas por las caracteristicas abiéticas medidas.

Importancia de los factores

Grupos Taxondémicos Variacién explicada (%) abidticos para explicar la
variacion

Bacteroidetes 45.25 CRA 2> Total N > Arcilla
TM6 50.12 CEP>Mn>As
Verrucomicrobia 45.94 Arcilla > Mg > CRA
Thermi 27.78 Mg > Cd > Arcilla
KSAL (Bacteroidetes) 31.29 N total > Arena > CRA
Desulfovibrio 23.12 Limo > K > Pb
Desulfonatronospira 53.65 Limo > As > Na

Funcionalidad Bacteria

Dehalogenacién 38.55 CRA > N total > Arcilla
Funcionalidad de

Arqueas

Reduccion de sulfato 39.01 Pb > Na > N total

3 CRA: Capacidad de retencion de agua, ® CE: Conductividad electrolitica

por los factores abi6ticos usando el algoritmo de random Forest.

5.3 Analisis comunidad de arqueas en los sedimentos de La Hoya del Rinc6n de
Parangueo (HRP).

5.3.1 Agrupacion de las OTUs y andlisis de diversidad alfa de arqueas en
HRP.

En la Fig.14 se observa la curva de rarefacciéon obtenida para las poblaciones de

arqueas, se observa una gréafica asintética indicando que el andlisis de mas secuencias

de DNA genera un namero limitado de OTUs.
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Fig. 14. Curva de rarefaccion de las poblaciones de arqueas en la HRP.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de diversidad alfa de
arqueas, la cobertura del andlisis fue de 93 — 98 % es decir que la mayoria de las
OTUs correspondientes a arqueas fueron detectados. Se puede observar variaciones
en los pardmetros usados para medir diversidad de la comunidad de arqueas. Se
encontraron diferente nimero de OTUs el valor minimo fue 121 (HRPO7) y el maximo
fue 496 (HRPO2); se encontré valores variables del estimador Chaol el valor minimo
fue 249 (HRPO7), el indice de Simpson tiene valor minimo de 0.68 (HRP06) y maximo
de 0.97 (HRP10), el indice de diversidad filogenética tiene valor minimo de 6.5
(HRPO7) y méximo de 17.7 (HRPO2) y el indice de Shannon presenta un valor minimo
de 2.42 (HRP7) y maximo de 6.69 (HRP10).
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Tabla 6. Diversidad alfa de arqueas en La Hoya del Rincon de Parangueo.

Riqueza de indices de diversidad
Muestra  OTUg especies  Cobertura Diversidad Simpson Shannon
(Chaol) (%) filogenética
HRPO1 461 929 93 16.1 0.93 5.62
HRPO02 496 1010 93 17.7 0.95 6.06
HRPO3 477 978 93 15.6 0.92 5.70
HRPO4 305 679 96 12.0 0.94 5.18
HRPO5 312 578 96 11.7 0.93 5.18
HRPO6 166 409 97 8.3 0.68 2.64
HRPO7 121 249 98 6.5 0.69 2.42
HRPO8 330 582 96 9.9 0.92 5.22
HRP09 390 786 95 14.6 0.94 5.57
HRP10 491 839 94 15.7 0.97 6.69
HRP11 301 680 96 12.2 0.93 5.14
HRP12 388 645 95 12.9 0.91 5.36
HRP13 202 436 97 7.9 0.86 3.88

Nota: Los analisis se realizaron con 4 281 secuencias de arquea por muestra.

Se evalub el efecto de las caracteristicas de los sedimentos sobre los indices de
diversidad alfa de arqueas mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (Fig
15). Se encontr6 que ninguno de los indices determinados tiene correlacion

significativa con ninguno de los parametros abiéticos (p < 0.01).
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Fig. 15. Heatmap de la correlacion entre las caracteristicas fisicoquimicas de los
sedimentos y los indices de diversidad alfa para la poblacion de arqueas.

5.3.2 Asignacion taxondmica de las arqueas presentes en los sedimentos de la
HRP.

Después de eliminar las secuencias de mala calidad se rarificaron las librerias de
arqueas en 4281 lecturas por muestra, haciendo un en total se analizaron 55 653
secuencias. Se encontraron 3 phyla, 7 clases, 21 ordenes, 36 familias y 51 géneros.

En la Fig. 16 se observa las abundancias relativas de arqueas en diferentes niveles
taxonomicos; se puede ver que el phylum con mayor abundancia relativa es
Euryarchaeota en la mayoria de las muestras a excepcion de los puntos HRP04 y
HRPO5 donde Thaumarchaeota tiene mayor abundancia. Las clases abundantes son
Halobacteria (3 - 53 %), Thermoplasmata (9 - 54 %), Cenarchaeales (13 - 43%),
Nitrososphaerales (2 — 21 %). Los géneros abundantes son Candidatus
Thermoplasmata (4 — 48 %), Candidatus Nitrososphaera (2 - 20 %) y Natranococcus (1
— 4 %).
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Fig. 16 . Heatmap de abundancia relativa de diferentes taxa de arqueas en la HRP.
a) Abundancia relativa a nivel de filo, b) Abundancia relativa a nivel de orden
¢) Abundancia relativa a nivel de género.

5.3.3 Correlacién entre poblaciones de arqueas.
La interaccion entre diferentes grupos de arqueas se exploré mediante el coeficiente de
correlacion de Spearman. En la se observa que pocos grupos de arquea tienen

correlacion significativa. Crenarchaeales y Nitrososphaerales tienen correlacion
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positiva lo cual podria indicar alguna asociacion , también los organismos
Methanomicrobia y Miscellaneous Crenarchaeotal Group (MCG) tienen correlacion
positiva. En el caso de Thermoplasmata y Methanomicrobia tienen correlacion negativa

lo cual podria indicar competencia entre esos grupos de arqueas.
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Fig.17. Correlaciones pareadas de las diferentes clases de arqueas presentes en los
sedimentos de HRP.
NOTA: Unicamente se resaltan en color los grupos microbianos con correlacion
significativa ( p < 0.05) .

5.3.4 Efecto de las caracteristicas fisicogquimicas de los sedimentos sobre

las poblaciones de arqueas.

El analisis CAP indica que las muestras de sedimento con alto contenido de N y Pb
favorecen la presencia de Thaumarchaeota (p. ej. HRP 06, HRPO7 y HRP 12),

mientras que los sedimentos con alto contenido de Si y arena (HRP 04 y HRP’5)
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favorecen el crecimiento de Crenarchaeota (Fig. 18a). Euryarchaeota tiene
abundancias relativas altas en muestras de sedimento con alto contenido de Mg, C
organico y CRA (p. ej. HRP08 y HRP13).

Los filotipos pertenecientes a Candiadatus Nitrososphaera fueron abundantes en las
muestras con alto contenido de Si, Pb, arena y N total (p. ej. HRP04 y HRPO05),
Natranococcus estuvo presente en las muestras de sedimento con alto contenido de
arcilla, CRA y Cd (p. ej. HRP08 y HRP13) y Natranomonas fue abundante en las
muestras con alto contenido de Na y elevada CE (p. ej. HRPO3,HRP11, HRP12 y
HRP13) (Fig. 18c).

Los fila de arqueas tienen correlacion con pocos factores abiodticos (Fig .19) por
mencionar algunos el contenido de N total, arena, arcilla Pb y Mg (p <0.05).
Crenarchaeals tiene correlacion negativa con el contenido de arcilla, Halobacteriales
tiene correlacion positiva con el contenido de Mg y Na. Se encontr6 que los

Nitrososphaerales tienen correlacion negativa con arcilla.

El contenido de arcilla, N total, Mg y Pb fueron caracteristicas que mostraron

importante correlacién con la mayoria de los géneros de arquea (p < 0.01).
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Fig. 18. Analisis candnico de coordenadas principales (CAP) de las poblaciones de arqueas en HRP.
a) Andlisis a nivel de filo b) Andlisis a nivel de orden c) Analisis a nivel de género.
Nota: Se utiliz6 la distancia de Bray Curtis
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Fig. 19. Correlaciones entre los parametros abiéticos y diferentes grupos de arqueas

en los sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo.

a) Correlacion de Spearman entre factores abioticos vy los filos de arqueas. b)

Correlacién se Spearman entre parametros abiéticos y ordenes de arqueas. ¢)
Correlacién entre parametros abiéticos y géneros de arqueas.
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5.4 Capacidades metabdélicas de las comunidades microbianas de los

sedimentos de la HRP.

En la Fig. 20 se muestran las capacidades metabdlicas encontradas en las poblaciones
microbianas de los sedimentos de la HRP. Se observar una mayor diversidad de
funciones metabdlicas en la poblacién de bacterias en contraste con las funciones
metabdlicas de la poblacion de arqueas. La mayoria de las capacidades metabdlicas
encontradas son aquellas que participan en el ciclo del nitrégeno y del azufre,
particularmente para ambos grupos microbianos la oxidacién de amonio y reduccién
del nitrito fueron las mas importantes. En el caso de la comunidad de bacterias se
encontré6 ademas capacidades metabdlicas como dehalogenacion y degradacion de

quitina.

W Fijacion de

a)El nitrégeno b)El

B Oxidacién de
amonio

Reduccion de nitrito

B Reduccion de
Sulfato

W Oxidacion de sulfuro

B Oxidadcién de
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-

Fig. 20 . Prediccién de capacidades metabdlicas de las poblaciones microbianas de los
sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo.
a) Capacidades metabdlicas de bacterias.
b) Capacidades metabdlicas de arqueas.
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6. DISCUSION

6.1 Caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos de La Hoya del Rincon de

Parangueo.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los sedimentos de la Hoya del Rincon de
Parangueo (HRP) son variables en cada punto de muestreo, esto coincide con estudios
previos realizados en sedimentos (Hug et al. 2013, Vuillemin et al. 2013) ya que
diferentes factores alteran la precipitacion y distribucién de las particulas en el fondo
lacustre (Lehmann et al. 2002, Fan y Xing 2016). La evaporacion del agua del lago
contenido en la HRP provocé que se concentraran las sales y posteriormente
precipitaron en el fondo del crater.

Todas las muestras colectadas tienen pH 10 y alta conductividad electrolitica (CE);
estos resultados coinciden con los estudios previos hechos en sedimentos y agua del
ex lago de la HRP (Escoledo y Alcocer 2004). El pH alcalino en los sedimentos
colectados tiene correlacion positiva con el contenido de Na y Mg lo cual coincide con
reportes previos (Kienel et al. 2009, Aranda-Gémez et al. 2013). La elevada CE es
debida a la evaporacion del agua en el crater, lo cual provocd que se precipitaran
carbonatos de sodio y magnesio en el fondo del crater (Armienta et al. 2008, Aranda-
Gbémez et al. 2013).

De acuerdo con el reporte de Kienel et al. (2009) en los sedimentos de la HRP hay alto
contenido de Ca debido a el momento en que se originé el crater es decir es un
elemento autéctono en cambio el alto contenido de Pb es debido a procesos
independientes a la formacion del lago como la acumulacion de cenizas de actividad
volcanica en el este del Valle de Santiago. El contenido de materia organica en los
sedimentos esta relacionada con la precipitacién de detritus (Kienel et al. 2009) y
también a la produccion de exopolisacaridos por los microorganismos presentes en

este habitat (Valdespino-Castillo et al. 2018).

La correlacion positiva entre los diferentes elementos determinados esta relacionada
con el proceso de litificacion (Kienel et al. 2008). Elementos como Mg, Ca, Al, Si, Fe, y

Cd pueden formar carbonatos los cuales son depositados en los sedimentos (Centeno
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et al. 2012, Coman et al. 2015). La correlacién positiva entre materia organica y
elementos como K, Na, Ca y Pb estd relacionado con la formacién de tapetes
microbianos. El exopolisacérido en los tapetes microbianos puede unirse a los
elementos y mantenerlos precipitados (Valdespino-Castillo et al. 2018) esté proceso de
litificacibn microbiana puede conducir a la formaciébn de microbialitas en los
sedimentos. El alto contenido de metales como Mg, Ca y Na en las muestras de
sedimento es alta comparado con el contenido de elementos de transicion como Co,
Cu y Mn lo cual pudiera estar relacionado con la formacion de microbialitas
(Valdespino-Castillo et al. 2018).

6.2 Estructura de la poblacién de bacterias en los sedimentos de la HRP.

Estudios de las poblaciones microbianas en diferentes tipos de sedimentos demuestran
gue la diversidad de la comunidad microbiana es afectada por factores bidticos y

abidticos como pH y contenido de sales (Antranikian et al. 2017).

Los parametros de diversidad alfa de la poblacién de bacterias en la HRP son altos
comparados con los reportes en otros tipos de sedimentos (Embarcadero et al. 2016,
Fernandez et al. 2016, Black et al. 2017) estas diferencias pudieran estar relacionadas
con las condiciones en los sedimentos de la HRP como la composicion de la materia

organica.

En las muestras analizadas se encontré correlacion negativa entre diversidad
filogenética (PD) con los factores pH y CE, esto podria indicar que los sedimentos son
un habitat altamente selectivo y las bacterias presentes en los sedimentos son
filogenéticamente cercanos (Crépeau et al. 2011; Prieto-Barajas et al. 2018). La baja
diversidad en los puntos HRPO7 y HRPO9 esta relacionado con el alto contenido de Cd,
As, Na, y Mg. La correlacién negativa entre las OTUs observados y el contenido de Mg
y Na puede deberse a efectos toxicos de estos elementos; se ha demostrado que el Cd
provoca estrés oxidativo (Giller et al. 1998) y el alto contenido de Na provoca estrés
osmoético (Chaudhary et al. 2016) por lo que estos elementos pueden disminuir la

diversidad microbiana.
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Las bacteria de los phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria
y Firmicutes son los grupos dominantes en los sedimentos de la HRP, estos
organismos se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes tipos de sedimentos
(Baatar et al. 2016; Wang et al. 2016; Black et al. 2017), estos grupos de bacterias
participan en los diferentes ciclos biogeoquimicos por lo que son importantes para el
flujo de nutrientes en este habitat (Comte et al. 2017; Hussein et al. 2017; Wu et al.
2017). Las Cyanobacterias, son principalmente organismos fototrofos oxigénicas
ademas fijan nitrbgeno molecular, por lo tanto esté grupo puede apartar materia
organica a los sedimentos (Fernandez et al. 2016, Delmont et al. 2018, Valdespino-
Castillo et al. 2018). Los bacterias de los phyla Proteobacteria, Actinobacteria y
Firmicutes se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes ambientes (Fierer et
al. 2007; Shivlata and Satyanarayana 2015), estos son heterétrofas, participan en la
degradacion de materia organica (Sorokin et al. 2014; Fernandez et al. 2016; Liu et al.
2015). Las bacterias de la clase Deltaproteobacterias y del phylum Firmicutes
participan en el ciclo del azufre, estos organismos pueden reducir el azufre en
condiciones de microaerofilia (Liu et al. 2003, Wu et al. 2008, Fichtel et al. 2012,
Soronkin et al. 2014). Se ha reportado que las bacterias de los fila Planctomycetes,
Proteobacteria y Cyanobacteria pueden fijar nitrégeno en ambientes marinos
(Alcantara-Hernandez et al. 2017; Delmont et al. 2018); se ha reportado que
Planctomycetes son abundantes en sedimentos de lagos y menos abundante en aguas
marinas (Pizzetti et al. 2011; Wang et al. 2016) .

Se ha reportado previamente que bacterias de los fila Proteobacteria y Actinobacteria
se asocian para la formacion de tapetes microbianos en sedimentos; las Proteobacteria
excretan exopolisacarido y las Actinobacteria ayudan a estabilizar las colonias de
bacterias (Schubotz et al. 2013; Fernandez et al. 2016; Valdespino-Castillo et al. 2018),
probablemente la correlacion positiva de estos grupos microbianos en los sedimentos
de la HRP pueda estar relacionado con la formacién de tapetes microbianos. La
correlacion positiva entre Plantomycetes, Verrucomicrobia y Bacteroidetes se ha
reportado previamente que forman asociaciones en agua dulce, marina y suelos, sin
embargo se requieren mas estudios para determinar la causa de estas asociaciones
(van Niftrik y Devos 2017).
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Las Actinobacterias tuvieron correlacion negativa con el contenido de Mg, se ha
reportado previamente que son sensibles a altas concentraciones de iones como Mg,
Ca y Al (Navarrete et al. 2015). Los filotipos pertenecientes a Planctomycetes,
Verrucomicrobia y TM7 fueron abundantes en las muestras de sedimento con alto
contenido de Mg, esta correlacion positiva puede ser porque estos organismos pueden
usar el Mg como cofactor y acumular este elemento formando granulos
metacromaticos (Valdespino-Castillo et al. 2018). La relacion positiva entre Firmicutes,
OP1 y Spirochaetes con el contenido de arena, es debido a que la arena puede hacer
gue los sedimentos se compacten menos y permita el flujo de oxigeno y nutrientes
(Fang et al. 2017).

Las bacterias de los géneros Euzebya, Halomonas, KSAl y Planctomyces fueron
abundantes en las muestras analizadas, estos organismos han sido reportados en
diferentes cuerpos de agua y ambientes salinos. Planctomyces es comunmente
reportado en agua dulce asociado a macroalgas (Bondoso et al. 2017), la elevada
abundancia de Planctomyces en las muestras de la HRP contrasta con reportes
previos que sefalan que es sensible a alto contenido de sales (Zhong et al. 2016). El
genero KSA1 ( familia Balneolaceae) se ha reportado en ambientes salino-alcalinos
(Xie et al. 2018). Halomonas es descrito como un género de bacterias haléfilas, esto
coincide con los resultados obtenidos ya que es un género abundante en las muestras
con alto contenido de Na (Kindzierski et al. 2017). Se ha reportado que algunas
especies de Euzebya toleran alto contenido de sales (15 % NaCl) (Kurahashi et al.
2010).

A pesar de que la caracterizacion de los sedimentos de la HRP fue exhaustiva, el
algoritmo de Random Forest explica muy poco la variabilidad de algunos grupos de
bacterias con base en las caracteristicas medidas; lo cual indica que probablemente la
variacion en la poblacion de bacterias es determinada por otros factores como
interaccion entre los grupos microbianos o degradacion de materia organica
(Fernandez et al 2016; Mahmoudi et al. 2017). La composicion y distribucion de la
materia organica en los sedimentos es variable, esté parametro no se determind y
pudiera ser un factor importante para determinar la distribucién de la bacterias

presentes en los sedimentos, ademas el drenaje del lago ha sido gradual lo que pudo
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provocar que los sedimentos estuvieran expuestos a ciclos de hidratacion y

deshidratacion.

6.3 Estructura de la poblacién de arqueas en los sedimentos de la HRP.

Los parametros de alpha diversidad de la comunidad de arqueas en nuestras muestras
fueron similares a los reportados en otros ambientes que tuvieron CE con rangos de
9.0 a 157.2 dS cm? (Navarro-Noya et al. 2015) y sedimentos con alto contenido de
metales (Compte-Port et al. 2018).

Los puntos HRPO7 y HRP13 tienen diversidad filogenética (PD) menor que el resto de
los puntos de colecta, lo cual puede deberse al alto contenido de metales pesados en
esos puntos de colecta (Wani et al. 2015). La PD tiene correlacién negativa con el
contenido de Co, Cry Pb, particularmente se ha demostrado que la presencia de Pb y
Cd disminuye drasticamente la abundancia de arqueas metanogenas en sedimentos

de lagos (Compte-Port et al. 2018).

En las muestras colectadas de la HRP los fila abundantes son Thaumarchaeota y
Euryarchaeaota, estos estdn ampliamente distribuidos en ambientes salinos ya que
tienen tolerancia a alto contenido de sales (Oren 2014). El phylum Crenarchaeota se
encuentra en baja abundancia en las muestras colectadas a pesar de que este phylum
ha sido frecuentemente reportado en diferentes tipos de sedimentos como estuarios y
marinos (Abreu et al. 2001: Durbin y Teske 2012); posiblemente la baja abundancia de
este phylum se deba al contacto con el oxigeno en los sedimentos secos del la HRP ya
que se ha determinado que se favorece su desarrollo en bajas tensiones de oxigeno
(Kubo et al. 2012).

Los organismos pertenecientes a las clase Crenarchaeales y Halobacteriales han sido
reportados en sedimentos marinos, lo que explica su alta abundancia relativa en el
sedimento salino- alcalino del ex lago de la HRP (Fan and Xing, 2016). Se encontrd
alta abundancia de organismos de la clase de Thermoplasmata este es un resultado

interesante, estos organismos han sido descrito como arqueas termoacidofilicas
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(Kambura et al. 2016) y ha sido reportado en baja abundancia en ambientes salinos
(dC Rubin et al. 2017), explicar la alta abundancia de este grupo requiere mas estudios
para describir que cepas de Thermoplasmata se han adaptado a las condiciones de los

sedimentos de la HRP.

Los géneros de arqueas abundantes fueron Candidatus Nitrososphaera,
Natronococcus y Natronomonas estos parecen estar adaptados a las condiciones
salinas de los sedimentos del ex lago de la HRP.

Las arqueas identificadas como Candidatus Nitrososphaera han sido descritas como
arqueas que oxidan el amonio en sedimentos hipersalinos (Sirisena et al. 2018) y con
alto contenido de metales pesados (Spang et al. 2012).

Las arqueas de los géneros Natranomonas y Natranococcus han sido reportados con
alta abundancia en otros sedimentos de ex lagos en México (Navarro-Noya et al.
2015). Natranococcus roseus ha sido descrita como arguea haloalcalofilica, esta fue
aislada de un lago hipersalino (Corral et al. 2013); tiene un crecimiento 6ptimo a 24 %
NaCl (w/v) (Kim et al. 2013).

Se encontrd correlacion positiva entere algunos grupos de arqueas, Miscellaneous
Crenarchaeotic Group (MCG) tiene correlacién positiva con Methanomicrobia, esta
correlacion positiva puede ser porque ambos son sensibles a oxigeno, por lo tanto se
distribuiran en los microambientes con baja tensién de oxigeno, en el caso de la
correlacion positiva entre Cenarchaeales y Nitrososphaerales puede estar relacionada

con la capacidad de ambas de oxidar el amonio (Valdespino-Castillo et al. 2018).

La correlacion negativa entre Thermoplasmata y Methanomicrobia pusiera estar
relacionada con competencia por nutrientes, sin embargo como se mencioné
anteriormente es necesario realizar mas estudios para conocer mas sobre las

poblaciones de arqueas en nuestras muestras.

A pesar de que algunos grupos de arqueas tuvieron correlacion significativa con
factores abidticos de los sedimentos, el algoritmo de random Forest explicé menos del

25 % de la variacion en la poblacién de arqueas de los sedimentos de la HRP.
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Estos resultados indican que la poblacién de arqueas en los sedimentos de la HRP
son menos sensibles que las bacterias a los factores abidticos medidos en el presente

trabajo.

6.4 Capacidades metabdlicas de las poblaciones microbianas en los sedimentos
de la HRP.

Los diferentes procesos geoquimicos permiten el flujo de nutrientes a través del habitat
(Dupraz y Visscher 2005). En las muestras colectadas de la HRP se encontré que la
poblacion de bacterias tiene mayor diversidad de capacidades metabdlicas que la
poblacion de arqueas, esto puede deberse a la gran variedad de metabolismos
descritos en bacterias (Sorokin et al. 2014), es importante mencionar que existen mas
estudios de poblaciones de bacterias que de arqueas lo cual podria sesgar los

resultados.

Se encontrd que las principales capacidades metabdlicas en nuestras muestras estan
relacionadas con el ciclo del nitrégeno y azufre, esto coincide con los reportes previos
de ambientes volcanicos (Crépeau et al 2011, Fujimura et al. 2015) y ambientes
haloalcalinos (Sorokin et al. 2011, 2014).

La oxidacion de amonio es la ruta mas importante en nuestras muestras, esta ruta
permite el balance del ciclo del nitrégeno, sin embargo de acuerdo con Watanabe et al.
2015 la oxidacion de amonio mediado por bacterias es inhibido a pH alcalino debido a
que el amonio no se encuentra disponible en ese pH; probablemente en nuestras
muestras la comunidad microbiana tiene la capacidad de oxidar el amonio, puede ser
gue el proceso ocurra en los microecosistemas formados en los diferentes estrados de
los sedimentos de la HRP (Alcantara-Hernandez er al 2017; El-Sayed et al. 2018). La
fijacion de nitrégeno en nuestras muestras puede estar inhibida, debido a que las
bacterias fijadoras de nitrégeno son sensibles a desecacion (Alcantara-Hernandez et
al. 2017)
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7. CONCLUSIONES

» Los sedimentos de La Hoya del Rincén de Parangueo tienen pH alcalino
aproximadamente de 10, alta conductividad electrolitica y alto contenido de
sodio.

» Los sedimentos de la HRP pudieran ser reservorio organismos no descritos
de arqueas y bacterias, por ejemplo Thermoplasmata.

» Las caracteristicas fisicoquimicas determinadas en los sedimentos de la
HRP explican poco de la variacion de las poblaciones microbianas.

» Las principales rutas metabdlicas en los sedimentos de la HRP son aquellas

involucradas en los ciclos del nitrégeno y azufre.
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ANEXO |

Soluciones para extraccion de DNA

» Solucién de pirofosfato de sodio 2L

Pesar 133.76 g de pirofosfato de sodio y disolver en 1 600 mL de agua destilada

previamente calentada a 60 °C, cuando esté disuelto completamente el pirofosfato se

el

el

» Solucién de buffer de fosfatos pH 8
Solucion | :
Pesar 71.6 g de Na,HPO, 12 H,O disolver con agua destilada y aforar a 1 000 mL .
Solucion Il :
Pesar 5.92 g de NaH,PO, anhidro se disuelve en agua destilada y se afora a 250 mL.

Mezclar 948 mL de la Soluciéon | con 52 mL de la Solucién Il, mezclar y verificar el pH
8 y ajustar a 2 000 mL.

*Esterilizar con calor himedo

» Soluciones de lisis del protocolo de Valenzuela-Encinas et al. 2008.

Solucién de Lisis | 250 mL

Pesar 2.1 de NaCl y agregar 50 mL de EDTA 0.5 M pH 8 disolver y aforar a 250 mL.

*Esterilizar por calor himedo y almacenar a temperatura ambienteist ANEXO 4:

Solucién

Solucién de Lisis 11 250 mLisk:

Pesar 1.46 g de NaCl y disolver en 125 mL de tris HCI 1M. Pesar 30 g de SDS y

disolver en la solucién ajustar el pH 8 y aforar a 250 mL.

61



*Esterilizar por calor himedo y almacenar a temperatura ambiente.

» Solucién de lisis método Hoffman y Winston 1987

Preparar 250 mL de solucion. Pesar 2.5 g de SDS (1 % w/v), por separado medir 5
mL de triton X- 100 (v/v), mezclar con una solucién de 10 mM de Tris-HCI pH 8, 100

mM de NaCl, y 1 mM de EDTA. Mezclar suavemente hasta quedar disuelto.

*Esterilizar por filtracion con una membrana de 0.22 pym. Almacenar a temperatura

ambiente.
» Soluciones de lisis para el protocolo Sambrook y Rusel 2001.

Buffer de lisozima EDTA 0.25 M pH 8 200 mL.

-

Medir 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8y llevar a un volumen de 200 mL.iss!

el

-

*Esterilizar por calor htmedo y almacenar a temperatura ambiente.ist!

el

Lisozima 10 mg mL?* prepara 10 mL

Pesar 100 mg de lisozima y disolver en Tris-Cl 10 mM pH 8 (100 uL) con 9.9 mL de

agua destilada, disolver suavemente evitando la formacién de espuma.
*Esterilizar por filtracibn con membrana y almacenar a 4°C.

Solucién de SDS al 10% 250 mL

Pesar 25 g de SDS y disolver en agua destilada y aforar a 250 mL.
*Esterilizar por calor himedo:
» Soluciones para purificar

Acetato de potasio 5 M 100 mL

Pesar 29.4 g de acetato de potasio y disolver en 60 mL de agua destilada. Adicionar

11.5 mL de &cido acético glacial y aforar a 100 mL con agua destilada.iske
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el

Solucion de EDTA 0.5M pH 8 1000 mL

Pesar 186.1 g de EDTA *2H,0O sal disddica, adicionar 800 mL de agua destilada

-

disolver.; ajustar a pH 8 con NaOH.itAforar a 1L con agua destilada. it

*Esterilizar por calor humedo y almacenar a temperatura ambiente.

Cloroformo alcohol isoamilico (24:1) 100 mL

Afadir 96 mL de cloroformo a 4 mL de alcohol isoamilico. Tener la precaucion deque el

frasco este completamente seco. Almacenar la solucion a 4 °C .

Solucién de Polientilenglicol (PEG) 13% 250 mL

Pesar 23.4 g de NaCl y disolver en 200 mL de H.O destilada, agregar 32.5 g de PEG y

el

*Esterilizar por calor humedo y almacenar a temperatura ambiente.
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Permiso de colecta

DESPACHO DE LA DIRECCION GENERAL

i Oficio No. {EE-DG-473/17

Asunto: Permiso para proyecte de investigacion en ANFP
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Abstract

Purpose The “Hoya del Rincon de Parangueo (HRP)™ is a maar that contained a perennial alkaline lake that drained in the 1980s
50 that a sediment with high pH and extreme salinity remained. The aim of this work was to determine how the bacterial and
archaeal community was controlled by these extreme conditions.

Materials and methods Sediment samples were collected from the 0-20-cm layer along a crater-wide transect. Physicochemical
characteristics and the archaeal and bacterial community were determined by analysis of the 168 rRNA through [llumina sequencing.
Results and discussion The sediment samples had a pH 10 and an electrolytic conductivity (EC) that ranged from 29.8 to
74.4dS m™". Three archaeal and 37 bacterial phyla were detected with Euryarchaeota (relative abundance 62.7 = 17.6%) dominating
the Archaea, and Proteobacteria (28.2 + 10.7%) and Actinobacteria (21.1 +6.4%) the Bacteria. The most abundant archaeal genus
was Candidatus Nitrososphaera while Euzebya, Halomonas, KSAI and Planctomycetes dominated the bacterial gene.
Thaumarchaeota were enriched in sediment samples with a higher Pb content and Euryarchaeota in sediment with a higher Mg
content, while Crenarchaeota and Candidatus Nitrososphaera were enriched in sediment with a higher sand, total N and organic C
content. Proteobacteria were enriched in sediment with a higher organic C and total N, 51 and sand content, while Bacteroidetes and
Planctomycetes in sediment with a higher water holding capacity and clay and Mg content. Members of KSA{ and Euzebyva were
enriched in sediment with a lower EC, organic C and total N content. Although a large number of bacterial and archaeal groups were
correlated significantly with a range of sediment characteristics, the sediment characteristics explained the variation of only two
bacteral groups > 50% (TM6 and Desulfonatronospira) using the machine learning tool randomForest and none of the archaeal
groups. Archaeal and bacterial functional guilds were dominated by ammonium oxidation and nitrite reduction.

Conclusions Although the different sediment samples were dominated often by similar bacterial and archaeal groups, the
measured sediment characteristics explained little of the variation found between the sampling points. The high bacterial and
archaeal diversity indicated that the site might be a source of unclassified species and phylotypes with specific metabolic
capacities involved in the N and 8 cycles.
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