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RESUMEN

En este trabajo describimos la diversidad de Archaea en un estanque poco profundo en
el Valle de Cuatro Ciénegas (VCC) al noreste de México, con condiciones hipersalinas
fluctuantes que contienen esteras microbianas elasticas que pueden formar pequefios
domos donde su interior andxico nos recuerda las caracteristicas del E6n Arqueano, rico
en gases de metano y azufre; asi, llamamos a este sitio los Domos del Arqueano (DA).
Estos domos solo se forman después de fuertes lluvias que son raras en el desierto de
Chihuahuense. EI VCC es un oasis Unico con cientos de pozas que contiene especies
endémicas de animales, plantas y comunidades microbianas muy diversas y Unicas, a
pesar de su estequiometria muy sesgada, debido principalmente al contenido
extremadamente bajo de fosforo (suelos, columnas de agua y sedimentos). Esta
oligotrofia extrema ha favorecido la supervivencia de microorganismos ancestrales. En
este proyecto, se realizd un enfoque de secuenciacion de metagenomas completos para
este sitio inusual en tres estaciones diferentes, asi como un enfoque dependiente de
cultivo, en el cual se lograron aislar y describir 4 cultivos arqueanos para evaluar la
extension de la biodiversidad de Archaea, ya que los miembros de este Dominio han
estado sub-representados en diferentes sitios de estudio dentro del oasis. Encontramos
una comunidad Arqueana muy diversa que abarca ~ 5% de los metagenomas. En los
tres metagenomas la comunidad arqueana mantuvo su abundancia y la mayoria de las
cepas mostraron formar un nucleo resistente durante tres muestreos estacionales (2016-
2017), a pesar de las fluctuaciones ambientales. Sin embargo, las abundancias relativas
de las 230 OTU arqueanas (usando un cutoff de 97%) fueron lo suficientemente bajas
(<0.1%) para ser consideradas parte de la biosfera rara. El hallazgo de AD y su
descripcion dentro de CCB confirma que este sitio en particular es el mas diverso para el
Dominio Archaea que conocemos Yy abre nuevos caminos para comprender las fuerzas

que una vez impulsaron y siguen formando el ensamblaje de la comunidad microbiana.



ABSTRACT

Herein we describe the Archaea diversity in a shallow pond in the Cuatro Ciénegas
Basin (CCB), Northeast Mexico, with fluctuating hypersaline conditions containing
elastic microbial mats that can form small domes where their anoxic inside reminds us
of the characteristics of the Archaean Eon, rich in methane and sulfur gases; thus, we
named this site the Archacan Domes (AD). These domes only form after heavy rains that
are rare in the Chihuahuan desert. CCB is a unique oasis with hundreds of ponds,
containing endemic species of animals, plants and highly diverse and unique microbial
communities, despite its very biased stoichiometry, due mostly to extreme low
phosphorus content (soils, water columns and sediments). This extreme oligotrophy has
favored survival of ancestral microorganisms. Whole metagenome sequencing approach
was performed for this unusual site in three different seasons as well as a culture-
dependent approach, in which 4 archaean cultures were isolated and described to assess
the extent of the Archaea biodiversity, with a focus on extremophiles, since members of
the Archaea had been underrepresented in different study sites within the oasis. We
found a highly diverse Archaea community compassing ~5% of the metagenomes. The
archaeal portion in all three metagenomes maintained its abundance and most of the
strains showed to form a resilient core during three seasonal samplings (2016-2017),
despite environmental fluctuations. However, relative abundances of all 230 archaeal
OTUs (defined using a 97% cutoff) were low enough (<0.1%) to be considered part of
the rare biosphere. AD finding and their description within CCB confirms that this
particular pond is the most diverse for Archaea that we are aware of and opens new
paths for understanding the forces that once drove and keep shaping microbial

community assemblage.



1. INTRODUCCION

Los ambientes hipersalinos se han encontrado en una gran variedad de ecosistemas
acuaticos y terrestres. En estos habitan no solo microorganismos halotolerantes sino
también se pueden encontrar microorganismos hal6filos. De estos ecosistemas extremos
se han logrado aislar organismos aerobios, anaerobios y anaerobios facultativos
pertenecientes a los dominios Archaea que participan en la oxidacion total de la materia
organica, asi como microorganismos que utilizan compuestos inorganicos reducidos.
Para adaptarse a las condiciones de alta salinidad, los microorganismos haléfilos han
desarrollado varias estrategias bioquimicas incluyendo la sintesis de solutos para
mantener su funcién y estructura celular. Estos solutos, junto con otros compuestos
(bacteriodopsina, exopolisacaridos, hidrolasas y biosurfactantes) producidos por
microbios halofilos son claramente de interés industrial (Hedi et al., 2009).

El Valle de Cuatro Ciénegas es uno de los méas importantes humedales dentro del
Desierto Chihuahuense y pertenece a un area semideseértica ya que se presentan lluvias
de verano con una precipitacion anual inferior a 150 mm (CONANP, 2006); dentro de
este humedal se encuentra el sistema acuatico Churince, el cual consiste en un manantial
y dos lagunas disecadas. La explotacion de agua subterrdnea ha disminuido
significativamente el volumen de agua dentro del sistema. La importancia de esta zona
es su biodiversidad terrestre y acuatica, ya que habitan especies endémicas y en peligro
de extincion (V. Souza et al., 2006) a pesar del alto grado de oligotrofia, especialmente

en fosforo.

Los estudios realizados durante los Gltimos afios han revelado que las arqueas marinas
son un componente esencial del sistema plancténico y que su abundancia y composicion
cambia segun escalas espaciales y temporales identificables. Las arqueas marinas
constituyen un claro ejemplo de un grupo de organismos hasta hace poco totalmente
desconocidos, pero con una relevancia indiscutible en la naturaleza. El objetivo de este
estudio fue explorar la diversidad filogenética y funcional de archaeas halofilicas
aisladas de sedimentos superficiales de la zona de Pozas Azules en Cuatro Ciénegas,

Coahuila.



Para lograr el objetivo, se llevo a cabo la exploracion del dominio Archaea a partir de
datos de metagenoma obtenidos de una secuenciacién de nueva generacion de la zona
llamada “Domos del Arqueano” (DA), y ademas se implementaron estrategias de
aislamiento para cultivar y aislar microorganismos hal6filos pertenecientes al dominio
Archaea, asi como la aplicacion de técnicas para estudiar la actividad (o funcion) de los
microorganismos in vitro. El cultivo de dichos microorganismos permitird la
caracterizacion bioquimica y molecular, asi como el disefio de nuevos marcadores para
utilizarlos en la biologia molecular arqueas, asi como la exploracién del potencial

biotecnoldgico de dichos aislados microbianos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Extremofilia

La vida en el planeta Tierra es un fendmeno de versatilidad muy elevada (Minelli,
2005). Sus limites, esto es, en los rangos de los parametros ambientales fisco-quimicos,
tales como pH, temperatura, concentracion de oxigeno, niveles de radiacion, salinidad,
presion atmosférica e incluso disponibilidad de nutrientes y agua son algunos de los
habitats y nichos para aquellos seres vivos capaces de crecer y desarrollarse mediante
mecanismos de adaptacion (Harrison et al., 2013; Pikuta et al., 2007) . Estos, en su
mayoria microorganismos, se les conoce como extremdfilos y abarcan los tres dominios
de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya (Macelroy, 1974). De manera inicial, hay que
distinguir entre microorganismos que toleran o se adaptan a condiciones extremas y
aquellos que requieren de condiciones extremas para su 6ptimo desarrollo, éstos Ultimos
son los estrictamente extremofilos (Low-Decarie et al., 2016). De acuerdo con el tipo de
habitat en el que prosperan, se dividen en termdfilos (altas temperaturas), psicrofilos
(muy frios) (Figura 1), acidofilos (altamente acidos), alcalofilos (muy alcalinos) (Figura

2), haléfilos (de alta salinidad), baréfilos (de altisima presion).

Estos habitats incluyen manantiales calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco
profundos o sistemas de aberturas termales abisales (donde pueden encontrarse
microorganismos a temperaturas que exceden los 100° C) (Stetter, 1999). También se
encuentran organismos extremofilos en lagos salinos, a veces en condiciones de
salinidad casi de saturacion, y en ambientes con valores del pH extremo, sea acido
(zonas de solfataras) o alcalino (fuentes carbdnicas, tierras alcalinas, lagos de carbonato
de sodio)(Merino et al., 2019; Pikuta et al., 2007; Rampelotto, 2013). Los habitats de los
organismos psicréfilos incluyen los mares y tierras polares frios y los glaciares alpinos,

asi como sedimentos del fondo del mar (Deming, 2009) (Figura 3).



Protozoa

Figura 1. Temperaturas limite para la vida. Se muestra un rango de temperaturas, mostrando la mas alta y mas
baja para cada taxon. Arqueas se muestran en rojo, bacterias en azul, algas en verde claro, hongos en café,
protozoarios en amarillo, plantas en verde oscuro y animales en purpura (Rothschild & Mancinelli, 2001).

Figura 2. Limites de pH para la vida. Ejemplos de taxones y sus pH 6ptimos. Las Arqueas se muestran en
rojo, bacterias en azul, algas en verde claro, protistas en amarillo, hongos en café, plantas en verde oscuro
y animales en parpura (Rothschild & Mancinelli, 2001).
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Figura 3. Representacion de la corteza terrestre que muestra la diversidad de ambientes extremos y su
ubicacién aproximada (Merino et al., 2019).

La supervivencia de los extremofilos es posible debido a que sus células tienen
componentes y propiedades especificas, por ejemplo, poseen enzimas estables y
funcionales a condiciones extremas, y sus paredes celulares estan construidas a partir de
uniones quimicas distintas que las convencionales otorgandoles mayor (Kates, 1992;
Stetter, 1999); ademas de sintetizar y acumular intracelularmente solutos que les
permiten mantener un equilibrio osmético cuando se encuentran en condiciones salinas
(Roberts, 2005) o que impiden que se congelen y se lisen en condiciones de baja
temperatura (De Maayer et al., 2014). Si tomamos en cuenta que las particularidades de
los seres vivos estan determinadas en gran parte por la informacién genética, las
propiedades peculiares de los extremofilos estarian representadas en sus genes,

representando un gran interés para el estudio genémico.

Los microorganismos extremofilos han supuesto una revolucién en areas tales como:
astrobiologia, biologia molecular y sorprendentemente en varios sectores industriales
(Coker, 2016; L. Kumar, Awasthi, G. and Singh B., 2011). Debido a que muchos
procesos industriales requieren altas o bajas temperaturas o pH acidos o alcalinos, los
extremofilos se han convertido para las industrias en atractivas fuentes de

biocatalizadores (enzimas) estables a condiciones extremas (Elleuche et al., 2014). Por
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ejemplo, en la industria de los detergentes y jabones para la ropa de uso hogarefio se
utilizan biocatalizadores que quiten las manchas a baja temperatura, mientras que en
tratamientos de esterilizacion de ropa de quir6fano se prefiere un jabon que tenga
biocatalizadores que funcionen a altas temperaturas (Elleuche et al., 2014; Sarmiento et
al., 2015). La industria del cuero y las pieles requiere enzimas que degraden proteinas de
la piel de los animales en condiciones de alta salinidad o minerales. En cada caso se
emplearan enzimas provenientes de diferentes extremofilos. En una primera instancia,
los propios organismos eran la fuente de donde se extraian las enzimas. Luego, se
clonaron los genes de los extreméfilos que codifican dichas enzimas y actualmente se las
produce a escala industrial en microorganismos recombinantes que fueron transformados
para que sobre produzcan la enzima de interés en biorreactores. Algunas de las enzimas

méas empleadas son (Adams, 1995; Dumorne et al., 2017).

= Proteasas: degradan proteinas, por ejemplo, la hemoglobina de la mancha de
sangre.

= Celulasas: degradan celulosa, principal componente de la pared de la célula
vegetal.

= Xilanasas y hemicelulasas: degradan componentes de la pared vegetal y se

utilizan en la obtencion de productos panificados y de jugo de frutas.

Lipasas: degradan acidos grasos, aceites y otras grasas.

Amilasas: se utilizan en la industria alimenticia para degradar el almidon de los

cereales a azlicares mas simples.

=
=

Otra aplicacion de las enzimas obtenidas de los extremofilos es la investigacion bésica.
Por ejemplo, en laboratorios de biologia molecular se utilizan técnicas que requieren de
enzimas estables a altas o bajas temperaturas. Un caso puntual es la técnica conocida
como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), en la cual se
requiere una enzima (ADN polimerasa) que produce cadenas de ADN a 94 °C. Para
lograrlo se utiliza el ADN polimerasa obtenida del termofilo Thermus aquaticus (Tindall
& Kunkel, 1988).

Tabla 1. Ejemplos de extremofilos en la industria y biotecnologia (Rothschild & Mancinelli, 2001)

Proceso industrial Biomoléculas Ventaja Organismos
fuente
Hidrolisis de a - Amilasa Alta estabilidad, Bacillus
almidén para acido urico, stearothermophilus
producir dextrinas, amilasa de bacteria G-ZYME G995
solubles, (Enzyme
maltodextrinas y Bio-System Ltd)

jarabe de maiz

11



Blangueamiento de Xylanasas Se utiliza menor Termofilos
papel cantidad de
blanqueador
Evitar el a - Amilasa Daunimpulsoala Amilasa bacteriana
estancamiento en la fermentacion de mas estable
gama de productos levadura disponible,
G-ZYME G-995
Procesamiento de Proteasas Estable a altas Termofilos
alimentos, temperaturas
horneado y
fabricacion de
cerveza,
detergentes
Reaccion de PCR ADN polimerasa Sin necesidad de Termofilos
agregar enzimas
adicionales a cada
ciclo
Maduracion de Proteasas neutrales Estables a bajas Psicrofilos
queso en la temperaturas
produccion diaria
Degradacion de Proteasas, amilasas Mejoran el Psicrofilos
polimeros en y lipasas funcionamiento de
detergentes detergentes
Degradacion de Celulasas, Estable a pH altos Alcalofilos
polimeros en proteasas, amilasas
detergentes y lipasas
Maricultura Acidos grados poli  Producido a bajas Psicrofilos
insaturados temperaturas
Biorremediacion Reduccion de Trabaja Psicrofilos
derrames de eficientemente en
petréleo aguas de baja
temperatura
Biosensores Deshidrogenasas Psicrofilos
Desulfuracion de Oxidacion de Acidofilos
carbon azufre
Produccion de Antibioticos Alcalofilos
antibioticos
Coloracion de Caroteno Produccion de bajo Halofilos
alimentos costo
Farmacéuticos Glicerol, solutos ~ Produccién de bajo Halofilos
compatibles costo
Surfactantes para Membranas Halofilos

farmacéuticos
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2.2 Halofilia

Los ambientes hipersalinos son muy poco conocidos para la sociedad y como su nombre
lo indica, son aquellos sitios con concentraciones de sales elevadas mayores al 10% (Ma
et al., 2010; Oren, Heldal, et al., 2002; Paul & Mormile, 2017). Pueden encontrarse en
lagunas costeras, salinas, salmuera, zonas litorales, suelos desiertos salinos, lagunas
salobres etc.; por ejemplo, la salinidad del agua de mar estd compuesta principalmente
de cloruro de sodio en una concentracion de alrededor 3.5% (Ma et al., 2010; Paul &
Mormile, 2017).

La vida en los ambientes hipersalinos es dificil ya que la salinidad origina un estrés
osmotico, haciendo que la gran mayoria de seres vivos sean incapaces de vivir en estos
ecosistemas. Si el entorno es salino, con mucha concentracion de sales, el agua del
interior de las células tiende a salir hacia su exterior. Es decir, se desecan y mueren. Sin
embargo, en los microorganismos haléfilos esto no ocurre (DasSarma & DasSarma,
2012; Ma et al., 2010).

La vida microbiana ha sido capaza de adaptarse y sobrevivir bajo estas condiciones
extremas (Kerkar, 2004). Haléfilo es el adjetivo que se aplica a los organismos que
viven en estos ecosistemas (Oren, Elevi, et al., 2002).La palabra proviene del
griego halos (sal), y filo (amante de), por lo que literalmente significa ‘amante de la sal’
(DasSarma & DasSarma, 2012).

Aunque las sales se requieren para todas las formas de vida, los microorganismos
halofilos se distinguen o clasifican por el requerimiento de condiciones hipersalinas para
su crecimiento: los halodfilos ligeros muestran crecimiento Optimo dentro de una
concentracion de NaCl que oscila entre 0.2 y 0.85 M (2-5%): los hal6filos moderados,
crecen entre 0.85 y 3.4 M (5-20 %) de NaCl y, por ultimo, los hal6filos extremos, que
crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCl. En contraste, los organismos no haléfilos sélo
pueden crecer por debajo de 0.2 M de NaCl. Los organismos halotolerantes son aquellos
que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas concentraciones de sal. Muchos

organismos halofilos y halotolerantes pueden crecer dentro de un amplio margen de
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concentracion de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales, dependiendo del

medio y de los factores nutricionales (DasSarma & DasSarma, 2012).

Un dato interesante de estos microorganismos es que incluso se propone que podrian ser
la base de la vida en otros planetas. Geoffrey A. Landis de la NASA Glenn Research
Center, opind que el agua en las condiciones de temperatura y presion en Marte podria
ser altamente salina, y por tanto las formas de vida serian hal6filas. Los hal6filos
extremos son fuente de estudio de proyectos de astrobiologia en tanto que son formas
antiguas de vida en la Tierra y se podrian trazar analogias, o al menos dar pistas con vida
en otros planetas (Oren, 2014).

Especificamente los miembros del Dominio Archaea son los modelos por excelencia de
esta extremofilia. Las Arqueas viven donde otros organismos moririan, y todo esto es

posible gracias a diversas adaptaciones fisioldgicas que les permiten retener agua.

2.2.1 Adaptaciones halofilicas de las arqueas

Las arqueas tienen la capacidad de balancear el efecto osmético del ambiente externas y
resistir contra los efectos deshidratantes de las sales; incluso algunas son capaces de
vivir en condiciones salinas previniendo la desecacion de su citoplasma (DasSarma &
DasSarma, 2012).

Las arqueas halofilas moderadas acumulan en su citoplasma determinados compuestos
organicos de bajo peso molecular, que no interfieren con el metabolismo celular, por lo
que se denominan solutos compatibles, que constituyen la base fundamental de la
tolerancia a la sal de estos microorganismos (DasSarma & DasSarma, 2012; Khanafari,
2010). Dichos compuestos osmoprotectores han despertado un enorme interés a nivel
industrial, ya que poseen un alto poder estabilizador y protector de enzimas, acidos
nucleicos, membranas e incluso células enteras, contra la congelacion, la desecacion, la
desnaturalizacion por calor y la alta salinidad (Jaakkola et al., 2016). También se han
descrito sus posibles aplicaciones en tecnologia enzimatica (biosensores, PCR, etc.) y en

la industria farmacéutica y cosmética (Madigan et al., 2004).
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Algunos solutos compatibles, como la ectoina y la hidroxiectoina han demostrado poseer
un marcado efecto protector sobre las enzimas labiles, como lactato deshidrogenasa y la
fructoquinasa. Asi, en diversos estudios en los que se comparo el efecto protector sobre
estas enzimas de distintos solutos compatibles (glicina-betaina, trehalosa, glicerol,
prolina, ectoinas y azUcares), se puso de manifiesto que las ectoinas fueron los mejores
agentes protectores del calor y los procesos de congelacion y descongelacion (da Costa
et al., 1998; De Maayer et al., 2014; Roberts, 2005).

2.2.2 Metabolismo

Las haloarqueas por lo general son microorganismos quimioheterétrofos aerobios, es
decir, utilizan materia organica como fuente de carbono y energia, siendo el O, el
aceptor final de electrones en la cadena respiratoria. No obstante, en condiciones de
iluminacion y de baja presion de O, pueden comportarse como fotétrofos (pueden
realizar la fotofosforilacion a través de la bacteriodopsina). No son capaces de crecer
autotréficamente (con CO, como unica fuente de carbono), pero algunas pueden hacer
fijacion no reductora del CO; a glicina en presencia de amonio y propionato (Javor,
1989). No todas son aerobias estrictas: algunas pueden fermentar ciertos aminoacidos
(Hartmann et al., 1980) y otras pueden realizar una respiracion anaerobia teniendo como

aceptor final de electrones el nitrato (Mancinelli & Hochstein, 1986).

Durante mucho tiempo se crey0 que las haloarqueas eran incapaces de metabolizar
carbohidratos. Sin embargo, se ha demostrado que si pueden hacerlo (Pimenov et al.,
1997; Rodriguez-Valera et al., 1980). El catabolismo de las hexosas lo realizan a través
de una modificacion de la ruta de Enter-Doudoroff donde la glucosa es oxidada a
gluconato y éste deshidratado a 2-ceto.3. deoxigluconato, posteriormente fosforilado
dando 2-ceto-3-deoxi-6-fofocluconato, continuando la via normal de Entner-Doudoroff
(Danson & Hough, 1992). En todas las arqueas la conversién de piruvato a acetil-Co
esta catalizada por la piruvato oxidorreductasa, que es distinta del sistema de la piruvato
deshidrogenasa de bacterias y eucariotas, en halofilos el aceptor final de electrones es la
ferredoxina utilizandose en lugar de NAD™ (Danson & Hough, 1992). Presentan un ciclo

de los &cidos tricarboxilicos completo, idéntico al de bacterias y eucariotas, sirviendo
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para generar energia y suministrar precursores para biosintesis. También permite la
utilizacién de aminoacidos y otros compuestos nitrogenados como fuente de carbono y
nitrégeno en el crecimiento (Danson & Hough, 1992).

2.2.3 Aislamiento y secuenciacion de genes halofilos

El desarrollo de aplicaciones informéticas que posibilitan relacionar regularidades en la
estructura proteica con la funcion y la secuencia, permiten poder atribuir funciones a
proteinas de las que Unicamente se conoce su secuencia de DNA. La posibilidad de
comparar secuencias de una misma proteina de diferentes organismos permite
reconstruir la historia evolutiva y las relaciones filogenéticas entre especies. Mediante la
secuenciacion de genomas completos, se pueden realizar las relaciones filogenéticas con
la finalidad de construir modelos que nos permitan conocer mas datos acerca de la

evolucion de los organismos (Petitjean et al., 2015).

El conocimiento de genomas permite realizar diagnosticos precisos detectando las
secuencias que codifican para determinados genes diana. Analizando con detalle las
secuencias de las proteinas halofilicas, en general, se observa un alto contenido en
residuos aminoacidicos de caracter acido (aspartico y glutamico), apareciendo éstos en
la superficie de la proteina (Elcock & McCammon, 1998; Fukuchi et al., 2003) lo cual
estd sugiriendo la inestabilidad de las proteinas halofilicas a bajas concentraciones de
sal. Sin embargo, la malato deshidrogenasa de Salinibacter ruber no contiene en su
composicion aminoacidica una elevada proporcion de residuos acidicos lo que explica su

total estabilidad en ausencia de sal (Irimia et al., 2004).

2.2.4 Ladiversidad microbiolégica en ambientes hipersalinos

Existe un gran nimero de estudios tradicionales en la ecologia de las salineras, al punto
en donde éstas pueden ser interesantes modelos de sistemas para la investigacion de la
salinidad en la diversidad microbiana y la productividad (Joint et al., 2002) por las
variaciones inducidas por un factor ambiental (Pedros-Alio et al., 2000).Algunos

estudios han mostrado que ocurren cambios ecoldgicos importantes en el gradiente de
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salinidad, con respecto del decremento de la biodiversidad el incremento de la salinidad
y la dominancia de ciertos grupos de organismos (Rodriguez-Valera et al., 1980). Se ha
reconocido que la diversidad microbioldgica y la distribucion de los grupos funcionales
tienen un papel preponderante en el anlisis ecologico de comunidades microbianas la
complejidad funcional que se ha detectado en estos ambientes comprende diatomeas,
cianobacterias, bacterias verdes no sulfurosas, bacterias purpuras sulfurosas, bacterias
organotroficas, arqueas metanogénicas, arqueas haldfilas extremas, bacterias sulfato
reductoras, bacterias del grupo Citofaga /flavobacterium /bacteriodes, entre otros grupos
funcionales (Spear et al., 2005). Asi también, en estudio de estos ecosistemas
microbianos brinda informacién, geomicrobiol6gica del presente y de los registros
geoldgicos del pasado. Dado esto, el estudio de la microbiota de los ambientes
hipersalinos cercanos a la saturacion ha sido estudiada con aproximaciones polifasicas,

tanto por métodos dependientes como independientes de cultivo (Burns et al., 2004).

Actualmente, los multiples ambientes hipersalinos han sido explorados en cuanto a
diversidad microbiana y en particular de arqueas haléfilas, los resultados de dichos

estudios se enmarcan como sigue:

Tabla 2. Pardmetros fisicoquimicos y abundancia de arqueas en cuatro tapetes microbianos hipersalinos.

Tapete Salinidad | Temperatura pH Abundancia | OTU's Tecnologia | Referencia
microbiano % °C relativa % de de
argueas | secuenciacion
Domos del 53 % 31.45 9.94 4,96 % 230 Whole Este
arqueano Genome Shot estudio
Gun
Illumina
MiSeq
Guerrero 28 % 30 N/A 30.45 % 209 16 rRNA Tag Garcia-
Negro, FLX Maldonado
México (926F/1392R) | etal. 2018
Titanium
Roche
Shark Bay, 6.8 % 24.8 8.13 <1% 13 Whole Babilonia
Australia Genome Shot | et al. 2018
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Gun

Illumina
MiSeq
Atacama, | 10.6-15% 23-27 7.65 50-66 % 121 16 rRNA Tag | Fernandez
Chile (515F/806R) | etal. 2016
Piro-

secuenciacion
454

2.2.5 Microorganismos hal6filos como propuesta de vida en exoplanetas

Antiguamente, se asumia que las arqueas dominaban los ambientes extremos, como por
ejemplo las salinas, mientras que las bacterias estaban restringidas a ambientes
moderados. Més tarde mediante técnicas de biologia molecular se encontro la presencia
de arqueas en ambiente mesofilos tales como el agua de mar o en sedimentos (Olsen et
al., 1994) y de bacterias en ambientes con elevadas temperaturas (Pace, 1997).
Recientemente, empleando técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) se
ha puesto de manifiesto que las bacterias constituyen una parte significativa de la
microbiota del habitat de las salinas. Por tanto, parece ser que las bacterias, al igual que
las arqueas, también se encuentran en ambientes extremos como es el caso de
Salinibacter ruber (Anton et al., 2000).

Se ha observado la presencia de arqueas hal6filas extremas en los sedimentos de la
plataforma continental en la costa de la India, mediante la técnica del nimero mas
probable (Raghavan & Furtado, 2005). Se ha supuesto que también en Marte (Steven
Squyres conferencia de presa 24 de marzo de 2004. NASA News), podrian haber
existido organismos haléfilos ya que se ha comprobado que existio agua en Marte a
partir de observaciones recientes con el robot “Opportunity”, descubriendo que sobre la
superficie de Marte pudo haber existido un mar salado, y que al perder su atmosfera y
evaporarse el agua pudo dar lugar a la precipitacion de los minerales que estaban
disueltos en ella llegando a estar asi mas concentrados y formando pequefios reservorios
de cristales de sal. Con los datos que se conocen de nuestro planeta, sea el caso de Rio

Tinto (Amaral Zettler et al., 2002) en el que se encuentran organismos extremofilos,
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habria sido relativamente facil para los organismos hal6filos evolucionar bajo las
condiciones dadas en Marte. Los organismos hal6filos terrestres servirian como

analogos de posibles vestigios de vida en Marte (Mancinelli et al., 2004).

2.3 Archaea

Estd aceptado que las células procariotas del dominio Archaea fueron las primeras
células vivas, y se conocen fosiles de hace 3.500 millones de afios (Jaakkola et al.,
2016). Después de su aparicion, han sufrido una gran y continua diversificacion.

Su metabolismo es lo que mas diverge, y causa que algunas procariotas sean muy
diferentes a otras en muchos procesos celulares. Algunos cientificos, encuentran que los
parecidos entre todos los seres vivos son muy grandes, y se creen que todos los
organismos que existen actualmente derivan de esta primitiva célula. A lo largo de un
lento proceso evolutivo, hace unos 1500 millones de afios, las procariotas derivaron en
células mas complejas, las eucariotas. Existe una teoria que propone que la
eucariogeénesis, es decir, el proceso evolutivo que ha originado a las células eucariotas,
consta de un origen simbidtico entre un miembro de las proteobacterias y un miembro
del Dominio Archaea; y es que las arqueas de ramificacion profunda comparten mas
genes con los eucariotes que otras arqueas de filos mas recientes (Lopez-Garcia &
Moreira, 2019) (Figura 4).

Los analisis comparativos del potencial metabolico del superfilum ASGARD han
permitido concluir que los miembros de ASGARD son organismos primordialmente
organoheterotroficos que pueden producir y consumir hidrogeno. Dicha informacion
sostiene la idea que los eucariotes evolucionaron de una arquea mayormente relacionada
a un miembro del filum Heimdallarchaeota, aparentemente estas ganaron la facultad de
usar el oxigeno y nitratos como aceptores finales de electrones mediante transferencia
horizontal de genes en una etapa posterior (Lopez-Garcia & Moreira, 2019). El modelo
simbiogenético involucra simbiosis metabdlicas, o sintrofias, mediadas por hidrogeno o
transferencia de electrones entre arqueas y bacterias. Basado en la reconstruccion

metabdlica arqueana ASGARD vy las consideraciones ecoldgicas, se propone el “modelo
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de flujo inverso” el cual involucra el flujo de hidrogeno de las arqueas hacia los
simbiontes bacterianos; aunque el modelo especifica un arqueon y una bacteria, se deja
abierta la posibilidad de que las interacciones simbi6ticas con otros procariotes pudieron
haber intervenido, en consonancia con recientes propuestas de simbiosis seriales (Spang
etal., 2017).

Los procariotes habitan en un gran namero de nichos ecolédgicos tanto terrestres como
marinos, y dentro de estos ecosistemas las procariotas establecen relaciones con los seres
vivos, ya sea favorables como en las simbiosis o perjudiciales como en el parasitismo.
No obstante, son de suma importancia por su papel en la descomposicién de la materia
organica en inorganica como asi también en los ciclos biogeoquimicos, en especial en el

ciclo del carbono y del nitrégeno.

El Dominio Archaea esta formado por un grupo heterogéneo de microorganismos
capaces de habitar ambientes extremos. Entre sus caracteristicas destacan las siguientes
(Bullock, 2000).

e Poseen membranas lipidicas que contienen cadenas laterales isoprenoide con
enlaces éter en contraste con los hidrocarburos con enlaces éster de todos los

demas sistemas bioldgicos (van de VVossenberg et al., 1998).

e Carecen en todos los casos de acido muramico (peptidoglicano) como
constituyente de la pared celular, a su vez estan compuestos por pseudomureina

(Visweswaran et al., 2011).

e Presentan una morfologia tipica que no se ha encontrado en ninguno de los
organismos que componen el Dominio Bacteria, como por ejemplo las formas
poligonales que tienen algunas arqueas haléfilas o los cocos extremadamente

irregulares que presentan algunos hiperterméfilos (Oren, 1999).

e No catabolizan la glucosa mediante glicolisis, sino que emplean una via

metabolica de oxidacion simple (Verhees et al., 2003).

e Su maquinaria fundamental de transcripcion es muy similar a la que poseen los

organismos pertenecientes al Dominio Eukarya (Langer et al., 1995).
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e Expresan histonas, con una gran diversidad de ellas involucradas en la regulacion

transcripcional (Henneman et al., 2018).

Archaea es uno de los dominios de la vida mas interesantes debido a sus caracteristicas
genéticas, bioquimicas, fisiologicas y estructurales. Muchas arqueas pueden sobrevivir
bajo fuertes condiciones incluyendo altas y bajas temperaturas, alto y bajo pH, alta

salinidad, ambientes anoxicos, y altas presiones (Marx et al., 2007).

De acuerdo a sus habitats de vida se diferencian las arqueas termofilas, metandgenas y
halofilas. Las terméfilas requieren de sulfuros y se desarrollan a temperaturas de 80-100°
C en medios muy acidos. Las hay aerobias y anaerobias. Habitan en zonas muy calientes
como éareas volcéanicas, géiseres, manantiales e incluso en las profundidades de los

océanos.

Las arqueas metanogenas utilizan en su metabolismo el hidrogeno y el carbono como
fuente de energia. Son microorganismos anaerobios por excelencia. Producen gas
metano que al acumularse en el ambiente sirve como fuente natural de gas industrial.
Las arqueas haldfilas son aerobias y viven en ambientes acuaticos con alto contenido

salino, de hasta un 25% de cloruro de sodio (Evans et al., 2019).

La comunidad cientifica se ha enfocado en evaluar los mecanismos de adaptacion a nivel
molecular, fisiologica y evolutivamente de las archaeas. El estudio de las archaeas
también ayuda al entendimiento de la biologia de las células eucariotas (Eme et al.,
2017), ya que, si comparamos ambos dominios, las archaeas pueden proveer un sistema
adecuado con alta estabilidad y baja complejidad. Por ejemplo, obtener la estructura
“cristal” de la RNA polimerasa de las archaeas nos ayuda a entender la estructura y

funcion de la RNA polimerasa Il.

2.3.1 Sisteméatica del dominio Archaea

La secuenciacion de genomas y metagenomas, asi como la gendmica unicelular, han
mejorado nuestro entendimiento del mundo biolégico, dando pistas acerca de la

diversidad evolutiva y funcional que moldea a la biosfera. Sin embargo, los genomas
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microbianos que se encuentran disponibles actualmente tienen una amplitud filogenética
limitada, debido a la incapacidad de cultivar en laboratorio la mayoria de los
microorganismos (Rinke et al., 2013). Actualmente la extension del dominio Archaea ha
sido posible gracias a la filogenia molecular de genes marcadores y la inferencia de
genomas completos provenientes de muestreos ambientales en diversos tipos de

ecosistemas.

Los primeros é&rboles filogenéticos del dominio Archaea s6lo contenian a los
hipertermofilos, hal6filos y metandgenos, incluidos en s6lo dos fila: Crenarchaeota y
Euryarchaeota (Castelle et al., 2015). Recientemente, usando datos genémicos de 1000
organismos incultivables, junto con secuencias publicadas en base de datos, se llevo a
cabo la reconstruccion filogenética para inferir una version expandida del arbol de la
vida, incluyendo a los tres dominios. Los resultados revelaron que el dominio Archaea
estd representado por 26 fila, y muchos de estos se incluyen en un nivel taxonomico
superior llamado superfilum, estos son, TACK acronimo de Thaumarchaeota,
Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota, incluyendo ademas Geoarchaeota y
Bathyarchaeota (Adam et al, 2017), DPANN acronimo de Diapherotrites,
Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanoarchaeota y Nanohaloarchaeota, incluyendo
Micrarchaeota, Woesearchaeota y Pacearchaeota y finalmente, ASGARD el cual
contempla a los filums Lokiarchaeota, Heimdallarchaeota, Odinarchaeota Yy
Thorarchaeota (Figura 5) (Hug et al., 2016). Ademas, este estudio muestra una
dominante diversificacion bacteriana, remarcando la importancia de organismos que
carecen de representantes aislados, con una evolucion sustancial concentrando una

radiacidn mayor de tales organismos (Hug et al., 2016).

Ademas, a partir de datos gendmicos obtenidos en varios ambientes anaerobios se
identificé un linaje con miembros muy parecidos a las especies metandgenas con un
metabolismo similar de reduccién compuestos metilados como metilaminas, metanol y
metiltioles. Dicho grupo fue propuesto como un nuevo filum Ilamandolo

Verstraetearchaeota (Adam et al., 2017; Vanwonterghem et al., 2016).
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Figura 5. Actual arbol de la vida, incluyendo la diversidad total representada por genomas secuenciados
(Hug et al., 2016).

De forma interesante se ha predicho que los filums Verstraetearchaeota y
Bathyarchaeota son capaces de obtener energia a traveés de metabolismos distintos a la
metanogénesis, como la fermentacion de péptidos (Adam et al., 2017).
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Adicionalmente, y gracias a la disposicion de datos y secuencias gendmicas de linajes
sin caracterizar, ha permitido la identificacion de muchos clados nuevos, por ejemplo, la
nueva super clase Diaforarchaea se propuso en el 2015 (Petitjean et al., 2015). Todos los
miembros de Diaforarchaea que han sido secuenciados comparten dos caracteristicas en
comun, la falta de histonas parecidas a los eucariotas y el hecho de que los genes
ribosomales 16S y 23S no estan agrupados en el genoma (Adam et al., 2017). Las
diaforarchaeas incluyen al menos seis linajes bien definidos: los termoplasmatales, el
Grupo 2 Euryarchaeota de la ventila hidrotermal de aguas profundas (DHVE-2), el
Grupo D Béntico Marino (MGG-D), el Grupo Euryarchaeota terrestre miscelaneo
(TMEG), el grupo marino Il o Thalassoarchaeota (MG-II) y el Grupo Marino Ill o
Pontarchaea (MG-I11) (Adam et al., 2017).

2.3.2 Las arqueas en los ecosistemas.

Las nuevas herramientas como el analisis de genes ribosomales en muestras ambientales
han permitido la expansion de la distribucion ecologica de las arqueas, asi como la
diversidad metabdlica de estas, revelando una inesperada distribucion y diversidad
(Auguet et al., 2010). La ecologia de las arqueas inicialmente derivd de los miembros
aislados, previendo durante mucho tiempo un fuerte sesgo acerca de la diversidad y
distribucién del tercer Dominio de la vida y de la biosfera. Basicamente, las arqueas eran
considerados como extremofilos prosperando bajo condiciones severas en gradientes
ambientales. Las emergencias de técnicas moleculares independientes de cultivo han

revelado la ubiquidad de la distribucion arqueana (Auguet et al., 2010).

Curiosamente la salinidad, a diferencia de la temperatura explica de forma significativa
los patrones de distribucién; de hecho, la salinidad se ha reconocido como un factor
ambiental clave de la estructura de comunidades bacterianas (Lozupone & Knight,
2007). Otros factores ambientales, como las condiciones Oxicas y anoxicas
probablemente también tienen un rol significante en la estructuracion de los patrones
observados. La falta de informacion ambienta asociada a bases de datos de secuencias
fue y ha sido una gran limitacion para el meta-analisis y quiza haya obstaculizado una
mejor explicacion de los patrones de arqueas globales (Auguet et al., 2010). Se ha
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definido como especialistas aquellos linajes arqueanos que han sido mas frecuentemente
representados en la mayoria de los sitios dentro de un habitat especifico, una definicién
muy relacionada al concepto de indicador de especies usado en ecologia (Dufrene &
Legendre, 1997). Se ha encontrado al menos un indicador de linajes para cada tipo de
habitat, a excepcion de los sedimentos de agua dulce (Auguet et al., 2010). Como una
adquisicion de las funciones esenciales para permanecer adaptado a los habitats se ha
requerido de un periodo extenso de tiempo; la falta de un indicador de especies arqueano
en sedimentos de agua dulce pudiera indicar una colonizacion tardia de arqueas. Al
contrario, las fuentes hidrotermales han exhibido por mucho el mayor nimero de
indicadores de linajes, indicando quiza que este habitat fue de los primeros colonizado
por arqueas (Auguet et al., 2010).

Las haloarqueas también constituyen la poblacion mayormente activa para la
degradacion de materia organica en ambientes hipersalinos, mientas que en fuentes
hidrotermales los miembros quimilitoautotrofos de Archaeaoglobales y Thermoprotei
son reconocidos como productores primarios clave bajo condiciones anaerobias por el
acoplamiento de la oxidacion del hidrégeno con la reduccién de sulfatos (Segerer et al.,
1993).Las abundancias relativas de las arqueas varian mucho en diferentes habitats,
siendo particularmente importantes en ecosistemas marinos, donde las arquean alcanzan
una abundancia de 5-30% de la poblacion celular planctonica (Jarrell et al., 2011,
Schleper et al., 2005). El gran nimero de arqueas en todos los ecosistemas indican que
actlan extensamente a diferencia de lo que antes se sabia como principales actores en

varios ciclos biogeoguimicos (Jarrell et al., 2011).

Las Argueas Oxidantes de Amonio (AOA), miembros el filo Thaumarchaeota son ahora
reconocidas por ser un componente ubicuo en el plancton marino (Gribaldo et al.,
2011).La presencia de las AOA en ambientes extremos y varios biomas mesofilicos
sugieren que las AOA estan adaptadas para crecer en condiciones diferentes de aquellas
bacterias oxidantes de amonio (BOA), indicando una separacion de nichos. Las AOA
han sido encontrados como los oxidantes de amonio dominantes en la mayoria de los
suelos superficiales, incluso en aquellos suelos con poco nitrogeno y bajas tasas de

nitrificacion (Schleper, 2010). Las arqueas son conocidas por estar involucradas en otras
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partes del ciclo del nitrogeno. El descubrimiento de la fijacion de nitrégeno en
metandgenos ha extendido la distribucion de esta importante actividad hacia el dominio
arqueas, y muy recientemente la fijacion de nitrégeno mediada por arqueas ha sido
documentada en temperaturas hipertermofilicas (Mehta & Baross, 2006).

Otro tipo de arqueas, son las metandgenas, que han jugado un rol esencial en la
descomposicién de materia organica compleja en una variedad de habitats anaerobios,
tales como, turberas, digestores, arrozales, vertederos y rumiantes (Liu & Whitman,
2008). Adicionalmente, las arqueas metandgenas son Unicas por su habilidad de
convertir un nimero limitado de compuestos de carbono simples a metano. Se estima
que 1 mil millones de toneladas de metano por afio se producen por metandgenos, de ahi
su gran importancia en el ciclo del carbono (Thauer et al., 2008). Incluso los sedimentos
de océanos contienen una vasta cantidad de hidratos de metano solido. Actualmente se
conocen tres clados de arqueas metandgenas (ANME-1, ANME-2, ANME-3); se cree
que el grupo ANME-3, estd ampliamente distribuido en todos los ambientes que

contienen metano.

Por otro lado, mediante fluorescencia in situ se ha demostrado que las arqueas han
colonizado ambientes como el drenaje acido de minas, constituyendo mas del 50% de
las comunidades, compuestas en su mayoria por especies pertenecientes a los
Thermoplasmatales (que incluyen los géneros Ferroplasma y Theroplasma), organismos

que prefieren bajo pH y que oxidan azufre y hierro tipo Il (Jarrell et al., 2011).

La taxa o biosfera rara se ha descrito como aquellos taxones de microorganismos en
dormancia (o banco de semillas) que potencialmente pueden ser “resucitados” bajo
diferentes condiciones ambientales (Hugoni et al.,, 2013). Sin embargo, los
descubrimientos de que la biosfera rara tiene una biogeografia, y que una porcién
significante de la comunidad rara esta activa, con tasas de crecimiento que decrementan
mientras la abundancia incrementa, sugiere que la biosfera rara no es Unicamente un

banco de semillas inactivo (Hugoni et al., 2013).

La bidsfera rara ha sido descrita con numerosos miembros del Dominio Archaea, y se ha

propuesto que este se puede dividir en tres fracciones clasificAndose como sigue:
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Banco de semillas local: Representa a las arqueas que fueron raras, pero se
convirtieron en abundantes en ciertos momentos. En estudios de estacionales, las
observaciones realizadas pueden indicar que los microrganismos raros son
capaces de reaccionar a fluctuaciones estacionales de condiciones ambientales.
El banco de semillas mantiene una diversidad metabdlica para reaccionar a
condiciones ambientales fluctuantes.

Banco de semillas no-local: Este contiene arqueas que no fueron comunes y
siempre estuvieron inactivos. Este tipo de individuos puede estar disperso por
episodios como inundacion de rios, tormentas fuertes e incluso eventos
atmosféricos. Se sugiere que este tipo de biosfera rara arqueana podria estar en
proceso de extincion.

Fraccion activa pero siempre rara: En esta fraccion las arqueas son representadas
por células que siempre fueron raras, pero siempre crecieron de manera activa y
normalmente sus afiliaciones filogenéticas y dindmicas estacionales son
similares aquellos miembros arqueanos que son abundantes. Las poblaciones de
arqueas este tipo se puede mantener en baja abundancia debido a que son menos
eficientes que otras al competir por recursos, o pudiera tener estrategias de vida

que promuevan la rareza para minimizar la depredacion.

La gran distribucion del dominio arquea y su diversidad encontrandose en una plétora de
ambientes de todo tipo puede corresponder a los diferentes niveles de actividad o tasas
de crecimiento de sus miembros, asi como sus diferencias metabolicas y estrategias de
vida (Hugoni et al., 2013).

2.3.3 Aislamiento de arqueas

Las arqueas han sido tema de gran interés desde su publicacién inicial gracias al trabajo
de Carl Woese en 1970, quien las report6 como un grupo separado de los dos grandes
dominios, Bacteria y Eukarya (Sun et al., 2019). Inicialmente, la investigacion de las
arqueas se basd en técnicas de cultivo de bajo rendimiento, continuando con el

desarrollo de técnicas de secuenciacion de genes marcadores (16S), metagenémica y
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genomica de células Unicas. Gracias a estos enfoques independientes de cultivo, se ha
logrado conocer a las arqueas en el ambiente, y se ha facilitado el estudio de su
diversidad y relevancia ecoldgica (Sun et al., 2019). EI nimero de genomas arqueanos
ha incrementado exponencialmente, mientras que el niumero de arqueones aislado

permanece sin mucho cambio.

La disponibilidad de genomas de datos resueltos tanto de arqueas cultivables como
incultivables han contribuido de forma considerable al conocimiento del potencial
metabdlico y ecoldgico de las arqueas en los ciclos biogeoquimicos globales (Sun et al.
2019). Sin embargo, muchas hipétesis importantes contintan sin verificarse debido a la
gran dificultad de miembros cultivables; y es que, aunque el Dominio Archaea se
encuentra ampliamente distribuido en el planeta, la mayoria permanecen sin cultivarse,
aungue existen algunas estrategias de aislamiento (Figura 6). Por ejemplo, los cultivos
de células del superfilum ASGARD, en especial aquellas que pertenecen al filum
Heimdallarchaeota, son esenciales para el estudio de la evolucion de ambos, procariotes
y eucariotes, puesto que se ha sugerido que este superfilum puede representar el grupo
méas cercano a los eucariotes, permitiendo abrir un debate de si el proceso de
eucariogénesis evolucioné como un clado hermano de las Arqueas o que incluso pudo

haberse originado a partir de estas (Sun et al., 2019).

Recientemente, Imachi et al, llevaron a cabo el aislamiento de ‘“Candidatus
Prometheoarchaeum  syntriphicum strain  MK-D1”, un arqueon anaerobio,
extremadamente lento para crecer, con morfologia de pequefios cocos (~550nm),
degradadores de aminoécidos a través de un proceso de sintrofia con un arqueon
Methanogeniun. Cabe resaltar que el proceso de aislamiento dur6 alrededor de 12 afios
después de varias transferencias, logrando eliminar la mayor parte de la comunidad
microbiana proveniente de la muestra inicial de sedimento profundo tomado del area

Ilamada Kumano en Japon.

Algunos otros miembros de filos arqueanos se han aislado exitosamente gracias al
enriquecimiento de cultivos, tales como las Korarchaeota, Micrarchaeota, Parvarchaeota,
Euryarchaeota y Crenarchaeota. En cambio, para miembros del superfilum DPANN, la
dificultad de su cultivo se plantea podria estar asociado con un repertorio gendémico
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reducido, y por la ausencia de muchas vias metabolicas. Estas caracteristicas limitan su
habilidad de sostener su crecimiento usando por si mismos compuestos auto-sintéticos,
haciendo dificil la definicidn sus requerimientos en medios artificiales. Algunas de estas
miembro simbionte

limitaciones fueron superadas durante el aislamiento del

Nanoarchaeota junto con su hospedero (Sun et al., 2019).
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Figura 6. Representacion esquematica de tres estrategias propuestas para mejorar el aislamiento de
arqueas. a) Refinamiento del cultivo selectivo basado en la informacién genética y transcripcional b)
Busqueda de condiciones, medio e incubacion con variantes en la composicién de los medios de cultivo,
temperaturas, pH y salinidad ¢) combinacion de técnicas de cultivo (1) co-cultivo, (2) aplicacién de DIET
(Trasferencia Directa de Electrones entre Especies), (3) aislamiento de células Unicas, (4) HTC (Cultivo de
alto rendimiento), (5) simulacién de ambientes naturales (Sun et al., 2019).

De manera similar al aislamiento bacteriano, el aislamiento de arqueas generalmente
incluye tres pasos: la coleccidén de la muestra, el enriquecimiento y el aislamiento. La
toma de muestra del ambiente nativo debera ser preservada y transportada con cuidado

para evitar contaminacion o alteracion de la comunidad microbiana, el enriquecimiento
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y aislamiento son llevados a cabo bajo condiciones mimetizando las condiciones
ambientales in situ. En dichas condiciones se incluyen los parametros fisicoquimicos, las
fuentes de energia requeridas para su metabolismo, nutrientes, elementos traza. Todo
esto seguido de la toma de una sola colonia de forma repetitiva y su inoculacién en

medio sélido o diluciones seriales (Sun et al., 2019).

La selectividad intrinseca de los medios de cultivo puede resultar en un sesgo en cuanto
a tipo, diversidad y cantidad de arqueas recuperadas del ambiente. Solo una pequefa
fraccion de la comunidad natural de los microorganismos puede ser recuperada por
métodos convencionales de cultivo, con un 99.9% de microorganismos en permanecer
incultivables (Alain & Querellou, 2009).

2.4 Aplicaciones y usos industriales de los procariotes halofilos

Debido a las caracteristicas inusuales, los archaea extremofilos son considerados
recursos valorados para los procesos industriales y biotecnoldgicos. Sus enzimas son
importantes para aplicaciones industriales. Otros metabolitos de los archaea
extremofilas, como los lipidos, son adecuados para la formacion de liposomas como
sistemas termoestables de entrega de farmacos. Sus chaperonas y chaperoninas pueden
ser usados para el doblamiento, estabilizacion, y solubilizacion de proteinas

recombinantes.

Las arqueas extremofilas, en particular las resistentes a las altas temperaturas o a los
extremos de acidez y alcalinidad, son una importante fuente de enzimas que puede
funcionar bajo estas duras condiciones (Breithaupt, 2001). Estas enzimas tienen una
amplia gama de usos (Han et al., 2019; Kelly et al., 2019; Kirtel et al., 2018; L. Kumar,
Awasthi, G. and Singh B., 2011; Schocke et al., 2019) Por ejemplo, los ADN
polimerasas termoestables, como el ADN polimerasa Pfu de Pyrococcus furiosus, han
revolucionado la biologia molecular, al permitir el uso de la reaccién en cadena de la
polimerasa como método simple y rapido para la clonacion del ADN (Nishioka et al.,
2001).
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En contraste con la amplia gama de aplicaciones de las enzimas, la utilizacién en

biotecnologia de los organismos en si mismos es mas reducida.

El descubrimiento de nuevas sustancias depende de la recuperacion de estos organismos

del medio ambiente y de su cultivo (Shand & Leyva, 2008).

Los haléfilos son excelentes fuentes de enzimas, que no solo son estables ante
concentraciones altas de salinidad, sino que pueden llevar a cabo reacciones eficientes
en condiciones extremas. El screening de una nueva fuente de enzimas que son Utiles
industrialmente es la clave para la busqueda en la biotecnologia de enzimas. Para las
aplicaciones en procesos industriales, las enzimas deben ser estables a altas
temperaturas, pH, presencia de sales, solventes toxinas. Y en este contexto, los hal6filos
han emergido en un vasto deposito de nuevas enzimas en los ultimos afios. Enzimas
derivadas de los haldfilos estan dotados con caracteristicas estructurales unicas y poder
catalitico para mantener los procesos fisioldégicos y metabdlicos bajo condiciones de alta
salinidad. Algunas de estas enzimas han sido reportadas como activas y estables bajo

maés de una condicion extrema (Margesin & Schinner, 2001).

Anteriormente se han reportado problemas asociados con la precision del método
convencional para aislar arqueas haldfilas. El estudio de la diversidad arqueana en los
ltimos afios ha incluido una combinacién de quimio taxonomia y caracterizacion
genotipica y fenotipica en orden que permita guiar ambas técnicas, la clasica y la
molecular, incluyendo microscopia, perfiles pigmentarios, lipidos polares, fingerprinting
genético y molecular, FISH, analisis FAME en fragmentos del gen bacteriodopsina

como marcador molecular, secuenciacién génica del rRNA 16S (Berrada et al., 2012).

Particularmente las haloarqueas han mostrado vias metabdlicas adaptadas a condiciones
extremas, considerandolas fuentes naturales de compuestos que van desde las enzimas
hasta los antibioticos, haciendo uso de ellas en diferentes campos de aplicacion, tanto
industrial como en la vida diaria. Se ha demostrado que los carotenoides C50 como la
bacterioruberina (que es usualmente el principa carotenoide producido por arqueas) y su
precursor  (2-isopentenyl1-3,4-dehidrordopina  (IDR), bis-anhidrobacterioruberina

(BABR) y mono-anhidrobacterioruberina (MABR)) son sintetizados por el grupo de
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haloarqueas y que presentan habilidad antioxidante comparado con otros carotenoides
comerciales como beta-caroteno. Otros carotenoides tales como B-caroteno, licopeno y
fitoeno también son producidos por estas especies. Estudios recientes muestran que un
extracto de carotenoide aislado de Halobacterium halobium en concentraciones sub-
letales, decrementan significativamente la viabilidad celular de la linea celular humana
de hepatoma HEPG2, asi como la propiedad de reducir tumores solidos combinados con
terapia y radiacion (Giani et al., 2019).

Una nueva clase de antibioticos potencialmente Utiles se derivan de este grupo de
organismos. Ocho de esas sustancias ya han sido caracterizadas, pero podria haber
muchas mas, especialmente en Halobacteria. Estos compuestos son importantes porque
tienen una estructura diferente a la de los antibioticos bacterianos, de manera que pueden
tener un modo de accion diferente (Quadri et al., 2016). Las haloarqueas son los
primeros miembros del dominio que se ha encontrado producen bacteriocinas proteicas
liberadas al ambiente llamadas halocinas, estas actlian contra especies relacionadas. Solo
unas cuantas halocinas han sido estudiadas hasta el nivel molecular y su modo de accion,
ya sea para matar o inhibir otros haloarqueone. Aln se desconoce si la produccion de
halocinas es un mecanismo de defensa, ya que la mayoria de estas se ha reportado por
generalmente matar al organismo indicador por medio de una hinchazon de la célula
seguida por una lisis. Las halocinas conocidas hasta el momento son A4, G1, R1, H1,
H2, H3, H4, H5, H6/H7, C8 y Sech7a; estas se producen a la mitad de la fase

exponencial.

El mecanismo de accion de las halocinas puede involucrar una modificacion en la
permeabilidad de la célula o por la inhibicion del flujo de protones y el antiportador de
Na + /H+. Por ejemplo, la halocina H6, producida por la haloarquea Haloferax gibbonsi
se ha reportado por inhibir el intercambiador de NA+/H+ en células de mamifero
(Karthikeyan et al., 2013).
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2.5 Cuatro Ciénegas, Coahuila

Cuatro Ciénegas es el Area de Proteccion de Flora y Fauna reconocida
internacionalmente porque forma parte del desierto mas grande de América del Norte, el
desierto Chihuahuense, albergando un gran nimero de plantas y animales endémicos y
cuenta con una extensa red de pozas naturales, algunas de ellas fundamentales para el
estudio de la evolucion del planeta. Los cuerpos de agua son alimentados por la Sierra
de San Marcos y Pinos, ademas del acuifero de la porcion occidental de Cuatro
Ciénegas, que tiene su descarga natural en esta depresion topografica; el caudal de estas
alimentaciones varia estacional y anualmente en respuesta a las variaciones de la lluvia
(Diario Oficial de la Federacion, 2008). Fisiograficamente, forma parte de la Provincia
de la Sierra Madre Oriental y corresponde a la subprovincia denominada Sierras y
Llanuras Coahuilenses. En esta subprovincia predomina roca caliza de origen
Mesozoico. Estas rocas forman pliegues anticlinales, que son las sierras y los sinclinales

que son los valles donde se encuentran las pozas (Diario Oficial de la Federacion, 2008).

La Poza Churince se localiza dentro del Area de Proteccion de Flora y Fauna de Cuatro
Ciénegas, Coahuila sus coordenadas Latitud 26°50° 29.5” N y Longitud 102° 08°2.3”
con una altitud 746 msnm. Pertenece al complejo Churince, compuestos por tres cuerpos
de agua: Poza Churince, Poza Los Giieros y la Laguna de Churince. La Poza Churince
provee de agua a las otros dos por medio de canales (Fondo Mundial para la Naturaleza,
1999). La Laguna Churince se localiza en la porcion sur del Area de Proteccion de Flora
y Fauna Cuatro Ciénegas a 18 km, de la ciudad del mismo nombre. Sus coordenadas son
Latitud 26° 55 N y 102° 50° W Longitud. En el 2007 la Direccién del Area de
Proteccion de Flora y Fauna Cuatro Ciénegas la reportaba como una de las lagunas méas
grandes en superficie de todo el Valle de Cuatro Ciénegas; abarcaba aproximadamente
50 ha, pero también era una de las menos profundas (60 cm en promedio). Se trata de
una laguna que presenta variaciones en su espejo de agua durante el afio y entre afios. De
acuerdo con los registros del monitoreo que la Direccién de la Reserva realiza
mensualmente desde el 2004, se ha observado que Laguna Churince comienza a contraer
su espejo de agua a principios de mayo, cuando las altas temperaturas son mayores a 42°

C, por lo que ocasionan altas tasas de evaporacion; en los meses de junio, julio y agosto,
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en donde la 3 laguna pierde entre el 70 y 80% de su espejo, mismo que comienza a

recuperar de manera paulatina a partir de los meses de diciembre y enero.

Como resultado de su aislamiento geogréfico, tiene el mas alto nivel de biodiversidad
endémica en América del Norte. Una particularidad de Cuatro Ciénegas es el gran
nimero de manantiales y pozas, estas Ultimas con concentraciones de fosforo muy
limitadas, que ejercen una presion selectiva sobre la estructura y funcion de las

comunidades microbianas que habitan en ellas.

2.5.1 Condiciones Ambientales

Climas muy secos semi-calido con lluvias escasas todo el afio, seco muy célido, seco
templado y semi seco templado, con lluvias en verano y algunas en invierno.
Temperatura media anual 16-22°C. Precipitacion total anual hasta 400 mm. Elevacion
740-3 000 m.

2.5.2 Organismos endémicos de Cuatro Ciénegas, Coahuila

Existe una gran diversidad de organismos endémicos en esta zona, por ejemplo, tipos de
vegetacion: vegetacion halofila, acuatica y semi acudtica, pastizal, matorral subinerme,

matorral submontano, chaparral, bosques de pino y roble.

La gran diversidad del habitat, la estabilidad ambiental y el aislamiento geogréafico han
provocado que la fauna acuatica haya desarrollado una radiacion adaptativa explosiva y
una especiacién, resultando en un elevado endemismo. La asociacion
de Gypsophilla spp con especies haléfilas han dado lugar a una comunidad vegetal

Unica.

Vegetacion acuatica: nentfares Nymphaea ampla; tulares o juncales Juncus torreyi,
Phragmites australis, Scirpus americanus, Schoenoplectus maritimus paludosus, Typha
domingensis; pastos acuaticos Ruppia maritima, Spartina spartinae; romerito Distichlis

spicata.
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Mas de 30 especies endémicas de plantas, todas amenazadas: Abutilon pinkavae, Agave
scabra maderensis Ancistrocactus brevihamatus, Coryphanta sp., C. achinus, Dyssodia
gypsophila, Erigeron cuatrocienegenis, Euphorbia pinkavana, Haploesthes robusta,
Justicia coahuilana, Machaeranthera gypsophila, M. restiformis, Mimosa unipinnata,
Penstemon henricksonii, Phacelia marshal-johnstonii, Poliomintha maderensis, Sabatia
tuberculata, Satureja maderensis, Sedum nanifolium diminutum ySelinocarpus

undulatus.
Fauna caracteristica:

De moluscos con 5 géneros y 9 especies endémicas, como Assimineasp., Coahuilix
hubbsi, C. landyei, Cochliopina milleri, Drepanotrema sp., Durangonella coahuila,
Ferrisia sp., Lymnaeasp., Mexipyrgus churinceanus, Mexistiobia manantiali,
Mexithauma  quadripaludium, Nymphophilus ~ minckleyi, N.  acarinatus,
Orygoceras sp., Paludiscala caramba;

De crustaceos, Palaemonetes  paludosus y  Procambarus  (Pennides)
suttkusi; de anostracos Artemia sp. y Streptocephalus sp., del copépodo Cletocamptus

albuquerquensis, del ostracodo Chlamydotheca sp., de isépodos Mexistenasellus
coahuila, Speocirolana thermydronys, Sphaerolana affinis, S. interstitialis, de

anfipodos Hyalella sp., Mexiweckelia colei y Paramexiweckelia particeps.

De peces, la mayoria endémicas y todas amenazadas, como Astyanax mexicanus,
Cichlasoma cyanogutattum, C. minckleyi, Cyprinodon atrorus, C. bifasciatus, Dionda
episcopa, Etheostoma lugoi, Gambusia marshi, G. longispinis, Ictalurus lupus, Lepomis
megalotis, Lucania interioris, Notropis xanthicara, Poecilia mexicana, Pylodictis

olivaris, Xiphophorus gordoni.

De reptiles y anfibios como las culebras de agua Nerodia erythrogastery N.
rhombifer, la rana Rana pipiens, las tortugas Apalone spinifera, Pseudemys scripta,
Terrapene coahuila, la lagartija Scincella lateralis, la culebra Thamnophis hammondi,
Cnemidophorus scalaris pallidus, Gerrhonotus lugoi, Hylactophyne augusti

fuscofemora.
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De aves como el pato cucharén Anas clypeata, el pato de charreteras A. platyrhynchos,
la alondra acuédtica Anthus spinoletta pacificus, la garza morenaArdea
herodias, Callipepla squamata, los pescadores Chloroceryle americana y Megaceryle
alcyon, Gallinago gallinago, la gallareta Fulica americana, los zorzales Melospiza spp,
el zambullidor pico pinto Podilymbus podiceps, los chimbitosSpizella spp, y Zenaida

macroura.

De mamiferos como el coyote Canis latrans, el tlacuache coman Didelphis
marsupialis, Lepus californicus, el coati Nasua narica nelsoni, el venado cola
blanca Odocoileus virginianus, el mapache Procyon lotor, el puma Puma concolor,

Sciurus sp., los conejos Sylvilagus audubonii y S. floridanus y el oso Ursus americanu.

2.5.3 Diversidad procariota en Cuatro Ciénegas, Coahuila

Por otra parte, el estudio de los tapetes microbianos, aquellas estructuras 6rgano-
sedimentarias compuestas por microorganismos “fésiles-vivientes” pueden darnos una
idea de como se veria la en sus primeras etapas. Recientemente el Valle de Cuatro
Ciénegas se ha descrito como un modelo evolutivo llamandolo “mundo perdido”, donde
los linajes ancestrales quedaron atrapados en esta area gracias al aislamiento geografico
ocurrido hace 35 millones de afios (V. Souza et al., 2006; V. Souza et al., 2018), dando
abrigo a estas comunidades relictas, permitiendo eventos de especiacion y divergencia
(V. Souza et al., 2018). Adicionalmente, los suelos, sedimentos y agua del Valle de
Cuatro Ciénegas poseen una enorme diversidad de microorganismos pertenecientes a los
Dominios Bacteria y Archaea, especificamente se han encontrado 5,167 OTU’s (97% de
identidad), a partir de secuenciacion del 16S (V. Souza et al., 2018). La identificacion de
estos microorganismos sugiere que el Valle de Cuatro Ciénegas tiene un origen marino,
ya que comparte patrones con ciertos fila tales como Actinobacteria, Bacteriodetes y
Proteobacteria (V. Souza et al., 2018).

Las condiciones fisicoquimicas y ambientales extremas de Cuatro Ciénegas, junto con
las comunidades microbianas ancestrales encontradas en este sitio, hacen de él un

modelo para los primeros ecosistemas del planeta Tierra, y un perfecto analogo del

37



Créter Gale en Marte gracias a sus suelos ricos en yeso, demostrando que la vida no so6lo

prospera, sino ademas transforma estos ambientes extremos.

El estudio del Valle de Cuatro Ciénegas puede darnos informacién acerca del antiguo
mar en Marte que qued6 impreso en sus sedimentos, y asi permitirles a los cientificos
del Laboratorio de Ciencia en Marte explorar las firmas bioldgicas que quedaron gracias
a los cambios en la estequiometria a través de las eras en Marte. Si la vida existe ha
existido en el Crater Gale en Marte, es muy posible que haya dejado su huella impresa
en los cristales de yeso (Edwards et al., 2006). En este caso, un firme entendimiento de
un analogo de esta regién tal como lo es el Valle de Cuatro Ciénegas, seria invaluable
para la busqueda de vida en dicho exoplaneta (Lopez-Lozano et al., 2012; Newsom et
al., 2001; Szynkiewicz et al., 2010).

Es importante notar que los estudios de diversidad de arqueas entre los estromatolitos
encontrados en varias regiones de México, incluyendo el Valle de Cuatro Ciénegas han
mostrado una baja abundancia (hasta 1.76% del total de la comunidad) en arqueas
(Centeno et al., 2012). Resultados similares se obtuvieron del analisis de dos tapetes
microbianos mediante metagenomica en el 2012, donde la abundancia de las arqueas

alcanzé Unicamente un 2% de la comunidad en un tapete (Peimbert et al., 2012).

Recientemente se ha descrito la conducta de la comunidad arqueana a través de redes de
la comunidad en un tapete microbiano no hipersalino dentro de la desaparecida Poza
Churince en Cuatro Ciénegas, en el cual se demuestra que los taxones halotolerantes

incrementan su abundancia durante las temporadas secas (De Anda et al., 2018).

2.5.4 Organismos procariotes cultivables de Churince, Cuatro Ciénegas,

Coahuila.

En el 2005 Souza y colaboradores, en un estudio de biodiversidad, muestran datos
moleculares a partir de ensayos de metagendmica los cuales apuntan a la presencia de
microbiota perteneciente a dominios como Bacteria y Archaea. En esa ocasion se logré

crear una libreria gendmica con un total de 98 secuencias de la subunidad 16S del
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rRNA. Estas secuencias representaban a 38 filotipos Unicos de los mayores linajes de los
dominios antes mencionados. Los resultados de este trabajo fueron inesperados, puesto
que las aguas oligotroficas de Cuatro Ciénegas representan ambientes acuaticos
extremos con altas concentraciones de magnesio, calcio, carbonatos y sulfatos. En
dichos estudios se menciona que las predominancias de la taxa en las muestras tenian
una gran afinidad a microbiota marina, esto sugiere que una porcion de la biota y el agua
de Cuatro Ciénegas puede ser derivada de microbios y agua contenida en estratos

mes0zoicos que subyacen en esta region.

Otro claro ejemplo que sustenta la huella marina de este sitio ha sido un estudio
realizado mediante filogendmica, reconstruyendo a través de un alineamiento de 20
genes distribuidos y que estan considerados como “no susceptibles” a transferencia
horizontal de genes y que estan presentes en 14 genomas de Bacillus spp. (Alcaraz et al.,
2008).

Este analisis revelo que Bacillus coahuilensis es un microorgnismo basal comparado con
los otros 14 genomas de Bacillus spp., y mas relacionado a la cepa marina NRRLB-
14911.

Sin embargo, a nivel genoma no se encontrd ninguna sefial que sugiriera la presencia de
bacterias relacionadas a B. coahuilensis de la Base de Datos Global de muestras de
océanos (Alcaraz et al., 2008). Ademas, el genoma de B. coahuilensis esta asociado a
una baja tasa de sustitucibn comparado con otros genomas a pesar de su pequefio
tamafio. Aunado a estos resultados, un extenso analisis de secuencias del 16S demostrd

que B. coahuilensis claramente forma un grupo Unico.

Las especies endemicas del Valle de Cuatro Ciénegas han evolucionado de sus ancestros
que llegaron a esa area en dos oleadas. Previos experimentos han demostrado que las
diferentes especies de bacterias presentes en la laguna Churince evolucionaron hasta
formar comunidades muy unidas y que ademas compiten con los microorganismos de
fuera del Valle (V. Souza et al., 2018).
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Algunas especies de Bacillus aislados del Valle de Cuatro Ciénegas son capaces de
sintetizar sulfolipidos de membrana, que pareciera ser una adaptacion ancestral a la
limitacion de la disponibilidad de fésforo, y que fuera adquirida hace tiempo mediante
transferencia horizontal de genes de las cianobacterias (Alcaraz et al., 2008).
Igualmente, utilizando estimaciones de tiempo conservadoras basadas en eventos
geoldgicos, los estudios de reloj molecular han sugerido que algunas especies de
cianobacterias cultivadas (Dominguez-Escobar et al., 2011), asi como de Bacillus
aislados del Valle de Cuatro Ciénegas divergieron de taxones mas cercanos en el
PrecAmbrico tardio (Moreno-Letelier et al., 2012).

Con todos los estudios y ensayos realizados durante mas de 20 afios, el Valle de Cuatro
Ciénegas se ha propuesto su estudio como un nuevo modelo evolutivo llamandolo
“Mundo Perdido”; siendo su firma la presencia de ramas filogenéticas profundas, dado
que el tiempo de aislamiento se esperaria ser muy largo con pocas extinciones. Otra de
las caracteristicas de este modelo seria la extrema conservacion del nicho, en este caso el
fuerte filtro ambiental dado por la estequiometria de nutrientes extremadamente
desequilibrada. Para comprobar la diversificacion derivada del “mundo perdido”, se
Ilevaron a cabo andlisis enfocandose en la diversidad de una coleccion de 2,500 Bacillus
spp. cultivados. Se obtuvieron las secuencias 16S de estos y se compararon contra las
bases de datos. Los resultados mostraron 256 secuencias unicas (97% identidad).
Mientras tanto, en la filogenia de esta coleccién, mas 1019 especies de Bacillus aislados
de todo el mundo, se observd una distribucion y distancia genética entre las secuencias
pertenecientes a los Bacillus de Cuatro Ciénegas en relacién a los otros linajes
agregados. Las cepas del Valle de Cuatro Ciénegas formaron linajes endémicos, muchos

de ellos con ramas profundas.

Las cepas de Bacillus, no han sido las Unicas especies estudiadas de este peculiar sitio,
recientemente, y de manera independiente se llevd a cabo un extenso aislamiento y
caracterizacion de miembros del filum Actinobacteria, en el cual mediante analisis
polifasicos se logré cultivar una coleccién de alrededor 350 miembros este filum
(Arocha-Garza et al., 2017). Durante la identificacion, se encontrd que el taxon mas

abundante fue el género Streptomyces, con mas del 50% de los aislados. De toda la
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coleccion, 105 cepas fueron sub cultivadas y procesadas para la extraccion de DNA e
identificadas mediante secuenciacién Sanger del 16S. Asi mismo en este trabajo se
comprueba mediante filogenia que 31 aislados forman seis clados monofiléticos de
manera independiente de otras Actinobacterias aisladas o reportadas de otros sitios y
siete clusters de un solo miembro, representando un alto grado de diversidad y
endemismo a pesar de su bien conocida oligotrofia en Cuatro Ciénegas (Arocha-Garza et
al., 2017).

2.6 Condiciones de Cultivo para arqueas halofilos

2.6.1 Sales

La concentracion dptima de sales varia para el crecimiento de diferentes haloarqueas (en
un rango de 15% a 25%) pero la mayoria crece a un 23% (w/v, sal total )(Litchfield,
2002). Por ejemplo, Hfx volcanni crece mejor a una concentracion de sal del 15%
aungue su concentracion optima es al 18%, mientras que Har. Hispanica necesita al

menos 23% para un buen crecimiento (Hartman et al., 2010).

2.6.2 Temperatura.

Un estudio reciente examind la temperatura Optima de 14 tipos de especies de
haloarqueas (Robinson et al., 2005). Dado que muchas haloarqueas han sido aisladas de
lagos salados naturales donde estan expuestos a temperaturas muy altas, por lo tanto, no
es una sorpresa que las tasas de maximo crecimiento para la mayoria de las especies
ocurren entre 49°-58°C. Incluso un aislado de la Antartica, Halorobrum lacusprofundi,
crece de manera Optima a 30°C (Franzmann et al., 1988). Interesantemente la
temperatura maxima de supervivencia para Hfx. Volcanii es alrededor de los 60°C
(Mullakhanbhai & Larsen, 1975).
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2.6.3 pH

El agua de mar se encuentra alrededor de pH 8, por lo tanto, los pH que van de neutros a
alcalinos parecen ser los mejores para el crecimiento de haloarqueas (se recomienda usar
pH de 7.2-7.5)(Hartman et al., 2010). Los buffers usualmente problema para el medio de
enriquecimiento (donde la peptona tiene una capacidad tamponadora buena), pero
resultan problematicos para los medios definidos, ya que algunas fuentes de carbono
pueden generar la produccién de acido.

2.6.4 Estabilidad genética

Cepas de Halobacterium salinarum tienen la peculiaridad de ser altamente inestables
genéticamente. Se ha descrito que estos microrganismos tienen un gran numero de
secuencias de insercion activas y transposones que frecuentemente estdn moviendose
alrededor del genoma (Pfeifer & Blaseio, 1989). Esto es facil de reconocer por la tasa en
la cual el color de las mutantes cambia entre las colonias en una placa. Este problema,
aunado con las bajas velocidades de crecimiento y una gran sensibilidad a la lisis
durante la transformacién mediada con PEG, hacen a estos organismos dificiles de

trabajar.

2.6.5 Fuente de Carbono

Muchos miembros del género Halobacterium requieren medios de crecimiento
complejos o medios definidos con muchos aminoacidos. Otros géneros son mucho
mejores para estudios genéticos o fisiologicos porque los microorganismos pueden
crecer en medios definidos con una sola fuente de carbono (Falb et al., 2008).
Haloarcula y Haloferx spp. Pueden crecer en medios salados simples con lactato,
piruvato, glucosa o glicerol como unica fuente de carbono. Todas las haloarqueas y

halobacterias crecen muy lentamente comparadas con E. coli. (Robinson et al., 2005).
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3. JUSTIFICACION

Las condiciones extremas que enmarcan el mundo perdido de Cuatro Ciénegas,
Coahuila, forman nichos unicos que son modelos ideales para la investigacion del
Dominio Archaea, particularmente su diversidad y ecologia. Algunos estudios sobre el
papel que desempefian las comunidades de arqueas en los ambientes hal6filos extremos
sugieren un desempefio crucial en la formacion y produccién de cristales de cloruro de
sodio, asi como de la movilizacion de otros elementos no requeridos en la produccion de
NaCl. Estos representan procesos de importancia econdémica y ecoldgica para justificar
su estudio. Por ello, es necesaria la continua investigacién sobre biodiversidad.
Igualmente, dada su condicion extremdfila, se convierten en una fuente potencial de
nuevas moléculas de interés biotecnoldgico, procesos bioldgicos no descritos y
productos de interés publico. Por todo lo anterior en este estudio se busca contribuir al
conocimiento de la diversidad de arqueas cultivables de este sitio por medio de una
aproximacion de estudio polifasico, que abarca tanto la apreciacion de poblaciones de
arqueas haldfilas cultivables como no cultivables, asi como el analisis de dichas

poblaciones mediante técnicas moleculares como la secuenciacion y filogenia.
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4. HIPOTESIS

“En los Domos del Arqueano en Cuatro Ciénegas, Coahuila, habitan diversos
microorganismos haléfilos pertenecientes al Dominio Archaea que pueden aislarse,
cultivarse en el laboratorio, y representarse por metagendémica en la comunidad de

tapetes microbiano™.
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5. OBJETIVOS

Objetivos Generales

1. Aislar y caracterizar arqueas hal6filas de los Domos del Arqueano en Cuatro
Cienegas, Coahuila.

2. Analizar la diversidad del Dominio Archaea de los Domos del Arqueano en
Cuatro Ciénegas, Coahuila por metagenémica.

Obijetivos especificos

1. Aislar y cultivar varias generaciones de arqueas halofilas de sitios extremos de

Cuatro Ciénegas, Coahuila.

2. Analizar diversidad fenotipica y diversidad genética de las archaeas halofilas

cultivables de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

3. Analizar la filogenia de las archaeas haléfilas cultivadas de Cuatro Ciénegas,

Coahuila.

4. Analizar la composicion, abundancia y diversidad del Dominio Archaea en tres

metagenomas de diferentes tiempos de muestreo por métodos bioinformaticos.

5. Calcular los indices de diversidad o y B en tres metagenomas de diferentes

tiempos de muestreo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Area de estudio

Las muestras ambientales de agua y sedimento se colectaron en el punto de muestreo
llamado “Domos del Arqueano”, dentro del Rancho Pozas Azules en Cuatro Ciénegas,
Coahuila. La geolocalizacion del sitio es 26° 49" 41.7°" N, 102° 01" 28.7"" O (Figura X).

6.2 Muestreo

Se colect6 agua, sedimento y costra de sal (tapete microbiano) con una profundidad de ~
10 cm en tubos Falcon estériles de 50 ml en tres tiempos diferentes: Abril 2016, Octubre
2016 y Febrero 2017. Las muestras colectadas fueron transportadas a la brevedad a
temperatura ambiente, al laboratorio de biologia molecular del Centro de Bachillerato
Tecnoldgico Agropecuario No. 22 en Cuatro Ciénega, Coahuila (CBTa No. 22) para ser

tratadas e inoculadas en las cajas Petri con su respectivo medio.

Figura 7. Tapete microbiano.

Permiso de muestreo SEMARNAT SGPA/DGVS/0321/15 y Reglamento contractual de
investigacion Rancho Pozas Azules PRONATURA NORESTE AC, firmado en cada
ocasion en que se colectaron las muestras.
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6.3 Medicion de parametros fisicoquimicos ambientales

Las condiciones ambientales fueron medidas usando el aparato Hydrolab MS5 Water
multiparameter sonde (OTT Hydromet GmbH, Germany) en octubre 2016, las otras

fechas de muestreo no se midieron debido a la falta de agua en el sitio.

I. Enfoque dependiente de cultivo

6.4 Aislamiento primario de procariotes halofilos

Para la primera etapa de aislamiento realizado en el periodo 2015-2017, se disefiaron 3
medios de cultivo AM1 ([Por litro]): 21.2 g de agar bacterioldgico, 2.4 g dextrosa
anhidra, 5 g peptona (marca Oxoid), 5 g extracto de levadura, 3g citrato de sodio, 0.2 g
CaCl, 2H,0, 50g MgCl, 6H,0, 20 g MgSO,4 7H,0, 2 g KCI, 125.5 g NaCl. AM2 ([Por
litro]): 21.2 g de agar bacteriologico, 2.4 g dextrosa anhidra, 5 g peptona (marca Oxoid),
5 g extracto de levadura, 3g citrato de sodio, 0.2 g CaCl, 2H,0, 50g MgCl, 6H,0, 20 g
MgSQO, 7H,0, 2 g KCI, 250 g NaCl. AM3/213 ([Por litro]): 25 g de agar bacterioldgico,
3.1 g triptona, 12.5 g extracto de levadura, 0.4 g CaCl, 2H,0, 50g MgCl, 6H,0, 12.5 g
MgSQO, 7H,0, 6.2 g KCI, 250 g NaCl; para este ultimo medio, la preparacion se lleva a
cabo en dos frascos, las sales y agar bacteriologico se colocaron en frasco 1 mientras que
la triptona y el extracto de levadura se colocaron en el frasco 2. Después de esterilizar se

vertio el contenido de frasco 2 al frasco 1 para el posterior vaciado a las placas.

Los medios AM1 y AM2 se ajustaron a un pH de 7.4, el medio AM3/213 Unicamente se
ajustd el pH a 7.4 al frasco 2. Los tres medios se esterilizaron en autoclave y se vertieron
~ 20 ml en placas Petri de plastico estériles. Los medios fueron inoculados con 200 pl de
muestra previamente homogenizada y esparcida sobre la superficie de los medios de
cultivo utilizando perlas de vidrio estériles. Las placas se incubaron a 27°, 37° y 50°

hasta notar crecimiento.
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6.5 Aislamiento secundario de procariotes halofilos

Para el aislamiento secundario, se seleccionaron cada una de las colonias tomando en
consideracion forma, tamafo, color, superficie y tiempo de crecimiento para resembrar

cada una de ellas en su respectivo medio sélido y liquido en condiciones aerobias.

6.6 Identificacion de las cepas aisladas

6.6.1 Identificacién macroscépica

Se llevaron a cabo preparaciones en fresco y tinciones Gram a los aislamientos

secundarios.

6.6.2 Pruebas bioquimicas

Los test bioguimicos usados para halofilos en este trabajo fueron oxidasa y catalasa por

protocolos estandarizados (Smibert & Krieg, 1994) en caldo y agar.

6.6.3 Ensayos enzimaticos preliminares

Actividad amilasa: Se determin6 en un medio solido que contenia (g/l): almidon soluble,
2; peptona, 5; extracto de levadura, 1; agar, 20; suplementado con 20% de sales totales.
La hidrdlisis del almidon se detectd mediante la inundacion de la placa con solucion de
yoduro de potasio (solucion Lugol: 1.0 g yoduro, 5.0 g potasio-yodo, and 330 ml H20),
hasta que una zona clara circulara la colonia, indicando la hidrdlisis del almidon
(Menasria et al., 2018).

Actividad celulasa: Basada en un medio compuesto por carboximetilcelulosa (CMC), el
cual incluyo (g/L): carboximetilcelulosa (CMC), 5; NaNO3, 1; K2HPO4, 2; extracto de
levadura, 0.5; glucosa, 1; agar, 20 suplementado con 20% of sales totales. Después de

incubarse por 2 semanas, las placas fueron inundadas con 0.1% de solucion rojo Congo
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0 soluciéon Yodo-Lugo. Los halos producidos alrededor de las colonias indicaron la

actividad celulitica (Menasria et al., 2018).

Actividad lipolitica: Se detectd de acuerdo al método de difusion en agar en un medio
con Tween, el cual contenia: (g/L):0.1% de Tween (40 6 80), extracto de levadura
(Difco), 1; agar, 20 suplementado con 20% de sales totales. De igual forma, un halo

visible o turbido alrededor de las colonias indicé lipdlisis (Menasria et al., 2018).

Actividad proteolitica (proteasas): Se detectd en medio s6lido que contenia (g/l): leche
desnatada 10; extracto de levadura, 1; agar, 20; suplementado con 20% sales totales. La
region traslicida alrededor de las colonias después de 2 semanas se consider6 indicador

de actividad proteolitica (Menasria et al., 2018).

Actividad xilanasa: Se detecto inoculando 10 pl del cultivo a analizar en un medio salino
solido al 2% suplementado con 1% de xilano. El medio salino estuvo compuesto por
(g/L): extracto de levadura, 10; peptona, 2; suplementado con 20% sales totales.
Después de incubarse a 35°C durante 2 semanas, las placas fueron inundadas con 0.1%
de solucion rojo Congo. La actividad xilanasa se reveld mediante los halos alrededor de

las colonias (Menasria et al., 2018).

6.6.4 Extraccion de DNA gendmico de colonia

Para confirmar la identidad de los aislados a nivel taxondmico de especie, se realizo la
extraccion de ADN genomico, tomando biomasa de cultivos en solido, utilizando el
método de fenol-cloroformo (Chen & Kuo, 1993) con las siguientes modificaciones:

Se rasparon las placas con crecimiento microbiano para obtener una pastilla celular,
posteriormente se resuspendid en el buffer de lisis QTP que contiene [Por litro] (40 ml
Triton X-100, 100 ml SDS al 20%, 20 ml NaCl 5M, 10 ml Tris 2M ph=8,7 ml EDTA
pH=8, aforado a 10 ml con agua miliQ), en un disruptor rotacional de células y material
biolégico en microtubos de 2ml con 0.2 ul de perlas de vidrio de 0.1 mm de didmetro.

La pureza y concentracién del ADN obtenido se midi6 en un espectrofotometro

(nanodrop Thermo Scientific 2000) a una absorbancia de 260 nm.
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6.6.5 Reaccion en Cadena de la polimerasa o PCR

Una vez confirmada la integridad del ADN gendmico, se procedié a la realizacion de
PCR, utilizando oligonucleotidos especificos para realizar la amplificacion del 16S de
Archaea 21F (5"- TCCGGTTGATCCYGCCGG-3'donde Y = C o T) y 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Se utiliz6 el termociclador TECHNE TC-500
FTC5/HO2 thermocycler (California, USA) utilizando un programa con
desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 min, seguido por 30 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a
50°C y 1.5 min a 72°C, continuando con una extension final a 72°C por 15 min. El ADN
de la cepa de ATCC 19700-Halobacterium salinarum fungié como control positivo.
Para la deteccion de Bacterias se utilizaron los oligonucleotidos universales 27F (5°-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3")
(Farris & Olson 2007) utilizando un programa de termociclador donde la
desnaturalizacion inicial se llevo a cabo a 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 30 s a
94°C, 30 s a 55°C y 1 min a 72°C, seguido por una extension final 72°C por 5 min. Se

utiliz6 ADN de Pseudomonas aeuruginosa como control positivo de este ensayo

6.6.6 Electroforesis

Con el propoésito de confirmar la integridad del ADN y los amplicones por PCR, se
realizd electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados con una solucién de TBE a
concentracion 1X (10X litro: 108 g tris-base 1M, 55g &cido borico, 7.5g EDTA); los
geles se cargaron con un volumen de 3 ul de ADN por muestra, siendo tefiidos con Gel
Red 1: 10,000. Como estandar de referencia se utilizaron 2 pl de marcador de peso
molecular 1Kb (Bioline), los cuales fueron corridos en una camara de electroforesis
durante 30 min a 120V. La observacion del gel se llevé a cabo en un transiluminador de
luz ultravioleta (Fisher Scientific UVP MultiDoc-1t™ Imaging System modelo
97019201).
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6.6.7 Clonacion y transformacion

Para la identificacion de la aislados, los productos de amplificacion del 16S rRNA,
fueron clonados usando el kit comercial TOPO TA (Invitrogen, San Diego, CA, USA)
en Escherichia coli linea celular DH10B en medio LB + Carbenicilina por su resistencia
a este antibiotico, siguiendo el protocolo del kit. Un total de 4 colonias fueron tomadas
de forma aleatoria para cada libreria.

6.6.8 Extraccién de plasmido

Una vez seleccionadas las colonias, se crecieron de forma independiente en tubos falcon
de 15 ml con 4ml de caldo LB + 40 pl de Carbenicilina, posteriormente se dejaron
incubar toda la noche a 37°C a 200 rpm toda la noche.

Al dia siguiente después de observar la turbidez del medio debido al crecimiento
microbiano se centrifugaron los tubos falcon para precipitar la biomasa durante 15
minutos, el sobrenadante se retir6 por decantacion y seguido de esto se agregd a la
biomasa precipitada 200 ul del buffer 1- GTE (50mM Glucosa, 25Mm de Tris-Cl pH=8,
10mM de EDTA ) y se incub6 en hielo (4°C) por un par de minutos mientras se
agregaron 200 pl del buffer 2-NaOH/SDS (0.2 N NaOH, 1% SDS) llevando a cabo de
movimientos de inversion cuidadosamente, adicionalmente se agregaron 200 pl del
buffer 3-Acetato de potasio 5 M, la reaccion final de ~700 pl se pasé a un microtubo de
2.0 ml y se incubd en hielo 4°C hasta observar la formacion de un moco blanco después
de agitar levemente. Posteriormente la reaccion se centrifugé durante 15 min, 12,000
rpm, a 4°C, el sobrenadante se paso a otro microtubo de 2.0 ml, a este se le agregd ~700
ul de Fenol-Cloroformo 1:1 y se centrifugd por segunda ocasion bajo las mismas
condiciones, el nuevo sobrenadante se transfirid a un nuevo microtubo al que se le
agrego Etanol al 100% grado biologia molecular hasta el tope y se dej6 incubando toda

la noche a -20°C para una mejor precipitacion del ADN plasmidico.

Al dia siguiente, la reaccion se centrifugdé durante 20 min 12,000 rpm a 4°C, el etanol al

100% se decanto y la pastilla resultante se lavd dos veces con etanol al 70%, asimismo
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se volvio a centrifugar y se decantd para dejar secar la pastilla por ~15 minutos.

Finalmente se adiciond 35 ul de agua miliQ + RNAsa para la dilucion de la pastilla.

6.6.9 Restriccién enzimética con EcoR1

Una vez obtenido el ADN plasmidico, para confirmar que este contenia el inserto con el
tamafio molecular correcto (~1500 pb) se llevo a cabo la restriccion enziméatica con
EcoR1. Agregando a la reaccién, 1-2 ul de ADN plasmidico, 0.5 ul de EcoR1, 1 ul de
Buffer H 10x [1x], 1 ul de RNAsa y 5.5 ul de agua miliQ. Posteriormente se incubo la
reaccion a 37°, durante 30 min y se prosiguio a la confirmacion mediante gel de agarosa
al 1%.

6.6.10 Secuenciacion de amplicones del 16S rRNA

La secuenciacion de los amplicones de 16s rRNA se llevd a cabo en el Departamento de

sintesis IBT-UNAM por el método Sanger.
6.6.11 Procesamiento de secuencias de 16S
Las lecturas crudas se limpiaron y ensamblaron usando el software CodonCode Aligner

5.1 (CodonCode Corporation, Dedham, MA); el contig ensamblado del 16S rARN se

comparo con la base de datos del NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/), usando la herramienta

Basic Local Alignment Tool (BLAST) para determinar el género o especie.

6.6.12 Secuenciacion de genomas de aislados

Los genomas de los aislados se secuenciaron en CINVESTAV-LANGEBIO Irapuato

mediante la tecnologia Illumina MiSeq 2x300 con una cobertura de 150X.
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6.6.13 Ensamble y Anotacion de genomas

Las lecturas previamente procesadas de cada muestra fueron mapeadas por separado
contra el genoma de Halorubrum sp. BOL3-1 con BBMap (Bushnell) y las lecturas
resultantes fueron ensambladas de novo con SPAdes3.13 (Bankevich et al., 2012).

Los ensambles se anotaron con prokka 1.13.3 (Seeman 2014) utilizando una base de
datos construida con todos los genomas de arqueas anotados disponibles en NCBI a la
fecha del analisis, los cuales suman un total de 4, 346,928 de proteinas de referencia. El
mismo procedimiento se aplico a las 71 referencias seleccionadas para la filogenia, las
cuales constan de los 65 de genomas del género Halorubrum disponibles en NCBI y los
genomas de Haloquadratum walsbyi DSM 16790, Haloarcula marismortui ATCC
43049, Halobacterium salinarum NRC-1 y Methanoculleus marisnigri JR1 como grupos

externos.

6.6.14 Inferencia del core gendmico del género Halorubrum

Se obtuvieron los genes core de los ensambles junto con las referencias mediante el
algoritmo Bi-Directional Best Hit (BDBH) empleando sus parametros por default (e-
value: 1e-5, cobertura: 75%) con el software GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira
y Vinuesa, 2013). Los 23 genes resultantes fueron alineados con ClustalW (Thompson et
al., 1994) y posteriormente concatenados, dando como resultado una secuencia final de
15,648 pb.

6.6.15 Reconstruccion filogenética de las cepas 133 y 140

Se calcul6 el mejor modelo evolutivo de la secuencia de genes core concatenados
probando 88 modelos candidatos y 11 esquemas de substitucion diferentes con
jModelTest2.1.10 (Darriba et al. 2012), resultando el modelo de transversién con
proporcion de sitios invariables y variacion en la tasa de substitucion entre sitios
(TVM+1+G) el més adecuado para este set de datos segun el criterio de informacion

bayesiano (BIC). La filogenia de maxima verosimilitud fue realizada con PhyML

53



v2013102 (Guindon y Gascuel, 2003) y se llevaron a cabo 100 bootstraps para
proporcionar el soporte estadistico del arbol final.

6.6.16 Criopreservacion de cepas y consorcios microbianos

Después de la extraccion de ADN gendmico de colonia, se tomo la biomasa restante de
las cajas con un asa y se colocd en criotubos que contenian glicerol al 50%, para su
posterior resguardo a -80°C.

I1. Enfoque independiente de cultivo: Metagenomica

6.7 Extraccion de DNA gendmico de sedimento

La extraccion de ADN total de sedimento de los DA se llevé a cabo en el Laboratorio de
Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de Ecologia de la UNAM, usando el
protocolo de (Purdy et al., 1996).

6.8 PCR con oligonucledtidos especificos de Phyla.
De manera inicial para conocer si existia la presencia de miembros del dominio Archaea

pertenecientes a distintos phyla, se utilizaron oligonucledtidos especificos de estos, las

secuencias y condiciones se enmarcan como sigue en la tabla.
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Tabla 3. Datos utilizados para la identificacion de los phyla de archaeas.
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6.9 Analisis bioinformatico de metagenomas

Las secuencias crudas de DAL, DA2 y DA3 fueron analizadas para comprobar la calidad
de la secuenciacién usando FASTQC. Los adaptadores indexados y los codigos de barra
se removieron, asi como aquellas secuencias de baja calidad utilizando el software
Trimmonatic v0.36 con un parametro de “ventana corrediza” de 4pb y un promedio de
calidad por base de 25. Se continu6 por la unién de las secuencias en ambas direcciones
usando el software PEAR. Una vez unidas las secuencias, se prosiguio al ensamble de
estas, utilizando aquellas secuencias huérfanas para cubrir una mayor precision al
obtener las abundancias relativas de los tres dominios presentes con ayuda del perfilador
taxonomico MetaPhlAn2.

6.10 Curva de acumulacion de especies

Usando las abundancias relativas normalizadas de los taxones arquéanos dentro de cada
metagenoma, se obtuvieron las diversidades alpha y beta por medio de los softwares
EstimateS 91.0 y Past, respectivamente (Colwell & Elsensohn, 2014) (Hammer et al.,
2001).

6.11 Filogenia de especies obtenidas a través de perfil taxonémico de
metagenomas

Las secuencias del 16S fueron tomadas del NCBI-Gen Bank y la base de datos RNA
Central, de acuerdo con los identificadores obtenidos por Metaphlan2 en el perfil
taxonomico. Las secuencias fueron alineadas con ClustalW (Higgins, 1994) vy se
limpiaron usando el software Molecular Evolutionary Genetic Analysis MEGA V 7.0 (S.
Kumar et al., 2016). La filogenia se construy6 con el algoritmo Maximum Likelihood
(ML), usando MEGA y el modelo evolutivo Kimura 2 parametros + distribucion gamma
(K-2 + G) con 10,000 repeticiones. Adicionalmente se agregaron cepas de referencia

para una interpretacion robusta.
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6.12 Numeros de acceso de metagenomas

El nimero de identificacién de los datos de metagendmica usado en este estudio se
encuentran disponible en el servidor en linea MG-RAST con el siguiente identificador:
AD 1: mgm4856917.3, mgm4856915.3; AD 2: mgm4856913.3, mgm4856914.3; AD 3:
mgm4856916.3, mgm4856918.3.
https://www.mg-rast.org/linkin.cgi?project=mgp90438.

6.13 Nombres y numeros de acceso de los genes del core arqueano

Cell division protein FtsZ (OE_RS00810), tryptophan synthase subunit alpha
(OE_RS01205), tryptophan synthase subunit beta (OE_RS01200), phosphate signaling
complex protein PhoU (OE_RS01745), 30S ribosomal protein S27e (OE_RS02140),
30S ribosomal protein S28e (OE_RS04515), 30S ribosomal protein S10 (OE_RS10360),
metal-dependent hydrolase (OE_RS01145), DNA-directed RNA polymerase subunit D
(OE_RS04420), 50S ribosomal protein L18e (OE_RS04430), 50S ribosomal protein L13
(OE_RS04435), 50S ribosomal protein L7ae (OE_RS04510), 50S ribosomal protein
L31le (OE_RS09615), RNA polymerase Rpb4 family protein (OE_RS04555), cyclic
pyranopterin  monophosphate  synthase MoaC (OE_RS04980), bifunctional
methylenetetrahydrofolate  dehydrogenase/methenyltetrahydrofolate  cyclohydrolase
(OE_RS05525), M42 family metallopeptidase (OE_RS05830), AAA family ATPase
(OE_RS00900),  phosphoribosylformylglycinamidine  synthase  subunit ~ PurS
(OE_RS07535), hypothetical protein  (OE_RS08385), hypothetical protein
(OE_RS08395), TATA-box-binding protein (OE_RS11165), ORC1-type DNA
replication protein (OE_RS08840).

6.14 Numeros de acceso de los genomas de referencia

Halorubrum sp. BOL3-1 (NZ_CP034692.1), Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239
(NC_012029.1), Halorubrum sp. T3 (NZ_JH815329.1), Halorubrum californiensis
DSM 19288 (NZ_AOJK01000001.1), Halorubrum aidingense JCM 13560
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(NZ_AQ0JI01000001.1), Halorubrum arcis JCM 13916 (NZ_A0JJ01000001.1),
Halorubrum coriense DSM 10284 (NZ_AOJL01000001.1), Halorubrum distributum
JCM 9100 (NZ_AOJM01000001.1), Halorubrum hochstenium ATCC 700873
(NZ_A0JO01000001.1), Halorubrum distributum JCM 10118 (NZ_AOJN01000001.1),
Halorubrum kocurii JCM 14978 (NZ_AOJH01000001.1), Halorubrum lipolyticum
DSM 21995 (NZ_AO0JG01000001.1), Halorubrum litoreum JCM 13561
(NZ_AO0OJF01000001.1), Halorubrum tebenquichense DSM 14210
(NZ_A0JD01000001.1), Halorubrum terrestre JCM 10247 (NZ_AOIW01000001.1),
Halorubrum ezzemoulense DSM 17463 (NZ_ATXS01000001.1), Halorubrum sp. AJ67
(NZ_CBVY010000001.1), Halorubrum halophilum strain B8 (NZ_BBJP01000103.19),
Halorubrum sp. BV1 (NZ_JQKV01000001.1), Halorubrum sp. SD626R
(NZ_CVRTO01000001.1), Halorubrum tropicale strain 5 (NZ_LIST01000008.1),
Halorubrum aethiopicum strain SAH-A6 (NZ_LOAJ01000001.1), Halorubrum sp.
SD612 (NZ_NEWI01000100.1), Halorubrum sp. SD683 (NZ_NEWJ01000100.1),
Halorubrum lacusprofundi strain HLS1 (NZ_MJCDO01000017.1), Halorubrum
lacusprofundi strain DL18 (NZ_MKFG01000001.1), Halorubrum ezzemoulense strain
LD3  (NZ_NHOWO01000223.1), Halorubrum  ezzemoulense  strain LGl
(NZ_NHOV01000626.1), Halorubrum sp. 1b24 (NZ_NHOX01000040.1), Halorubrum
sp. Hd13 (NZ_NHOY01000005.1), Halorubrum ezzemoulense strain Ga36

(NZ_NHO0OZz01000093.1), Halorubrum ezzemoulense strain Gaz2p
(NZ_NHPA01000048.1), Halorubrum ezzemoulense strain G37
(NZ_NHPB01000049.1), Halorubrum ezzemoulense strain Fb21
(NZ_NHPC01000027.1), Halorubrum ezzemoulense strain Ecl5

(NZ_NHPD01000012.1), Halorubrum sp. Eb13 (NZ_NHPE01000080.1), Halorubrum
sp. Ea8 (NZ_NHPF01000041.1), Halorubrum sp. Eal (NZ_NHPGO01000047.1),
Halorubrum halodurans strain Cb34 (NZ_NHPJ01000026.1v), Halorubrum sp. WNO019
(NZ_NSKC01000001.1), Halorubrum trapanicum (NZ_AP017569.1), Halorubrum
chaoviator strain DSM 19316 (NZ_NDWV01000100.1), Halorubrum sp. C191
(NZ_NHNZ01000064.1), Halorubrum persicum strain C49 (NZ_NHOA01000084.1),
Halorubrum sp. 48-1-W (NZ_QMIM01000016.1), Halorubrum sp. Atlit-28R
(NZ_QPLS01000001.1), Halorubrum sp.  Atlit-9R  (NZ_QPLU01000001.1),
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Halorubrum sp. Atlit-26R  (NZ_QPLT01000001.1), Halorubrum sp. Atlit-8R
(NZ_QPLV01000001.1), Halorubrum sp. CBA1229 (NZ_RIZC01000001.1),
Halorubrum sp. CSM-61 (NZ_RJJW01000022.1), Halorubrum sp. PV6
(NZ_CP030064.1), Halorubrum sp. ZC67 (NZ_SDJP01000001.1), Halorubrum sp. SP9
(NZ_SGXU01000099.1), Halorubrum sp. CGM4_25 10-8A (NZ_SGTX01000010.1),
Halorubrum sp. SD690R (NZ_SGTV01000100.1), Halorubrum sp. SS7
(NZ_SGXV01000099.1), Halorubrum sp. CGM5_25 10-8B (NZ_SGTY01000010.1),
Halorubrum sp. ARQ200 (NZ_SGTZ01000010.1), Halorubrum sp. ASP1
(NZ_SGUA01000090.1), Halorubrum sp. GN11_10-6_MGM (NZ_SGUC01000099.1),
Halorubrum sp. GN11GM_10-3_MGM (NZ_SGUD01000100.1), Halorubrum sp. SP3
(NZ_SGTUO01000099.1), Halorubrum sp. ASP121 (NZ_SGXX01000099.1),
Halorubrum sp. GN12_10-3_MGM (NZ_SGUB01000010.1), Halorubrum sodomense
strain RD 26 (NZ_FOYNO01000009.1), Halorubrum vacuolatum strain DSM 8800
(NZ_FZNQO01000070.1), Haloquadratum walsbyi DSM 16790 (NC_008212.1),
Haloarcula marismortui ATCC 43049 (CP039138.1), Halobacterium salinarum NRC-1
(BK010829.1), Methanoculleus marisnigri JR1 (CP000562.1).
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7. RESULTADOS

En este trabajo se tomaron dos enfoques diferentes donde se integran un estudio
polifasico de aislamiento de arqueas y la comparacion de la diversidad del Dominio
Archaea en tres metagenomas tomados del mismo punto geogréfico en tres tiempos de
muestreo diferentes. Los siguientes resultados deberan tomarse como descriptivos y
exploratorios en este nicho especifico. Los Domos del Arqueano (DA) es un sitio
recientemente descubierto y por lo tanto inexplorado, que se encuentra en el Rancho
Pozas Azules, en Cuatro Ciénegas, Coahuila (Figura 8). Los DA se encuentra
aproximadamente a 200 m de la poza azul mejor descrita en Cuatro Ciénegas, una de las

pocas pozas con estromatolitos vivos.

Las condiciones fisicoquimicas de los DA son consideradas extremas, en la siguiente

tabla podemos observar las mediciones de algunos parametros.

Tabla 4. Pardmetros fisicoquimicos medidos en los Domos del Arqueano en Abril 2016. 1BV (volts);
Temp: temperatura °C; SPC: conductancia especifica (uS/cm); Salinidad (psu); TDS: sélidos disueltos
totales (g/L); pH (0-14); LDO: oxigeno disuelto (mg/L); CH4 (ug/L)

Caracteristicas 1BV Temp SPC Salinidad TDS pH LDO CH, CO,

fisicoquimicas °C

de los DA

Muestra de agua 7.7 31.45 77.21 53.36 49.62 994 784 124 No
detectado

Muestra de 8.0 34.35 77.31 5255 48.76 9.75 1:165.3 N/A No

tapete 2: 7.3 detectado

7.1 ldentificacion y caracterizacion de los aislados

El aislamiento primario tomé alrededor de 4-16 semanas hasta observar las primeras
colonias, el crecimiento de cada cultivo dependié del medio en el que fueron cultivados,
es decir, las colonias en medio AM1, crecieron mas rapido (2-3 semanas) que aquellas
colonias que crecieron en medios AM2 y AM3 (4-16 semanas). La mayoria de las cepas
cultivadas fueron similares entre ellas en cuanto a la morfologia colonial, con una
pigmentacion diversa, entre ellas color crema intenso, amarillo, rosas, y rojas.
Adicionalmente se observo que la mayoria de los cultivos mostraron una tincién gram
negativa, con morfologias bacilares (Figura 9).
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C DA1 DA2 DA3

TEMPORALES

TAPETE MICROBIANO

Figura 8. A) Localizacion de Cuatro Ciénegas, Coahuila en México; B) Tapetes microbianos de los
Domos del Arqueano con una capa superficial muy flexible, conteniendo una burbuja encontrada dentro
del Rancho Pozas Azules en la region del Desierto Chihuahense. C) Muestreo de tres temporadas
continuas en los Domos del Arqueano: DAL (abril 2016), DA2 (septiembre 2016), DA3 (febrero 2017), de
los tapetes microbianos y su estructura de la comunidad microbiana en su respectiva temporada.
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Figura 9. Fotografias de cultivos aislados de Domos del Arqueano, con sus morfologias macro y

tivas tinciones gram.

microscépicas y sus respec
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7.2 Ensayos enzimaticos

DA140

Xilanasa +

Actividad lipolitica -

DAB88

Celulasas +

Proteasa +
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DA150

Xilanasa +

Actividad lipolitica +

DA133

Celulasa +

Proteasa +

Figura 10. Ensayos enzimaticos preliminares de los arqueanos aislados.
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7.3 Ensambles de genomas de arqueas cultivadas

Al llevar a cabo el ensamblaje de los genomas de los cultivos 88, 133, 140 y 150 se
observo que las longitudes de los genomas eran bastante grandes comparadas con el
promedio descrito en base de datos. Asi mismo, la anotacién arroj6 un par de
marcadores 16S diferentes y genes de diferentes tamafos, lo que permitié inferir la
presencia de otros procariotes en la muestra. El cultivo 133 se identific6 como una
arquea del género Halorubrum, la muestra 140 result6 en un cocultivo de arquea
Halorubrum con una bacteria, Marinococcus halotolerans (Figura 11). La muestra 88
mostro la presencia de 4 o 5 arqueas en cocultivo sin lograr identificarlas, tomandose
como un metagenoma de baja diversidad que junto con el cultivo 150 identificado como
una arquea del genero Halobacterium no se pudieron resolver mediante analisis

bioinformaticos, por lo que suponen repetir la secuenciacion y su respectivo analisis.

Ensamble 133 Ensamble 140

Figura 11. Visualizacién de los genomas 133 y 140 mediante DNAplot de Artemis. Del ensamble del
genoma 133 se obtuvieron 5070 contigs, mientras que del genoma 140 se obtuvieron 1547 contigs.
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7.4 Genes del core de las cepas 133 y 140 cultivadas con el género Halorubrum.

Tabla 5. Genes core del género Halorubrum utilizados para la filogenia

Marcadores del core obtenidos por Get_Homologues

1 cell division protein FtsZ

2 tryptophan synthase subunit alpha

3 tryptophan synthase subunit beta

4 phosphate signaling complex protein PhoU

5 30S ribosomal protein S27e

6 metal-dependent hydrolase

7 DNA-directed RNA polymerase subunit D

8 50S ribosomal protein L18e

9 50S ribosomal protein L13

10 50S ribosomal protein L7ae

11 50S ribosomal protein L31e

12 30S ribosomal protein S28e

13 30S ribosomal protein S10

14 RNA polymerase Rpb4 family protein

15 cyclic pyranopterin monophosphate synthase MoaC

16 Bifunctional-methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase

17 M42 family metallopeptidase

18 AAA family ATPase

19 phosphoribosylformylglycinamidine synthase subunit PurS

20 DNA-binding protein

21 hypothetical protein

22 TATA-box-binding protein

23 ORC1-type DNA replication protein
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7.5 Reconstruccion filogenética de las arqueas cultivadas 133 y 140

Methanoculleus marisnigri JR1 7]

Halobacterium salinarum NRC-1
Haloarcula marismortui ATCC 43049
Haloguadratum walsbyi DSM 16730
H sp 48-1-W

H aethiopicum strain SAH-AG

H vacuolatum strain DSM 8800

H halodurans strain Cb34

ks

— HspBV1
L H aidingense JCM 13560

H sp PVE

H lacusprofundi ATCC 49239
H lacusprofundi strain DL18
H lacusprofundi strain HLS1
H kocurii JCM 14978

H lipolyticum DSM 21995

H persicum strain C49
H sp ZCBT

H sp WNO19

H halophilum strain B8

H sp CSM-61

H sp SDE26R

H sp CBA1223

H sp EaB

H sp Hd13

H sp Eb13

H sp Ib24

H sp Eal

AD_140 ]

AD_133 ]

H sp AJBT

H ezzemoulense strain Fb21
Hsp C191

H ezzemoulense strain LG

ﬁﬂ )

H ezzemoulense strain LD3

H ezzemoulense strain G37

H ezzemoulense strain GaZp
H sp CGMS 25 10-8B

H ezzemoulense DSM 17463
H chaoviator strain DSM 19316
H sp CGM4 25 10-8A

H sp GMN12 10-3 MGM

H ezzemoulense strain Ec15
H ezzemoulense strain Ga3é
H sp SD612

— H sp SD683

L H sp sDB20R

H coriense DSM 10284
— H sp GN11GM 10-3 MGM
L H californiensis DSM 19288
H sp GN11 10-6 MGM

H sp Atlit-28R.

H sp ARQ200

H sp ASP121

H sp ASP1

H tropicale strain 5

H sp 557

H sp Atlit-8R

H sp Atlit-9R

H terrestre JCM 10247

H arcis JCM 13916

H litoreum JCM 13561

H distributum JCM 10118

H distributum JCM 9100

H trapanicum

H sp Atlit-26R.

HspT3

H sodomense strain RD 26

H sp SP2

H sp SP3

H sp BOL3-1

H hochstenium ATCC 700873
H tebenguichense DSM 14210

mmﬁﬁ?ﬁ;:jiigﬂﬁﬁ

Figura 12. Reconstruccién filogenética a partir de 23 genes concatenados del core del género Halorubrum
mediante el algoritmo Maxima Verosimilitud, utilizando el modelo evolutivo TVM+I+G (Modelo de
transversion + p-inv* + distribucion gamma) con 100 bootstraps. *p-inv: proporcion de sitios invariables
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7.6 Identificacion de phyla presentes en sedimento por PCR

Figura 13. Electroforesis 1% agarosa. Carril MPM: Marcador de peso molecular; Carril 2: 16s Bacteria
Control +; Carril 3: Fila Crenarchaeota; Carril 4: Fila Korarchaeota; Carril 5: 16S Bacteria Control -;
Carril 6: 16S de Archaea control -; Carril 7: 16S Archaea control +; Carril 8: Fila Euryarchaeota; Carril 9;
Fila Thaumarchaeota; Carril 10: Control Negativo.

7.7 EI Dominio Archaea en los Domos del Arqueano

La secuenciacion de Illumina MiSeq dio como resultado 28,859,454 lecturas crudas para
el DAL, 24,772,053 lecturas crudas para el DA2 y 28,203,458 lecturas crudas para el
DAS3; dichas lecturas pasaron por un proceso de normalizacion para el analisis

bioinformatico.

Los resultados de dichos analisis mostraron que los porcentajes de las abundancias
relativas para el Dominio Archaea en DAL, DA2 y DAS3, fueron de 3.6%, 5%, y 5%
(Figura 14a) respectivamente, siendo estos valores muy contrastantes con la gran
comunidad viral en cada metagenoma, alcanzando una abundancia relativa de alrededor
de 28% (Figura 14a).

68



El perfil taxonémico de los metagenomas mostrd la presencia de una comunidad
arqueana en los DA dominada por el phylum Euryarchaeota, seguida por los phylums
Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota y Nanoarchaeota (Figura 14b).

a) b)

Bacteria m Viruses Euryarchaeota m Crenarchaeota
= Archaea = Eukarya Thaumarchaeota ~ m Nanoarchaeota
= Viroids m Korarchaeota

1%
5% 2% 3% 1% 1%
\

64%

79%

Figura 14. a) Representacion de la diversidad total promedio de los tres metagenomas, b) representacion
de la diversidad de los phyla del Dominio Archaea.

Estos phyla comprenden 15 clases (Figura 15), siendo mas abundante los miembros de
Halobacteria y Metanomicrobia, ambos grupos importantes del phylum Euryarchaeota.
Adicionalmente se encontraron 25 ordenes (Figura 16), 36 familias (Figura 17), 93
géneros y 230 especies a nivel ecotipo, con un nivel de identidad del 97%. Es importante
mencionar que, de estos ultimos, un total de 24 OTU’s no se pudieron clasificar dentro

del perfil taxonémico.
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Distribucion de arqueas a nivel clase Halobacteria

Thermoprotei

Methanomicrobia

AD3 m Methanococci

® Thermococci

m Methanobacteria

® Thaumarchaeota no-
name Class

m Euryarchaeota no-name

Class
m Archaeoglobi

Metagenomas

m Thermoplasmata
AD1 Nanoarchaeota no-name
Class

Methanopyri

0% 20% 40% 60% 80% 100% Crenarchaeota no-name
Class

Korarchaeota no-name
Class

% Abundancia relativa m Unclassified Archaea

Figura 15. Distribucién de arqueas a nivel taxonémico de clase.
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Distribucion de arqueas a nivel orden

0% 20% 40% 60% 80% 100%

AD1

Metagenomas

% Abundancia relativa

Figura 16. Distribucion de arqueas a nivel taxonémico de orden.
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= Acidilobales
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| Fervidicoccales
Methanopyrales
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Distribucion de arqueas a nivel familia

AD3 I I . I
- I II. I
~ I I . I

Metagenomas

0% 20% 40% 60% 80%

% Abundancia relativa

Figura 17. Distribucién de arqueas a nivel taxondmico de familia.
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La especie con mayor abundancia en los tres metagenomas fue Metanohalophilus mahii,

sin embargo, otras cuatro especies mostraron un cambio sustancial en su abundancia

relativa a traves del tiempo (Figura 18)

Muestreos
“"K’o
1 ““‘ 2 ”,0 3
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0.01 === Methanohalophilus mahii ©» Methanoplanus petrolearius
--4-- Natrialba taiwanensis --®-- Haloterrigena thermotolerans

<2+ Haloferax sulfurifontis

Figura 18. Especies méas abundantes y su cambio a través del tiempo.
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Taxones de arqueas condicionalmente raras a través del tiempo
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Figura 19. Abundancias relativas de taxones arqueanos condicionalmente raros a través de los tres
muestreos en los Domos del Arqueano.
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Taxones de arqueas trasitoriamente raros a través del tiempo
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Figura 20. Abundancias relativas de taxones arqueanos transitoriamente raros a través de los muestreos de
los Domos del Arqueano.
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Taxones de arqueas raras sin clasificar a través del tiempo
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Figura 21. Arqueas raras sin clasificacion de los Domos del Arqueano.
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Figura 22. Reconstruccion filogenética del Dominio Archaea encontrada en DAL, DA2 y DA3, mediante
el perfil taxondmico dado por MetaPhlAn2, basado en secuencias completas del gen 16S, usando el
método maximum likelihood, construido con el modelo evolutivo K-2 +G con 1000 replicados.
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7.8 Indices de diversidad

Para realizar la comparacion en cuanto a riqueza y abundancia de los metagenomas, se
calcularon diversos indices de diversidad o y B mediante softwares, utilizando
abundancias relativas, asi como la presencia y ausencia de las 230 especies. A

continuacién, se enmarcan dichos indices.

Tabla 6. indices de diversidad alfa y beta.

indices de diversidad alfa ADM1 ADM?2 ADM3
Shannon ™ 5.33 5.38 5.3
Simpson Inv ™ 207.3 214.17 216.38
OTU’s observados 222 200 200
Chao 207.3 221.57 254.61
Indices de[l™muestra ™ muestra [Jaccard Classic [Sorensen Classic [Bray-Curtis
diversidad [1 2 0.83 0.90 0.69
beta 1 3 0.83 0.91 0.71

2 3 0.98 0.99 0.84

7.9 Reconstruccion filogenética

Las secuencias del gen 16S de las especies se obtuvieron del GenBank-NCBI de acuerdo
a su identidad dada por Metaphlan2 para poder reconstruir una filogenia que permitiera
observar la extension de la diversidad del dominio. La filogenia muestra 213 secuencias,
169 pertenecientes a nuestros resultados y 44 secuencias fueron referencias tomadas del
GenBank. Cabe mencionar que la reconstruccion filogenética no muestra las secuencias
de las 230 especies ya que se omitieron aquellas que pertenecian a los mismos géneros
para evitar redundancia y las que no contaban con un tamafio de secuencia mayor a 1300
pb. Al llevar a cabo la reconstruccién filogenética se observaron 11 clados principales
(Figura 22).
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8. DISCUSION

Las cepas que se lograron aislar en su mayoria pertenecen al orden Halobacteriales,
adicionalmente las células de estas presentaron morfologias bacilares pleomdrficas;
muchas de las especies con estas caracteristicas morfoldgicas son conocidas por poseer
una capa-S, que tiene un rol importante en el mantenimiento de su morfologia
(Rodrigues-Oliveira et al., 2017). Se ha descrito que esta morfologia tiende a variar de
acuerdo a la concentracién de sal; una explicacion para este fendmeno es la necesidad de
la envuelta celular por las altas concentraciones de cationes permitiéndoles estabilidad
(Moissl-Eichinger et al., 2017). Mientras tanto, la pigmentacion de los cultivos varia
entre rojo, rosas y amarillos, que se puede deber a la produccion de carotenoides y
compuestos Csp tales como la betaina, bacteriodopsina y ectoina, que funcionan como

proteccion y fortalecimiento de la membrana (Rodrigo-Banos et al., 2015).

Durante la identificacion de los cultivos mediante secuenciacion nos dimos cuenta que
uno de ellos, la cepa 140 se trataba de un co-cultivo de un miembro del género
Halorubrum con la bacteria Marinococcus halotolerans, mientras que la cepa 88 es en
realidad un metagenoma de baja diversidad, es decir, que alrededor de 3 a 5 arqueas co-

existen en la misma muestra.

La cepa No. 140 representa un reto microbioldgico, ya que hasta el ultimo ensayo no fue
posible la separacion de los microorganismos en cultivos axénicos, dicha muestra
presenta de manera homogénea una morfologia colonial circular regular, de tamafio
pequefio (~ 0.2 mm), y color amarillo opaco. Estudios que describen a Marinococcus
halotolerans han hecho mencion de las grandes concentraciones tanto de NaCl como de
KCI que esta puede soportar (0-25%), y de los rangos de temperatura y pH &éptimos
(28°C y 8, respectivamente), que son las mismas condiciones en las que se crecio la cepa
No. 140. La relacién de los miembros del género Halorubrum con Marinococcus
halotolerans no se ha descrito aun, pero puede representar un modelo interesante para el
cultivo de aquellos microorganismos dificiles de aislar. Sin embargo, la presencia de dos
especies en una muestra no es dificil de imaginar sobre todo si hablamos de aquellos

pertenecientes al Dominio Archaea, actualmente se tiene conocimiento de la relacion
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simbidtica de algunas arqueas con eucariotes superiores, de comunidades de arqueas
termdfilas, o incluso de arqueas miembros del filum Thaumarchaeota conviviendo con
bacterias del azufre en sedimentos marinos (Park et al., 2010). Respecto al metagenoma
de baja diversidad de la muestra 88 se logré identificar mediante la anotacion con una
base de datos interna con secuencias Unicas de este Dominio que los procariotes en él
pertenecen al Dominio Archaea. Para una mejor identificacién de los microorganismos
en la muestra 88 se requiere una nueva secuenciacion con la profundidad y cobertura

suficiente para poder realizar el ensamblado y anotacion de la misma.

Mientras tanto, la cepa 133 se identificO como otro miembro del género Halorubrum,
diferente a la muestra 140. Esto se comprob6 adicionalmente mediante la filogenia de
estas dos con todos los individuos del mismo género actualmente reportados en base de
datos. En la reconstruccion filogenética se observd que la muestra 133 forma un clado
con la especie Halorubrum sp. BOL3-1, mientras que la muestra 140 se coloca de forma
individual indicando por su posicion que se podria tratar de una nueva especie, 0 un
nuevo ecotipo. A pesar que el soporte nodal entre la cepa 140 y todo el cluster de clados
superiores no es alto, la posicion de la cepa 140 indica una divergencia filogenética
significante. De acuerdo a otros estudios, las especies de la clase Halobacteria presentan
comunmente eventos de transferencia horizontal y recombinacion homologa que han
permitido su evolucion, asi mismo se sugiere que las haloarqueas estan fuertemente

moldeadas por estos procesos.

Las especies del género Halorubrum representan un grupo de microorganismos con gran
potencial biotecnolégico en la industria textil, Optica y recientemente clinica.
Actualmente, los compuestos de Haloarchaeas se usan en la industria, por ejemplo, la
bacteriodopsina de Halobacterium Salinarum tiene aplicaciones en holografia, retinas
artificiales, computacién O&ptica de redes neuronales, entre otros, debido a sus
caracteristicas fotoeléctricas, de protones y fotoquimicas. En la actualidad, dos
compafiias COBEL (Barcelona) y Muchich Innovate Biomaterials (MIB) venden
parches de membrana parpura que contienen bacteriodopsina (Margesin & Schinner,
2001), otra bacteriodopsina comercial se vende como parte de un sensor bioquimico de
movimiento (No. US5719033) [Ackley and Shieh, 1988]. Solutos compatibles que

80



mantienen el equilibrio hidrico de las células y se utilizan como estabilizadores de
biomoléculas y agentes protectores de estrés. Liposomas patentados (No. US5989587)
de Halobacterium cutirubrum, generalmente son usados en el &rea médica como

transportadores de farmacos.

Continuando con el potencial biotecnoldgico de los haléfilos cultivados y de acuerdo a
la anotacion funcional en el servidor RAST, las cepas 133 y 140 contienen genes que
codifican para rutas, genes, muchos de ellos involucrados en la sintesis de enzimas con
alto valor agregado, como las que de forma experimental se comprobd mediante ensayos
enzimaticos preliminares. Por ejemplo, ambas cepas resultaron positivas para la sintesis
de proteasas, celulasas, xilanasas y actividad lipolitica. La produccién de estas enzimas
sugiere una solucién al problema de degradacion de celulosa. Algunas otras aplicaciones
incluyen la liberacion de aguas adheridos en gomas absorbentes, mejoramiento de
filtracion, reduccion de viscosidad y modificacion de gomas solubles y fibras y
liberacion de materiales celulésicos. Asi como las celulasas, las proteasas, lipasas y
amilasas son de gran uso en la formulacion de detergentes, reducen el consumo de
energia y deterioro en telas; el uso de estas se extiende al area de la biorremediacion de

solidos y aguas residuales contaminados con hidrocarburos, aceites y lipidos.

Finalmente, el cultivo de la cepa 150 se identific6 como un miembro del género
Halobacterium, sin embargo, la profundidad y la calidad de la secuenciacion no fueron

suficientemente buenas para realizar los respectivos analisis.

8.1 Analisis de metagendémica

La comunidad microbiana que constituye al tapete microbiano de los DA, es Unico entre
las comunidades bacterianas estudiadas en el CCB (V. Souza et al., 2018), mostrando
una gran abundancia relativa del Dominio Archaea en DAL, DA2 y DA3, alcanzando un
3.6%, 5% y 5%, respectivamente. Estas abundancias son remarcables para un area de
muestreo tan pequefia (cm?), pero también comparado con otros sitios en el Valle de
Cuatro Ciénegas y en el mundo (ver Tabla 3) (Babilonia et al., 2018; A. B. Fernandez et
al., 2016; Garcia-Maldonado et al., 2018; Shade et al., 2014; Shade et al., 2013).
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Previamente se ha demostrado que las comunidades microbianas no son variables

discretas y pueden ser limitadas temporal y espacialmente (Nemergut et al., 2013).

Después del perfil taxonémico a diferentes niveles, se observd una comunidad arqueana
base que se mantiene casi intacta en el tiempo (abril 2016- febrero 2017). Esto brinda
evidencia de estabilidad detras de la construccion de los domos (hipétesis nula). Aun asi,
sin tomar en cuenta esta comunidad base, la diversidad y las proporciones de los
“taxones raros” de las arqueas sufren un incremento o decremento a través de los
temporales o tiempos de muestreo, exhibiendo una dindmica en los DA que pudiera estar
jugando un papel importante para el funcionamiento de estos en un medio con diferentes

condiciones ambientales.

8.2 Los Domos del Arqueano en el Valle de Cuatro Ciénegas son buenos modelos
del periodo arqueano, y son uno de los ambientes mas diversos y abundantes del
Dominio Archaea

Los tapetes microbianos y estromatolitos son considerados analogos de la Tierra
temprana, cuando ellos se originaron como comunidades ecologicamente exitosas,
capaces de llevar a cabo ciclos de nutrientes y ciclos bioquimicos completos tan pronto
como empezé y diversifico la vida en el Eon Arqueano temprano (Lenton & Daines,
2017; Sleep, 2010). Diferentes linajes ancestrales han sobrevivido en el Valle de Cuatro
Ciénegas (Moreno-Letelier et al., 2012; V. Souza et al., 2018), ya que se han adaptado a
linajes vecinos, formando comunidades muy unidas que de manera cohesiva han
sobrevivido a pesar de los grandes y fuertes cambios de factores abidticos, tales como
aquellos que se han experimentado a través de su larga trayectoria evolutiva (V. Souza et
al., 2018). En este trabajo se sugiere que el tapete microbiano de los DA no son una
excepcion en el Valle de Cuatro Ciénegas, sin embargo, la observacion que genera
mayor interés cientifico es el estudio de estos tapetes en particular es por sus

condiciones extremas en pH y salinidad, ademas de su impresionante arquitectura.

Las condiciones ambientales extremas analogas a este sitio se han reportado antes en
tapetes microbianos con presencia y gran abundancia en miembros del Dominio

Archaea, por ejemplo, en el Desierto de Atacama o en las salinas artificiales de Guerrero
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Negro, donde ambos ambientes estables a pesar de su riqueza muestran mucha menor
diversidad de arqueas que nuestro punto de muestreo [Tabla 3] (Babilonia et al., 2018;
A. B. Fernandez et al., 2016; Garcia-Maldonado et al., 2018).

Una posible causa de este tipo de eventos puede ser que las fluctuaciones ambientales en
los DA son parte de la dinAmica de la comunidad, incrementando posibles nichos. Asi
mismo se ha observado que dentro del Valle de Cuatro Ciénegas otros ambientes
fluctuantes albergan una gran diversidad debido a las adaptaciones locales de cada
condicion (Cerritos et al., 2011; Rodriguez-Verdugo et al., 2012).

Sin embargo, los tapetes de los DA son peculiares ya que las arqueas son mas
abundantes y diversas que en otros microbialitos fluctuantes dentro del valle (Centeno et
al., 2012) [Tabla 3].

Adicionalmente, este es el primer sitio donde existe una comunidad microbiana base, a
pesar de las grandes fluctuaciones entre temporadas. No solo la diversidad de arqueas es
relativamente constante, sino que también es considerablemente grande para un estudio

de metagendmica usando la plataforma Illumina (Tessler et al., 2017).

Por otro lado, las librerias de clonacion para primers especificos de arqueas han revelado
una gran abundancia de este Dominio, alrededor del 10% en comunidades de
estromatolitos en la poza Hamelin ubicada en Shark Bay, Australia, donde se alcanza
una de las abundancias mas altas en arqueas. Sin embargo, esta comunidad arqueana
solo esta representada por 27 clonas de un total de 176 librerias de 16S rARN de un

mismo punto de muestreo (Papineau et al., 2005).

Estos nimeros son dificiles de comparar con nuestra diversidad de arqueas observada
debido a enfoques experimentales diferentes. Otros tapetes microbianos hipersalinos con
gran rigueza en arqueas muestran abundancias relativas que rondan entre un 4% en un
tapete de Camargo, Espafia (Berlanga et al., 2017), 9% en otro tapete hipersalino de
Guerrero Negro (Robertson et al., 2009), 20% en algunas de las capas de un tapete
microbiano en una poza superficial del Salar de Llamara (Saghai et al., 2017) y mas de

un 90% de secuencias de 16s rARN amplificadas de un tapete litificante en la Laguna de
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Tebechique en el Salar de Atacama (A. B. Fernandez et al., 2016). A pesar de eso, todos
estos sitios ricos en arqueas, muestran bajas diversidades (Farias et al., 2017) respecto al
nuestro (cm?). Siendo un sitio tan pequefio, nuestras 230 especies diferentes (97% de
identidad) pertenecientes a 5 fila diferentes pueden ser considerados como altos en
cuanto a riqueza y diversidad. Notablemente, 24 OTU’s de estos 230 no se pudieron
clasificar dentro del dominio, creando un reto interesante para la sistematica y
biodescubrimiento. El Valle de Cuatro Ciénegas es ampliamente conocido por su
magnifica diversidad microbiana y sus linajes endémicos unicos (Arocha-Garza et al.,
2017; Cerritos et al., 2011; Moreno-Letelier et al., 2012; Rebollar et al., 2012; V. Souza
et al., 2006; Taboada et al., 2018) que han sido aislados del resto del mundo; esta
particularidad puede ser en parte el resultado de su extrafia estequiometria en N: P
(157:1) tendiendo a un estado de oligotrofia la mayor parte del afio, especialmente por
sus bajas concentraciones en fosforo (Alcaraz et al., 2008; Elser et al., 2005; V. Souza et
al., 2008).

A pesar de la carencia nutricional que puede representar este sitio siendo parte del
Desierto Chihuahuense, es sorprendente la gran diversidad de microorganismos que hay
en él. Adicionalmente, Cuatro Cienegas posee una micro heterogeneidad debido a la
presencia de multiples microambientes en un solo punto (Arocha-Garza et al., 2017; V.
Souza et al., 2008; V. Souza et al., 2006). Aparentemente la limitacion de nutrientes no
afecta la dispersion de los microorganismos gracias a su tamafio, abundancia y

plasticidad metabolica (Palys et al., 1997).

El éxito de las comunidades de arqueas en los DA, puede basarse en las adaptaciones
fisiologicas que pueden permitirles, por ejemplo, competir con las bacterias en nichos
especificos con una disponibilidad de energia y nutrientes baja (Valentine, 2007). Sin
embargo, estudios previos en localidades dentro del valle muestran el mismo estrés
energético, tales como los tapetes microbianos de Pozas Rojas, que carecen de miembros
similares de arqueas. Pozas Rojas exhibe radios extremos de N: P (156:1), y ambientes
fluctuantes (Peimbert et al., 2012).

A pesar de lo descrito anteriormente, antes del descubrimiento de los DA, la diversidad
y abundancias arqueanas no se habian reportado anteriormente como una distincion en
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ninguno de los numerosos sitios explorados y descritos dentro del valle (De Anda et al.,
2018; Taboada et al., 2018; Velez et al., 2016).

La abundancia de miembros de filum Euryarchaeota (hal6filos y metandgenos), puede
estar relacionado a la presencia de carbonato, y la gruesa capa superficial de sal, asi
como el estrato metanogénico del fondo, actuando como barreras en ambos lados del
tapete.

Los indices de diversidad o y B estimados para las muestras de los DA sugieren una
comunidad resiliente, que se espera estar influenciada por una diversidad de especies, tal
como se explica en la hipotesis de aseguramiento (Yachi & Loreau, 1999), la cual
sugiere un “efecto estabilizador” cuando existe una gran biodiversidad, permitiendo
hacer frente a las fluctuaciones del ambiente y al mismo tiempo fortaleciendo al
funcionamiento del ecosistema (Yachi & Loreau, 1999). Al mismo tiempo nuestros
datos muestran un ligero incremento en la diversidad arqueana y sus indices de riqueza
en las temporadas secas comparada con la muestra de la temporada himeda (Tabla 4),
posiblemente porque este es el estado natural del sitio, ya que las precipitaciones anuales

no son suficientes para disolver las sales y cambiar la ecologia de los tapetes.

Otra explicacién posible para el incremento de la abundancia y diversidad del Dominio
Archaea en los tapetes DA es la hipétesis “asesinando al ganador” (Winter et al., 2010),
en la cual se asume la dindmica depredador-presa y que propone una seleccion
dependiente de frecuencia negativa, en donde tipos de bacterias son afectadas por
presion viral, promoviendo la supervivencia y viabilidad de tipos “raros”, y asi
permitiendo mantener la alta diversidad. Siendo esto asi, las lecturas virales en los
metagenomas de los DA representan una abundancia relativa que va de los 23.3% a los
31.6%, el cual es remarcablemente alto comparado con otros metagenomas, e incluso
mucho mas alto que los ambientes ricos en virus, tales como aquellos obtenidos de
muestras filtradas de agua del mar de Corea del Sur (Hwang et al., 2017), sedimentos
marinos profundos (Corinaldesi et al., 2017) y microbialitos en Shark Bay, Australia
(Babilonia et al., 2018).
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8.3 La bhiosfera rara en la comunidad de los DA.

La biosfera rara puede representar un reservorio de diversidad genética que responde
activamente a cambios ambientales (Coveley et al., 2015). Dada la predominancia de
una biosfera rara en todas las sitios muestreados y analizados del valle (De Anda et al.,
2018), y las condiciones extremas e impredecibles del sitio DA, consideramos que es
importante explorar la rareza dentro de la comunidad del Dominio Archaea. Definiendo
la biosfera “estrictamente rara” como aquellos taxones con abundancias relativas
menores al 0.01%, encontramos 50 OTU’s arqueanos. Dentro de este grupo, 11 OTU’s
se comportan como condicionalmente raras (Figura 19) (Shade et al., 2014),
manteniendo su baja abundancia s6lo en un tiempo de muestreo (octubre 2016), y
alcanzando abundancias mas altas en las dos temporadas secas. Estas dindmicas nos
llevan a especular que estos OTU’s raros de los DA, junto con otros OTU’s mas
abundantes pueden ser beneficiados por condiciones méas secas y ambientes salinos. En
ambos casos, es importante notar que tanto la riqueza de las arqueas como las
abundancias en general no cambian entre muestras, es la biosfera rara (aquellos
afectados por las fluctuaciones ambientales) la que exhibe variaciones. Una respuesta
similar de condiciones frias contra las tibias se ha detectado dentro de los sistemas del
valle (Rodriguez-Verdugo et al., 2012). Entre esta biosfera rara, algunos taxones se han
encontrado como “transitoriamente raros” (por ejemplo, ausentes en una o dos muestras)
englobando 39% OTU’s (Figura 20). Sugerimos que este tipo de rareza debe ser
conducido por lo menos en parte por procesos estocasticos, tales como dispersion pasiva
de linajes temporalmente reclutados de bancos de semillas microbianas, o debido a la
migracién (Lynch & Neufeld, 2015). Como un ejemplo, 9 taxones raros sin clasificar no
estdn presentes o se encontraron en poca abundancia en la muestra inicial ADI,
convirtiéndose en abundantes en la muestra de Febrero (muestra seca). Méas estudios de
metagendmica se encuentran en proceso para poder explorar estos patrones en un

periodo mas largo.

No deberia descartarse que los taxones menos abundantes de los DA pudieran estar en
un estado de dormancia, un mecanismo que mantiene a las células vivas, pero inactivas e

intermitentemente detectables en un bajo rango de deteccion (S. E. Jones & Lennon,
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2010). De hecho, algunos miembros de la arqueas, pueden entrar en un estado celular de
dormancia (Bautista et al., 2015; Gulbudak & Weitz, 2016; S. E. Jones & Lennon,
2010). Este mecanismo provee una respuesta adaptativa que pudiera ser de alguna forma
parte de perturbaciones ambientales deletéreas. Esto ha se visto a partir de experimentos
en un arqueon termoacidéfilo Metallanosphaera prunae que produce la toxina VapC que
dirige a la célula a un estado de dormancia bajo un estrés por Uranio (Mukherjee et al.,
2017). Otro factor que puede estar afectando los mecanismos de dormancia en las
arqueas, son los organismos depredadores, especificamente, virus, los cuales son
abundantes en los metagenomas de los DA (~28%). Como un ejemplo, un grupo de
investigacion mostrd que los virus raros e inclusos inactivos, inducen a la dormancia en
el arqueon modelo Sulfolobus islandicus (Bautista et al., 2015). También la oligotrofia
puede estar jugando un rol en la dormancia en arqueas, asi como algunos taxones
bacterianos dormantes se han encontrado estar enriquecidos en un ambiente bajo en
fosforo (S. E. Jones & Lennon, 2010), y algunos microorganismos dormantes pueden
también escapar de la depredacion por virus (L. Fernandez et al., 2018). Considerando la
extremadamente inusual estequiometria, los virus pueden ser quienes moldeen la
estructura de la comunidad, no solo liberando nutrientes inmovilizados al sistema por
medio de la lisis celular, sino que también mantienen una gran cantidad de taxones raros
coexistiendo y evadiendo la depredacion. Aparentemente, la estructura y funcion de las
comunidades microbianas depende de la presencia de ciertos microorganismos aun
cuando su abundancia es muy pobre. Asi cada una de esas especies puede tener una

funcion crucial y Unica bajo ciertas circunstancias, permitiendo robustez a la comunidad.

8.4 Arqueas haldfilas y metandgenas en los DA.

Las especies halofilas y metandgenas fueron muy abundantes en los DA, representando
méas del 50% de la diversidad total de las arqueas. La relacion entre hal6filos y
metandgenos es bien conocida, ya que comparten un habitat ancestral (Edbeib et al.,
2016; Robertson et al., 2009; Spring et al., 2010; Valentine, 2007) y ambos grupos
pueden ser encontrados en tapetes microbianos y comunidades microbianas asociadas a

la precipitacion de minerales (endovaporitos) (Garcia-Maldonado et al., 2018). Los
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metandgenos que viven en dichos ambientes necesitan de altos niveles de NaCl (0.5 M)
para su optimo crecimiento (W. J. Jones et al., 1987) y usualmente son halotolerates o
hal6filos moderados (Boone et al., 1993). Los ambientes hipersalinos son muy

dindmicos y comunes alrededor del mundo (Vogt et al., 2018).

En nuestro punto de muestreo, las arqueas haléfilas y metandgenas se propone que
ambas constituyen la comunidad base de los DA durante las condiciones hipersalinas
debajo de una costra de sal. De acuerdo a otros estudios, la salinidad es el factor abidtico
mas importante, ya que permite el modelado de las comunidades microbianas,
especialmente en superficies de sedimentos, estromatolitos, chimeneas hidrotermales,
tapetes hipersalinos y aguas salinas andxicas. Asi mismo, estos estudios han demostrado
que los sedimentos salinos contienen comunidades con grandes valores de biodiversidad
Unica en comparacion de otros ambientes (Yang et al., 2016). Otros estudios han
demostrado que los cambios en la salinidad, sulfatos y la disponibilidad de algunos

substratos pueden estimular la produccion de metano (Garcia-Maldonado et al., 2018).

Los OTU’s mas abundantes en los metagenomas analizados son similares a
Metanohalophilus mahii, un arqueon metanohal6filo, descrito como un metandgeno no
marino, adaptado a ambientes hipersalinos, donde su metabolismo requiere
concentraciones de 1.0-2.5 M de NaCl para un optimo crecimiento y llevar acabo la
metanogénesis, usando como substrato metanol y metilaminas (Spring et al., 2010).
Otros OTU’s encontrados en los DA son Natrinema taiwanenesis, Haloferax
sulforifontis, Methanoplanus petrolearius, y Haloterrigena thermotolerans. Las especies
haléfilas y metanogenas han coexistido dentro del tapete microbiano, junto con otros
géneros inesperados que pertenecen al filum Euryarchaeota; entre estos podemos
encontrar Thermococcus, Natromonas, Picrophylus, Archaeoglobus, Aciduliprofundum
e incluso Thermoplasma, un linaje que carece de pared celular. Estos microorganismos
se han reportado mayormente en chimeneas hidrotermales, mostrando niveles de
tolerancia a bajas y altas temperaturas, asi como a un amplio rango de pH (Anderson et
al., 2015; Takai & Horikoshi, 1999). La presencia de estos taxones junto con otras
observaciones previas, afiaden evidencia a nuestra propuesta inicial en la que las

comunidades microbianas de Cuatro Ciénegas tienen afinidades marinas y magmaticas
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(Moreno-Letelier et al., 2012; V. Souza et al., 2018). Por lo tanto, las arqueas observadas
en los DA, son testigos de ambos ambientes, donde el acuifero profundo impulsado por
el calor magmatico que ocurre dentro de la montafia de San Marcos y Pinos (Wolaver et
al., 2013) y la vida superficial, donde ocurre la fotosintesis después de los dias de lluvia.
Por consiguiente, parte de la diversidad de los DA, puede haber emergido de los
sedimentos profundos que contienen las condiciones minerales del océano profundo
(\Valeria Souza & Eguiarte, 2018).

8.5 Termofilos y otros linajes de arqueas de los DA.

Tomando en cuenta que la hipotesis magmatica influye en la comunidad microbiana de
este inusual sitio, taxones miembros del filum Crenarchaeota también se encontraron
presentes consistentemente en el tapete de los DA. Este filum incluye géneros termofilos
tales como Thermoproteus, Caldivirga, Ignicoccus, Sulfolobus, Pyrolobus, entre otros.
Adicionalmente miembros del filum Thaumarchaeota también fueron detectados, tales
como “Candidatus Nitrososphaera gargensis”’, Nitrsoarchaeum limnia, y el Grupo
Marino Thaumarchaeota 1. Es notable la presencia de dos OTU’s como Cenarchaeum
symbiosum, un arqueon psicroéfilo, el cual se ha reportado como un simbionte de varias
especies de esponjas marinas (Hallam et al., 2006), y Nitrosopumilus maritimus,
considerado una especie ubicua en océanos oligotréficos (Metcalf et al., 2012), este
altimo es otro descubrimiento de los DA que es consistente con la huella marina
frecuentemente encontrada en los microorganismos del Valle de Cuatro Ciénegas
(Aguirrezabala-Campano et al., 2019; Alcaraz et al., 2008; Arocha-Garza et al., 2017,
Moreno-Letelier et al., 2012; Taboada et al., 2018). Lo mismo ocurre con el
representante del filum Korarchaeota “Candidatus Korarchaeota cryptophilum”,
también presente en los DA y relacionado al origen marino del valle, y a una reciente
colonizacion de ambientes terrestres geotermales, una caracteristica compartida entre los

termofilos (Miller-Coleman et al., 2012).

Ambos fila, Crenarchaeota y Thaumarchaeota tienen en términos generales capacidades
metabolicas similares. Amplificacion por PCR de genes AmoA proveniente de DNA
gendmico total de sedimento de cada una de las muestras (AD1, AD2, AD3) (imagenes
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de geles) brindaron evidencia de las capacidades de oxidacion de amonio como una
fuente potencial de energia y nitrificacion (Pester et al., 2011), sugiriendo un rol de estos
taxones como quimiolitotrofos, usando una plétora de compuestos organicos tales como
el CO,, hierro, nitrégeno y azufre como aceptores finales, como ejemplo, la clase
metanobacteria (Euryarchaeota) y los miembros hiperterméfilos (Crenarchaeota) utilizan

azufre como un aceptor final de electrones (Liu et al., 2012).

Otro miembro inesperado e interesante encontrado en el perfil taxondmico de los
metagenomas, fue Nanoarchaeum equitans, perteneciente al filum Nanoarchaeota, un
arqueon de tamafio pequefio y con una relacidn ectoparasitica con un miembro del filum
Crenarchaeota, Ignicoccus, que también fue detectado en la muestra (Forterre et al.,
2009). El filum Nanoarchaeota se encuentra presente en una extensa variedad de habitats
con diversas caracteristicas fisicoquimicas compatibles con ambientes hipersalinos

mesofilos y aguas termales (Casanueva et al., 2008).
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9. CONCLUSIONES

Los tapetes microbianos de los Domos del Arqueano en el oasis del Valle de Cuatro
Cienegas fueron recientemente descubiertos y se han descrito como un sitio extremo
hipersalino. En estos tapetes descubrimos mediante analisis metagenémicos, una de las
diversidades més altas del Dominio Archaea registradas hasta la fecha, considerando la

pequefa escala geogréfica del sitio.

La mayoria de las 230 especies observadas en esta “poza” temporal poco profunda, es
parte de la biosfera rara y de una comunidad “core” estable. Dentro de este core, se
observaron hal6filos y metandgenos en gran medida, pero también algunos taxones
“raros” inesperados, que prosperan bajo condiciones de alta salinidad. Adicionalmente,
se observo una biosfera rara transitoria que parece estar enriquecida bajo condiciones
ambientales secas, sugiriendo una dindmica estacional moldeadora de la comunidad.
Para poder explorar el grupo taxondémico de taxones raros sin clasificar de manera
cuidadosa, nos encontramos actualmente en un proceso de analisis de mas metagenomas
en diferentes temporales, asi como la manipulacion de experimentos ambientales con
mecocosmos. Un esfuerzo mayor de secuenciacion de los sedimentos profundos ayudara
a entender mas la bidsfera anaerobia profunda, asi como eliminar los puntos ciegos en la
filogenia de arqueas sin clasificar. Este ecosistema diverso dentro del Valle de Cuatro
Ciénegas, México, surge como un nuevo sitio atractivo para estudios evolutivos,

ecoldgicos, de astrobiologia y bioprospeccion.

Los Domos del Arqueano, son hasta el momento el sitio mas diverso en cuanto
comunidad microbiana encontrado en todo el Valle de Cuatro Ciénegas. Cuatro
Ciénegas es la locacion perfecta para representar un modelo donde el aislamiento
geografico juega un rol muy importante; las comunidades microbianas en aislamiento
tienen un potencial genético para condiciones ambientales especificas generando eventos
de especiacion y endemismo (Sexton et al., 2014). Ya que esta area esta sujeta a una
intensa explotacion del agua por practicas como la agricultura, agregando a esto la
desecacion de muchas de las pozas encontradas en el Valle, se convierte en prioridad

para el grupo de investigacion en mantener la investigacién de como ocurren procesos
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de adaptacion de este sitio altamente diverso en arqueas, quienes fluctian en condiciones
de temperatura y precipitacién, asi como el trabajo en equipo con autoridades y

accionistas que permitan una politica sobre el uso de agua.

Los Domos del Arqueano, no solo nos remontan al “mundo perdido”, sino que también
nos sigue proveyendo de nuevas evidencias y claves para poder algtn dia entender como
“el ciclo de la vida” se pudo haber originado en la Tierra, y si es posible, como seria en

otros planetas como Marte.
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