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RESUMEN

Los lagos de agua dulce tienen diferentes servicios medioambientales y una derrama
econOmica importante. Dentro del estado de Chiapas se encuentra un complejo
lacustre que consta de aproximadamente 60 lagos en el Parque Nacional Lagunas de
Montebello (PNLM). Los lagos se han caracterizado por la belleza del color de sus
aguas, sin embargo, recientemente, la coloraciéon del lago “Encantada” ha cambiado
de azul a colores verdosos e incluso olores azufrados, lo cual ha preocupado debido

a los dafios colaterales a la salud, ambiental y econémica.

A pesar de esta problematica se desconocen las comunidades microbianas que
albergan este ecosistema acuatico. Por lo tanto, el objetivo de presente trabajo fue
identificar bacterias aisladas de los sedimentos de los lagos “Esmeralda’ y “Encantada”
del PNLM. Se colectaron sedimentos en las temporadas de estiaje y lluvia y se
determinaron la conductividad electrolitica, oxigeno, pH y temperatura, asimismo se
determindé el contenido de carbono, nitrogeno y fésforo [(COt), (N1) y (P71),
respectivamente] con el fin de realizar un Analisis de Componentes Principales (ACP).
Posteriormente se describid la morfologia de las colonias bacterianas obtenidas
mediante la siembra microbiolégica. A partir de las bacterias aisladas, se determinaron
los patrones de bandeo por medio de la técnica PCR-BOX, se amplifico el gen ARNr
16S vy fue secuenciado. Las secuencias se compararon con la herramienta BLAST

para realizar el analisis filogenético.

El lago “Esmeralda” presentd una concentracion alta y una correlacion entre las
variables de COty Nt, mientras que el lago “Encantada” mostrd una concentracion alta
y correlacién entre el pH y el oxigeno disuelto. Se aislaron 30 colonias en el lago
“Encantada” y 45 aislados del lago “Esmeralda”. Los géneros identificados mediante
el gen ARNr 16S fueron Arthrobacter, Bacillus, Deinococcus, Exiguobacterium,

Microbacterium, Pseudomonas, Psychrobacillus y Rhodococcus.

Xl



Esta investigacion permitié por primera vez aislar e identificar bacterias nativas
aislados de los sedimentos de los lagos de Montebello, las cuales fueron reportadas
con potencial biotecnologico y una alternativa en la biorremediacion y degradacion de

sustancias toxicas de ecosistemas acuaticos.

Palabras clave: Aguas leniticas, ARNr 16S, microorganismos, sedimentos.
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l. INTRODUCCION

Los cuerpos acuaticos continentales de México son de gran importancia para la vida
silvestre, la biodiversidad y el ecoturismo. Asimismo, son esenciales para las diversas
actividades humanas, incluidas la agricultura, el desarrollo industrial y urbano, ademas

de beneficiar a la economia local (Alcocer, 2007).

Dentro de los sistemas acuaticos, los lagos son abundantes en las zonas del
Golfo de México y el sureste. La mayoria son pequefos, con areas superficiales de
entre 0.01 y 0.1 kilbmetros cuadrados. La distribucion geografica de los lagos
naturales en México esta asociada a las condiciones climaticas como una expresion
de la disponibilidad de agua (idem). El estado de Chiapas cuenta con lagos que se
encuentran dentro del Parque Nacional Lagunas de Montebello (PNLM), los cuales
tienen el régimen de proteccién que mantiene la regién como Area Natural Protegida
en la categoria de Parque Nacional, dicho evento constituye el fundamento para la
conservacion de su diversidad biolégica y de un gran numero de funciones ambientales
vitales. Los lagos del parque constituyen un complejo lacustre de origen cérstico,
extendido entre los territorios mexicano y guatemalteco, Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2007). Dentro de los lagos se encuentran
particulas gruesas en el fondo y muy finas en la superficie denominados sedimentos,
los lagos del PNLM estan constituidos principalmente de arena arcilla y limo, su

composicién elemental contiene C, H, Ny S (Alcocer et al., 2018).

Durante la temporada invernal en los afios 2008 y 2009, en el complejo lagunar
conocido como Vuelta de Agua se reporta el fenébmeno de cambio de coloracion que
se caracteriza por presentar actividad anormal, parecida al proceso de ebullicién,
posteriormente surge del agua una tintura amarillenta, luego sobreviene la mortandad
de peces y se percibe un olor azufrado emanando de las laguna, Comision Federal de
Electricidad-Gerencia de Estudios de Ingenieria Civil (CFE-GEIC, 2012). Esto causa
preocupacion debido a impactos sobre la salud publica y la pérdida potencial de su
atractivo turistico aunado a la economia local (Vera et al., 2015).



A pesar de que esta problemética tiene varios afios, se tiene un total
desconocimiento de las caracteristicas limnoldgicas, pese a contar con la categoria de

parque nacional con una amplia variedad de servicios ecolégicos (Alcocer et al., 2016).

La Limnologia abarca los sistemas biolégicos, los cuales participan dentro de
un sistema de agua dulce como son los sedimentos, que albergan comunidades
microbianas altamente complejas con respecto a la composicion de especies y
actividad metabdlica, y son ecoldégicamente importantes por su gran nimero en un
hébitat distinto, ademas de ser participantes claves en los ciclos de nutrientes (Spring
et al., 2000), estos se han estudiado pero poco se sabe de la funcién que tienen en los

sedimentos dentro de las lagunas y/o lagos en Chiapas.

Por tales motivos la presente investigacion conlleva a la siguiente pregunta
¢, Cuales son los microorganismos cultivables que se encuentran en los sedimentos de
dos lagos del PNLM en diferentes épocas del afio? enfocandose en la identificacion
molecular de bacterias aisladas de sedimentos de los lagos “Esmeralda” y “Encantada”
del Parque Nacional Lagunas de Montebello (PNLM), Chiapas. Esta aporta nueva
informacion sobre la composicién y estructura microbiana en los sedimentos en agua
dulce. Esto implica la comprension de las caracteristicas fisicoquimicas del
ecosistema, la funcion ecolégica de los microorganismos que habitan dentro de los
sedimentos. La informacién generada es un precedente para futuros trabajos sobre la
basqueda y aprovechamiento en diferentes aéreas del conocimiento como son la
ambiental, ecologica y la biotecnologica, ademas de contribuir al diagndstico ambiental

y molecular de los lagos del PNLM.



Il. MARCO TEORICO
1. Humedales y lagos
1.1 Definicién
La Convenciéon Ramsar, define como humedal a los ecosistemas naturales o artificiales

gue se caracterizan por estar permanente o temporalmente inundados, ya sea por
aguas dulces, estuarinas o salinas, las cuales pueden estar estancadas o corrientes e
incluyen las regiones riberefias, costeras y marinas que no excedan los 6 metros de
profundidad con respecto al nivel medio de las mareas bajas. Un lago pertenece a la
clasificacion de un humedal interior y es considerado como toda aquella depresion
inundada aislada rodeada de tierra que no presentan ningun contacto con el mar y
puede o no tener una salinidad variable, esto depende del tipo de afluente que los
alimenta (Abarca, 2002).

Los lagos pertenecen a la categoria de aguas quietas o leniticas y se definen como
una extension de agua rodeada de tierra por todas partes, se caracterizan por ser
normalmente de agua dulce, presentar un vaso bien definido con zonas litoral y bental
profunda y bien diferenciadas, sedimento propio poblado de especies caracteristicas,
compartamentalizacion vertical con gradientes de luz, densidad y temperatura sujetos
a variacion estacional, que repercuten en los procesos biologicos y en la calidad del
agua (Roldan y Ramirez, 2008). Su origen es del tipo continental, este no tiene
comunicacién directa con el mar y generalmente son grandes con mas de ocho metros
de profundidad, constituyen masas de aguas permanentes y que se depositan en una
depresion del terreno (Abarca, 2002). Esta profundidad es suficiente para el
establecimiento de una termoclina durante el periodo de estratificacion (Margaleff,
1983).

1.2 Estructura de los lagos
Presentan fronteras bien definidas: la orilla las paredes de la cubeta, la superficie del

agua y los sedimentos del fondo. La vida en estos ecosistemas depende de la luz. La
cantidad de luz que penetra en el agua se ve influida no solo por la extincion natural,
sino también por los sedimentos y otros materiales aportados al lago. La temperatura
cambia tanto estacionalmente como por la profundidad. La disponibilidad de oxigeno

puede ser limitada, principalmente en verano, ya que Unicamente una pequefia porcion



del agua estd en contacto directo con el aire, mientras que es consumido por la
descomposicion en las capas profundas. Dichas variaciones en oxigeno, temperatura
y luz determinan la distribucion y adaptaciones de los seres vivos en los lagos (Smith
y Smith, 2001). Como el agua es mas densa a 4°C, puede volverse mas ligera
enfriando o calentando. El agua de menor densidad es flotante en comparacion con el
agua gue es mas densa. La mayor parte del intercambio de calor entre los lagos y el
medio ambiente tiene lugar a través de la superficie del agua. El lago se calienta con
radiacion solar y se enfria mediante radiacion (por ejemplo, de noche) y evaporacion.
A medida que el agua superficial que se enfria se vuelve méas densa, se hunde hasta
que encuentra agua de densidad aun mayor. Esto da lugar al perfil de temperatura
tipico de un lago estratificado con dos masas de agua separadas, el epilimnion calido
y el hipolimnion frio. Una region de mayor cambio de temperatura, conocida como
metalimnion, separa estas dos capas, también conocida como termociclina (Lampert
y Sommer, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Zonas de un lago con respecto a su temperatura. Tomado de Smith y
Smith, 2001.

Los lagos pueden dividirse en zonas verticales y horizontales (Figura 2) en
funcién de la penetraciéon luminosa y la actividad fotosintética, la zona vertical es la

menos visible (Smith y Smith, 2001), conformada por la zona litoral que es el borde del



lago es una region poco profunda con ciertas caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas, el agua poco profunda permite la penetracion de la luz en los sedimentos,
gue proporcionan sustrato para enraizar macroéfitos, donde la vida acuatica es mas
rica y abundante, ademas esta zona contribuye abundantemente al suministro de
materia orgénica en el ecosistema, las bacterias, hongos y protozoos también estan
bien representados en esta parte del lago, y se presentan como comunidades mixtas
de biopeliculas (Sigee, 2005). La zona limnética fotica, que abarca hasta la
profundidad donde penetra la luz. Por debajo de la profundidad de la penetracion
efectiva de la luz encontramos la zona profunda. Su inicio esta marcado por el nivel de
compensacion de la luz, el punto en el cual la respiracion equilibra a la fotosintesis. La
vida depende del aporte de energia, nutrientes de la zona limnética, la temperatura y
la disponibilidad de oxigeno, los aportes energéticos depende de la caida de material
organico desde la zona limnética. Las sustancias que se descomponen facilmente son
parcialmente mineralizadas a medida que va sedimentando hacia el fondo del algo. La
zona bentodnica es un lugar de descomposicion con una gran actividad biolégica, donde
el oxigeno muestra un intenso descenso, donde los sedimentos cargados de residuos
organicos tienen un contenido bajo de oxigeno y predominan las bacterias (Smith y
Smith, 2001).
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Figura 2. Zonas principales de un lago en funcion de la luz. Tomado de
Smith y Smith, 2001.



1.3 Estado trofico
El concepto de estado tréfico fue elaborado por Naumann donde hizo hincapié en que

la cantidad y posterior produccion de algas fitoplanctonicas en los lagos estaba
determinada por varios factores, particularmente el fosforo y el nitrdgeno (Wetzel,
2001). El agua arrastra aluviones y nutrientes en solucion, ademas que las actividades
humanas afiaden ain mayores cantidades de nutrientes, estos aportes enriquecen en
nutrientes a los ecosistemas acuéticos, lo que se conoce como eutrofizacion. La
palabra eutrofia (del griego eutrophos, bien nutrido) significa una condicion de riqueza
en nutrientes (Smith y Smith, 2001).

1.3.1Sistema eutrofico
Los lagos eutroficos se caracterizan por floraciones de cianobacterias, concentracion

alta de nutrientes totales principalmente de nitrégeno y fésforo que estimula un intenso
crecimiento de algas y plantas acuaticas, ademas de una gran variacion en las
concentraciones de O2 (incluida la posible anoxia en el hipolimion), y pueden tener
muertes frecuentes de peces (Dodds y Whiles, 2010). La turbidez del agua reduce la
penetracion de la luz, restringiendo la productividad biolégica a una delgada capa
superficial. El fitoplancton se concentra en la capa superior célida del agua, dandole
un aspecto verde oscuro. Las algas, los residuos organicos y sedimentos que ingresan
y los restos de plantas enraizadas descienden hasta el fondo, donde las bacterias se
alimentan de esta materia organica muerta. Sus actividades agotan el suministro de
oxigeno de los sedimentos del fondo y del agua profunda hasta el punto en el que esta

region del lago no puede albergar vida aerobia (Smith y Smith, 2001).

1.3.2 Sistema oligotroéfico
La oligotrofia es la condicion de pobreza en nutrientes, aunque el nitrégeno puede ser

abundante, el fosforo esta muy limitado, por lo tanto, contiene baja biomasa de algas,
y disminucién en la productividad de las mismas, alta claridad y zonas fotonicas
profundas, y pueden soportar la pesca en aguas frias (Dodds y Whiles, 2010). El agua
es transparente y se ve azul o azul verdoso a la luz del sol. La baja produccién de
materia organica deja poco para los descomponedores, de manera que la
concentracion de oxigeno permanece elevada en el hipolimnion. Los sedimentos del

fondo son principalmente inorganicos. Aungue la cantidad de organismos en los lagos



y estanques oligotroficos puede ser baja, la diversidad de las especies a menudo es
alta (Smith y Smith, 2007).
1.3.3 Sistema distroéfico

Los lagos que reciben grandes cantidades de materia organica de las tierras
circundantes, particularmente en forma de materiales humicos que tifien el agua de
marrén, se llaman distréficos (de dystrophos, desnutridos). Estas masas de agua
generalmente se encuentran en sustratos turbosos, o en contacto con sustratos
turbosos de pantanos o paramos que generalmente son muy &cidos. La vegetacion
litoral domina el metabolismo del lago y brinda una fuente de materia orgénica disuelta
y en particulas (Smith y Smith, 2007).

1.4 Caracteristicas fisicoquimicas

1.4.1 Oxigeno disuelto
El oxigeno es uno de los factores mas importantes, con este se puede establecer la

demanda bioquimica suspendia (sedimentacion) y la nitrificacion. La solubilidad del
oxigeno en el agua depende de varios factores (temperatura, presion atmosférica, la
salinidad, la contaminacion, la altitud, las condiciones meteorolégicas y la presion
hidrostatica). Los lagos tropicales acumulan menor materia organica en el fondo que
los lagos de zona templada, y que, en un lago tropical, se presenta déficit de oxigeno,
independientemente del patrén térmico y del nivel de biomasa fitoplantonica (Roldan y
Ramirez, 2008).

Existen diferentes tipos de perfiles de oxigeno en un lago (Figura 3). Perfil
ortégrado: caracteristico de la oligotrofia; la caracteristica a tener en cuenta es que el
porcentaje de saturacion es mas o menos 100% al aumentar la profundidad. Pefrfil
clinogrado: en lagos eutréficos el oxigeno se agota rapidamente por procesos
oxidativos, como resultado el hipolimnion es a menudo anaerébico (Wetzel, 2001).
Perfil heterégrado: ocasionado por aumento de la concentracion de algas en el
metalimnion; este se presenta cuando hay una mayor descomposicion y respiracion
en el metalimnion, debido a la acumulacion de materia organica facilitada por la mayor
densidad del agua en esta zona o por presencia de poblaciones densas de

zooplancton (Roldan y Ramirez, 2008).
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Figura 3. Estado tréfico segun los perfiles de oxigeno. Tomado de
Roldan y Ramirez, 2008.

1.4.2 pH
Existen procesos principales que afectan el pH como son la fotosintesis, la

respiracion y la asimilacion de nitrégeno. Los efectos de la fotosintesis y la respiracion
sobre el pH dependen en gran medida del equilibrio de carbonato-bicarbonato-diéxido
de carbono (Lampert y Sommer, 2007). Ademas el pH esta intimamente relacionado
con los cambios de acidez y basicidad, se define como el logaritmo en base 10 del
reciproco de la molaridad de los iones de hidrégeno, en ecosistemas acuaticos con un
pH mayor a 9 son influenciados por el mar (reciben grandes cantidades de CO3? y
HCO3zY) y en regiones ricas en Ca?* (carsticas) (Roldan y Ramirez, 2008).
1.4.3 Conductividad eléctrica

Es una medida conservativa, la cual se mide con un conductimetro que evalla el flujo
(o migracién) de electrones (o iones) a través del agua. En los tropicos, estan mas
relacionados con la naturaleza geoquimica del terreno y su concentracion varia
principalmente con las épocas de lluvia y de sequia, y con su estado trofico. Ademas,
altas diversidades de especies corresponden, a menudo, a bajas conductividades y

viceversa. (Roldan y Ramirez, 2008).



1.5 Ciclos biogeoquimicos

1.5.1 Ciclo del carbono
Los compuestos de carbono tienen un profundo efecto en la quimica del agua, son un

componente de la fotosintesis y la deposicién acida, e incluso pueden ser una
amenaza para la salud humana. El ciclo del oxigeno, que se coloca en segundo lugar,
esta intimamente relacionado con el ciclo del carbono a través de la fotosintesis
(Dodson, 2005). Normalmente hay una entrada neta de CO:2 procedente de la
atmosfera, a través de la region litoral. Este carbono persiste un tiempo en el sistema
acuatico, en forma de materia orgénica detritica, que al fin se solubiliza. El resultado
es el aumento de la tension de COz2, que hace reaccionar al agua con el carbonato
calcico, que se disuelve, aportando mas carbono inorganico al agua. Una asimilacion
muy intensa en superficie hace aumentar el pH del agua y precipita los carbonatos
(Figura 4) (Margalef, 1983).
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Figura 4. Funciones y ciclo del carbono. Adaptacion de Roldan y
Ramirez, 2008.



1.5.2 Ciclo del nitrégeno
El nitrégeno elemental (N2) se encuentra en la atmdsfera, es removido constantemente

por las descargas eléctricas, accion bacteriana y de ciertas algas. Durante las
tormentas eléctricas, grandes cantidades de nitrégeno son oxidadas a N:20s, las
cuales, al unirse con el agua, producen HNOs, arrastrado a la tierra por la lluvia. Al
disociarse el HNOs en el agua produce NOs (nitratos), que constituyen la forma
quimica bajo la cual las algas y las plantas pueden incorporar nitrégeno en su
citoplasma y utilizarlo para la sintesis de proteinas. El nitrdgeno atmosférico también
puede convertirse en proteinas por la accion de bacterias fijadoras de nitrégeno y
ciertas algas (Roldan y Ramirez, 2008). La asimilacién ocurre al incorporar el nitrégeno
organico e inorganico a los tejidos animales y vegetales. Por ultimo la excrecion de los
organismos vivos devuelven el nitrogeno al medio ambiente como iones de amonio,

urea o acido urico (Figura 5) (Dodson, 2005).
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Figura 5. Ciclo de nitrégeno en un ecosistema lacustre. Tomado de
Roldan y Ramirez, 2008.
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1.5.3 Ciclo del fosforo
El ciclo del fosforo es importante, porque es considerado el nutriente quimico que limita

el crecimiento de las plantas y las algas, ademas en exceso puede contaminar el agua,
es el menos abundante de los nutrientes, asimismo, es el factor mas limitante en la
productividad primaria. Tiende a quedar atrapado en los sistemas de agua dulce
debido a que es rica en calcio y magnesio, que se combinan con fosfato para formar
precipitados insolubles. Ademas, los iones fosfato se adhieren facilmente a rocas y
minerales (especialmente arcillas), o con cualquier material organico suspendido en el
agua y a coloides minerales (como el hidroxido férrico) que se forman en el agua
(Dodson, 2005).

El intercambio de fésforo entre los sedimentos y la columna de agua constituye
un paso largo y complejo en el ciclo del fésforo. EI mecanismo que hace precipitar el
fésforo y devolverlo de nuevo al agua depende de una serie de factores fisicos,
quimicos y biolégicos. Existe una cantidad mucho mayor de fésforo en los sedimentos
gue en la columna de agua, lo cual tiene que ver con la habilidad de los sedimentos
para retomarlo, con las condiciones del agua y con el tipo de biota en los mismos
sedimentos; juntos pueden alterar el retorno del fésforo a la zona trofogénica (Figura
6) (Roldan y Ramirez, 2008).
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Figura 6. Ciclo de fésforo en un ecosistema lacustre. Tomado de Roldan y
Ramirez, 2008.

1.6 Origen de los lagos
En términos geoldgicos los lagos son efimeros. Se originan como un producto de

procesos geologicos y terminan como resultado de la pérdida del mecanismo de
estanqueidad, por la evaporacién causada por cambios en el equilibrio hidrolégico o
por el llenado causado por la sedimentacion.
Los mecanismos de origen son numerosos, en general existen 11 tipos principales de
lagos (Mitra et al., 2014).

La mayoria de los lagos naturales se formaron por catastrofes y otros por eventos
graduales como los lagos por disolucién de sustrato que son el resultado de sumideros,
denominados dolinas, formados por la disolucién gradual de rocas, como la piedra
caliza, a lo largo de fisuras y fracturas. Finalmente, la superestructura se debilita hasta
el punto de colapsar en la depresion (Wetzel, 2001). Son propios de regiones donde
el terreno tiene una composicién calcarea, la disolucion se favorece por la presencia
de aguas cargadas de acido carbonico (H2CO3s) formado por la hidratacién del CO2

(Roldan y Ramirez, 2008). La formacion de este tipo de lago se han encontrado en la
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peninsula de Yucatan en México y el norte de Guatemala que es una regién karstica
salpicada de sumideros (Cowgill et al., 1966; Dodson, 2005).

2. Parque Nacional Lagunas de Montebello

2.1 Area natural protegida
Los bienes y servicios ecoldgicos que producen los ecosistemas del PNLM permiten

gue el régimen de proteccion se mantenga en la regién Lagunas de Montebello como
Area Natural Protegida en la categoria de Parque Nacional constituye el fundamento
para la conservacion de su diversidad bioldgica y de un gran nimero de funciones
ambientales vitales. A partir del conocimiento de la problemética del parque, de sus
recursos naturales y de la forma actual de aprovecharlos, el Programa de
Conservaciéon y Manejo plantea la organizacion y coordinaciéon de acciones para
proteger una de las mas relevantes reservas forestales del estado de Chiapas. El
PNLM esta localizado en la region Sur-Sureste del estado de Chiapas, en la frontera
con Guatemala, abarca una superficie de 6,425 hectareas y comprende parte de los
municipios La Independencia y La Trinitaria; este ultimo abarca 95% de la superficie
del ANP. Sus coordenadas extremas son 16° 04’ 40” y 16° 10’ 20” Latitud Norte y 91°
37°40” y 91° 47’ 40” Longitud Oeste (SEMARNAT, 2007).

2.2 Caracteristicas generales PNLM

2.2.1 Caracteristicas fisicas
Predominan materiales de origen marino, con depdsito de organismos y materiales

sedimentarios que al consolidarse formaron rocas calizas, estas se caracterizan por la
carstificacion de las rocas, es decir, la disolucién de los carbonatos por la actividad
quimica del CO2z en el agua, este proceso estda acompafiado de una acumulacion
relativa de materiales residuales en las calizas, sobre todo arcillas. El producto de este
proceso es la formacion y ampliacion de complejos sistemas subterraneos de cuevas
y canales interconectados que constituyen almacenes y conductos temporales o

permanentes del manto freético o carstico (SEMARNAT, 2007).

El PNLM se encuentra ubicado en la provincia fisiogréfica de los Altos de Chiapas
también conocida como Macizo Central de Chiapas y constituye una de las

proyecciones septentrionales del sistema montafioso centroamericano. Separa la
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Depresion Central de Chiapas de la Sierra Lacandona, Sierra Norte de Chiapas y
Llanura y Pantanos Tabasqueiios (CFE-GEIC, 2012).

2.2.2 Clima
Las temperaturas medias no presentan cambios significativos entre si, situandose

alrededor de 17.5°C. En promedio la época mas calurosa del afio se registra entre los
meses de mayo a octubre. Por otro lado, la precipitacion media anual es de 1482.6
mm, y no hay una distribucion uniforme de la precipitacion, puesto que los valores
varian de un minimo de 895.1 mm hasta un valor maximo de 2587.9 mm. Los meses
mas lluviosos son de junio a septiembre, este ultimo es el mes con los maximos valores

de precipitacion, por lo cual la mayor precipitacién ocurre en verano (Mora et al., 2016).

2.2.3 Vegetacion
La vegetacion predominante del Parque es bosque de clima templado. Las principales

asociaciones vegetales son: bosque de coniferas, bosque de latifoliadas, bosque
mesofilo de montafia, vegetacion riparia, vegetacion secundaria y zonas de cultivo. La
comunidad vegetal mas importante es el bosque de coniferas. La especie mas
abundante es Pinus oocarpa (SEMARNAT, 2007).

2.3 Generalidades de los lagos
Los lagos del Parque constituyen un complejo lacustre de origen cérstico, extendido

entre territorio mexicano y guatemalteco. La alimentacion de las aguas lacustres es
principalmente subterranea (Vasquez y Méndez, 1994). Los lagos presentan variables
morfologicas: la existencia de orillas, pequefias playas o zonas inundables y los lagos
formados en dolinas con paredes escarpadas carecen de orillas planas y cuentan con
espejos lacustres relativamente profundos. Los manantiales que nacen en esta zona
se encuentran en el extremo Sureste del Parque, forman parte de la cuenca del Rio
Santo Domingo (SEMARNAT, 2007).

Los lagos tienen dimensiones morfométricas que varian ampliamente, incluyendo
lagos grandes y profundos, grandes y poco profundos, pequefios y profundos, y

pequeinos y poco profundos. Los 18 lagos (Figura 7) que han sido examinados se
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dividen en tres grupos: a) el ancho y la profundidad mas bajas (Agua Tinta, Esmeralda,
Chajchaj, Balantetic, Patianu, Ensuefio, Dos Lagos, Yalalush, Kichail y Liquidambar),
b) la mas profunda (La Encantada, Cinco Lagos, Pojoj) y ¢) la mas ancha (San José,
Bosque Azul, Montebello, San Lorenzo y tziscao). Cabe resaltar que seis lagos se
encuentran entre los lagos més profundos de México y tienen una profundidad maxima
promedio de mas de 50 m; el lago mas profundo tiene una profundidad maxima de 198
m. Estas profundidades favorecen la estratificacion prolongada, lo que aumenta la

probabilidad de acumulacion de contaminantes (Alcocer et al., 2016).
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Figura 7. Mapa de los 18 lagos del complejo lacustre del PNLM, obtenido de Alcocer et al., 2016
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3. Sedimentos
3.1 Definicién
Representa la acumulacién de materiales arrastrados o aléctonos, o bien producidos

en la misma masa de agua o autéctonos, minerales (evaporitas, arcillas, fragmentos
de rocas o0 materiales clasticos, minerales formados en la propia agua) y organicos
(organismos enteros que mueren en el sedimento, organismos muertos y fragmentos
de los mismos, excrementos, materia organica floculada, material detritico aléctono)
(Margalef, 1983). El proceso por el cual las particulas caen del agua en movimiento.
Las particulas grandes (piedras y arena) caen primero, mientras que los limos finos
tardan méas en dejar la suspension se llama sedimentacion (Dodson, 2005).

3.2 Funcién
La entrada de sedimentos y de materia organica proporciona la materia prima que crea

la estructura fisica del habitat, los refugios, los sustratos y los sitios de desove, provee
y almacena los nutrientes que sustentan a las plantas y los animales acuéticos, que
en gran medida son responsables de la mayoria del trabajo de purificacién del agua,
descomposicion y reciclado de nutrientes (Baron et al., 2003). Ademas, los sedimentos
de los lagos de agua dulce contienen las mayores cantidades de productos quimicos
y, por lo tanto, albergan una alta biomasa microbiana que, junto con la actividad son
generalmente mas altas cerca de la superficie del sedimento y contindan disminuyendo
con la profundidad. Las bacterias constituyen un componente importante de la red

alimentaria, el proceso de descomposicion y el ciclo de nutrientes (Kurt, 2019).

3.3 Componentes

3.3.1 Materiales inorganicos
Los sedimentos contienen entre el 20% y el 80% de su volumen en agua. El material

inorganico se puede repartir en cuatro grupos principales: 1) evaporitas; 2) arcillas y
calizas no afectadas directamente por las actividades de los organismos; 3) minerales
diversos, elementos metalicos no afectados por las actividades bioldgicas y 4)
compuestos minerales afectados por las actividades biolégicas, sea directamente por

consumo y regeneracion (Margalef, 1983).
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3.3.2 Materiales organicos
En el sedimento se encuentran entre 10% y 30% de material organico, se distingue

entre material que conserva una estructura, que permite conocer su origen y el material
amorfo. La fraccion del material organico en el sedimento depende de la rapidez de
descomposicion, funcién y principalmente de la disponibilidad de oxigeno. Un lago muy
productivo aporta mucho material y limita su descomposicion por la baja concentracion

de oxigeno del hipolimnion (Margalef, 1983).

3.3.2.1 Azlcares
Entre los monosacaridos la glucosa suele ser la principal y es relativamente estable,

los glucidos simples suelen ser el resultado secundario de la actividad bacteriana
(Margalef, 1983). Una serie de estabilidad natural para los carbohidratos en un
ambiente lacustrino es: bastante estable: xilosa, glucosa, ramnosa, arabinosa;
moderadamente estable: ribosa, manosa; bastante inestable: galactosa; muy
inestable: &cido glucurénico (Rogers, 1965).

3.3.2.2 Aminoacidos
Comprenden del 15 al 36% en peso, en los acidos humicos vy falvicos extraidos de

sedimentos carbonatados, estos se caracterizan por una composicién de aminoacidos
que consiste principalmente en los aminoacidos &cidos, acido aspartico y glutdmico
(Carter y Mitterer, 1978). La valina, alanina, cisteina y el &cido glutamico se conservan
mejor. Los de caracter acido se conservan menor en un medio neutro; los aminoacidos
basicos (lisina, histidina y arginina) se conservan mejor entre materiales de pH mas
bajo (Margalef, 1983).
3.3.2.3 Lipidos

Se tiene un interés especial, por su valor como indicador biolégico. El sedimento de
los lagos contiene entre 0.2% y 6% de lipidos. Entre los no polares (hidrocarburos) se
suele contener entre el 10% y el 30% de saturados, otro tanto de aromaticos, y del
45% al 70% de asfaltenos. La proporcién de estos ultimos en los lagos eutrdéficos tiende
a ser mayor gue en los oligotréficos (Margalef, 1983). Los &cidos carboxilicos, pueden
existir en sedimentos en un estado libre y también esterificados a alcoholes de cadena
larga (Cranwell, 1982).
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3.3.2.4 Otras moléculas
Se encuentra una variedad de carotenoides, algunos son caracteristicos de grupos de

algas definidos, como la mixoxantofila lo es de las cianoficeas. La diversidad de
pigmentos en el sedimento tiende a aumentar en los lagos eutréficos; reflejando mayor

probabilidad de conservacion en un medio poco oxidante (Margalef, 1983).

4. Rol de los microorganismos en ecosistemas acuaticos
Es bien conocida la importancia de los procariotas en los lagos, arroyos y rios para la

produccion, la regeneracion y la movilizacion de nutrientes. En conjunto la gran
diversidad procariotica en los lagos de agua dulce refleja el caracter dinAmico de estos
hébitats. Normalmente, los aportes de nutrientes enddgenos y exdgenos que los lagos
reciben varian segun las estaciones siguiendo un patron que favorece a la comunidad
procariética compleja metabdlicamente (Madigan et al., 2015). Especificamente las
bacterias juegan distintas funciones, contribuyen a la biodiversidad genética y
molecular y son los principales microorganismos heterotroficos en los sistemas
acuaticos, ademas, tienen roles claves en los ciclos geoquimicos, reciclan los
productos secretores de algas a través del circuito microbiano, compiten y forman
asociaciones claves con algas, por ultimo son colonizadores formando biopeliculas en

diferentes tipos de sustratos (Sigee, 2005).

4.1 Bacterias oligotroéficas
Las bacterias oligotréficas son organismos que se adaptan evolutivamente para

explorar nichos ecolégicos caracterizados por bajas concentraciones de sustratos y
flujos bajos de energia. Estos no solo sobreviven, sino que se multiplican de manera
especial en suministros muy bajos de nutrientes y, a menudo discontinuo (Schutl et al.,
1997).

4.2 Bacterias heterotroficas
Las bacterias heterotroficas se alimentan de los productos excretores (carbono

organico disuelto) del fitoplancton y tienen picos importantes que siguen a las
floraciones de algas (Straskrabova y Komarkova, 1979; Sigee, 2005). La mayoria de
las bacterias acuaticas son de este tipo y viven en sustancias organicas procedentes

del material muerto de origen animal o vegetal (Roldan y Ramirez, 2008). Ademas, la
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mayor parte de la fijacion no fotosintética de CO2 en ambientes de agua dulce es
realizada por estos microorganismos (Sigee, 2005).

5. Técnicas microbioldgicas

5.1 Tincion de Gram
Los microorganismos, la mayoria de las veces es necesarios tefirlos para que, por

medio del uso de colorantes permitan hacerlos visibles, revelen su forma y tamafio,
muestren la presencia de estructuras internas y externas, ademas producen
reacciones quimicas especificas. Esto permite su facil identificacién; y, la presencia de
ciertas estructuras, asi como su reaccion a determinadas técnicas, permite separar a
las bacterias. Las tinciones se pueden clasificar como simples cuando toda la muestra
se tifie del mismo color y se utiliza un sélo colorante y la tincién diferencial, cuando se

visualiza mas de un color (L6pez et al., 2014).

El Médico danés Hans Christian Gram desarroll6 una importante tincién
bacteriologica. La tincion de Gram diferencia a las bacterias en dos grandes grupos.
Las bacterias Gram positivas, aquellas que retienen la tincion azul-violeta, y se
denomina bacterias Gram negativas a las que se decoloran y después se tifien con
safranina. Esta diferencia de tinciones se debe a la estructura de las paredes celulares
de ambos tipos de bacterias (Rodriguez y Arenas, 2018).

El mecanismo se basa en diferencias en la estructura de la pared celular de las
bacterias gramnegativas y grampositivas y en la forma que reaccionan frente a
diversos reactivos. El principal colorante que emplea esta técnica (violeta de genciana
o cloruro de metilrosanilina) tifie de color violeta las células, por que ingresa en el
citoplasma de ambos tipos. La aplicacién de yodo (el mordiente) determina la
formacidn de cristales con el colorante que no puede atravesar la pared celular debido
a su gran tamafo (Tortora et al, 2007). Luego la célula se trata con alcohol. Las células
grampositivas que conservan el complejo de violeta de genciana-yodo adquieren un
color azul y las células gramnegativas se decoloran por completo con la adicion de

alcohol. Como ultimo paso se aplica otro colorante (como rojo de safranina) de forma
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qgue las células gramnegativas decoloradas adquieran un color contrastante; las

células grampositivas adquieren un color violaceo (Carroll et al., 2016) (Figura 8).

Violeta
| de genciana

W voso
[ Aiconot
=] Safranina

e

P T S\ //.“ \}
L [.;:./J - [ ,..
\\\ e //'

€ Avticacion de 0 Aplicacion de © Lavado con alcohol © Apiicacion de satranina
violeta de genciana yodo (mordiente) (decoloracion) (colorante de contraste)
) (colorante violeta)

Figura 8. Procedimiento de la tincién Gram con los respectivos reactivos y observacion de las
células bacterianas durante el proceso, obtenido de Tortora et al., 2007.

6. Técnicas moleculares

6.1 Extraccion de ADN gendmico
Dada su complejidad macromolecular, los acidos nucleicos son dificiles de separar de

los componentes de membrana, proteina residual y otras moléculas solubles. Existen
métodos para eliminar las impurezas todos ellos basados en las propiedades fisico-
guimicas del 4cido nucleico. Este tiene una fuerte tendencia a repelerse, debido a su
carga negativa, lo que permite disolverse en soluciones acuosas y formar una capa
hidratante alrededor de la molécula. Pero, en presencia de etanol, se rompe la capa
hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece
la union con cationes como Na* que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas

de nucledtidos y permiten que el ADN precipite (Luque y Herraez, 2001).
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Con los protocolos comerciales (Figura 9) se genera la unién del ADN a la matriz
inorganica y lavado. Antes de pasar la solucién de lisis a través de la columna, se
adiciona etanol a la solucion, eliminando la capa hidratante del ADN y exponiendo sus
grupos fosfato, facilitando con ello la adsorcion de la molécula a la membrana cargada
positivamente. Los lipidos y proteinas no son afines a la membrana y se eliminan con
ayuda de la solucion de lavado y un ciclo de centrifugacién, mientras que el material
genético permanece unido a la matriz. En los kits es necesario liberar al ADN de la
matriz. La membrana y el ADN se deshidratan con soluciones de lavado y ciclos de
centrifugacion, después se recomienda centrifugar nuevamente la columna para
evaporar el etanol y eliminar el exceso de las soluciones. Posteriormente, se adiciona
agua o solucién amortiguadora al centro de la membrana, se espera a que el ADN se
hidrate, se centrifuga para recuperarlo de la matriz y resuspenderlo (Alejos et al.,
2014).

Homogeneizar células

({[ }}) fliingicas o bacterianas con el
' tubo de lisis ZR

Ql—} BashingBead™

Filtrar lisado con Zymo-

. Spin™ III-F

‘:l;}

Unir, lavar, eluir ADN con
Zymo-Spin™ IC

>
ADM ultra puro listo para PCR

Figura 9. Protocolo de extraccion de ZYMO RESEARCH, obtenido de
instruccion del manual Quick-DNA Fungal/Bacterial Microprep Kit, s.d.

6.2 Fundamentos de la electroforesis
La electroforesis es la migracion de solutos i6nicos bajo la influencia de un campo

eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +), en

dependencia de una combinacion de su carga, peso molecular y estructura
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tridimensional. Es de destacar que, a escala analitica, los métodos electroforéticos
son de alta sensibilidad, poder de resolucién y versatilidad, y sirven como método de
separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas,
donde aportan un potente criterio de pureza. Es util ademas para determinar otros
pardmetros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas

polipeptidicas de las proteinas (Morales y Gallo, 2006).

Los geles de agarosa tienen un poder de resolucion mucho menor que los de
poliacrilamida, porque no permiten separar moléculas de ADN que difieren en tamafio
menos de unas 50 pb. Sin embargo, el rango de tamafios que pueden separarse es
mucho mayor en un gel de agarosa (moléculas desde 50 pb hasta unos 40 kb)
dependiendo de la concentracion del mismo (0.3-2% p/v); cuanto mas baja es la
concentracion de agarosa mayor es el tamafio de las moléculas que pueden

separarse, y viceversa (Fierro, 2014).

6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La PCR permite la sintesis especifica y exponencial de una region de ADN

predeterminada mediante el uso de dos pequefios fragmentos de ADN disefiados
especificamente (cebadores u oligonucledtidos), que forman los dos extremos de la
molécula de &cido nucleico que se amplificara (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Es
considerada como una herramienta con el objetivo de la amplificacioén directa de un
gen o fragmento de ADN, es un método adecuado para preparar acidos nucleicos en

una cantidad muy superior a la de la muestra original (Luque y Herradez, 2001).

La PCR es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia
blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima
ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las
células (De Dios et al., 2013).
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6.3.1 Elementos de la PCR
Se requiere de informacion previa de las secuencias que flanquean el ADN blanco,

sobre esta se disefian dos oligonucleétidos cebadores, estas secuencias diferentes
denominadas «forward» o sentido y otra «reward» o0 antisentido, son complementarios
de las secuencias por fuera de los extremos 3’ del sitio blanco y se unen a ellas en
forma especifica (Passarge, 2007).

El elemento principal es el ADN, tiene una carga eléctrica negativa y esta dada
por los grupos fosfatos. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de sintetizar las
nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima Tag ADN
polimerasa, proveniente de una bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus, que es
capaz de soportar altas temperaturas. Otro elemento son los dNTP’s que son las bases
nitrogenadas con los que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN. El
buffer es la solucion amortiguadora que se usa en la reaccidén. El magnesio es un
cofactor enzimético que influye en la especificidad de la reaccién. Por dltimo, el agua
es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de nucleasas (De
Dios et al., 2013)

6.3.2 Desarrollo de la PCR
Durante el procedimiento (Figura 10) las moléculas de ADN de cadena doble se

desnaturalizan, cada cadena simple sirve como molde para la sintesis de una nueva
cadena, y luego se renaturalizan con una cadena complementaria, es una reaccion en

cadena de 25 a 35 ciclos. Cada ciclo, que involucra tres reacciones (Passarge, 2007).

Desnaturalizacion: calentamiento para la separacion de las dos hebras del ADN,
mediante una incubacion breve (30-120 s) a una temperatura entre 68 y 97°C, que
debe ser superior a la de fusién de la region de ADN que se quiere amplificar.
Templado (o hibridacién): enfriamiento rapido por debajo de la temperatura de fusion
de forma que se permite la hibridacion de las hebras sencillas del ADN de interés con
los cebadores. Generalmente se usan temperaturas de 37 a 65°C que se mantienen
entre 10 y 20 s. Por ultimo, la elongacion considerada la etapa de amplificacion
propiamente dicha (72-75°C, 1-3 min), en la que el ADN polimerasa termoestable

elonga los cebadores, empleando como molde ambas hebras originales. La replicacion
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transcurre en direccion 5-3’ a partir del extremo 3’ —OH de cada cebador, empleando
como sustrato los cuatro dNTPs, hasta terminar la lectura del molde o hasta que se

comience una nueva etapa de desnaturalizacion (Luque y Herraez, 2001).

etapa previa 1¢ ciclo 2¢ ciclo ... 30%ciclo etapa
100 0 G final

90 - 9 i lﬁ
80 ’

70

E E 4 min,
72°C
Desnaturalizacion

60 Templado
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temperatura (°C)

40

30

0 10 150 160
tiempo (min)

Figura 10. Esquema general de la amplificacién del ADN mediante la técnica de PCR. Obtenido de
Luque y Herraez, 2001.

6.4 Huellas gendmicas bacterianas
Para la caracterizacion de microbios se utilizan cada vez mas los métodos basados en

ADN y PCR ya que son mas confiables, simples y a menudo econdmicas para
identificar y clasificar. Por lo tanto, se han ideado otros enfoques basados en el ADN
que tienen como objetivo generar rapidamente "huellas gendmicas" del ADN de
microorganismos (Figura 11). Se han utilizado tres familias de elementos repetitivos
para este tipo de analisis, a saber, la secuencia palindromica extragénica repetitiva
(REP) de 35-40 pb, y la de consenso intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC)
de 124-127 pb, ademas el elemento BOX de secuencia de 154 pb. Estos elementos
parecen estar ubicados en posiciones diferentes e intergénicas a lo largo de los
genomas microbianos (Rademaker et al., 2004).
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Los elementos BOX estan ubicados dentro de regiones intergénicas y también
pueden formar estructuras de tallo y bucle debido a su simetria de diada. Son
elementos repetitivos en mosaico compuestos de varias combinaciones de tres
secuencias de subunidades denominadas boxA, boxB y boxC. Las tres secuencias de
subunidades  tienen longitudes moleculares de 59, 45 'y 50
nucledtidos, respectivamente. Los elementos BOX no tienen relacion de secuencia con
REP o ERIC. Si bien inicialmente se pensd que era exclusivo de Streptococcus
pneumoniae, ahora se han encontrado elementos BOX en varias especies bacterianas
(Olive y Bean, 1999).

(= s = I = s = = s = 344 /98
| — :
Elementos Amplificaciéon de i
. . . Electroforesis
repetitivos distintasregiones
conservados gendmicas que
dispersos a través emplean cebadores
de la mayoriade disefiados para
los genomas recocer elementos
bacterianos. BOX, ERIC y REP

repetitivos
naturales.

Figura 11. Principio de la huella genémica. Adaptado de Rademaker et al., 2004

6.5 ARNr 16S
Es considerado un marcador molecular ya que cumple con las caracteristicas de

contener una variabilidad y una divergencia genética significativa a nivel de especie,
poseer sitios conservados adyacentes y una longitud adecuada que permita la
extraccidn y secuenciacion, la secuencia del ARNr 16S es utilizado como una
herramienta para la reconstruccion de relaciones filogenéticas. Este es un
polirribonucleétido que es codificado por el gen rrs, que contiene nueve regiones (V1-
V9) hipervariables y posee un tamafio de 1500 nucledétidos (Figura 12) (Valenzuela,
2015). Este tamafio proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para

diferenciar y establecer medidas estadisticas validas. Los cebadores universales
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elegidos son complementarios a las zonas conservadas del inicio del gen, en la zona
de 540 pb, y al final del mismo. Las zonas variables, comprendidas entre estas zonas
conservadas son las regiones utilizadas para realizar taxonomia (Bou et al., 2011).
Tiene una estructura que parece mantenerse por periodos largos de tiempo, y por lo
tanto su funcién no cambia, las modificaciones en las secuencias probablemente son
aleatorios. EI ARNr posee suficiente variabilidad para diferentes organismos alejados
y préoximos, ademas ayuda a la diferenciacion de especies, cepas o variedades
(Valenzuela, 2015).

v Pa1-

P41

L5}

11 P41-3

Figura 12. Estructura secundaria del ARNr 16S. Mostrando las hélices comunes de los seres vivos (1-
48). Las regiones variables se designan de V1-V9. Adaptado de Bou et al., 2011.
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6.6 Secuenciamiento del ADN gendémico
El termino secuenciacion en Biologia se refiere a determinar el orden preciso de las

subunidades en una macromolécula. En el caso del ADN, la secuencia es el orden en
el que estan alineados los nucleotidos. El método de secuenciacion inventado por el
cientifico Fred Sanger emplean cebadores oligonucledtidos de ADN de pequefio
tamafo (usualmente 10-20 nt) y secuencia definida que son sintetizados de manera
artificial. En Biotecnologia durante la replicacion de ADN in vivo se emplean cebadores

de ADN, ya que son mas estables que los de ARN (Figura 13) (Madigan et al., 2015).
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Figura 13. Cebadores de ADN que carecen del grupo 3’-hidroxilo, obtenido de
Madigan et al., 2015.

La técnica enzimatica (Figura 14) se basa en la interrupcion controlada de la
replicacion del ADN in vitro. Se realiza una PCR del fragmento que se va a secuenciar
pero, a diferencia de una PCR convencional, se utiliza un solo iniciador y se agregan
dideoxinucleétidos (ddNTPs) que carecen del grupo hidroxilo en el extremo 3" (Figura
3) y estdn marcados con radiactividad o con fluoréforos. Cuando se incorpora un
dideoxinucleétido a la cadena en elongacion, se termina su amplificacion, de tal
manera que al final, se tienen fragmentos de diferente longitud, cada uno terminando

en un ddNTPs (Figura 4). Los fragmentos obtenidos, se separan y analizan
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electroforéticamente de manera manual o automatica, para cada base se utiliza un
color diferente y las cuatro reacciones se realizan en una misma corrida de gel de

electroforesis y los resultados son analizados por un ordenador (Marquez et al., 2014).
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3 Cloning and amplification {03} T
] ﬁ;...."G".!-.C':[‘.!-.GA'I‘CCGP.GCG'I‘G.!-....EJ
4 Sequencing N . - . I B .
5. 5 A > | .CcTGATE..
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i i AR creaTcTi
5 Detection DA ||| |7
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Figura 14. Esquema del procedimiento de secuenciamiento por el método de Sanger,
obtenido de Shendure et al., 2017.

7. Andlisis informaticos del secuenciamiento de ADN
Las secuencias deben ser ensambladas antes de ser analizadas. El ensamblado de

un genoma consiste en poner los fragmentos en orden correcto y eliminar los
solapamientos. En la practica, es una computadora (in silico) la que examina muchos
fragmentos pequefios de ADN secuenciados y deduce su orden a partir de los
traslapes (Madigan et al, 2015). Un electroferograma es el grafico que arroja el
secuenciador después de analizar la electroforesis. Este, muestra el orden de las
bases a partir de curvas de fluorescencia, una por cada base, y se puede visualizar en
programas como Chromas y BioEdit. Es importante revisar los electroferogramas antes
de continuar con los analisis de la muestra debido a que nos dan mucha informacion,
incluyendo la calidad de la PCR y por ende la confiabilidad de los datos obtenidos
(Marquez et al., 2014).
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7.1 Base de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotec-
nolégica (NCBI).
EI NCBI (National Center for Biotechnology Information), fue fundado el 4 de noviembre

de 1988, nacio por la necesidad de métodos computarizados de procesamiento de
informacion para la realizacién de investigacion biomédicas. Su mision es desarrollar
nuevas tecnologias de la informacion para ayudar a comprender los procesos
moleculares y genéticos fundamentales que controlan la salud y enfermedad. Esta
base se ha encargado de crear sistemas automatizados para almacenar y analizar el
conocimiento sobre la Biologia Molecular, Bioquimica y Genética; facilitar el uso de
tales bases de datos y programas por parte de la comunidad cientifica, ademas
coordinan esfuerzos para recopilar informacion sobre biotecnologia a nivel nacional e

internacional (NCBI, s.d.).

7.1.1 Herramienta BLAST
La herramienta de busqueda bésica de alineacién local (BLAST) es el aparato de

similitud de comparacion y busqueda de secuencias mas utilizado. Hay versiones de
BLAST que comparan consultas de proteinas con bases de datos de moléculas
semejantes, consultas de nucleétidos con bancos de informacién de los mismos, asi
como versiones que traducen busquedas de nucle6tidos o bases de datos en los seis

marcos y se comparan con bases de datos de proteinas o consultas (NCBI, 2019).

7.2 Andlisis filogenético
Las herramientas para generar las filogenias microbianas a partir de cultivos puros de

microorganismos se han adaptado para su uso en ambientes con fin de investigar la
diversidad de las comunidades microbianas. Los analisis de filogenia microbiana se
basan en gran medida en los andlisis de secuencias génicas de la subunidad pequefia
del ARN ribosomal (Figura 15) (Madigan et al, 2015). Cabe mencionar que los arboles
gue se obtiene usando el método Neighbor-Joining, en realidad es una representacion
del grado de similaridad de los terminales y son agrupaciones de miembros que no

deben ser considerados clados ni grupos monofiléticos (Pefia, 2011).
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Figura 15. Método para realizar andlisis filogenéticos realizados con extraccién de ADN genémico,
obtenido de Madigan et al., 2015.



lIl. ANTECEDENTES

Diferentes estudios se han realizado sobre las comunidades bacterianas presentes en
sedimentos de agua dulce, se reportaron las comunidades microbianas en un depdsito
de agua en China, estas juegan un papel importante en los ciclos biogeoquimicos de
los sistemas acuaticos, ademas se encontraron diferentes grupos bacterianos en
diferentes sitios de muestreo, los filos mejor representados fueron Proteobacteria,
Acidobacteria, Chloroflexi y Verrucomicrobia. También se encontr6 que el filo
Proteobacteria esta involucrado en varios procesos biogeoquimicos en el sedimento.
Sin embargo, se sefala que se requieren mas trabajos para dilucidar sus funciones
ecolégicas (Cheng et al., 2014). Por otro lado, se identificaron comunidades
bacterianas en sedimentos de los lagos de agua dulce en el suroeste de China, donde
los principales componentes de las comunidades bacterianas fueron, Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes y Verrucomicrobia. Por
altimo, se resalto que el conocimiento de la comunidad bacteriana que habita en
ecosistemas acuaticos puede ayudar en la gestion sostenible de los recursos hidricos
(Zhang et al., 2015).

En cuanto a la identificacion de microorganismos en sistemas acuaticos con un
enfoque cultivable, donde se retoma la importancia del cultivo, ya que las
caracteristicas bioquimicas, biolégicas y biotecnologicas de los procariotas en
ambientes naturales se puede estimar cuando se cultivan y caracterizan con éxito. La
informacion sobre las composiciones microbianas en sedimentos de agua dulce es
limitada, ya que los estudios anteriores se han centrado principalmente en algunos
grupos funcionales particulares, como nitrificadores, denitrificadores, reductores de

sulfato, metanégenos y metanétrofos (Tamaki et al., 2005).

Otros trabajos con la fase cultivable proponen dos medios de cultivo BRN para
bacterias aerobias heterotroficas y BBR para bacterias aerobias oligotroficas, en este
estudio se trabajé con sedimentos marinos de las costas de Argentina. Donde se
aislaron 236 colonias que corresponden a 54 especies, las colonias Gram positivas se
asociaron al invierno y el otofio se asoci6é con la mayor biodiversidad de géneros (Pucci
et al., 2009).
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Estudios exploratorios en los lagos del PNLM demostraron el desconocimiento
de las caracteristicas limnoldgicas del sitio, y evaluaron el estado tréfico de los lagos
utiizando como proxy la concentracion de clorofila-a, clasificandolos como
ultraoligotréficos y oligotroficos a los lagos pristinos de color azul, mientras que los
mesotroficos y meso-eutroficos fueron impactados, de color verde-amarillo (Vera et al.,
2015). Posteriormente, se proporcionaron datos batimétricos y parametros
morfologicos, los lagos fueron mayormente profundos de origen karstico, estas
profundidades favorecen la estratificacion prolongada, o que aumenta la probabilidad

de acumular contaminantes (Alcocer et al., 2016).

También se idenficaron los parametros de textura del sedimento y la
composicién elemental de 18 lagos del PNLM, donde se demostré que los lagos
profundos contienen sedimentos mas gruesos que los poco profundos y que los lagos
pristinos tienen sedimentos de mayor grosor que los perturbados. En cuanto a la
composicién elemental, hay una tendencia en la que los lagos profundos mostraron
mayor contenido de C, H, N y S que los poco profundos. Una tendencia similar es
cierta para los lagos pristinos con mayor contenido de C, H y N, pero mas bajos que
los lagos perturbados (Alcocer et al., 2018). Asi mismo, se reportaron por primera vez
la estructura y diversidad de las comunidades de arqueas presentes en los sedimentos
del lago “Encantada” y se encontré que el filo mas abundante fue el Crenarcheota
(76%), Euryarchaeota (19%) y Parvarchaeota (5%), algunos de estos microorganismos
estaban involucrados en el proceso de metanogénesis y metanotrofia (Garcia, 2019).

Por ultimo, un andlisis in silico revel6 las comunidades bacterianas que existen
en los sedimentos de los lagos de Montebello, siendo mas abundantes los filos
Proteobacteria  (40.63%), Acidobacteria (12.91%), Chloroflexi (12.62%),
Planctomycetes (10.53%), Firmicutes (6,71%) y Actinobacterias (5.76%) (Diaz, 2019).
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IV. ZONA DE ESTUDIO

El PNLM esta localizado en la region Sur-Sureste del estado de Chiapas, en la frontera
con Guatemala, abarca una superficie de 6 425 hectareas y comprende parte de los
municipios La Independencia y La Trinitaria, este dltimo comprende 95% de la
superficie del ANP. Sus coordenadas extremas son 16° 04’ 40” y 16° 10’ 20” Latitud
Norte y 91° 37’ 40” y 91° 47’ 40” Longitud Oeste (SEMARNAT, 2007).

El lago Esmeralda, esta localizado a 16° 7° (latitud) y 91° 43" (longitud) (Figura
16), con una temperatura maxima y minima de 23.4°C y 23.2°C respectivamente, y
una temperatura promedio de 23.4°C, el oxigeno disuelto maximo y minimo es de 5.3
mg Lty 4.8 mg L respectivamente, y un promedio de 5.2 mg L. La cantidad de
clorofila-a promedio es de 0.8 mg L. De acuerdo a la clasificacién tréfica por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE), es considerada
ultraoligotréfico que corresponde a los lagos limpios o pristinos, con una coloracién
azul. Ellago Encantada, esta localizado en 16° 7° (latitud) y 91° 43" (longitud) (Figura
16), una temperatura maxima y minima de 24.9°C y 18.1°C respectivamente, la
temperatura promedio es de 18.4°C, el oxigeno disuelto maximo, minimo y promedio
esdeOmgL?t 75mgLty0.3 mgL?, respectivamente. La cantidad de clorofila-a
promedio de 12.1 mg L. Su clasificacion tréfica pertenece al tipo mesotréfica y tiene

una diferencia de coloracion verde-amarillo (Vera et al., 2015).
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Figura 16. Zona de estudio: Lagos “Encantada” y “Esmeralda”, con los puntos de muestreo. Realizado con el programa QGis 3.10.1 A
Corufia.
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V. OBJETIVOS

General

e Analizar los sedimentos procedentes de los lagos “Esmeralda” y “Encantada”

del Parque Nacional Lagunas de Montebello, Chiapas.
Especificos

e Determinar los parametros fisico-quimicos del sedimento de los lagos

“‘Esmeralda” y “Encantada”.

e Aislar las bacterias de sedimentos de los lagos “Esmeralda” y “Encantada”.

e Describir fenotipicamente las bacterias aisladas de sedimentos de los lagos
“‘Esmeralda” y “Encantada”.

e Identificar molecularmente las bacterias aisladas de sedimentos de los lagos
“Esmeralda” y “Encantada’.
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VIl. METODO
1. Determinacion de los pardmetros fisico-quimicos del sedimento
Se establecieron tres puntos de muestreo alrededor de los lagos “Esmeralda” y
‘Encantada”, de acuerdo a cada temporada (estiaje/lluvia). En cada punto de
monitoreo se determinaron in situ la conductividad electrolitica, oxigeno, pH y
temperatura con un multimedidor digital HQ40D marca HACH®. En cada punto se
extrajo 1 kg de sedimento con una draga tipo Ekman® a 1 m de profundidad y se
transportaron en frascos ambar de 500 ml a una temperatura de 4°C al Laboratorio de
Biologia Molecular del Polo Tecnologico Nacional de Pruebas Analiticas en

Biocombustibles, Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

El contenido de carbono y nitrégeno (COrT) y (NT) se obtuvo con TOC (FlashEA
1110), el contenido de fosforo (Pt) se determin6 segun la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-RECNAT-2000, estos analisis se realizaron por el Laboratorio de Plantas y
Suelos del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) unidad San Cristobal de las Casas.

Para la descripcion del conjunto de variables se realiz6 un Andlisis de
Componentes Principales (ACP) con el programa RStudio versién 3.6.0.

2. Aislamiento y purificacion de bacterias
Para la siembra de los microorganismos se pes6 1 g de suelo en 9 ml de agua
destilada, a partir de esta se realizaron diluciones seriadas, sembrando el tubo con la
dilucién 10° por el método de diseminacién en superficie. Los medios de cultivo
utilizados fueron: BRN, bacterias aerdbicas heterotroficas (tripteina bacterioldgica 5 g,
extracto de levadura 1 g, K2HPO4 1 g, (NH4)2SO4 2 g, agar - agar 15 g y agua destilada
1000 ml, pH 7.2) el medio BBR, bacterias aerbbicas oligotroficas (tripteina
bacteriol6gica 0.5 g, extracto de levadura 0.5 g, K2HPO4 1 g, (NH4)2SO4 2 g, agar-agar
15 gr y agua destilada 1000 ml, pH 7.2), fueron incubadas durante 10 dias (Pucci et

al., 2009) y se utilizé una incubadora a 20 + 1°C.
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3. Descripcion fenotipica de bacterias
En la caracterizacién macroscoépica se observé la morfologia de colonias en cultivos
frescos. Las caracteristicas que se determinaron fueron la forma, color, borde,
elevacion, consistencia y luz. La caracterizacion microscopica se realizé por tincion de
Gram de la siguiente manera: colorante cristal violeta: 1min, mordiente yodo-lugol: 1
min, decolorante alcohol-acetona: 30 s y colorante contraste safranina: 1 min. Por
altimo, se describié la morfologia, con la ayuda de un microscopio modelo Primo Star

marca Carl Zeiss.

4. ldentificacion molecular de bacterias
Se agruparon las diferentes colonias segun su morfologia y la tincion de Gram. Para
la extraccion de ADN gendmico se usO el kit de extraccion Quick-DNA™
Fungal/Bacterial Miniprep Kit de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Posteriormente la cantidad y calidad del ADN gendmico se analiz6 por medio del
espectrofotometro UV-Visible Thermo Scientific™ NanoDrop™ One y la integridad del
ADN se verificé por medio de la técnica de electroforesis, en un gel de agarosa al 1%,

con buffer TAE 1x usando un marcador molecular de un tamafio de 1 000 pb.

Para diferenciar los patrones de bandeo, se realiz6 por la técnica de PCR-BOX
utilizando los siguientes reactivos solucion buffer [contiene KCl y (NH4)2S04], MgClz,
dNTPs, Taq polimerasa, H20, muestra de ADN, por ultimo el primer utilizado para la
amplificacion de la secuencia en mosaico del elemento BOX fue: BOX-A1R
(5"CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3'). Se empled un termociclador Eppendorf y
las condiciones fueron 95°C-7 min, 94°C-1 min, 53°C-1 min, 65°C-5 min, 65°C-15 min.
Incubacién de 4°C por 30 ciclos. La calidad de los productos de PCR amplificados se
comprobd por medio de la electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las muestras que
indicaron resultados positivos en relacion a la observacion de las bandas fueron
cuantificadas por medio del espectrofotometro UV-Visible Thermo Scientific™
NanoDrop™ One. Para seleccionar las colonias se realizé una inspeccion visual al gel

de agarosa.
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Posteriormente, se amplificé el ADN gendmico de las colonias con patrones de
bandas distintas, mediante la técnica de PCR. La amplificacion del ADN se realiz6
utilizando los siguientes reactivos: solucién buffer [contiene KCI y (NH4)2S04], MgClz,
dNTPs, Taq polimerasa, H20, muestra de ADN, por ultimo los primers utilizados para
la amplificacion del gen ARNr 16S fueron: 8F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') y
1492R (5" GTTTACCTTGTTACGACTT 37). Se emple6 un termociclador Eppendorf y
las condiciones fueron 95°C-5 min, 95°C-45 s, 57°C-40 s, 72°C-1:45 min, 72°C-10 min.
Incubacion de 4°C por 30 ciclos. Los productos de PCR amplificados se comprobé su
calidad por medio de la electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las muestras que
indicaron resultados positivos en relacion a la observacion de las bandas fueron
cuantificadas por medio del espectrofotometro UV-Visible Thermo Scientific™
NanoDrop™ One. El secuenciamiento de ADN de las colonias fue realizado por la

empresa Macrogen, Inc., utilizando el método de Sanger.

Para el alineamiento de secuencias obtenidas del cromatograma secuenciado
se utilizé el programa BioEdit version 7.2.5 (2013). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas en National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante la
herramienta BLAST vy, por ultimo se utilizé el programa Mega 5.1 (5121019) con la

finalidad de realizar el arbol filogenético.
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VIl. RESULTADOS

1. Determinaciéon de los parametros fisico-quimicos del sedimento
Se presento el nivel de correlacion de los datos en el Andlisis de Componentes

Principales ACP (Cuadro 1), el cual se revel6 una alta correlacidon de las variables. De
acuerdo con la importancia de componentes, el primer componente cubre el 49% de
la proporcién de varianza. En este componente el carbono orgénico total (COr) vy el
nitrégeno total (N1) aportaron la mayor correlacién ademas de la mayor proporcion de
la varianza, este componente se denomind como el componente orgénico, el cual
permitié agrupar al lago “Esmeralda” (color azul), ya que estos parametros estuvieron
presentes en mayor concentracion. El segundo componente cubrio el 23% de la
proporcién de la varianza. En este componente el oxigeno disuelto (Oz) y pH aportaron
la mayor correlacion y la proporcion mas grande de la varianza, dicho componente se
denominé el componente in situ. El cual permitié agrupar al lago “Encantada” (color
rojo), ya que estas variables estuvieron presentes en mayor concentracion. Por ultimo,
se encontrdé que existe una menor asociaciéon en ambos lagos con la temperatura,

conductividad eléctrica y fésforo total (Pt) (Figura 17).
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Cuadro 1. Nivel de correlacién del Andlisis de Componentes Principales (ACP)

C. E. (dS/m) pH 02 (mg/L) Tem (°C) PT (mg/kg) NT (mg/kg) COoT
(mg/kg)

C.E.
(dS/m)

pH -0.18914781

02  -0.02658638  0.6899845
(mg/L)

Tem (°C) | 0.67907466 0.2184455 0.37959899

PT | 0.1721480 0.1977832 0.08152465 0.5959392
(mg/kg)

NT  -0.22399419 | -0.5334577  -0.51282409 | -0.6587395  -0.37527740
(mg/kg)

COT  -0.18385878  -0.4083560  -0.48263743  -0.5628344  -0.28790292  0.9414664
(mg/kg)
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Figura 17. Andlisis de componentes principales (ACP) sobre los pardmetros fisicoquimicos y la
importancia de cada componente, agrupando los lagos la Encantada y la Esmeralda.
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2. Aislamiento de colonias

En este estudio se lograron aislar un total de 75 colonias bacterianas (Figura 16), 30
de las cuales fueron del lago “Encantada”, 21 colonias aisladas en la temporada de
estiaje y 9 aisladas en la temporada de lluvia, mientras 45 colonias son del lago
“Esmeralda”, dentro de las cuales 24 fueron aisladas en la temporada de estiaje y 21

en temporada de lluvia.
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Gréfica 1. Numero de colonias aisladas de los lagos “Encantada” y “Esmeralda” en temporadas de
estiaje y lluvia.

3. Descripcion fenotipica de bacterias aisladas
En este estudio se logré diferenciar en base a las caracteristicas en cultivo fresco y

microscopicamente 16 morfogrupos. A continuacién, se muestra la descripcion de

cada grupo (Cuadro 2), las fotografias de las colonias se muestran en el anexos 1-4.
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Cuadro 2. Descripcién morfolégica de cultivos frescos y microscopica de los morfogrupos aislados de los lagos de Montebello.

GRUPO
A

C—TOTMMOO®@

ZZ

oz

FORMA

Circular

Puntiforme
Circular
Puntiforme
Irregular
Filamentoso
Filamentoso
Irregular
Circular
Circular

Puntiforme
Circular
Circular

Circular

Circular
Circular

CARACTERISTICAS DE LA COLONIA

COLOR

Amarillo
verdoso
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Rojo
Naranja
con halo
blanco
Verde
amarillo
Crema
Blanca
Crema
rosa
Crema
Crema
rosa

BORDE

Entero

Entero
Entero
Entero
Lobulado
Filamentoso
Dentado
Dentado
Entero
Entero

Entero
Entero
Entero

Entero

Entero
Entero

ELEVACION CONSISTENCIA

Convexa

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plano
Convexo
Plano

Elevado
Plana
Plana

Convexo

Convexo
Convexo

Cremoso

Cremoso
Suave
Cremoso
Quebradizo
Cremoso
Cremoso
Suave
Cremoso
Cremoso

Suave
Cremosa
Suave

Mucoso

Cremosa
Cremosa

LUZ

Brillante

Brillante
Brillante
Opaco
Opaco
Opaco
Brillante
Opaco
Brillante
Brillante

Brillante
Brillante
Brillante

Brillante

Brillante
Brillante

CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS

TINCION

Gram +

Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +
Gram +

Gram +
Gram +
Gram +

Gram +

Gram +
Gram -

FORMA

Cocos

Bacilos
Cocos
Cocobacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos

Bacilos
Cocobacilos
Bacilos

Cocobacilos

Cocobacilos
Cocos
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4. ldentificacion molecular de bacterias aisladas de sedimentos de los
lagos “Esmeralda” y “Encantada”.
La presencia e integridad del ADN extraido fue verificado a través de un gel de

electroforesis en agarosa (Figura 18). Ademas, se determiné la cantidad y calidad del
ADN (Cuadro 3).

10 11 12 13

PN ey e .

Figura 18. ADN gendémico de aislados del sedimento del PNLM. De izquierda a derecha marcador
molecular 1 KB plus. 1: colonia ENC-EST-32, 2: colonia ESM-EST-61, 3: colonia ESM-EST-9, 4.
colonia ESM-EST-44, 5: colonia ESM-LLU-12, 6: colonia ESM-LLU-20, 7: colonia ENC-EST-3, 8:
colonia ENC-EST-1, 9: colonia ESM-LLU-38, 10: colonia ESM-LLU-21, 11: colonia ESM-EST-19, 12:
colonia ENC-LLU-47 y 13: colonia ESM-LLU-10.

Cuadro 3. Cuantificacion de ADN extraido utilizando el equipo NanoDrop One. ng/ul:
nanogramos/microlitro. A260/280: Absorbancia 260 nm-280 nm. A260/230: Absorbancia 260 nm-230
nm.

Muestra ng/pl A260/280 A260/230
1 50.3 1.64 0.13
2 28.9 1.61 0.15
3 38.7 1.71 0.24
4 29.5 1.67 0.25
5 73.8 1.86 0.65
6 33.3 1.73 0.30
7 43.3 1.67 0.24
8 44.4 1.63 0.20
9 36.2 1.62 0.19
10 31.4 1.68 0.35
11 37.3 1.71 0.30
12 31.6 1.74 0.10
13 37.8 1.70 0.11
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Posteriormente, los morfogrupos a secuenciar se discriminaron por el método

molecular BOX-PCR, que genero patrones de bandeo distintos (Figura 19).

Figura 19. Patrones de BOX-PCR de los aislamientos bacterianos por electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. Marcador molecular 1 KB plus. 1y 6: Grupo H. 2: Grupo D. 3y 4: Grupo G. 5: Grupo
A. 6. Grupo B. 7: Grupo C. 8: Grupo F. 9: Grupo I. 10: Grupo K. 11: Grupo L.12: Grupo E. 14: Grupo
J.

De la cual, se obtuvieron los productos de PCR del gen ARNr 16S de cada muestra,
siendo representativa para cada morfogrupo (Figura 20) y se cuantificé la cantidad y
calidad de ADN (Tabla 4).

Figura 20. Amplicones del gen ARNr 16S bacteriano aislado del sedimento del PNLM. De izquierda a
derecha. Marcador molecular 1 KB plus. 1: ENC-EST-32, 2: ESM-EST-61, 3: ESM-EST-9, 4: ESM-EST-
44, 5: ESM-LLU-12, 6: ESM-LLU-20, 7: ENC-EST-3, 8: ENC-EST-1, 9: ESM-LLU-38, 10: ESM-LLU-21,
11: ESM-EST-19, 12: ENC-LLU-47 y 13: ESM-LLU-10.
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Cuadro 4. Cuantificacién de los productos de PCR utilizando el equipo NanoDrop One. ng/ul:
nanogramos/microlitro. A260/280: Absorbancia 260 nm-280 nm. A260/230: Absorbancia 260 nm-230
nm.

Muestra ng/pl A260/280 A260/230
1 200.7 1.66 0.82
2 272.9 1.65 0.97
3 250.4 1.64 0.93
4 488.8 1.65 1.01
5 453.8 1.66 1.02
6 419.2 1.64 1.02
7 405.7 1.65 1.02
8 250.4 1.64 0.93
9 507.6 1.72 1.72
10 458.2 1.70 1.21
11 205.2 1.69 1.28
12 443.7 1.69 1.09
13 473.6 1.68 1.43

Obteniendo al final 16 grupos, los cuales pertenecieron a ocho géneros y 16 especies
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de las secuencias obtenidas de los aislados con la base de datos NCBI.

COLONIA Secuencia taxondmica (Match) PORCENTAJE
DE SIMILITUD
ESM-EST-9 Arthrobacter oryzae strain 4912 92%
ENC-EST-32 Arthrobacter sp. strain MMS17-SY291 99%
ESM-EST-61 Arthrobacter sp. strain S5-19 98%
ESM-EST-44 Arthrobacter sp. strain S5-19 98%
ENC-EST-1 Bacillus albus strain ATPMB16 100%
ENC-EST-3 Bacillus cereus strain KR3M-30 100%
ESM-LLU-12 Bacillus pacificus strain MSMNiB1 100%
ESM-LLU-20 Bacillus toyonensis strain RPW25 100%
ESM-LLU-38 Deinococcus indicus strain Wt/12 100%
ESM-LLU-21 Exigoubacterium sp strain RYA7 100%
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ESM-EST-19 Microbacterium oxydans strain P9-43 100%
ENC-LLU-47 Pseudomonas koreensis strain y5c 99%
ESM-LLU-10 Psychrobacillus soli strain PN60-139 97%
ESM-EST-5 Rhodococcus erythropolis strain DT02 99%
ESM-EST-16 Rhodococcus sp strain SNH-K27 99%
ESM-LLU-17 Rhodococcus gingshengil strain IMB16-075 | 100%

Basandose en el analisis filogenético por el método de Neighbor-Joining de las

secuencias nucleotidicas del gen ARNr 16S, los géneros bacterianos encontrados

fueron 4 especies de Arthrobacter, en este sentido la colonia ESM-EST-9 se agrupo a

Arthrobacter oryzae strain 4912 con un porcentaje de similitud de 92%, la colonia ENC-
EST-32 se agrup6 a Arthrobacter sp. strain MMS17-SY291 con un porcentaje de
similitud de 99%, mientras que las colonias ESM-EST-61 y ESM-EST-44 se agruparon

a Arthrobacter sp. strain S5-19 con un porcentaje de similitud de 98% (Figura 21).
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Arthrobacter sp. PF33 (KRE11358.1)
am Arthrobacter aurescens strain SLG4 (KRG11360.1)
Arthrobacier sp. WIM €323 (EU135684.1)
3 Arthrobacter halodurans strain JSM 073085 (T) (MEK424275 1)
88 Arthrobacter sp. MDT2-34-2 (JX949701.1)
Arthrobacter sp. strain MMS17-5Y291 (MG385714.1)
100 ENC-EST-32
Arthrobacter sulffureus (AB046353.1)

1£Arfhmbac!er sp. strain JY-46 (MK332295.1)

99 Arfhrobacisr kergusiensis strain YF23-1(3) (KT369841.1)
r Arthrobacter sp. W308 (JMNE3EE165.1)
Arthrobactsr sp. AFGT (KT314102.1)
9 rifircbacter sp. 16.6 (DQA157985.1)

39 Arthrobacter sp. strain ANT H43B (KY405915.1)

71 Arthrobacter sp. strain R-10-11 (KY907032.1)
~E3 gl Arthrobactsr humicola strain 4 KN59 Sed R4 (MNOS0162.1)
65 Arthrobacter sp. strain Mong-2 (KY962734.1)
colArthrobacter gp. strain R1531218E (KXE65609.1)
3 Anthrobacter nitroguajacolicus strain 1652 (KF554147.1)
Arthrobacfer sp. sfrain Y Q16-01 (MF135453.1)
Arthrobacfer bambusae strain TS31 (MN7T10453.1)
48— Arthrobacter gyernyongensis strain TS0T (MN7T10431.1)
T8 89 arthrobscter sulfonivorans strain 81 (JX122179.1)
Arthrobacier sp. LeS-1 (GUT33458.1)
Arthrobacter sp. strain 34LCHT (MG754403.1)
go| Arthrabacter sp. strain F3-1 (KY476554.1)
85 Arthrobacier sp. strain E4-2 (KY4758514.1)

49| Arthrobacier sp. HLS (JX948525.1)

&3 Arthrobacter sp. RUGLE-5 (GQ47TT172.1)

ESM-E5T-9
79" Arthrobacter aryzas strain 4912 (KT9331538.1)
Arthrobactsr sp. sirain R4-44 (MF111441.1)

Arthrobacier sp. sfrain 35-19 (MF111999.1)
ESM-EST-44

[
100—— ESM-EST-61

Figura 21. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr
16S del género Arthrobacter. Las colonias identificadas en este estudio estan
remarcadas en letras rojas.



El siguiente género fue Bacillus con 4 especies, las colonias ENC-EST-1, ESM-LLU-
3, ESM-LLU-12 y ESM-LLU-20 presentaron una similitud del 100% con Bacillus albus
strain ATPMB16, Bacillus cereus strain KR3M-30, Bacillus pacificus strain MSMNIB1 y
Bacillus toyonensis strain RPW25 respectivamente (Figura 22).

Bacillus pacificus sirain MSMNIB1 (MN620453.1)
ESM-LLU-12

70 Bacillus acidiproducens strain HYN WS-2-5 (MN704842.1)
801 | Bacillus anthracis strain HYN BL-DLM-4-6 (MN733073.1)
38 | Bacilus paramycoides strain PBR-3 (MN700266.1)
Bacillus wiedmannii strain EH20 (MN750775.1)
35} Bacillus proteolyticus sirain LPB0288 (MN577298.1)
NC-EST-1
Bacillus albus strain ATPMB16 (MN640096.1)
Bacillus cereus strain KR3M-30 (MN752435.1)
ESM-LLU-3
ESM-LLU-20
Bacillus toyonensis strain RPW25 (MN582995 1)
88! Bacillus mobilis strain PK4-2 (MN428213.1)
Bacillus thuringiensis strain SSRIM1 (MN749822.1)

Bacillus subtiis strain ADA-2 (KY110409.1)

Bacillus thaonhiensis strain 3L (KP453778.1)
Bacillus pumilus strain ML252 (KC692165.1)

92

100

36

99 Bacilus amyloliqueraciens strain AFKNI3 (KY123856.1)
Bacillus oceanisediminis strain ADA-8 (KY110408.1)
9 Bacillus endophyticus strain a127 (EU434355.1)
—
0.01

Figura 22. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género
Bacillus. Las colonias identificadas en este estudio estdn remarcadas en letras rojas.
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Otro género que obtuvo mas especies fue Rhodococcus con 3 especies, la colonia
ESM-EST-5 presentd un porcentaje de similitud del 99% con Rhodococcus erythropolis
strain DT02, la colonia ESM-EST-16 mostré un 99% de similitud con Rhodococcus sp
strain SNH-K27 y la colonia ESM-LLU-17 presenté un 100% de similitud con

Rhodococcus gingshengil strain IMB16-075 (Figura 23).

g4 ESM-EST-16
74\ Rhodococeus sp. strain SNH-K27 (MN493891.1)

27 Rhodococeus sp. strain A (MN722456 1)

Rhodococeus sp. strain DMU2 (MN747134.1)

5§ Rhodococeus gingshengii strain IMB16-075 (MF930888.1)
4 ESM-LLU-17

Rhodococcus sp. B-4141 (DQ347549.1)

Rhodococcus sp. strain 6-2 (MN493845.1)

Rhodococeus sp. sirain NRCBO0S (MN128369.1)
Rhodococcus degradans strain IMB16-061 (MF980884.1)
Rhodococcus sp. strain EvS-12 (MK371090.1)

Rhodococcus baikonurensis (AB071951.1)
’_{70 —————— Rhodococcus glaberulus strain DSM4954T (X80619.1)
‘ Rhodococcus erythreus DSM 43066 (X79289.1)

Rhodococcus erythropolis strain DT02 (MN599098.1)
ESM-EST-5

0.005

Figura 23. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género
Rhodococcus. Las colonias identificadas en este estudio estan remarcadas en letras rojas.
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Géneros que solo tuvieron una especie, Deinococcus en donde la colonia ESM-LLU-
38 presentd un porcentaje de 100% de similitud con Deinococcus indicus strain Wt/1a
(Figura 24). Mientras, la colonia aislada ESM-LLU-21 presentd un 100% de similitud
con Exigoubacterium sp strain RYA7 (Figura 25). Para el aislado ESM-EST-19, la
secuencia presenté un 100% de similitud con Microbacterium oxydans strain P9-43
(Figura 26), La colonia ENC-LLU-47 presentd 99% de similitud con Pseudomonas
koreensis strain y5c (Figura 27). Y por ultimo, la colonia ESM-LLU-10 presentd un 97%
de similitud con Psychrobacillus soli strain PN60-139 (Figura 28).

72/ Deinococcus caer strain TSS132 (MFG20089.1)
—{ Deinococcus knuensis strain 16F3H (NR 1491758.1)
Deinococcus seaulensis strain SH-5 (MN220599.1)
ESM-LLU-28
Deinococcus indicus strain Wi/ 1a (NR 118357.1)
Deinococcus hohokamensis strain B80 (EU240400.1)
Deinococcus sp. strain MZDSW 14A (KY435503.1)
93' Deinococeus depolymerans strain HYNOO3T (KY077151.1)
Deinococcus aquaticus strain PE5 (MH504185.1)

45

12

ﬂl: Deinococcus sedimenti strain 16F 1L (NR 149180.1)

Deinococcus daefeonensis strain MJ27 (NR 109419.1)

100 Deinococcus soli strain 4-3 (MK277456.1)

N ————— Deinococous radiotolerans strain C2 (KC771029.1)

Deinococcus grandis strain Bth1N11 (KX453130.1)

a7 Deinococcus arenae strain SJTR1 (MH179322 1)
1Di[ Deinococcus actinosclerus strain BM4 (KT448815.1)

84

——
0.005

Figura 24. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género
Deinococcus. La colonia identificada en este estudio esta remarcada en letras rojas.
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47 Exiguobacterium arfemiae strain SG1 (MN726744.1)

Exiguobacterium sp. PF1 (GU932609.1)

Exiguobacterium sp. strain RYAT (KX450451.1)

49 ESM-LLU-21

100

Exiguobacterium sibiricum strain CH-24 (MH712953.1)

Exiguobacterium undae strain IAES (MK415006.1)

Exiguobacterium oxidotolerans (AB105164.1)

Exiguobacterium soli DVS3y (AYS864633.1)

98— Exiguobacterium antarcticum (DQ019164.1)

0.002

Figura 25. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del
género Exigoubacterium. La colonia identificada en este estudio est4 remarcada en letras
rojas.

74 Microbacterium phyliosphaerae strain MG29 (MN368538.1)
92 Microbacterium hydrocarbonoxydans strain H21T1 (MK253327.1)
8L Microbacterium foliorum strain EGIT9 (MN704407 1)

77 Microbacterium sp strain DMUT (MN747138.1)

Microbacterium saperdae strain EGI113 (MN704428.1)

g
Microbacterium maritypicum strain B2j23 (MK737210.1)

Microbacterium oxydans strain P9-43 (MN181212.1)

ESM-EST-19

Microbacterium sp strain InAD-055 (MF401261.1)

—A
0.1

Figura 26. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género
Microbacterium. La colonia identificada en este estudio esta remarcada en letras rojas.



93 Pseudomonas vancouverensis (AJ011507 1)
43 Pseudomonas kribbensis strain CHA-19 (MKE60005.1)
45 Pseudomonas sp. strain SB1465 (MG491637.1)

ENC-LLU-47
% E‘— Pseudomonas koreensis strain y5c (MN710477.1)

ﬂ|7 | Pseudomonas fluorescens strain ESN35 (MN180839.1)
58— Pseudomonas alcaligenes strain M31 (MK719951.1)
Pseudomonas sp. strain Isolate WBE5 (MH844875.1)
Fseudomonas baetica strain YHBT25 (MG571730.1)
Pseudomonas granadensss strain 224 (MH725613.1)
| Pseudomonas moraviensis strain MJFC2 (MH150833.1)
75! Pseudomonas reinekei strain PgBe308 (MH211328.1)

Figura 27. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género
Pseudomonas. La colonia identificada en este estudio esta remarcada en letras rojas.

Psychrobacillus lasiicapitis strain NEAU-3TGS17 (NR 129144.1)

Psychrobacillus sp. PL87 (LC373533.1)
Psychrobacillus psychrodurans strain EC1 (KP334982.1)
Psychrobacillus sp. strain PF42X (MK574974.1)

Bacillus psychrodurans strain WED2.3 (AY536564.1)

Bacilius sp. TWY2 (LC003222.1)

Psychrobacilius solff strain PNB0-139 (MNOD4817.1)

ESM-LLU-10

0.005

Figura 28. Arbol filogenético Neighbor-Joining con secuencias del gen ARNr 16S del género Bacillus
y Psychrobacillus. La colonia identificada en este estudio esta remarcada en letras rojas.
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VIII. DISCUSION

En esta investigacion el analisis de componentes principales demostro que existe una
correlacion de 0.941, entre las variables de COTy N, siendo estas variables agrupadas
como una componente organica en el lago Esmeralda. Por otra parte estos resultados
fueron similares a los reportados en el lago Longbao con una alta correlacion (0.960)
entre las variables COt y Nr, la correlacion de las variables indican las fuentes de
materia organica, explican los autores, que la correlacion de estas variables puede
ser atribuida a procesos de endogénesis la cual implica los desechos de los
organismos acuaticos, mientras la exdégena proviene de los pastizales y actividades
gue se desarrollan alrededor del lago principalmente el pastoreo, siendo esta ultima
fuente, el factor principal para el potencial de eutrofizacion (Lu et al., 2016). Por su
parte, la clasificaciéon del lago “Esmeralda” se encuentra como ultraoligotrofico debido
a la concentracion de clorofila (Vera et al., 2015). Sin embargo, los resultados
obtenidos sefialan el aumento en la concentraciéon de COty Nt en este lago, ademas,
alrededor existen diferentes tipos de tulares, carrizales y actividades como la
ganaderia y la agricultura (SEMARNAT, 2007), las cuales pueden propiciar la
existencia de un proceso de eutrofizacién dentro del lago “Esmeralda” tal y como fue

reportado en el lago Longbao.

Por otro lado, las variables de pH y oxigeno disuelto tuvieron una correlacion de
0.689, estas variables forman la componente in situ, que agrupa al lago “Encantada”.
El pH del lago “Encantada” ha sido alcalino (Garcia, 2019), lo cual coincide con los
resultados obtenidos en la presente investigacién. En consecuencia, los sedimentos
alcalinos o ligeramente alcalinos son propensos a sedimentar mas rapido los metales
pesados 0 sustancias toxicas que cuando el pH es acido, ademas estos sistemas
tienen la capacidad natural de atrapar dichos contaminantes, lo cual se explica con las
variables fisicoquimicas in situ que se estudian como la temperatura, pH, salinidad y
conductividad eléctrica en los sedimentos de la laguna de Tampamachoco (Lépez et
al., 2012).
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Al mismo tiempo, se ha incrementado la concentracion de oxigeno disuelto en
los lagos Encantada y Esmeralda, esto indica que el cambio en las concentraciones
de oxigeno, logran alterar las propiedades bioquimicas y la calidad misma del sistema
(Garcia, 2019). También, los resultados de oxigeno fueron similares en el lago
Encantada, donde se aprecié una concentracibn mayor de oxigeno disuelto. Este
incremento de oxigeno disuelto esta influenciado por otro parametro fisicoquimico, la
temperatura, dado que los incrementos mayores de 5° C en latitudes tropicales
provocan perdidas de oxigeno (Lopez et al., 2012), sin embargo; en el caso del lago
“Encantada” la temperatura no es elevada y existe una alta concentracion de oxigeno
disuelto de modo que el suministro de dicho elemento en el agua puede provenir del
intercambio con la atmosfera o de la fotosintesis de las plantas verdes y las
cianobacterias (algas azul-verdes). La fotosintesis depende de la luz y del intercambio
atmosférico que ocurre en la superficie del agua, asi, el oxigeno solo puede ingresar

en las aguas superiores (Lampert y Sommer, 2007).

En este estudio se lograron aislar 75 colonias bacterianas en medios BRN y
BBR. En el lago Encantada se aislaron 30 colonias y Esmeralda 45 colonias, ambas
en dos temporadas, estiaje y lluvia. Existen estudios donde se han utilizado los medios
BRN y BBR, logrando aislar 469 colonias. Sin embargo, las estaciones muestreadas
incluyen: verano, primavera, otofio e invierno (Pucci et al., 2009). De nuevo, con los
mismos medios se aislaron 251 colonias durante dos afios (Pucci et al.,, 2010). Un
mayor nimero de estaciones y mayor tiempo de muestreo, podrian ser las razones por
las cuales se lograron obtener un nimero mayor de colonias, que el estudio realizado
en Montebello ya que solo se muestrearon dos temporadas en un afio. Ademas, estos
medios solo se habian utilizado para sedimentos marinos. Sin embargo, se aislaron 80
colonias bacterianas de la peninsula de Fildes relacionadas al agua, suelo y
sedimento, el nimero de bacterias recuperadas se le atribuye al tipo de sustrato del
gue se obtuvieron las muestras ambientales (Gonzalez et al., 2017), el nUmero de
bacterias recuperadas fue aproximado al estudio realizado en el PNLM. De manera

gue, los sedimentos de agua dulce presentan concentraciones apropiadas de
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nutrientes como el carbono, nitrégeno y fdsforo, ademas de contener algunos
contaminantes, por lo tanto, este medio es propicio para albergar bacterias, ya que
estas actuan en las transformaciones biogeoquimicas que conectan con las funciones

de un ecosistema acuatico (Kou et al., 2016).

El ADN extraido de las muestras y sus amplicones tuvieron una alta
concentracion (28.9-507.6 ng/ul) y pureza (1.61-1.86 A260/280). En base a la relacion
al indice de absorbancia corregida a 260 nm en relacion a la absorbancia corregida a
280 nm (A260/A280) indica que un indice mayor o muy cercano a 1.8 es aceptado
como muestra pura en la cuantificacion de ADN gendmico, mientras que el indice de
absorbancia corregida a 260 nm en relacion a la absorbancia corregida 230 nm
(A260/A230) indica que el indice de pureza de la muestra debe estar entre 1.8 a 2.2
(Thermo Scientific, 2016).

En este estudio fueron identificadas cuatro especies del género Arthrobacter,
las cuales tuvieron forma circular y puntiforme en cultivos frescos, los colores fueron
amarillo verdoso y blanco, elevacién planay consistencia cremosa. La tincién de Gram
fue positiva en formas variadas (bacilo, cocobacilo y cocos). Estas caracteristicas
coinciden, ya que el cultivo en placa es de consistencia suave a blanda y puntiforme,
las caracteristicas microscopicas presentan morfologia variada de bacilos a cocos y
Grampositivos (Busse, 2016). Inicialmente estos microorganismos tienen forma de
bacilos durante la fase logaritmica, luego se acortan en la fase estacionaria y
adquieren la apariencia de cocos grandes, sin embargo, en cultivos envejecidos se
han observado ambas formas (Comi y Cantoni, 2016). Por otra parte, el color de las
colonias puede variar ya que este género produce una gran variedad de pigmentos de
color naranja, amarillo, azul, verde e incluso rojo (Sutthiwong et al., 2014). Arthrobacter
es caracteristico de los suelos, ambientes antarticos marinos y lacustres, son también
considerados como indicadores, ya que, estos se presentan con frecuencia en suelos
contaminados con productos quimicos o radioactivos, son capaces de crecer en este

tipo de ambientes debido a su versatilidad metabdlica, lo que permite a las bacterias
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producir nuevas enzimas. En entornos como el suelo, la regulacion eficiente de la
expresion enzimética permite la explotacién de nutrientes escasos y complejos; ofrece
una ventaja selectiva lo que permite un crecimiento Optimo. Esta estrategia de
crecimiento es comun entre las bacterias dominantes en los ambientes del suelo
(Dsouza et al., 2015). El lago “Encantada” present6 un pH alcalino, y por lo tanto, esta
propenso a sedimentar contaminantes; por otro lado Esmeralda tenia un mayor de
nutrientes (COty Nr7). Se infiere que esta sean las razones por la cual estas especies
estén presentes en ambos lagos. Por ultimo, se enumeran algunas aplicaciones
ambientales e industriales, ya que a menudo se usan diferentes colonias en la
biorremediacion y en la degradacion de compuestos de organosulfuro heterociclicos,
haloaromaticos y otras fuentes de carbono (herbicidas, pesticidas) del medio ambiente.
Mediante la produccion de quitinasa, algunas colonias del género Arthrobacter han
sido usadas como control biolégico de las enfermedades por Fusarium (Comi y
Cantoni, 2016).

Por otro lado, en este estudio se identificaron 4 especies del género Bacillus las
cuales presentaron colonias de formas irregulares y filamentosas de color blanco,
bordes lobulado y dentados, sin elevacion y de consistencia quebradiza, cremosa y
suave, mayormente opaco. La tincion de Gram fue positiva mostrando bacterias en
forma de bacilos. Estas especies bacterianas se han logrado aislar de sedimentos de
agua dulce y marinos, presentan caracteristicas diversas con formas irregulares y
regulares, coloracién de blanca a crema. Todos los aislados presentaron una tincién
de Gram positiva y forma de bacilos (Tarig et al., 2016). Recientemente, se realizé un
analisis metagenémico en los lagos Encantada y Agua Tinta del PNLM y se encontrd
al género Bacillus en los sedimentos (Diaz, 2019), lo cual coincide con los resultados
de esta investigacion, y permitid el aislamiento de especies de este género. Con
respecto a su ecologia en habitats acuaticos, se sabe que las colonias del género
Bacillus estan ampliamente distribuidas en el agua dulce de rios y lagos, se infiere que
una de las causas de la presencia de estas bacterias proviene de las heces y animales

invertebrados, estas pueden asociarse con plantas acuaticas y factores abioticos, por
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la formacién de las biopeliculas donde se multiplican, ademas se ha demostrado que
pueden vivir en interacciones con diferentes animales. Ademas, las especies Bacillus
cereus sensu lato, estan influenciadas por la lluvia y estas a su vez impactan en la
calidad microbioldgica del agua, estas llegan a los cuerpos de agua probablemente
debido a la escorrentia superficial y la contaminacion con aguas residuales
(Bartoszewicz y Czyzewska, 2017). Las aguas residuales sin tratamiento y las
condiciones de temperatura, elevada concentracion de nutrientes y otras variables
como el pH hacen que el ambiente en los tropicos sea diferente comparado con los de
regiones templadas, provocando que estas especies se vuelvan autoctonas, y en
consecuencia, se genera una problematica ambiental en estos ecosistemas acuaticos
(Larrea et al., 2013). Es posible que la presencia de Bacillus se deba a la alta
concentracion de nutrientes y la alcanidad que se presenta en los lagos de acuerdo a
los que se obtuvo en esta investigacion. Por ultimo, se ha propuesto este género para
el uso en aplicaciones como la produccion de biocombustibles, biopolimeros a base
de combustibles no fésiles, agentes antimicrobianos y moléculas bioactivas para uso

terapéutico (Kumar et al., 2013).

El generdé Rhodococcus presentd tres especies y sus colonias se describen de
forma circular, color crema, borde entero, consistencia mucoide y cremosa,
grampositivas y negativas, en formas de cocos y cocobacilos. Este género se ha
descrito por la forma caracteristica que presenta después de cuatro dias de
crecimiento en medios sélidos, presenta colonias mucoides de color rosa salmén a rojo
en forma de lagrima. Generalmente en el microscopio se presentan como Gram
positivas y tienen la forma de bacilos a cocobacilos (Prescott, 1991; Yamshchikov et
al., 2010). La mayoria de ellas son benignas y se ha descubierto que prosperan en
una amplia gama de entornos, incluidos el suelo, el agua, células vegetales y
eucariotas (Warhurst y Fewson, 1994; Bell et al., 1998; Kuyukina y Ivshina, 2010).
Ademas, pueden persistir y crecer en suelos y aguas altamente contaminados, e
incluso en condiciones limitadas de oxigeno y nutrientes. Su ocurrencia natural en

ambientes contaminados, la amplia versatilidad catabdlica, las adaptaciones

58



fisiologicas y ecologicas a condiciones ambientales extremas implican que pueden
desempefiar un papel importante tanto en la degradacion natural de contaminantes
persistentes, asi mismo se ha colocado como un indicador, ya que estas especies se
han presentado en entornos donde hay hidrocarburos presentes. Se sugiere que estas
bacterias son alcalinotroficas tipicas del suelo a través de diversos tipos ecoldgicos y
regiones climaticas (Kuyukina y Ivshina, 2010). Este supuesto ayudaria a entender la
presencia de este género en los lagos de Montebello que presentaron un pH alcalino.
Por ultimo, demuestra una notable capacidad para degradar y transformar una amplia
variedad de compuestos organicos naturales y xenobibéticos a través de diversas vias
catabdlicas. Ademas de la capacidad de metabolizar un amplio espectro de
compuestos quimicos, la tolerancia celular a sustratos y solventes téxicos, la falta
frecuente de represion de catabdlitos, la produccion de biosurfactantes y la
persistencia ambiental los hacen excelentes candidatos para la biorremediacion y la
bioconversion (Larkin et al., 2006; Martinkova et al., 2009; Kim et al., 2018).

Por otro lado, se aisl6 ESM-LLU-38 perteneciente a Deinococcus indicus que
mostro colonias en forma circular de color rojo, borde entero y elevacién convexa de
consistencia cremosa, Gram positiva y la forma microscépica de bacilos. La especie
es reportada y aislada de un acuifero en la India y se describe como un
microorganismo con una pigmentacion de color rojo y en forma de bacilo gramnegativa
(Suresh et al., 2004), lo cual fue similar con algunas caracteristicas mencionadas de
la colonia de este estudio en Montebello, sin embargo, la tincion fue grampositiva. Esto
puede explicarse ya que la mayoria de las bacterias de este género se pueden
clasificar facilmente como Gram positivas 0 Gram negativas debido a la presencia o
ausencia de una pared celular gruesa de peptidoglicano que secuestra la mancha de
colorante después del tratamiento. La envoltura celular difiere segin la especie y
exhibe una estructura y composicion inusuales (Gerber et al., 2015). El género se aisla
de distintos sitios, como la rizosfera de las plantas, agua dulce, suelo del desierto,
peces marinos y el aire (Lai et al., 2006; Im et al., 2008; Peng et al., 2009; Shashidhar
y Bandekar, 2009; Yoo et al., 2010; Lee et al., 2016a), incluyendo el sedimento de

59



rios, como el rio Han en Seul, Corea. Deinococcus sedimenti, esta especie puede ser
propia del sedimento (Lee et al., 2016b). Estos microorganismos son conocidos por
ser los mas resistentes a la radiacion que se han descubierto, muestran una resistencia
notable a una gama de dafios causados por la radiacion ionizante, la desecacion, la
radiacion UV y los agentes oxidantes, ademas se ha demostrado la robustez de este
género poliextremdfilo para su uso en el metabolismo o la biorremediacién de
compuestos toxicos como moléculas organicas o metales pesados en entornos
radiactivos, incluso se ha logrado descubrir colonias industriales con la capacidad de
usar desechos orgénicos y biomasa lignocelulésica de manera mas eficiente y con una

tolerancia mejorada a diversos tipos de estrés abibticos y bidticos (Gerber et al., 2015).

También, en este estudio se encontrd la presencia del género Exiguobacterium,
con colonias caracteristicas de forma circular, color naranja con un halo blanco, borde
entero, plano y cremoso, tincibn de Gram positiva en forma de bacilos, dichas
caracteristicas son similares a las reportadas de una especie aislada del sedimento
marino en la India, las células son Gram positivas en forma de bacilos a cocobacilos,
el color es naranja amarillento y borde entero (Dastager et al., 2015). También, se ha
evidenciado que estos microorganismos miembros de este género forman dos grupos
distintos, el grupo | incluye colonias aisladas de ambientes de temperatura baja y el
grupo Il de ambientes de aguas termales, marinos y ligeramente alcalinos
(Vishnivetskaya et al., 2009), las muestras del sedimento obtenidas de Montebello,
presentaron un pH alcalino, por lo cual se sobrentiende que pertenece al grupo Il. Por
otro lado, se registran algunos habitats donde este género se ha logrado aislar,
mayormente en suelos de ambientes frios, contaminados quimicamente por desechos
industriales, muestras de mineral de uranio, de rios, del agua de mar, la rizosfera de
las plantas, suelos de lagos salados, manantiales y aguas termales. Teniendo en
cuenta estas muestras ambientales, esta claro que varian en la concentracion alta o
baja de nutrientes, sugiere la supervivencia utilizando una amplia gama de nutrientes

(Kasana y Pandey, 2018). De manera que los sedimentos obtenidos especificamente
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del lago “Esmeralda” presentaron un mayor contenido de nutrientes (COty Nr),
justifique la presencia de este género.

Estudios sobre el genoma de varias especies de este género han detectado
genes relacionados al estrés térmico, compuestos toxicos como antibiéticos, arsénico,
cadmio, cromo y mercurio; genes de transporte para diversos iones, sistema de
reparacion de ADN y la oxidacion podrian ser responsables de la adaptabilidad a una
amplia gama de ambientes extremos. Por ultimo, enfatizan el potencial biotecnolégico
de los microorganismos del género Exiguobacterium las que han sido utilizadas para
la produccion de enzimas, la biorremediacion y la degradacion de sustancias toxicas

liberadas al medio ambiente (Kasana y Pandey, 2018).

Mientras tanto Pseudomonas koreensis presenté una forma circular de color
crema, borde entero y plano, consistencia cremosa, tincion de Gram positiva en forma
de cocobacilos. Esta especie presentd células en forma de bacilos, las colonias son
circulares y de color blanco-amarillo en agar Luria-Bertani (LB), esta coloraciéon
depende del medio donde se siembre y se vuelven mucosas después de 2 dias (Kwon
et al., 2003). Esta especie presenta células gramnegativas, sin embargo, existen
distintos factores sobre los cuales la tincion de Gram cambie en las distintas especies,
incluida la mala calidad de la muestra, la preparacion del frotis e incluso la
interpretacion de los frotis (Samuel et al.,, 2016). En un analisis metagendémico
basandose el gen ARNr 16S en sedimentos de lagos del PNLM se demostr6 la
presencia del género Pseudomonas con abundancia relativa del 8% (Diaz, 2019), lo
cual ha sido un antecedente para poder aislar este género bacteriano en el presente
estudio. El género puede tener importancia ecolégica significativa ya que hidrolizan
una amplia variedad de compuestos organicos (por ejemplo, varios carbohidratos y
biomacromoléculas), este género se encuentra dentro de los lagos de agua dulce
oligotréficos y eutréficos (Michaud et al., 2012). Pseudomas puede ser encontrada en
el suelo y se comporta como desnitrificante, teniendo un papel importante en el ciclo
del nitrégeno en la naturaleza (SOARES, 1996; Marchand, 2002). Una varible

ambiental que influye en la desnitrificacion es el pH, ya que las condiciones optimas
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para llevarse a cabo se encuentran dentro de los valores ligeramente alcalinos
(Cervantes et al., 2000). Esto justifica la presencia de Pseudomonas, ya que el
sedimento del lago “Encantada” presenta un pH alcalino, ademas de inferir que este

microorganismo esta implicado en la desnitrificacion.

Otro microorganismo aislado fue Microbacterium oxydans, el cual presentd en
su colonia la forma puntiforme de color verde amarillo, borde entero, plana,
consistencia suave, y en el microscopio se observé una tincion Gram positiva en forma
de bacilos. La familia Microbacteriaceae, como M. oxydans, es bien conocida por su
capacidad para producir pigmentos de tipo carotenoide, posee un pigmento
amarillento, que se ha demostrado se produce bajo la exposicion de la luz, lo cual
protege a la exposicion a la luz UV, observando colonias puntiformes (Meddeb-Mouelhi
et al., 2016). Este microorganismo también se ha logrado aislar de sedimentos del lago
Taihu en China con forma de bacilos y presentan tincion Gram positiva, también se ha
demostrado su capacidad de degradar fenol, y con ello demuestra su potencial en la
biorremediacion de ambientes contaminados con dicho solvente (Wang et al., 2016).
El uso biotecnologico de la especie ha sido enfocado en la biorremedacion de iones
metalicos de sitios contaminados, en el suelo y el agua, iones como el cobre y niquel,
que en rangos Optimos la eliminacion ha sido mayor al 80%, por lo tanto, podrian
usarse como una alternativa poderosa a otros metodos costosos que se usan para

eliminar iones metélicos (Heidari et al., 2020).

La colonia perteneciente a Psychrobacillus soli presenté en forma circular de
color blanco, borde entero y plano, consistencia cremosa tincion de Gram positiva en
forma de cocobacilos. No todas las caracteristicas de esta especie se han descrito, sin
embargo, se sabe que estas bacterias son grampositivas en forma de bacilos/cocos.
Esta especie fue aislada de suelos contaminados con petréleo en Mongolia, y se
demostro la capacidad de degradar este hidrocarburo, por lo cual tiene potencial para
la aplicacion ambiental (Thi-Pham et al., 2015). Los microorganismos del género

Psychrobacillus se han clasificado como psicrotolerantes debido a que contienen

62



algunos genes implicados en la adaptacién a entornos extremos de baja temperatura
al cambiar su contenido del genoma para obtener una mayor capacidad de reparacion
del ADN, traduccion y transporte de membrana (Choi et al., 2020).
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IX.CONCLUSION

El contenido de COty Nt tienen una correlacion de 0.941 en el sedimento del
lago “Esmeralda”, lo cual puede deberse al proceso de endogénesis que se
produce por desechos de organismos acuaticos y procesos exdgenos como
actividades de ganaderia, agricultura y el crecimiento de tulares y carrizales, lo

cual infiere un proceso de eutrofizacion.

El lago “Encantada” present6 un sedimento con una correlacion de 0.689 entre
el pH y oxigeno disuelto, al tener un pH alcalino de 9.13 tiende a sedimentar
mayormente los metales pesados y sustancias toxicas, mientras la
concentracion de oxigeno disuelto de 9 mg/L puede deberse al intercambio

gaseoso Yy a la fotosintesis.

Se aislaron 75 colonias, 30 de las cuales fueron del lago “Encantada” y 45 del
lago “Esmeralda” durante las temporadas de estiaje y lluvia, el nimero de
aislados se ha relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra
ambiental, por lo tanto, el sedimento presenté una mayor concentracion de
nutrientes lo cual hace posible el aislamiento de una cantidad considerable de

bacterias.

El secuenciamiento del gen ARNr 16S de las colonias aisladas permitié la
identificacion de varios géneros que se presentaron en los lagos “Encantada” y
‘Esmeralda” tales como Arthrobacter, Bacillus, Exiguobacterium. En el lago
Encantada se encontré el género Pseudomonas, mientras que en el lago
Esmeralda los géneros Deinococcus, Microbacterium, Psychrobacillus y
Rhodococcus. Estos microorganismos han sido utilizados ampliamente con
potencial biotecnolégico en el area ambiental para la biorremediacién y
degradacion de sustancias toxicas en los mismos ecosistemas de donde fueron

aislados.
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X. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Realizar el monitoreo de las variables fisicoquimicas por mayor tiempo,
contemplando mas estaciones del afio, sobre todo en las variables COT, Nty

Pt para predecir los procesos de eutrofizacion en los lagos.

El uso de medios especificos con la finalidad de aislar una mayor diversidad de
géneros e incluso evaluar las condiciones anaerobicas, ya que estas bacterias

son abundantes en los sedimentos de agua dulce.

Establecer estrategias experimentales para el aprovechamiento biotecnolégico
de las especies nativas aisladas e identificadas mediante el gen ARNr 16S, en
procesos de biorremedacién y degradacion de ciertas sustancias a nivel

ambiental.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1.

Anexo 1: Morfologias y tinciones de Gram de los géneros identificados en los lagos la

Encantada y la Esmeralda del Parque Nacional Lagunas de Montebello.

ESM-EST-9 B) Colonia ENC-EST-32 C) Colonia ESM-EST-44 D) Colonia ESM-EST-
61.
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Figura 30. Morfologia (arriba) y tincién (abajo) del género Bacillus. A) Colonia ENC-1
EST-1 B) Colonia ESM-LLU-3 C) Colonia ESM-LLU-12 D) Colonia ESM-LLU-20.

79



Figura 31. Morfologia (arriba) y tincién (abajo) del género Rhodococcus. A) Colonia
ESM-EST-5 B) Colonia ESM-EST-16 C) Colonia ESM-LLU-17.

Figura 32. Morfologia (arriba) y tincion (abajo) de los géneros A) Deinococcus colonia ESM-
LLU-38 B) Exiguobacterium colonia ESM-LLU-21 C) Microbacterium colonia ESM-EST-19
D) Pseudomonas colonia ENC-LLU-47 E) Psychrobacillus colonia ESM-LLU-10.
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