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Resumen:  

Los procariontes (Eubacterias y Archaeas) no solo son la base de todos los ecosistemas, sino que son 
el grupo de organismos mas abundante, y diverso del planeta así como el mas desconocido. No sólo 
son diversos genéticamente (un inmenso número de especies genéticamente muy diferentes) sino 
que su diversidad fisiológica es impresionante: las bacterias y Archaeas han conquistado todo el 
planeta. Se han encontrado a kilómetros de profundidad comiendo rocas, en el hielo alimentándose de 
hidrógeno y adentro de los volcanes comiendo azufre así como en el interior y exterior de todos los 
eucariontes ya sea como simbiontes, comensales o parásitos. Por otra parte los microorganismos han 
resultado recientemente ser el recurso genético por excelencia ya que su enorme diversidad 
fisiológica les permite realizar cualquier función que el hombre requiera. Cuatro Ciénegas (CCC) está 
en medio del desierto de Chihuahua, en el estado de Coahuila. Está considerada como "Área de 
Protección de Flora y Fauna" por decreto presidencial desde noviembre de 1994. Para poder entender 
como proteger a la extraordinaria biota de CCC debemos comprender el origen y mantenimiento de su 
diversidad, la cual creemos esta profundamente ligada a su microbiota. El origen del agua es 
probablemente la clave de su diversidad y sobretodo es una incógnita interesante. A pesar de que 
existe abundante literatura acumulada durante más de 60 años sobre la historia natural de CCC y 
sobre sus diferentes ambientes, se sabe muy poco o nada sobre las comunidades bacterianas en 
general. Este proyecto se compromete a crear y mantener un cepario donde todos estos organismos 
se guardaran vivos (congelados) como referencia y para futuros usos. El objetivo es analizar la 
hiperdiversidad de Archaea y Eubacteria en los ecosistemas acuáticos subterráneos del Área 
Nacional Protegida de Cuatro Ciénegas, Coahuila (CCC). 
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INFORME FINAL 

PROYECTO AE015 “ECOLOGÍA DE COMUNIDADES MICROBIANAS EN LAS 

AGUAS SUBTERRÁNEAS DE CUATROCIÉNEGAS, COAHUILA” 

 

INTRODUCCIÓN 

El valle de Cuatro Ciénegas localizado en la zona central de Coahuila, se 

decretó como área natural protegida en la categoría de Área de Protección de 

Flora y Fauna. El decreto se publicó en el Diario Oficial de la Federación el 7 de 

noviembre de 1994. Es considerado el humedal más importante dentro del 

Desierto Chihuahuense y uno de los humedales más importantes en México. 

En este valle subsisten una gran cantidad de especies endémicas, que son la 

justificación más importante del decreto. 

Cuatro Ciénegas se encuentra orientado hacia al este de la región conocida 

como altiplano septentrional o como Desierto Chihuahuense, en la parte central 

del estado de Coahuila, a 80 km. al oeste de la ciudad de Monclova; y está 

localizado entre los dos macizos montañosos más grandes de México, al este 

de la Sierra Madre Oriental y al oeste la Sierra Madre Occidental. La humedad 

que viene tanto del Golfo de México como del Pacífico es bloqueada por ambas 

montañas, fenómeno que dio origen al desarrollo de este desierto. El valle está 

rodeado por montañas de hasta 3000 m de altura, y en promedio tiene una 

altitud de 740 m (Minckley 1969), con una extensión aproximada de 40 Km de 

este a oeste y 30 km de norte a sur (Minckley 1969), y está cortado en dos por 

la Sierra de San Marcos y Pinos. 

El Área de Protección de Flora y Fauna de Cuatro Ciénegas tiene una 

superficie de cerca de 85,000 ha, y se localiza entre las coordenadas 26° 45’ 

00” y 27° 00’ 00” Latitud Norte; 101° 48’ 49” y 102° 17’ 53” Longitud Oeste. Es 

parte del municipio de Cuatro Ciénegas de Carranza, Coahuila, que cuenta con 

una población de 13,465 habitantes. 

De los valles del Hundido y Calaveras, al oeste y al norte de Cuatro Ciénegas 

respectivamente, existe muy poca información. El valle del Hundido está 

formado por sierras y lomeríos, y es de topografía muy accidentada debido a la 

presencia de cañones profundos; se encuentra entre la Sierra La Fragua y los 

valles el Sobaco y Buenavista. El valle Calaveras, al norte de Cuatro Ciénegas 

(conocido también como Ocampo) a su vez se ubica entre la Sierra de la 
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madera y Potrero de Menchaca. Son regiones poco estudiadas, existe escasa 

información sobre la flora y fauna de estos valles y los recursos hídricos 

principales: presas, lagos salinos, bordos ganaderos y agrícolas, arroyos y ríos, 

han sido sobreexplotados, por lo que la escasa recarga de acuíferos ha llevado 

a la sobreexplotación del manto freático (CONABIO, página web). 

El clima de la zona es muy árido, con una precipitación anual de menos de 

200mm, sobre todo durante Mayo y Octubre (Shreve 1944), y temperaturas 

extremas de 44 grados en verano, y un mínimo de 0 grados centígrados en 

invierno (Minckley 1969). 

Con tan poca precipitación anual, la gran cantidad de agua subterránea es la 

causa de la existencia de manantiales en el valle de Cuatro Ciénegas, que a su 

vez forman arroyos permanentes y áreas inundadas donde se concentra el 

agua de los manantiales. Los manantiales se llaman localmente pozas, las 

áreas inundadas se conocen como lagunas o lagos, algunos de los cuales son 

lagunas de desecación. Casi todos estos ambientes acuáticos tienen agua con 

pocos nutrientes y con altas concentraciones de minerales, sobre todo iones 

sulfato y calcio; que son el resultado de la evaporación y precipitación de 

carbonato de calcio, y en menor proporción se han encontrado iones de sodio, 

magnesio y cloro (Winsborough 1990).  

Los cuerpos de agua tienen además un contenido bajo de fósforo en el agua y 

la pobreza de nutrientes no permite el desarrollo de algas, por lo que la base de 

la pirámide alimenticia parece estar formada principalente por las bacterias. En 

muchas de las pozas y ríos tanto de agua salada como de agua dulce hay 

estromatolitos (depósitos de carbonatos construidos por comunidades de 

bacterias) que son poco comunes en el mundo (Winsborough and Seeler, 

1984, Winsborough 1990). 

Los numerosos cuerpos de agua brotan de manantiales, sus diámetros van 

desde menos de un metro hasta más de cien, las profundidades de los mismos 

van desde 50 cm hasta 18 m, algunas de las pozas están comunicadas natural 

o artificialmente entre sí por un complicado sistema de drenaje. 

La mayor parte de los manantiales se ubican en las faldas de la Sierra de San 

Marcos y Pinos, formando alrededor de 200 pozas dentro del valle de Cuatro 

Ciénegas. Las características fisico- químicas de las pozas son muy variables, 

la temperatura varía en un rango de 18 a 35 °C, el pH es de 5.76 a 8.3, la 
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conductividad tiene valores entre 782 mS y 7.52 mS y los sólidos disueltos se 

encuentran en un rango que va de 292 mg/l a 3.77 g/l. 

También se encuentran algunos arroyos, como el Río Mezquites, la mayoría de 

los cuales son permanentes, sin embargo, la mayor parte del agua es 

subterránea. Existen dos lagunas de mayor dimensión llamadas Playitas y 

Churince, la primera representa un sistema alterado al que llega agua 

procedente de un canal artificial y la segunda un sistema relativamente intacto 

dentro del valle. 

Como resultado de la exportación del agua fuera del valle y su uso dentro del 

mismo, se provocaron serios disturbios, como son la interconexión artificial de 

los manantiales, la disminución de las áreas inundadas y cambios en los 

niveles de agua en muchas de las pozas (INE 2000).  

La explotación de agua en otros valles de los alrededores de Cuatro Ciénegas 

(como son Hundido y Calaveras) ha sido motivo de preocupación, ya que la 

escasa información geológica o hidrológica de la zona no ha permitido 

determinar con claridad las rutas de flujo del agua subterránea, por lo que la 

sobreexplotación en los valles vecinos podría afectar seriamente a esta área 

natural protegida. 

Hasta ahora no existen antecedentes de otros estudios con información sobre 

las comunidades bacterianas en ambientes acuáticos del valle de Cuatro 

Ciénegas y de los valles vecinos. Muchos de los estudios de bacterias que han 

sentado las bases para el desarrollo de la microbiología han sido sobre cultivos 

puros, pero hoy sabemos que las bacterias cultivables son sólo una pequeña 

parte de las bacterias que existen en la naturaleza. Los métodos moleculares 

desarrollados en la última década han permitido el estudio de comunidades 

bacterianas no cultivables que han mostrado un asombroso número de linajes 

filogenéticos, así como tipos ecológicos dominantes de bacterias y arqueas 

desconocidos para los estudios basados en cultivos. Gran parte de estos 

trabajos se basan en la secuencia del gen 16S ribosomal, que ha sido elegido 

para clasificar a distintos tipos de organismos gracias a que está presente en 

los tres dominios de la vida conocidas: Bacteria, Archaea y Eucarya (Woese et 

al. 1990). El 16S es una molécula que tiene regiones altamente conservadas y 

regiones con variación considerable en su secuencia (Woese 1987), con estas 

tasas de evolución diferentes se pueden establecer relaciones a diferentes 
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niveles jerárquicos en un análisis comparativo de secuencias (Hill et al. 2000) 

en prácticamente todos los seres vivos. Hasta ahora la clasificación de los 

organismos se ha basado principalmente en estas secuencias del 16S 

ribosomal, aunque hoy, el uso de esta molécula para definir especies en 

bacterias o determinar su diversidad es un tema controvertido y discutido 

(Rodríguez-Valera 2002), 

 

OBJETIVOS 
Describir las comunidades bacterianas de cuerpos de agua en el valle de 

Cuatro Ciénegas, Calaveras y el Hundido.  

 

MATERIAL Y MÉTODOS 
En Octubre del 2002 se hizo la colecta de muestras de agua en los sitios 

indicados en el mapa. Se utilizaron galones de agua para beber, el agua se 

desechó en el momento y el bote se enjuagó primero con un poco de agua del 

sitio para después llenarla. 

El día de la colecta filtramos el agua en filtros milipore de 0.45 mm, los cuales 

se guardaron congelados para procesarlos después. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

igura 1. Mapa de los sitios de muestreo 
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EXTRACCIÓN DE ADN AMBIENTAL 

ada uno de los filtros fue procesado con el Kit “Ultra Clean Water DNA” 

oBio Lab., Inc) de acuerdo al instructivo, con algunas modificaciones 

péndice 1) 

CR 

l gen del 16S rADN fue amplificado por PCR con los oligos 515F 

’GCGGATCCTCTAGACTGCAGTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3’) y 1492R  

’-GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTACCTTGTTACGACTT-3’)(Angert 1998) 

n las condiciones del apéndice 2 

LONACIÓN 

ara clonar los productos de PCR se utilizaron tres amplificaciones de cada 

uestra de ADN, las cuales se mezclaron y se extrajo la banda del tamaño 

n el kit “quiaquick gel extraction” de 

uiagen (apéndice 3). 

 en el vector pCR2.1 de acuerdo a las 

n inserto se seleccionaron de acuerdo al tamaño del plásmido 

vado en un gel de agarosa al 1% (apéndice 4). 

), y fueron secuenciados en la Universidad 

 los oligos M13F (para las secuencias parciales) y M13R. 

on el programa BLAST en MedLine. Con estos datos se 

s extremos. Las secuencias fueron ensambladas 

ambladas algunas fueron 

escartadas por mala calidad de la secuencia o la posibilidad de un origen 

C

(M

(a

P

E

(5

(5

e

C

P

m

correspondiente en geles de agarosa co

Q

La clonación de los productos se hizo

indicaciones del kit TOPO A Cloning de Invitrogene, también con algunas 

modificaciones (apéndice 4). 

Las clonas co

obser

 

SECUENCIACIÓN 

Los plásmidos con inserto se aislaron con el kit “SNAP miniprep” (Invitrogen 

Corp, San Diego Calif, (apéndice 5

de Arizona con

 

ANÁLISIS DE SECUENCIAS 

En total se obtuvieron 98 secuencias parciales, las cuales se compararon con 

secuencias conocidas c

asignó a cada clona su afiliación filogenética aproximada. 

Se hizo una primera selección de 50 clonas representativas del resto, que se 

mandó a secuenciar en ambo

en BioEdit y se trabajó con el cromatograma de cada una manualmente, para 

evitar errores en las bases. Una vez revisadas y ens

d
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quimérico. Se hicieron tres tipos de análisis para detección de quimeras: con el 

as del 

lineamiento (533-873 y 874-1215, numeración de E.coli ).  

os cuyas secuencias se analizaron nuevamente 

mbientales del 16S), con un registro en 

entes. 

e bajaron las secuencias reportadas para cada artículo, se les hizo un BLAST 

o de las cinco primeras secuencias más parecidas, el porcentaje de 

ecuencias más 

arecidas que encuentra en su base de datos, por lo cual se trabajó 

n valor de uno si se le 

pograma Chimera_Check del RDB (Cole et al 2003), utilizando el programa 

Bellerephon (Huber et al 2004) y por detección de incongruencias en el orden 

de las ramas, generando árboles filogenéticos inferidos en distintas zon

a

Se obtuvieron 38 filotipos únic

en BLAST (Atschul et al 1990) y Sequence Match en RDB (Cole et al 2003), y 

la secuencia más parecida de cada una de las bases de datos fue seleccionada 

y alineada para el análisis filogenético.  

Se utilizaron 680 pb comunes a todas las secuencias (533 a 1215 numeración 

de E.coli) para generar árboles con Neighbor Joining y Máxima Parsimonia en 

el programa MEGA2. 

 

ANÁLISIS DE ORIGEN Y SIMILITUD CON SECUENCIAS EN BLAST Y EN 

RDB 

Para entender el origen de las secuencias que son más parecidas a las 38 

clonas obtenidas investigamos de dónde fue obtenida la primera secuencia 

propuesta por cada una de las bases de datos (BLAST y RDB). 

 

ANÁLISIS COMPARATIVO CON OTROS ARTÍCULOS 

Para comparar nuestro estudio con otros estudios seleccionamos 9 artículos 

con las siguientes características: estudios con metodologías similares 

(principalmente que se hicieran clonas a

GenBank de las secuencias reportadas en los artículos, y que fueran 

representativos de de distintos hábitats: cuerpos de agua similares a Cuatro 

Ciénegas, y otros difer

S

a cada una, y se formó una base de datos en la cual se incluyó: el número de 

acces

similitud, el valor E y se investigó el origen de cada una de estas cinco 

secuencias. 

El programa de BLAST despliega en orden ascendente las s

p

principalmente con la primera secuencia y a se asignó u
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encontró origen marino, o cero para las no marinas. Si el porcentaje de similitud 

y los valores de E son iguales entre la primera y las siguientes clonas, se les 

asignó valores también a las siguientes (cinco máximo), y después se hizo un 

promedio entre ellas. Se eliminaron del análisis las secuencias en las que se 

obtuvieron índices de similitud menores de 90%. 

Para cada artículo se promediaron los valores asignados a cada una de sus 

 de Cuatro Ciénegas en octubre del 2002 se obtuvieron 98 clonas. 

s de 

acterias y uno de arqueas, siendo las gamma proteobacterias el gupo 

. 

igura 2 Distribución filogenética de las 96 clonas del estudio 

secuencias, y se calculó la media y el error estándar. Con estos valores se 

calculó una prueba de T y ANOVA con los paquetes JMP y STATISTICA. 

 

RESULTADOS 

Del muestreo

Además se secuenciaron 14 clonas de otros dos sitios independientes (un 

estanque y una muestra de agua de mar) que funcionaron como controles en 

algunos análisis. En la tabla de datos de este informe se muestran 88 

secuencias obtenidas en el muestreo de Cuatro Ciénegas, junto con la 

geoposición y la clasificación de cada una, así como otros datos del muestreo 

requeridos. 10 secuencias que se obtuvieron con menor calidad no se reportan 

en esta tabla y las secuencias marcadas como quimeras no se incluyeron en 

los análisis de filogenias. 

 

La diversidad total y por sitio de estas secuencias de bacterias no cultivables 

puede verse en la Figura 2. Las clonas pertenecen 10 linajes distinto

b
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Las distintas características de cada sitio forman una distribución diferente de 

bacterias por valles (Figura 3) 

 

α-Proteobacteria

 

Figura 3 Distribución filogenética de las 96 clonas del estudio por valles. 

les se trabajó en el origen de las clonas y en las 

logenias. En las tabla 1 se reporta para cada clona cuál es la secuencia más 
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GenBank RDB 

Grupo filogenético Clona N 
Secuencia más 
parecida Procedencia P I 

Secuencia más 
parecida Procedencia P I 

α Proteobacteria CC41P 1 AJ002565 Marino 97 AJ002565 Marino 97 

  CC42P 1 AY442178 No reportado 98 AB026194 Marino 96 

  CC37P 1 AY2580886 Marino 97 X7831522 Marino 93 

  CC43P 1 AY2580856 Marino 99 AF09849523 Marino 95 

  Rosario24.28 1 AJ567562 Marino 90 AF104473 24 Marino 88 

  Hundido26.12 1 AY2126007 Agua dulce 97 AJ22777425 Lodos activados 95 

β proteobacteria CC16.24 6 AF236005 No reportado 98 AF07875626 Agua destilada 98 

  Hundido26.13 1 AJ556799 Agua dulce 99 AF089858 Agua dulce 97 

  Hundido1tn6 1 AF4226798 Sedimento, Lago Waiau 95 AJ13076527 No reportado 94 

  Hundido2st6 1 AF0113479 Raíces 99 AF0113479 Raíces 99 

  Hundido1tn4 1 AF03505210 Agua dulce 99 AF035052 Agua dulce 99 

  Calaveras27.3 2 AF522999 Agua dulce 100 Y10146 Raíces 94 

  Calaveras28.21 5 AF22786311 No reportado 96 AB02138528 Suelo 97 

γ Proteobacteria CC30P 1 AY310506 Marino 95 U7747829 Ventila hidrotermal 93 

  CC38P 1 AF32819812 Fango móvil 96 AJ24099330 Marino 92 

  CC45P 1 AY171368 Marino 97 AJ24099330 Marino 94 

  CC44P 1 D8992913 Marino 93 AF17299131 Marino 92 

  CC32P 1 AJ514914 Marino 99 X7471632 Marino 99 

  Rosario24.17 5 AY499915 Marino 95 L2571133 Marino 94 

  Hundido26.20 2 AY32879214 Agua dulce 99 AJ00281334 Estómago de microartrópodo 94 

  Hundido26.11 2 AY493941 Suelo 99 AJ00200635 Marino 96 

  Hundido26.7 3 AY21267714 Agua dulce 98 AB01085836 Marino 97 

  Calaveras29.29 14 AY02839815 Marino 95 Z31658 Marino 96 

  Calaveras29.17 1 AY095889 Marino 99 U7069637 Marino 97 

  Calaveras29.1 1 AY345489 Sedimento, Lago Waiau 99 Y1822838 Marino 99 

Verdes no sulfurosas Rosario24.49 1 AF52402316 Humedal reforestado 91 AF05060839 Agua profunda contaminada 88 

Nitrospirae Rosario24.38 1 AY493920 Suelo 95 Z9570740 Suelo 93 

CFB CC16.31 1 AY2581226 Marino 90 M58792 Suelo 85 

  CC31P 1 AJ567581 Marino 93 AB01552441 Marino 92 

  CC36P 1 AF52119517 Marino 91 M6279942 Marino 86 

  CC26P 1 AB116508 Marino 95 AF170779 Marino 87 

  CC50P 1 AF18817318 Marino 89 M58792 Suelo 90 

  CC27P 1 AY345434 Agua del Lago Kauhako 94 M6279942 Marino 91 

Gram + bajo GC CC16.23 1 AB01105719 Composta 91 X7184743 Pasto en proceso de composta 92 

Planctomycetes CC16.22 1 AJ519649 Depósitos de molienda de uranio 90 AJ13181944 Biofilm 85 

Verrucomicrobia CC29P 2 AY11432520 Marino 98 AJ00072645 Pozo petrolerol 87 

Deinococcus Calaveras28.5 2 AB022911 No reportado 98 AB022911 No reportado 98 

Archaea Rosario24.44 6 AJ347776 Marino 94 AB01973046 Ventila hidrotermal 93 
 

Tabla 1. PI= Porcentaje de Identidad  

 

El rango de similitud de las secuencias está en 90% para algunas de las 

clonas, y es posible que las tres clonas con este valor sean bacterias 

endémicas, por lo menos hasta que no exista el reporte de otra secuencia de 

esta clase en las bases de datos mundiales.  

También tenemos valores hasta 100% para Limnobacter, una bacteria de agua 

dulce. 
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Es interesante notar que una gran parte (casi el 50%) de las secuencias 

propuestas por ambas bases de datos fueron obtenidas en ambientes marinos  

(Figura 4). También hay secuencias que han sido aisladas de ambientes 

volcánicos como ventilas hidrotermales o lagos formados en cráteres de 

volcanes. 
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Figura 4. Origen de las clonas más parecidas obtenidas en BLAST y RDB 

(n=76) 

 

 

 

ANÁLISIS COMPARATIVO CON OTROS ARTÍCULOS  

La presencia de taxones marinos en Cuatro Ciénegas nos hace preguntarnos si 

en otros cuerpos de agua salados y alejados del mar también existen bacterias 

de origen marino, para lo cual investigamos el origen de otras clonas, 

reportadas en artículos con caracterísiticas similares a nuestro trabajo, en 

cuerpos de agua parecidos a Cuatro Ciénegas y también en hábitats distintos. 

Los resultados de este análisis pueden verse en la Figura 5.  
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Figura 5. Análisis comparativo: promedios de los valores marino (1) o no 

marino (0) de las secuencias reportadas en 9 artículos (ver métodos). 

 

Recordemos que valores de 0 se asignaron a las clonas con origen distinto al 

mar, y de 1 para las marinas, y obtuvimos que los artículos enfocados al 

estudio de bacterias marinas quedan agrupados junto con nuestro estudio, con 

valores cercanos a 1 (excepto el artículo en río subterráneo, con una 

desviación estándar mayor), y son significativamente distintos del grupo de 

artículos en sitios no marinos (incluídos aquí lagos salados), con valores 

cercanos a 0. Los datos referentes a cada artículo se muestran en la Tabla 2 
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Autor 
N clonas 

analizadas 
 

Lugar de estudio 
Souza 2004 (CCC) 35 Cuatro Ciénegas Coahuila 
Casamayor 2000 (LAGOSAL1) 21 Lagos sulfurosos: Lago Cisó y Vilar, España 
Demergasso 2004 (LAGOSAL2) 31 Lagos en el desierto de Atacama, Norte de Chile 
Humayoun 2002 (LAGOSAL3) 63 Mono Lake, California 
Kuske 1997 (SUELO) 39 Suelos áridos en el sudoeste de EUA 
Sekigushi 2002 (RIO) 27 Río Changjiang, China 
Angert 1998 (RIO SUBT) 16 Río sulfuroso, parker cave, Kentucky 
Madrid 2001 (MAR) 68 Cariaco Basin 
Bowman 1999 (LAGOANT) 30 Lagos hipersalinos de la antártida 
Williams 2004 (AGUA DUL) 17 Agua potable 

Tabla 2. 

En las filogenias se utilizaron métodos distintos para hacer los árboles 

filogenéticos: Neighboor Joining, Máxima Parsimonia y Máxima verosimilitud. 

En todos los casos obtuvimos filogenias similares, con una distribución de las 

clonas en los árboles muy parecida, por lo cual sólo presentamos uno de ellos 

(Figura 6). En todas las filogenias hemos notado que se forma un grupo de 

gamma proteobacterias constituído por bacterias reductoras de azufre que 

permanece asociado con las beta proteobacterias. Se ha reportado que las 

beta proteobacteias son un subgrupo de las gamma proteobacterias, tal como 

lo hemos observado en nuestras filogenias (Woese CR), y aún así se las 

considera un grupo externo por sus propiedades metabólicas distintas.  

Todos los tipos de bacterias están distribuidos en forma uniforme en el árbol, y 

no se observa alguna correlación entre los tipos de bacteria con el valle de 

donde proceden.  

Las posibles seis clonas endémicas (marcadas con flechas en el árbol), que 

tuvieron menor índice de similitud, valor E y “score (bits)”en el BLAST, y/o que 

en todos los árboles formaron filotipos únicos están marcadas con flechas 

(CC50P, CC36P, CC16.22, CC16.23, Rosario24.28, y Rosario24.49). 

También en las filogenias puede observarse la asociación de nuestras clonas 

de Cuatro Ciénegas con secuencias de referencia que tienen un origen marino, 

y además podemos notar que las clonas de Cuatro Ciéngas se asocian más a 

las secuencias propuestas en BLAST, que a las propuestas por RDB. 
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Figura 6. Árbol filogenético de 38 clonas representativas, con las secuencias de 

referencia propuestas en BLAST y RDB. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
Con estos datos podemos sugerir de la presencia de especies únicas 

(endémicas), aunque en este punto es necesario aclarar que hasta hoy no ha 

podido definirse con claridad si es posible la existencia del endemismo para el 

caso de las bacterias. Nosotros consideramos que sí es posible, y que es 

necesario un mayor desarrollo de las técnicas moleculares que permitan un 

refinamiento de los análisis para demostrarlo. Por ahora con la herramienta del 

16S no es suficiente, incluso se ha comprobado que para definir biogreografía 

de bacterias es necesario utilizar otros métodos moleculares (Cho y Tiedje 

2000, Papke 2004), por lo tanto consideramos que será necesario otro tipo de 

análisis para poder demostrar con claridad el endemismo en los sitios 

analizados. 

La diversidad que hemos encontrado en las muestras de agua analizadas es 

similar a otros cuerpos de agua reportados. No hemos querido describir con 

mayor precisión el tipo de bacterias a nivel de género o especie, pues ha sido 

un tema controvertido el utilizar únicamente la molécula del 16S para hacerlo. 

Gran parte de las secuencias que nos sirven como referencia son, al igual que 

las nuestras, clonas sin identificar y de muestras no cultivables. Es por esto que 

la definición de género o especie en bacterias debe hacerse en forma 

cuidadosa y con apoyo de herramientas moleculares más finas, que 

seguramente se desarrollarán en un futuro muy próximo. 

Hemos demostrado que es posible rastrear el origen de las bacterias utilizando 

para ello análisis genéticos como el que aquí presentamos. La presencia de 

bacterias características de ambientes marinos en el valle de Cuatro Ciénegas 

y en los valles colindantes es similar únicamente en zonas que también existe 

un origen marino, como el desierto de Atacama o los lagos de la Antártida. 

Esto, junto con los datos geológicos de la zona son evidencias que sugieren un 

origen marino.  

El hallazgo de bacterias marinas dentro del Desierto Chihuahuense y a 300 km 

de la costa más cercana, enfatiza la importancia de conservar no sólo el valle 

de Cuatro Ciénegas, sino también los valles colindantes, en los que también 

encontramos secuencias de origen marino. Las condiciones para explotar los 

recursos naturales de Cuatro Ciénegas y valles vecinos deben de ser 
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cuidadosamente controladas, si queremos preservar esta increíble riqueza 

ecológica para las generaciones futuras.   
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APÉNDICES 
 
 
APÉNDICE 1 
 

KIT MO BIO 
 

1. Colocar 1 ó 2 filtros en el “bead tube” y agregar 4 ml de “bead solution”, 
vortex 1 mn. Es posible colocar más de 2 filtros en un mismo tubo, en 
particular para muestras de agua que utilizaron muchos filtros. Si es 
necesario, poner 0.5ml más de solución. 

2. Agregar 0.5ml de solución WD1 y 5 μl de RNAsa, vortex 30 secs. 
Colocar los tubos horizontalmente en el agitador y mezclar a toda 
velocidad por 15 mn. 

3. Centrifugar los tubos a 5000 rpm por 3 mn. Eliminar los filtros con 
cuidado antes de centrifugar. 

4. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 15 ml y agregar 0.6 ml de 
solución WD2. Vortex 5 secs, incubar a 4º por 30 mn. 

5. Centrifugar a 5 000 rpm por 6 mn. Transferir el sobrenadante con la 
pipeta a un tubo limpio y agregarle 8 ml de solución WD3. Vortex 5 sec. 

6. Poner la mezcla en un “tubo-filtro” y centrifugar a 4000 rpm por 3 mn. 
Eliminar el filtrado. 

7. Agregar 3 ml de solución WD4 y centrifugar a 4000rpm por 3 mn. 
Descartar el filtrado. 

8. Repetir paso 7 con WD4 para asegurar que el ADN quede muy limpio. 
9. Centrifugar nuevamente a 5000rpm por 5 mn. 
10. Secar el filtro durante 20 mn a temperatura ambiente. 
11. Colocar el filtro en un nuevo tubo y agregar 3 ml de solución WD5. 
12. Dejar en reposo por 12 hrs a 4ºC 
13. Centrifugar a 5000rpm por 3 mn. Ahora el ADN está eluido en el filtrado. 
 

 
APÉNDICE 2 
 

CONDICIONES DEL PCR 16S RDNA 
Para 50 μl: 
Concentración inicial de 
cada reactivo 

Concentración final Cantidad en μl 

Buffer 10X 1X 5 
MgCl2 25mM 2.75mM 5.5 
dNTPs 10mM 0.2mM 1 
Oligos 10μM 0.06μM 0.3 de cada uno 
Taq polimerasa (ABI) 5U/μl 1U 0.2 
DMSO 100% 5% 2.5 
Agua  35.2 
 
Los ciclos del PCR fueron las siguientes: 94ºC x 4 min; 35 ciclos de: 92ºC x 1.5 
min, 50ºC 1.5 min, 72ºC x 2 min; 72ºC x 30 min de extensión final para 
asegurar una mejor adenilación. 
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APÉNDICE 3 
 

EXTRACCIÓN DE BANDAS DE GEL CON EL KIT “QIAQUICK GEL 
EXTRACTION” 

Procesar un máximo de 400mg de agarosa por columna. Todos los pasos de 
centrifugación son a 10 000 x g ó 13,000 rpm. 
 

1. Cortar las bandas del tamaño deseado, tratando de tomar la menor 
cantidad de agarosa posible. 

2. Pesar la banda. Añadir 3 volúmenes de buffer QG por un volumen de gel 
(100mg 100μl) 

3. Incubar a 50º por 10mn, o hasta que se disuelva la agarosa. Vortex cada 
2-3 mn 

4. Comprobar que el color del buffer sea amarillo. Si es naranja o violeta, 
ajustar el pH con 10 μl de acetato de sodio 3M pH 5. 

5. Armar la columna, agregar la muestra y centrifugar por 1 mn. Si el 
volumen es mayor a 800 μl, cargar y centrifugar varias veces. Tirar lo 
centrifugado 

6. Añadir 0.5 ml de buffer QG a la columna y centrifugar 1 mn. Tirar lo 
centrifugado 

7. Para lavar, poner 0.75 ml de Buffer PE. Incubar 2-5mn y centrifugar 1 
mn. Tirar lo centrifugado 

8. Centrifugar la columna por 1 mn adicional, antes asegurarse de que el 
tubo de abajo no tenga líquido para que en este paso se elimine todo el 
etanol. 

9. Poner la columna en un tubo limpio de 1.5ml  
10. Para eluír el ADN añadir 50μl de buffer EB o agua al centro de la 

membrana, y centrifugar la columna a máxima velocidad. Para aumentar 
la concentración, eluír en 30μl, incubar por 1 mn y centrifugar por 1 mn. 

11. Guardar la muestra a -20º C.  
 
 
 
 
 
APÉNDICE 4 
 

TOPO TA CLONING 
Preparación de la clonación 
1. Para muestras ambientales que han sido extraídas de gel, el producto se 
poliadenila nuevamente justo antes de clonar, en una reacción que contiene: 
100 ng del producto, 1 U de taq, buffer 1X con 1.5mM de MgCl2 y 166μM dATP 
de la siguiente forma: 
  
100 a 200 ng del producto en 22 μl 
3 μl buffer 10X con magnesio ya incluído 
5 μl dATP a 1mM 
0.2μl Taq 
Esta reacción se incuba a 72º por 10-15 mn 
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2. Para empezar a clonar tener listos 
 

• Tubos estériles 
• Baño a 42 grados 
• 2 Cajas con LB con 50 μg/ml ampi o 50 μg/ml kanamicina por cada vial 

de bacterias competentes 
• 40mg/ml de xgal en DMF 
• Incubadora a 37 grados 

 
3. Antes de empezar el experimento 

• Prender baño a 42 grados 
• Calentar medio SOC a TA 
• Calentar cajas de LB a 37 grados por 30 mn 
• Después de los 30 mn esparcir 40 μl de x gal en cada caja, incubar a 37 

grados hasta que se usen 
• Descongelar en hielo, un vial de bacterias por cada transformación. 

 
 
Ligación del producto 
 
1. Hacer la mezcla siguiente 

• Poner 0.5 a 4 μl del producto de PCR a ligar (para productos 
ambientales se usaron 4 μl, unos 10 a 20 ng) 

• Agregar 1 μl de SALT SOLUTION 
• Añadir agua estéril para completar 5 μl  
• En estos 5 μl añadir 1 μl del vector TOPO 

 
2. Mezclar suavemente e incubar a TA 5 mn (para productos más grandes 
(>1kb) o si es una mezcla de productos, incubar 30 mn) 
 
3. Poner la reacción en hielo y empezar a transformar. 
(La reacción se puede guardar a –20 ON). 
 
 
Transformación 
1. Añadir 2 μl de la reacción de ligación en un vial de bacterias competentes. 
NO MEZCLAR PIPETEANDO 
2. Incubar en hielo de 5 a 30 mn (para clonar PCRs grandes o mezclas de 
productos es mejor dejarlo 30 mn) 
3. Poner las bacterias a 42 grados por 60 seg. para inducirles a Heat-shock 
4. Transferir el tubo en hielo inmediatamente 
5. Añadir 250 μl de medio SOC a TA  
6. Tapar el tubo y agitarlo horizontalmente a 200 rpm a 37 grados por una hora 
7. Sembrar 10 a 50 μl de cada reacción de transformación en las cajas de 
medio precalentadas. Se recomienda sembrar dos volúmenes distintos de 
bacterias para asegurar una correcta cantidad de colonias. Para clonación de 
productos ambientales sembrar 100 μl y 200 μl. 
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8. Una reacción de clonación eficiente producirá cientos de colonias. Elegir 
unas 10 blancas o azules claras para analizar. No elegir las colonias azul 
oscuro. 
Selección de clonas positivas 
1. Con un palillo se tomó una pequeña muestra de la colonia y se resuspendió 
en 25 μl de agua limpia, se incubó a 96º por una hora en un tubo de PCR y se 
cargaron los 25 μl en un gel de agarosa al 1% para visualizar el tamaño de los 
plásmidos. 
2. Las colonias con inserto fueron crecidas ON en LB con 50 μg/ml de 
kanamicina o ampicilina , y se congelaron en 1 ml de LB con glicerol al 15%. 
 
 
 
APÉNDICE 5 

SNAP MINIPREP KIT 
 
Lisis y precipitación 
 

1. Centrifugar 1-3 ml de cultivo ON (1 a 1.5 x10 9 células /ml; yo uso 
generalmente 1 ml). 

2. Resuspender el precipitado en 150 μl de Resuspension Buffer con 
vortex o con la pipeta. 

3. Añadir 150 μl de Lysis Buffer y mezclar suavemente invirtiendo 5 a 6 
veces. Incubar 3 min a TA. 

4. Añadir 150 μl de Precipitation Salt frío e invertir 6 a 8 veces. 
5. Centrifugar a TA 14,000 g por 5 min. Mientras se centrifuga poner la mini 

columna en  el tubo de 2 ml del kit. 
 
Pegado del plásmido 
 

6. Pasar el SN a un tubo estéril. Tirar el precipitado gelatinoso. 
7. Añadir 600 μl de Binding Buffer y mezclar invirtiendo 5 a 6 veces. 

Pasar todo esto a la mini columna. 
8. Centrifugar la mini columna con el tubo a TA a 1,000 – 3,000 g por 30 

seg 
9. Tirar lo que se centrifugue. 
10. Añadir 500 μl de Wash Buffer. 
11. Centrifugar la mini columna con el tubo a TA a 1,000 – 3,000 g por 10 a 

30 seg. 
12. Añadir 900 μl de 1X Final Wash y centrifugar igual que el paso anterior. 
13. Centrifugar a máxima velocidad por 1 min para secar la resina. 

 
Elución del plásmido 
 

14. Poner la minicolumna en un tubo estéril y añadir 60 μl de agua estéril 
directamente en la resina. Incubar 3 mn a TA. 

15. Centrifugar a TA a máxima velocidad por 30 seg. Guardar el eluído y 
tirar la  

columna. 
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