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Resumen

Los manantiales salinos terrestres son habitats con una gran diversidad de especies microbianas, pero el conocimiento
de dicha diversidad en el pais es escaso. Se seleccionaron tres manantiales salinos ubicados en el sistema montafioso
de los Andes colombianos para su estudio en el marco del programa de investigacion en ecologia y diversidad de
manantiales salinos y termales. Estos manantiales, con un contenido total de sdlidos disueltos de 20 a 54 g/L,
fluyen a partir de aguas subterraneas antiguas y su régimen hidrologico no esta directamente relacionado con
recargas pluviométricas recientes. Presentaron composiciones fisicoquimicas diferentes: en las muestras de agua
provenientes de los manantiales Salado de Consota y La Cristalina se registro un alto contenido de cloro, sodio y
calcio, en tanto que las aguas provenientes del manantial Salpa se caracterizaron por una gran concentracion de sodio,
potasio y sulfato. La composicion de las comunidades bacterianas se analiz con base en diferentes aproximaciones
para generar inventarios de diversidad bioldgica. Los resultados indicaron que los tres manantiales albergan
una comunidad bacteriana constituida en su mayoria por organismos Gram-negativos, méviles, heterotroficos y
litotroficos, halotolerantes y haldfilos, algunos de los cuales han sido reportados previamente en ambientes marinos.
La mayoria de los organismos aislados pertenecia a la gamaproteobacteria y alfaproteobacteria, aunque las diferencias
en la composicion microbiana de cada manantial fueron evidentes. El estudio demostré que estos manantiales son
habitat de nuevas variedades taxondmicas como se deduce de las especies bacterianas caracterizadas.
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Saline springs: Inventories of metabolic and phylogenetic diversity of microorganisms from saline environments
Abstract

Terrestrial saline springs are habitats of a high diversity of microbial species, but knowledge of this diversity is
scarce in our country. We have chosen to study three saline springs as part of our research program on the ecology
and diversity of halophilic and thermophilic microorganisms. The saline springs are located on the Andes mountain
range, their content of total dissolved solids is 20-54 g/L, they flow from ancient groundwater, and their water
regime is not directly related to recent rainfall recharges. They exhibited different physicochemical compositions:
the water samples from the Salado de Consota and La Cristalina springs showed a high content of chlorine, sodium
and calcium, while those from the Salpa spring were characterized by high concentrations of sodium, potassium and
sulfate. The composition of microbial communities was analyzed using different approaches to generate biodiversity
inventories. The results indicated that these springs harbor a microbial community made up mostly of Gram-negative,
motile, litotrophic, heterotrophic, halotolerant and halophilic microorganisms, some of which have been previously
reported in marine environments. Most isolated microorganisms belonged to the Gamma and Alphaproteobacteria
classes, but differences in the microbial composition of each spring were evident. Our study revealed that these
springs are a source of new taxonomic diversity as shown by the newly characterized bacterial species.

Key words: Saline springs, microbial diversity, halophilic bacteria, halotolerant bacteria.

Introduccion diversidad bioldgica y su relacion con la estructura y la
funciéon de los ecosistemas no han incluido la diversidad

Colombia es considerado uno de los paises con mas - . - L
microbiana, entendida en este contexto como la diversidad

diversidad biolégica, pues en una extensién continental de
aproximadamente 114.000.000 hectareas, que representa -
N . . . . *Correspondencia:
el 0,7 % de la superficie continental mundial, contiene o
. Sandra Baena, baena@javeriana.edu.co
cerca del 10 % de la biota total del planeta (Romero, et Recibido: 21 de febrero de 2015
al., 2008). Los esfuerzos por generar inventarios de la Aceptado: 15 de mayo de 2015
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de bacterias y arquea en ambientes naturales. Este hecho es
decisivo si se analiza el papel clave de los microorganismos
en el mantenimiento de la biosfera al regular los ciclos
biogeoquimicos de los principales elementos y participar en
los procesos de descomposicion de la materia organica y de
los compuestos contaminantes y en el ciclo de nutrientes.
Ademas, los microorganismos son fuente promisoria de
energia renovable o sostenible en forma de biogas, bioe-
tanol, o células microbianas combustibles (Prakash, et al.,
2013). En los trabajos clasicos de Torsvik, et al. (1990),
se demostré que era posible encontrar miles de taxones
bacterianos en un gramo de suelo, sin embargo, esta
diversidad microbiana sigue a la espera de ser descubierta.
Por otra parte, calculos recientes han indicado que el nimero
de nombres cientificamente validados de las especies
de bacterias y arquea cultivadas en laboratorio era de
aproximadamente 12.000, lo que se consider6 como una
subestimacion del valor real (Chun & Rainey, 2014), ya
que la complejidad de la diversidad microbiana es mas
grande que la estimada con base en el calculo del numero
de especies cultivadas en laboratorio.

En un reciente analisis de los estudios sobre biodiversidad
en Colombia (Arbelédez-Cortés, 2013), se encontrd que los
microorganismos estaban poco representados, lo que indica
el escaso conocimiento que se tiene sobre su diversidad. Sin
embargo, si existen estudios sobre la diversidad microbiana
de diversos habitats naturales en el pais (Baena, et al.,
1998; Diaz-Céardenas, et al., 2010a, Diaz-Cardenas, et
al., 2010b; Baena, et al., 2011; Rubiano-Labrador, et al.,
2013; Bohorquez, et al., 2011; Delgado, et al., 2014). En
particular, los hébitats salinos pueden ser excelentes modelos
para el estudio de la diversidad microbiana y la ecologia de
los microorganismos en diferentes concentraciones de sal
(Ventosa, et al., 2014). Aunque el aislamiento en cultivo
puro de organismos halodfilos no es tarea facil, es un reto
que vale la pena porque con el organismo aislado es posi-
ble identificar las caracteristicas fisioldgicas, metabolicas
y genéticas aprovechables biotecnologicamente (Andrei,
et al., 2012). La alta demanda de biocatalizadores que se
ajusten a las condiciones de los procesos industriales ha
despertado el interés por la busqueda de nuevas enzimas,
cuyo punto de partida es la diversidad biolégica, incluida la
de los genes, las especies y los ecosistemas, y cabe sefialar
que los microorganismos concentran la mayor diversidad
metabolica y filogenética en el planeta.

En este articulo se presentan los resultados de la
exploracion de la diversidad microbiana de manantiales
salinos que se caracterizan por aflorar sobre o cerca de
un trazo de falla geoldgica, a pocos metros de drenajes
mayores (Cortés & Cardona, 2006), algunos de los
cuales se utilizaron en épocas precolombinas para la
extraccion de sal con diferentes fines, desde el consumo
humano hasta la orfebreria (Acevedo & Martinez, 2004;
Tistl, 2004).

Diversidad microbiana de manantiales salinos

En la region suroccidental de la Cordillera Central de
Colombia se han reportado numerosos manantiales salinos
que, por su estrecha relacion con las aguas subterraneas, se
consideran fuente de recursos minerales en concentraciones
explotables y de recursos hidricos y cuya principal aplica-
cion actual es la balneologia recreativa y terapéutica
(Alfaro, 2002). Sin embargo, el desconocimiento de su
diversidad microbiana no ha permitido considerarlos fuente
de recursos bioldgicos.

Materiales y métodos
Sitios de estudio

Se seleccionaron tres manantiales salinos, dos en la Cordillera
Central, en el departamento de Risaralda, Colombia: el
Salado de Consota (SC) (4°47°18.9” N - 75°41°35.0” O), a
1.391 m.s.n.m, y el manantial La Cristalina (LC) (4°45°50.1”
N - 75°43°55.1” O), a 1.288 m.s.n.m. El tercer manantial
salino, denominado Salpa (SP) (05°46°09.2” N - 73°06°09.7”
0), se localiza en la Cordillera Oriental, en el departamento
de Boyaca, a 2.517 m.s.n.m (Figura 1S, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1008).

Muestreos y analisis

Se hicieron muestreos puntuales en los tres manantiales entre
2006 y 2009, recolectando muestras de agua a diferentes
profundidades: en el manantial SC la profundidad oscilaba
entre 90 y 100 cm, en el manantial LC entre 70y 80 cmy en
el SP entre 100 y 120 cm. Las muestras se transportaron a 4
°C hasta el laboratorio de la Pontificia Universidad Javeriana
y se procesaron en el curso de las siguientes 18 horas para
posteriores analisis (fisicoquimicos, isotopicos, recuentos
microbianos totales y aislamiento de microorganismos).
La temperatura y el pH se tomaron en el sitio con un
potencidmetro Hach® equipado con sondas para pH y
temperatura. Se determiné la conductividad eléctrica, los
solidos disueltos totales (SDT), y las concentraciones de
cloruro, potasio, calcio, sodio, magnesio, nitrato, sulfato,
fosforo total y hierro, siguiendo las metodologias estandar
descritas en los Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

La determinacion de los isotopos estables del oxigeno (O*)
y del hidrégeno (deuterio -H?), y del isotopo radiactivo del
hidrogeno tritio (H®), se hizo mediante espectrofotometria
de masas (Stable Isotope-Ratio Mass-Spectrometer, IRMS)
en el Laboratorio de Isotopia Ambiental de la Universidad
de Waterloo, en Ontario, Canada.

Anadlisis de las variables fisicoquimicas

Los parametros fisicoquimicos se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA), para lo cual previamente se
verifico la distribucion normal de los datos de cada variable
con la prueba de bondad de ajuste a una distribucién normal
de Kolmogorov Smirnov. Posteriormente se comprobo la
homogeneidad de varianzas de los datos de cada variable
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con la prueba de Levene. Cuando se cumpli6 el supuesto
de normalidad, pero no el de homogeneidad de la varianza,
se utilizo el T2 de Tamhane. Cuando el analisis de ANOVA
mostrd diferencias significativas entre los parametros eva-
luados, se aplicd la prueba de diferencia honestamente
significativa (honestly significant difference, HSD) de Tukey
y Sheffé para hacer las comparaciones multiples de medias
y determinar los sitios especificos entre los que se expresaba
la diferencia. Los analisis se realizaron con el programa
SPSS v 16.0 (IBM SPSS Data Collection).

Caracterizacién de la composicion de las comunidades
microbianas en los manantiales salinos

La caracterizacion de la composicion de las comunidades
microbianas se llevd a cabo determinando sus caracteristicas
morfolégicas mediante microscopia electronica de barrido
en los manantiales SC y SP, registrando los recuentos
totales de microrganismos mediante la técnica de tincion
con 4,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI), deter-
minando la abundancia de grupos microbianos ampliamente
reportados en ambientes acuaticos mediante hibridacion
fluorescente in situ (fluorescent in situ hybridization, FISH),
y generando inventarios biolégicos mediante el aislamiento
de organismos y la identificaciéon taxondmica con el gen
ARNTr 16S como marcador molecular.

Caracteristicas morfologicas de las comunidades
microbianas presentes en los manantiales salinos Salado
de Consotd (SC) y Salpa (SP)

Para observar la comunidad microbiana in situ se utilizo
la técnica de microscopia electrénica de barrido en los
manantiales SC y SP siguiendo el protocolo descrito por
Diaz-Céardenas (2011); la evaluacién microscopica se hizo
segun el protocolo de Glauert (1975). Las muestras se
cubrieron con oro con un sputter coater (BioRad SC500)
antes de observarlas y obtener imagenes digitales con un
microscopio electronico de barrido FEI Quanta 200 operado
a 100kV.

Determinacion del niimero total de células microbianas
y deteccion de grupos microbianos especificos

Se utilizd la técnica de tincion de las células con DAPI
(Sigma) y se detectaron los grupos microbianos especificos
con la técnica FISH siguiendo el protocolo de Pernthaler,
et al. (2001) y analizando cada muestra dos veces. Con el
fin de mantener la integridad de las células para los analisis
con DAPI y FISH, se fijaron con formaldehido (Scharlau)
en una concentracion final de 2 % (v/v) en 500 mL de
agua recién recolectada. Posteriormente, las células se
recolectaron por filtracion con membranas de policarbonato
blanco (poro de 0,22 um y 47 mm de diametro, GTTP
Millipore). El recuento total de células se hizo segun el
protocolo de BohOrquez, et al. (2011) en un microscopio
de epifluorescencia (Nikon-Eclipse 50i) equipado con un
objetivo de 100X Pan Fluor y un filtro de excitacion triple
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DAPI-FITC-TRITC (Nikon). La deteccion de organismos
del dominio Archaea se hizo usando la sonda ARCH915 y
los del dominio Bacteria, con la sonda EUB338 mediante
la técnica de FISH. Para el dominio Bacteria se detectaron
organismos de las clases alphaproteobacteria con la sonda
ALF968, betaproteobacteria, con la sonda BET42a y
gammaproteobacteria, con la sonda GAM42a; estas sondas
son complementarias de las regiones conservadas de los
genes ARNr 16S o 23S (Tabla 1S, http://www.raccefyn.
co/index.php/raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1010).
Ademas, se utilizo la sonda NON338 como control negativo.
Las sondas se sintetizaron, purificaron y conjugaron con los
fluorocromos Alexa flour 488 o 546 de Invitrogen (USA).

Recuento de células

Se contaron 50 campos visuales por membrana cuando se
observaba un niimero menor de 30 células por campo, y 20
campos visuales si se observaba un numero mayor de células
para contar 300 células por muestra como minimo segun las
recomendaciones de Kirchman, et al. (1982). Se determino
si los recuentos presentaban diferencias significativas entre
sitios y épocas de muestreo mediante el método estadistico
no paramétrico de Kruskal-Wallis aplicado para el ANOVA
de un factor (p<0,05) con el programa Statistix, versién 9.0.

Generacion de inventarios biologicos a partir del
aislamiento de microorganismos

Para el aislamiento de microorganismos se recolectaron
en cada sitio de muestreo 100 mL de agua en botellas de
vidrio estériles para ser usados como inéculos microbianos
y cinco litros de agua en garrafas plasticas previamente
purgadas con agua del manantial para los medios de
cultivo utilizados en las diferentes series de aislamiento.
Para favorecer el aislamiento de organismos haléfilos o
halotolerantes aerobios y anaerobios, se prepararon medios
basicos (MB) aerobios (MB-AER) y anaerobios (MB-
ANA). Los medios MB-AER y MB-ANA se prepararon
con agua del manantial en estudio (previamente filtrada),
suplementada con 1 mL/L de solucién de oligoelementos
(un litro de agua destilada contenia 0,06 g de ZnCl,, 0,1 g de
MnCl,-4H,0, 0,06 g de H,BO,, 0,12-0,19 g de CoCl,-6H,0,
0,025 g de NiCl-6H,0, 0,025-0,035 g de Na,MoO,-2H,0,
0,02 g de CuCl,-2H,0, 0,05 g de AICI, anhidro, 0,03 g de
Na,SeO, y 1,5 mL de FeC|2-4H20 diluido en HCI al 25 %
(v/v)). Ademas, el MB-ANA fue suplementado con 0,5 g/L
de monohidrato de L-cisteina hidroclorada (Sigma) y 1
mL/L de resazurina (Sigma) al 0,1 % (p/v). El pH de los
medios se ajustd con una solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) (Merck) al 10 % (p/v), al 6,5 para las series de los
manantiales SC y SP y al 8,0 para las series de cultivo del
manantial LC, teniendo en cuenta los datos de pH tomados
en cada manantial. Después de ajustar el pH de los medios,
se transfirid un volumen de 5 mL de medio de cultivo de
la serie MB-AER a tubos de ensayo. EI medio de cultivo
MB-ANA se preparé siguiendo los protocolos descritos por
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Rubiano-Labrador, et al. (2013). Teniendo en cuenta que
los microorganismos haldfilos de los dominios Archaea y
Bacteria tienen un amplio espectro metabolico, se utilizaron
diferentes sustratos organicos cominmente reportados como
materia organica disuelta en sistemas acuaticos proveniente
del medio ambiente circundante o de fuentes autdctonas
como el fitoplancton, bacterioplancton y perifiton, ya sea
por la produccion de exopolisacaridos, la muerte celular o la
liberacidn de exudados (Gremm & Kaplan, 1997). Ademas,
a algunas series se les agregd un suplemento de antibi6ticos
para favorecer el aislamiento de organismos del dominio
Archaea como se ha descrito anteriormente (Elshahed, et
al., 2004). Después de la esterilizacion, los MB-AER fueron
suplementados con 0,2 g/L de extracto de levadura (Sigma)
y con diferentes fuentes de carbono como 4cidos organicos,
alcoholes, aztcares, aminoacidos, polisacaridos y lipidos
(Diaz-Céardenas, 2011). Ademas, a algunas series se les
agreg6 un suplemento de 75 pg/mL de kanamicina (Sigma)
0 75 pg/mL de ampicilina (Sigma). Los antibidticos se
prepararon en agua desionizada y se esterilizaron filtran-
dolos en membranas de 0,22 um de tamafio de poro
(Millipore). A los MB-ANA se les agreg6 un suplemento de
0,05 mL de sulfuro de sodio (Na,S-9H,0) (Sigma) al 2 %
(p/v), 0,1 mL de bicarbonato de sodio (NaHCO,) (Merck)
al 10 % (p/v), 0,2 g/L de extracto de levadura, y aceptores
de electrones como sulfato de sodio (Na,SO,) (Sigma),
tiosulfato de sodio (Na,SO,) (Sigma) y nitrato de potasio
(KNO,) (Merck), todos en una concentracion final de 10
mM. Tanto las fuentes de carbono como los aceptores de
electrones se afiadieron a cada tubo a partir de soluciones
estériles anaerobias preparadas en aguareducida (Hungate,
1969). Las diferentes series de cultivo se inocularon con
1 mL del agua del manantial (como in6culo microbiano)
por cada 5 mL de medio de cultivo y posteriormente
se incubaron a 30 °C en oscuridad y sin agitacion. Las
series de cultivo se evaluaron periédicamente con un
microscopio de contraste de fase (Nikon i50) y objetivo
de 100X Pan Fluor.

Aislamiento de cepas microbianas

A partir de las series de cultivo con crecimiento positivo,
se hizo una segunda siembra en las mismas condiciones,
asi como diluciones seriadas de 10" a 107, hasta obtener
cultivos axénicos siguiendo los protocolos descritos por
Diaz-Cardenas, et al. (2010a). La pureza de las cepas se
verific por observacién al microscopio y repicaje en medio
enriquecido con extracto de levadura (2 g/L) y glucosa (20
mM) hasta observar un tnico morfotipo.

Identificacion taxonomica de los organismos aislados

La identificacion taxonomica de los organismos aislados se
hizo usando como marcador el gen ARNr 16S. Se extrajo
ADN de cada una de las cepas y se hizo la secuenciacion del
gen marcador (~ 1.300 pb). Se describieron las principales
caracteristicas fenotipicas (tincion de Gram, morfologia

Diversidad microbiana de manantiales salinos

y estructuras celulares, metabolismo y condiciones de
salinidad, temperatura y pH Optimas para el crecimiento)
segun lo reportado por Diaz-Cérdenas (2011).

Para la extraccién del ADN microbiano se sigui6 el método
descrito por Lopez, et al. (2014). La precipitacion del ADN
se hizo con etanol al 70 % (v/v) y la segunda suspension
en 50 pl de tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA
1 mM); finalmente se almacen0 a -20 °C hasta su uso. Los
métodos usados para la amplificacion y secuenciacion del
gen ARNr 16S y para los analisis filogenéticos han sido
previamente descritos por Diaz-Cardenas, et al. (2010b)
y LOpez, et al. (2014). El gen que codifica para el ARNr
16S se amplifico con los iniciadores Fdl (CCG AAT
TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT) y Rd1 (CCC
GGG ATC CAA GCT TAA GGA GG TGA TCC AGC C)
(Redburn & Patel, 1993). El producto de la reaccion de
secuenciacion fue separado por electroforesis capilar en
un analizador automatico de biologia molecular (Genetic
Analyzer 3130x1, Applied Biosystems) usando el programa
de analisis de secuenciacion de ADN v5.2 (Applied
Biosystems) (Servicio de Biologia Molecular de la
Universidad de Griffith, Brisbane, QLD, Australia). Todos
los datos obtenidos a partir de los archivos de secuenciacion
automatica del ADN se editaron manualmente para
determinar nucledtidos codificados erréneamente usando
el programa de edicion Sequence Aligment Editor version
7.0 de BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseO/info/
programs/BIOEDIT/bioedit.htmL).

Todas las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas se
compararon con las registradas en el GenBank usando una
base de datos no redundante (nr) y el algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST/) y con las de la base de datos del RDP,
version 11, usando la opcion sequence match (http://redp.
cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp).

Resultados y discusion

Caracterizacion de la composicion fisicoquimica del agua
de los manantiales salinos

Las caracteristicas fisicoquimicas de estos manantiales se
presentan en la Tabla 1. Los manantiales SC y SP registraron
una temperatura promedio de 21 °C, mientras que la del
manantial LC fue mas alta, de 25 °C. La temperatura
promedio del agua de los manantiales SP y LC que se
registrd fue superior a la temperatura ambiente promedio
de la region: en Paipa la temperatura ambiental oscila
entre 13y 15 °C, mientras que en la zona del manantial LC
oscila entre 18 y 25 °C. El pH registrado en el manantial
SC oscilaba entre 6,1y 7,4; en el manantial LC se mantuvo
en alrededor de 8,5, y en el manantial SP fue cercano a 6,5.
Segun los rangos de conductividad eléctrica reportados por
LaBaugh (1989), los manantiales SC y LC se clasifican
como habitats polisalinos (33.000-40.000 pS/cm), en tanto
que el manatial SP como un habitat eusalino (46.000-55.000
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Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de las aguas de los manantiales estudiados

Manantial Fecha Temperatura pH Conductividad SDT CI K* Ca* Na* Mg NO, SO PTotal Fe*
°C uSlem  (mg/lL) (mglL) (mg/L) (mglL) (mgL) (mgLl) (mgl) (mglL) (mgL) (mg/L)
SC1 I\gggzo 20,9 74 35150 24185 13237 38,7 2018 4283 6,2 4,95 593 0,28 0,78
Agosto
SC2 2008 20,7 6,7 35560 23300 12736 31,4 2223 4991 3,38 48 751 0,05 1,46
@8 leggg 22,6 6,1 35700 22468 11962 443 2516 5257 5,02 4,46 742 0,06 0,63
Marzo
LC1 2008 26,3 8,42 40025 20235 11190 451 961 4342 1,24 42 694 0,15 0,12
Agosto
LC2 2008 251 8,5 35258 20500 10423 439 642 5304 0,94 4,27 1028 0,02 0,5
LC3 legggo 253 9,8 33350 19842 10868 48,1 1012 5360 0,81 4,72 1039 0,17 0,12
Febrero
SP1* 2002 21 6,7 46000 41612 5455 1637 175 13250 225 0,5 20812 0,09 0,2
Marzo
SP2 2008 21 6,5 50450 53957 7050 2100 160 36000 29,76 0,5 53957 0,17 1,2
SP3* Jz%r(l)lg 215 6,28 54900 54264 10115 1644 108 15300 255 05 20862 0,01 73

*Datos suministrados por Claudia Alfaro (Ingeominas) (comun pers). Nd: no determinado.

uS/cm). Los analisis quimicos del agua de los manantiales
SCy LC mostraron un alto contenido de cloro (CI) y calcio
(Ca*), y las aguas del manantial SP se caracterizaron
por una alta concentracién de sodio (Na*), potasio (K*) y
sulfato (SO,?*).

El analisis de varianza (ANOVA) de los datos fisicoqui-
micos mostrd diferencias significativas (p<0,05) para los
parametros de temperatura, pH, conductividad, SDT, cloro,
calcio, potasio, sodio, nitrato y sulfato. Para detectar
diferencias significativas entre los sitios de muestreo de las
variables mencionadas se hizo un analisis posterior (HDS de
Tukey y Sheffé) en el que se determind que los pardmetros
de SDT, calcio y nitrato diferian significativamente en los
tres manantiales. Con respecto a la conductividad eléctrica y
a las concentraciones de potasio, cloro, sodio y sulfato, no se
registraron diferencias significativas entre los manantiales
SC y LC, localizados en la Cordillera Central, pero si entre
estos dos manantiales y el manantial SP, localizado en la
Cordillera Oriental. En cuanto a la temperatura y el pH, se
observo que el manantial LC, que presentaba los rangos de
temperatura y de pH mas altos, diferia significativamente
de los manantiales SC y SP que, en cambio, no presentaron
diferencias significativas entre ellos para estos dos para-
metros (datos no mostrados). El analisis muestra diferencias
en las caracteristicas fisicoquimicas de cada uno de los
sitios de muestreo, lo cual es indicativo de variaciones en
las condiciones ambientales locales. Las variables que
mejor describian estas diferencias fueron el contenido de
cloro y calcio en el manantial SC, la conductividad y el
contenido de sulfato, potasio y sodio en el manantial SP y las
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condiciones de pH y temperatura en el manantial LC. Los
datos también mostraron que la composicion fisicoquimica
de los manantiales fue relativamente estable durante el
tiempo de muestreo en cada uno de los manantiales.

Para la interpretacion de los isotopos estables del agua,
los resultados de oxigeno-18 (O*) y deuterio (H?) (Tabla
2S,  http://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
downloadSuppFile/199/1011) se graficaron con respecto
a la linea metedrica mundial (Standard Mean Ocean Water,
SMOW) (Figura 28, http://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/downloadSuppFile/199/1009. La represen-
tacion grafica indicd que las aguas provenientes de los
manantiales no se ajustan a la linea SMOW y que, por lo
tanto, su origen no esta relacionado con la presencia de agua
meteodrica recientemente acumulada en los acuiferos. Por
otra parte, los valores del contenido de tritio (H®) para las
tres muestras fueron menores a 0,8 unidades de tritio (UT)
(datos no mostrados), lo que indica que estos manantiales
contienen agua antigua, infiltrada hace mas de 50 afios.
Esta informacion isotopica indica que los tres manantiales
fluyen a partir de aguas subterraneas antiguas y que su
régimen hidroloégico no estd directamente relacionado
con recargas pluviométricas recientes. Por otra parte, tal
como lo describe Sigee (2005), la permanencia del agua
en un acuifero, su interaccion con la roca del reservorio
y la presencia de minerales evaporiticos podrian ser las
causas principales de las diferencias en las caracteristicas
fisicoquimicas de las aguas de los manantiales, lo que
también demostraria que los manantiales SCy LC, ubicados
en la misma region, se originan de acuiferos diferentes.
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Caracterizacion de la composicion de las comunidades
microbianas

Las caracteristicas morfologicas de los microorganismos
predominantes en estos manantiales se describieron con base
en la microscopia electronica de barrido a partir de muestras
de dos de los tres manantiales en estudio. Solamente se
obtuvieron imagenes claras de las células microbianas en
las laminas incubadas durante 24 horas, porque las laminas
con menor tiempo de incubacion no presentaron células
microbianas, o estas eran escasas, y las laminas con 48
horas de incubacion mostraron una alta precipitacion de
sales, lo que dificultd la observacion de las células. En el
manantial SC se observaron principalmente bacilos curvos
con extremos puntiagudos, de 0,3 um de ancho por2,5a2,7
pum de largo, bacilos rectos de 0,5 a 0,7 um de ancho por
1,5a 2,0 um de largo (Figura 1), bacilos rectos de extremos
redondos de 0,6 um de ancho por 2,5 um de largo, solos o
en pares, y bacilos rectos de extremo redondo de 0,6 um de
ancho por 2,0 um de largo. También se observo el desarrollo
de una colonia compuesta de bacilos rectos o ligeramente
curvos de extremos redondos, de aproximadamente 0,4 a
0,5 um de ancho por 1,25 a 3 um de largo, adheridos entre si
posiblemente por la produccion de exopolisacaridos (Figura
2). Ademas, se observo la presencia de células ligeramente
englobadas de 3,5 a 4,0 um de ancho por 55 um de
largo, con una pequeiia elongacion uno de sus extremos
(Figura 2), que por su tamafio podrian catalogarse como
protozoos segun la clasificacion de Sieburth, et al. (1978).
Estos organismos fagotréficos y depredadores podrian tener
influencia en la composicion de la comunidad microbiana
del manantial en estudio.

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido del manantial SC.
12000X.

Diversidad microbiana de manantiales salinos

Figura 2. Microscopia electrénica de barrido del manantial SC. Se
indica con una flecha la presencia de células redondas y ligeramente
englobadas y de bacilos ligeramente curvos.

Los morfotipos dominantes en las muestras del manantial
SP fueron los bacilos rectos o ligeramente curvos con ter-
minacion en punta, de 0,6 um de ancho por 6 um de largo, los
bacilos ligeramente curvos con extremos redondos, de 0,4
pm de ancho por 1,5 a 2,0 um de largo, los bacilos rectos de
extremo redondo, de 0,15 pum de ancho por 1,2 um de largo,
los bacilos de 0,3 pm de ancho por 0,6 pum de largo, y los
bacilos de 0,5 a 0,6 um de ancho por 0,7 a 1,15 um de largo
en pares o individuales; los cocos estaban presentes en menor
proporcion. También se observaron células filamentosas de
mas de 0,2 a 0,3 um de ancho por mas de 20 um de largo
(Figura 3). La presencia de diatomeas, principalmente del
género Nitzchia, fue evidente en este manantial, lo que se ha
reportado comunmente en ambientes marinos (Salm, et al.,
2009) y lagos metasalinos (Gell & Gasse, 1990) (Figura 4).

En general, mediante microscopia electronica de barrido
se detectaron diferencias en la morfologia celular en los
manantiales SC y SP. En el primero predominaban los
bacilos curvos o espirilos, mientras que en el segundo predo-
minaron los bacilos rectos y los cocos. Por otra parte, en el
manantial SC se observaron células similares a las de los
protozoos, posibles causantes de la mortalidad bacteriana en
la mayoria de los ambientes acuaticos, lo que restringe su
superpoblacion. La presencia de diatomeas, que hacen parte
del fitoplancton y participan en procesos de produccion
primaria, se observd Unicamente en el manantial SP; los
cambios en la composicion de la comunidad fitoplanctonica
pueden influenciar la composicion de las comunidades
bacterianas (Rooney-Varga, et al., 2005). El fitoplancton
libera aproximadamente el 25 % del total del carbono
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Figura 3. Microscopia electronica de barrido. Se observan los
morfotipos dominantes en el manantial salino SP.

Figura 4. Microscopia electronica de barrido del manantial SP.
Se observa la presencia de diatomeas del género Nitzchia.

organico fijado por fotosintesis (DuRand, et al., 2001) y
posteriormente la materia organica disuelta es rapidamente
consumida y remineralizada por la comunidad bacteriana, por
lo cual, los cambios en su composicion se ven reflejados en
la composicion de la comunidad microbiana (Obernosterer
& Herndle, 1995).

Los recuentos de células totales durante los tres muestreos
variaron entre 1,8 y 2,8 x 10° células/mL’en el manantial
SC, entre 1,0 y 2,6 x 10° células/mL’ en el manantial LC y
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entre 1,7y 4,8 x 10° células/mL en el manantial SP (Tabla 2).
Estos valores son mayores a los reportados por BohOrquez,
et al. (2011) en muestras de aguas de manantiales termales
del Parque Nacional Natural Los Nevados en Colombia
(2,35 (£0,7) x 10° células/mL), y se encuentran en los rangos
de 10° a 108 células/mL reportados por Sogin, et al. (2006)
para aguas superficiales ocednicas. El analisis estadistico no
arrojoé diferencias significativas entre los sitios de muestreo
(p=0,7), pero si entre las épocas de muestreo (p=0,025) en
cada manantial, lo que sugiere cambios en la abundancia de
las comunidades microbianas al interior de cada habitat a lo
largo del tiempo. Por otra parte, en los tres manantiales se
observo el predominio de organismos del dominio Bacteria
(detectados con la sonda EUB338) en comparacion con los
del dominio Archaea (detectados con la sonda ARCH915)
(Figura 5). Los recuentos del dominio Bacteria no presenta-
ron diferencias significativas entre los sitios de muestreo
(p=0,7), mientras que los recuentos de Archaea si (p=0,004).
Por el contrario, al evaluar en cada manantial las diferencias
entre los recuentos obtenidos a lo largo del tiempo de
muestreo, se detectaron diferencias significativas para los
organismos del dominio Bacteria (p=0,025), pero no para los
organismos del dominio Archaea (p=0,13). Los resultados
sugieren que al interior de cada comunidad en cada manantial,
la abundancia de Bacteria cambia constantemente, mientras
que la abundancia de las poblaciones de Archaea puede ser
mas estable a lo largo del tiempo. Estas variaciones podrian
estar relacionadas principalmente con las caracteristicas
geoldgicas y con los factores ambientales locales, tal como
se ha reportado en diferentes sistemas acuaticos (Pedersen,
et al., 1996). Se requieren, sin embargo, estudios posteriores
para identificar las variables ambientales que afectan la
distribucién y la abundancia de las poblaciones microbianas.

Por otra parte, en el recuento de organismos pertenecientes
a las alfaproteobacterias, las betaproteobacterias y las
gamaproteobacterias, se encontré que en los tres manantiales
predominaban las gamaproteobacterias, como se ha repor-
tado en otros ambientes salinos (Wu, et al., 2006). En el
manantial SC el porcentaje de células del dominio Bacteria
que hibridé con la sonda GAMM42a oscild entre el 41
y el 67 %, en LC, entre el 27 y el 39 % y en SP, entre el
30 y el 40 %. Los resultados con la sonda ALF968 para
organismos de la clase de las alfaproteobacterias indicaron
que estos representaban menos del 20 % del total de
células del dominio Bacteria en los tres manantiales y
durante los tres muestreos. Con respecto a los recuentos
con la sonda BETA42a para organismos de la clase de las
betaproteobacterias, se obtuvieron recuentos inferiores al
0,2 % del total de células de Bacteria en los manantiales
SC y LC durante los tres muestreos, pero en el manantial
SP estos recuentos fueron mas altos (7 a 12 %), en tanto
que el analisis estadistico indico diferencias significativas
entre los tres manantiales para esta sonda, lo cual eviden-
cia variaciones en la composicién de las comunidades
microbianas a escala espacial.
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Tabla 2. Cuantificacion de células microbianas y de los organismos pertenecientes a los dominios Bacteria (a, B, g-Proteobacteria) y Archaea.

Muestra  DAPI Células/mL £DE* ARCH915 +DE* EUB338 +DE* ALF968 +DE* BET42a +DE* GAM42a +tDE*
SCl1 1,87+1,03x10° 7,82+4,1x10* 2,45+3,5x10° 4,49+3,9x10° 1,55+1,4x10° 1,02+2,5x10°
SCll 2,85+3,52x10° 4,63+5,9x10° 1,46+1,1x10° 6,1+3,0x10° 1,24+0,5x10° 1,06+1,5x10°
SC Il 2,85+1,42x10° 3,64+1,7x10° 1,32+1,7x10° 1,34+1,4x10° 2,3+0,2x10° 8,22+1,0x10°
LCI 1,16+1,45x10° 8,73+2,8x10* 6,63+2,1x10° 1,15+1,2x10° 9,04+0,3x10° 2,64+0,8x10°
LCII 1,49+1,03x10° 6,77+2,46x10* 8,23+1,3x10° 1,04+0,9x10° 1,03+1,0x10° 2,23+1,1x10°
LC I 2,65+3,04x10° 4,54+1,0x10* 9,52+1,1x10° 9,04+0,7x10* 6,04+0,5x10° 3,20+1,2x10°
SP1 1,74+1,24x10° 4,22+2,8x10° 6,33+2,1x10° 1,22+0,9x10° 7,37+0,2x10* 2,07+1,8x10°
SP 11 2,19+2,5x10° 7,79+2,1x10* 8,44+1,8x10° 1,09+0,6x10° 8,03+1,0x10* 2,51+0,1x10°
SP 11 4,8+1,04 x 10° 3,54+1,2x10° 1,52+2,4x10° 3,18+1,5x10° 1,04+0,5x10° 6,20+0,5x10°

* : Media; DE: Desviacion estandar
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Manantiales salinos

Figura 5. Porcentaje de células hibridas con las sondas EUB338
y ARCH915.

Al evaluar en cada manantial la abundancia de las poblacio-
nes de organismos de las tres clases de proteobacterias,
se encontraron diferencias significativas para los recuentos
obtenidos con las sondas ALF968 (p=0,02) y GAMM42a
(p=0,02), lo cual confirma que la abundancia de poblaciones
del dominio Bacteria cambia constantemente a lo largo del
tiempo para cada sitio de muestreo.

La técnica de FISH es una herramienta 1til para cuantificar
microorganismos en ambientes naturales, sin embargo,
como cualquier otra técnica también tiene limitaciones
asociadas con la dificultad de detectar células microbianas
con bajo contenido de ribosomas, ya que generan poca
intensidad en la sefial de fluorescencia, lo que dificulta su
deteccion, asi como en la penetrabilidad y especificidad
de la sonda (Yeates, et al., 2003). Es posible que debido
a estas limitaciones las sondas utilizadas para la deteccion
de organismos de los dominios Bacteria y Archaea hayan
permitido detectar solamente entre el 40 y el 70 % del total
de células identificadas con el DAPI.

Nuestros resultados sugieren que en la comunidad micro-
biana de los tres manantiales predominan mas los
organismos del dominio Bacteria que los del dominio
Archaea, lo cual se ha reportado en ambientes con salinidad
de hasta 16 % (p/v) (Dong, et al., 2006; Perreault, et al.,
2007; Clementino, et al., 2008); por otra parte, Swan, et
al. (2010) encontraron que en ambientes moderadamente
hipersalinos (5 % (p/v) los organismos del dominio Archaea
eran mas que los del dominio Bacteria. Con respecto
a la predominancia de Bacteria sobre Archaea, se ha
discutido la razon de que en un mismo ambiente se tienda
a encontrar menor diversidad en Archaea que en Bacteria,
pese a que las arqueas contribuyen en gran proporcion al
total de los filotipos procariotas presentes en la mayoria
de los ambientes en los que se han estudiado organismos
de ambos dominios (Aller & Kemp, 2008). Tal como
lo sefialan estos autores, las arqueas pueden colonizar
microambientes que son mas restrictivos para la mayoria de
las bacterias, y estas tltimas pueden estar mas dispersas en
los diferentes microambientes de un mismo macroambiente,
lo cual dificulta establecer la razon de los bajos recuentos de
Archaea frente a Bacteria cuando se analiza la diversidad
procariota a partir de muestras que no discriminan entre
estos posibles microambientes. Aunque los recuentos de
Archaea hayan sido bajos, su presencia podria indicar
interacciones metabolicas con Bacteria necesarias para el
establecimiento de comunidades microbianas funcionales
en estos ambientes.

Generacion de inventarios biolégicos

Se observd crecimiento microbiano en todas las series de
cultivo, pero no se obtuvieron aislamientos en los cultivos
puros de todas ellas. Una de las limitantes del aislamiento
fue la purificacion, asi como la carencia de informacion para
recrear las condiciones naturales de crecimiento en términos
de, entre otros, los nutrientes y elementos traza presentes en
el agua de los manantiales. Ademas, los medios de cultivo
son a menudo poco eficientes para reproducir las condicio-
nes endogenas bidticas y abioticas requeridas y, por otro

365



Diaz-Cardenas C, Baena S

lado, los microorganismos no se adaptan inmediatamente
a estos cambios en las condiciones de crecimiento. Esto
es lo que se ha llamado great plate count anomaly, que
alude al fenomeno de que solo es posible recuperar un bajo
porcentaje de células viables de comunidades microbianas
en cultivo puro mediante los métodos tradicionales con
agar o cualquier otro agente gelificante (Tanaka, et al.,
2014), aunque los recuentos totales de microorganismos
obtenidos mediante DAPI o FISH sean altos, como se
observo en este estudio. El analisis de la secuencia del gen
ARNr 16S permitio identificar estos aislamientos como
pertenecientes al dominio Bacteria. Los medios selectivos
y la utilizacion de kanamicina y ampicilina no fueron
suficientes para favorecer la recuperacion de arqueas. Los
organismos aislados se identificaron taxonémicamente en
los filos Proteobacteria (alfa, delta y gama), Bacteroidetes,
Firmicutes, Synergistetes y Actinobacteria. La mayor parte
de los géneros microbianos se aislaron de los grupos de
alfaproteobacterias y gamaproteobacterias, datos que fueron
sustentados con los recuentos bacterianos hechos con
sondas de FISH.

A partir de las diferentes series de cultivo se aislaron y puri-
ficaron 62 cepas bacterianas. Del manantial SC se aislaron
31 cepas bacterianas, la mayoria previamente reportadas en
ambientes salinos, principalmente marinos, relacionadas con
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los géneros Roseovarius, Thalassospira, Thalassobaculum,
Labrenzia, Stappia, Thioclava, Dethiosulfovibrio, Vibrio
y Prolixibacter. Del manantial LC se obtuvieron 14 cepas
puras, cinco de las cuales han sido reportadas en ambientes
marinos y se relacionan con los géneros Oceanibaculum,
Dethiosulfovibrio y Vibrio; las nueve cepas restantes
presentaron una distribucion cosmopolita. Del manantial SP
se aislaron 17 cepas, de las cuales cuatro, relacionadas con los
géneros Desulfovibrio, Dethiosulfovibrio, Nitratireductor y
Shewanella, han sido previamente reportadas en ambientes
salinos 0 marinos. Estas cepas se conservan en glicerol
(20 % v/v) a -70 °C y estan depositadas en la coleccion de
microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana.

En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas identificadas en
los aislamientos. Mas del 70 % de las cepas bacterianas son
moviles, lo cual puede ser relevante en manantiales donde la
materia organica disuelta de bajo peso molecular (azucares,
fosfatos y aminoacidos) esta disponible en un tiempo y espacio
limitado en la columna de agua, por lo cual una conducta
sensorial mévil proporciona a las células ventajas competiti-
vas que favorecen su supervivencia (Alexandre, et al., 2004).

Las cepas USBA 369, USBA 355 y USBA 82 se destacaron
por presentar rasgos fenotipicos y valores de similitud del gen
ARNTr 168 inferiores al 97 %, umbral usado corrientemente
para la diferenciacion de especies (Chun & Rainey, 2014).

Tabla 3. Cepas aisladas de los tres manantiales estudiados utilizando diferentes series de cultivo y relacidén taxonomica.

Organismos mas cercano (% de similitud de la Grupo
secuencia 16S ARNr con este organismo mas cercano)

taxonémico

Pseudomonas pseudoalcaligenes (99) g-proteobacteria

Pseudomonas pseudoalcaligenes (99) g-proteobacteria

Gluconacetobacter diazotrophicus (98) a-Proteobacteria

Manantial No. Deposito Serie de aislamiento
Cepa
SC USBA 38 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 40 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 76 MB-KANA Piruvato
SC USBA 78 MB-AMP Glicerol
SC USBA 83 MB-AMP Glicerol
SC USBA 85 MB-AMP Casaminoacidos
SC USBA 349 MB-AER Gelatina
SC USBA 350 MB-ANA- Tween 80
SC USBA 351 MB-AER Tributil
SC USBA 352 MB-AMP Piruvato
SC USBA 353 MB-ANA- Aceite de oliva
SC USBA 354 MB-ANA- Tributil
SC USBA 355 MB-AER Almidén
SC USBA 356 MB-AER Glucosa, xilosa, ribosa
SC USBA 357 MB-AER Gelatina
SC USBA 358 MB- AER Almidén
SC USBA 359 MB-AMP Acetato de sodio
SC USBA 360 MB-AER Metanol
SC USBA 361 MB-ANA- Peptona
SC USBA 362 MB-ANA- Almidoén

Thalassospira xiamenensis (98)
Thalassospira xiamenensis (98)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Roseovarius mucosus (99)
Clostridium bifermentans (99)
Shewanella algae (98)

Stappia indica (99)

Lysobacter sp. OC7 (99)

Vibrio alginolyticus (99)
Thalassobaculum sp. (90)
Vibrio vulnificus (99)
Prolixibacter bellariivorans (98)
Thioclava pacifica (98)

Stappia indica (99)

Vibrio natriegens (99)
Desulfovibrio acrylicus (90)

Cellulomonas bogoriensis (97)

a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-proteobacteria
a-Proteobacteria
Firmicutes
g-proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-proteobacteria
Bacteroidetes
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
d-Proteobacteria

Actinobacteria
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SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
LC
LC
LC
e
LC
LC
LC
e
LC
LC
LC
LC
LC
LC
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

USBA 363
USBA 364
USBA 365
USBA 366
USBA 367
USBA 368
USBA 369
USBA 371
USBA 482
USBA 483
USBA 484
USBA 36
USBA 37
USBA 86
USBA 140
USBA 151
USBA 370
USBA 372
USBA 373
USBA 374
USBA 376
USBA 377
USBA 378
USBA 485
USBA 486
USBA 82
USBA 84
USBA 340
USBA 341
USBA 342
USBA 343
USBA 344
USBA 345
USBA 346
USBA 347
USBA 348
USBA 822
USBA 823
USBA 824
USBA 825
USBA 826
USBA 827

MB- AER Trioleato
MB-ANA Aceite de oliva
MB-AER Xilosa
MB-ANA- Almidén
MB-ANA- Peptona
MB-ANA- Tween 80
MB-ANA Tributil
MB-AMP- Piruvato
MB-AMP Casaminoacidos
MB-AMP Acetato de sodio
MB-AMP Acetato de sodio
MB-AMP Etanol
MB-AMP Piruvato
MB-AMP Piruvato
MB-AMP- Casaminoécidos
MB-ANA- Peptona
MB-ANA- Almidén
MB-ANA- Tween-80
MB-ANA- Tributil + NO3
MB-ANA- Gelatina
MB-ANA- Peptona
MB-ANA Tween 80
MB-ANA Xilosa
MB-AMP Piruvato
MB-AMP Piruvato
MB-ANA Peptona
MB-ANA Piruvato
MB-AER Aceite de oliva
MB-ANA Acido oleico
MB-ANA-Peptona
MB-ANA Glucosa
MB-AER peptona
MB-ANA Aceite de oilva
MB-ANA Tween 80 + S203
MB-ANA Tween 80
MB-AER Gelatina
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa
MB-AER Glucosa

Thioclava pacifica (98)

Clostridium bifermentans (99)

Vibrio vulnificus (99)

Vibrio vulnificus (99)

Clostridium bifermentans (99)
Pleomorphomonas oryzae (98)
Aurantimonas altamirensis (95)
Labrenzia aggregata (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Stappia indica (99)

Pseudomonas pseudoalcaligenes (97)
Oceanibaculum indicum (99)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Caenispirillum bisanense (98)
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)
Prolixibacter bellariivorans (98)
Lysobacter sp. (99)

Lysobacter sp. (99)

Vibrio alginolyticus (99)
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)
Vibrio vulnificus (100)

Vibrio alginolyticus (99)
Caenispirillum bisanense (98)
Bacillus licheniformis (96)

Dethiosulfovibrio peptidovorans (94)

Desulfovibrio dechloracetivorans (98)

Vibrio vulnificus (99)
Providencia rettgeri (98)
Lysobacter sp.OC7 (99)
Lysobacter sp.OC7 (99)
Shewanella algae (98)
Lysobacter sp. OC7 (99)
Clostridium bifermentans (99)
Clostridium bifermentans (99)
Shewanella algae (98)
Nitratireducter aquibiodomus (99)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)
Shewanella algae (98)

a-Proteobacteria
Firmicutes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Firmicutes
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
Synergistetes
Bacteroidetes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Synergistetes
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
Firmicutes
Synergistetes
d-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
g-Proteobacteria
a-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria
g-Proteobacteria

g-Proteobacteria

Dichos datos indican que estas cepas podrian catalogarse
como nuevas especies bacterianas. Se realizaron estudios
taxondémicos usando el enfoque polifasico, en el que se

consideraron multiples dimensiones como las caracteris-
ticas fenotipicas, genotipicas y quimotaxondémicas (datos

no mostrados).
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La cepa USBA 369, aislada del manantial SC, registré un
porcentaje de similitud del gen ARNr 16S con Aurantimonas
altamirensis de 95 % (Mendes, et al., 2008); esta especie,
aislada de la cueva Altamira en Espafia, se reclasifico
posteriormente como Aureimonas altamirensis (Rathsack,
etal., 2011). Esta cepa es un organismo quimioheterotréfico,
Gram-negativo, movil, aerobio facultativo y halotolerante
(Figura 6). Debido a sus caracteristicas genotipicas,
fenotipicas y quimotaxon0micas Se Propuso como una
nueva especie del género Aurantimonas, denominada
Aurantimonas salsifontis (Diaz-Cérdenas, et al., 2015, en
preparacion), aunque también presenta una gran similitud
con miembros de los géneros Aureimonas (Rathsack, et al.,
2011) y Rhizobium. El género Aurantimonas hace parte del
orden Rhizobiales y, debido a las nuevas clasificaciones de
las especies antes pertenecientes al género, a la fecha solo la
especie tipo Aurantimonas coralicida (Denner, et al., 2003),
aislada de muestras de corales, hace parte del género.

El bajo porcentaje de similitud de la secuencia del ARNr
16S de la cepa USBA 355 (Figura 7) con organismos
del género Thalassobaculum (90 % de similitud) y las
diferencias fenotipicas encontradas indican que la cepa
USBA 355 podria catalogarse como un nuevo género de
la familia Rhosdospirillaceae, a la cual pertenece el género
Thalassobaculum, el mas cercano a esta cepa. El analisis
polifasico (datos no mostrados) mostrd que, efectivamente,
la cepa USBA 355 se identifica como un nuevo género de

Figura 6. Micrografia electronica de tincion negativa de la cepa
USBA 369.
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Figura 7. Micrografia electronica de la cepa USBA 355. Tincion
negativa que permite evidenciar la morfologia celular.

la familia Rhosdospirillaceae denominado Tistlia; la especie
ha sido denominada Tistlia consotensis (Diaz-Cardenas,
et al., 2010b) por su relacion con el sitio de aislamiento,
el manantial SC. El analisis proteogendémico hecho para
dilucidar los mecanismos de adaptacién a condiciones
de salinidad variables como las de este manantial mostr6
que hay una expresion diferencial de proteinas cuando
el organismo crece en habitats donde hay ausencia de
cloruro de sodio o altas concentraciones de este compuesto
comparadas con la concentracion promedio (Rubiano-
Labrador, et al., 2014).

El analisis preliminar de la secuencia del ARNr 16S
de la cepa USBA 82 indicé que esta relacionada con
Dethiosulfovibrio peptidovorans (94 % de similitud) del
filo Synergistetes (Jumas-Bilak, et al., 2009), el cual
incluye los géneros Dethiosulfovibrio, Synergistes,
Anaerobaculum, Aminobacterium, Thermanaerovibrio,
Aminomonas, Thermovirga, Aminiphilus, Jonquetella y
Cloacibacillus (Rees, et al., 1997, Baena, et al., 1998,
Baena, et al., 1999a; Baena, et al., 1999b; Dahle &
Birkeland, 2006, Diaz, et al., 2007, Jumas-Bilak, et al.,
2007, Ganesan, et al., 2008), cuya principal caracteristica
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es su capacidad para degradar aminoacidos en condiciones
anaerobias (Vartoukian, et al., 2007). El analisis polifasico
demostré que la cepa aislada correspondia a una nueva
especie del género Dethiosulfovibrio, que se denomind
Dethiosulfovibrio salsuginis (Figura 8) (Diaz-Cardenas,
et al., 2010a).

En términos generales, la caracterizacion fenotipica de los
microorganismos aislados, que incluyo la determinacion del
rango 6ptimo de salinidad (medida como concentracion de
cloruro de sodio), demostrd que aunque los tres manantiales
presentaban una salinidad incluso mas alta que la reportada
para ambientes marinos, la mayoria de las cepas aisladas no
tenia un requerimiento especifico del ion Na*, ni siquiera
aquellas estrechamente relacionadas con organismos de
ambientes marinos que requieren de este i6n, tales como
Stappia (Lai, et al., 2010), Labrenzia (Biebl, et al., 2007),
Roseovarius (Biebl, et al., 2005), Thioclava (Sorokin,
et al., 2005) y Vibrio. También vale la pena resaltar que a

- LR
EiR
P

e &féﬁ"t

Figura 8. Micrografia electronica de la cepa USBA 82. Tincion
negativa que permite evidenciar la morfologia celular y la presencia
de flagelos laterales.

Diversidad microbiana de manantiales salinos

pesar del elevado pH del manantial LC, que oscila entre 8,4
y 9,8 (lo cual lo diferencia de los otros dos manantiales),
ninguno de los organismos aislados se relacioné con
organismos alcalofilos. Estos resultados difieren de los
obtenidos en otros ambientes salinos alcalinos, en los
cuales se han aislado principalmente organismos del filo
Firmicutes relacionados con bacterias Gram positivas
de bajo contenido de G+C pertenecientes a los géneros
Bacillus, Paenibacillus, Alkalibacillus, Exiguobacterium,
Planococcus, Enterococcus y Vagococcus (Joshi, et al.,
2008). Un elemento comun en los tres manantiales fue el
aislamiento de organismos relacionados con los géneros
Vibrio y Lysobacter, mientras que los organismos del
género Caenespirillum y Prolixibacter solo se aislaron de
los manantiales SC y LC; los organismos de los géneros
Desulfovibrio, Shewanella y Clostridium, de los manantiales
SCy SP, y los organismos del género Dethiosulfovibrio, de
los manantiales LC y SP (Figura 9).

Este estudio constituye uno de los pocos desarrollados
en Colombia sobre la composicion de las comunidades
microbianas de manantiales polisalinos y eusalinos que
fluyen a partir de aguas subterraneas con mas de 50 afios
de antiguedad. La biodiversidad microbiana de estos
manantiales salinos incluye organismos halotolerantes
de clase alfaproteobacteria, deltaproteobacteria y gama-
proteobacteria Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria
y Synergistetes y presentan una gran heterogeneidad
fenotipica con respecto a los organismos mas relacionados

Roseovarius Pleomorphomonas
Thalassospira Gluconacetobacter
Thalassobaculum ~Aurantimonas

Labrenzia Pseudomonas
Stappia Cellulomonas
Thioclava

Nitratireductor
Providencia

SP

Oceanibaculum

LC

Figura 9. Diagrama de Venn que muestra la afiliacion taxonémica
de las cepas aisladas en los manantiales Salado de Consota, La
Cristalina y Salpa.
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filogenéticamente. En los manantiales SC y LC se
aislaron cepas bacterianas relacionadas principalmente
con organismos haldfilos de ambientes marinos. Por el
contrario, la composicion microbiana del manantial SP
fue bastante heterogénea y se relaciond con organismos
halotolerantes y haldfilos de agua dulce, sedimentos de

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(152):358-373, julio-septiembre de 2015

lagunas de cristalizacion, manantiales sulfurosos marinos,
estuarios y suelo. Estos manantiales albergan una diversidad
microbiana desconocida que representa un reservorio
de diversidad genética inexplorada y podria ser fuente
de enzimas, metabolitos y rutas metabdlicas de interés
ecoldgico y biotecnolégico.

Informacion suplementaria

Figura 18. Ubicacion geografica de los manantiales Salado de
Consota, La Cristalina y Salpa en el mapa de Colombia

Tabla 1S. Sondas de oligonucle6tidos usadas en este estudio para
la deteccion de organismos.

Tabla 2S. Caracterizacion isotopica del agua de los manantiales
estudiados

Figura 2S. Composicion de isotopos estables con respecto a la
linea metedrica mundial SMOW.
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