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Resumen

En el presente estudio se analizo la diversidad procariota de los tapetes microbianos
de la zona geotermal de Ararg, Michoacan. Para ello se amplificaron por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) las regiones intergénicasy los genes ribosomales
16S apartirde ADN metagendmico extraido de muestras de dos pozas termales. Se
construyé una genoteca de 200 clonas de genes ribosomales en la bacteria Escheri-
chiacoliDH5a y de 39 de ellas se obtuvo la secuencia nucleotidica. El analisis de las
regiones intergénicas mostro una escasa diversidad genética. Conrespecto a lage-
noteca de genes ribosomales, se encontré que los principales componentes de los ta-
petes microbianos lo constituyen los géneros cianobacterianos Synechococcus
(49%) y Cyanobium (5%), asi como cianobacterias (26%) y bacterias no cultivadas
(20%). Es interesante resaltar que el 46% del total de clonas analizadas mostraron
homologia con bacterias no cultivables. Nuestros resultados sugieren que el género
Synechococcus predomina dentro de la diversidad procariota encontrada en los tape -
tes microbianos de las pozas geotermales analizadas. Finalmente, la presencia de
secuencias con identidad al género Cyanobium podria demostrar un nuevo estilo de
vida termdfilo para este género.
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Introduccion

Los manantiales o pozas geotermales son ecosistemas interesantes por las diversas
interacciones y roles ecolégicos que juega la diversidad microbiana termofila (Brock, 1978).
Estos manantiales contienen usualmente tapetes microbianos, los cuales estan constitui-
dos principalmente por arqueas y cianobacterias terméfilas, ya que sus temperaturas pue-
den llegar al punto de ebullicién, aunque la mayoria de estos habitats presentan
temperaturas de 50 a 70°C. Las altas temperaturas, asi como la presencia de metales pesa-
dos, la falta de oxigeno y otros elementos abioticos pueden limitar la sobrevivencia de otros
organismos, principalmente eucariotes (Ward et al, 1998).

Desde hace unas décadas se han realizado un gran nimero de trabajos enlos que se
analizan la diversidad bacteriana endémica de habitats termales (Ward et al. 1998). Uno de
los sistemas mejor estudiados respecto a su diversidad procariota, lo constituyen los ma-
nantiales termales del parque nacional de Yellowstone en Wyoming, EUA. En 1994, Barnsy
colaboradores llevaron a cabo un estudio en el cual se analizo la diversidad de arqueas por
medio de métodos moleculares, encontrando una diversidad de secuencias inesperadas.
Incluso se reporté un grupo filogenético denominado korarqueota, del cual no existen orga-
nismos cultivados en laboratorio (Barns et al. 1994). Los manantiales termales han sido es-
tudiados no solo desde el punto de vista ecoldgico, sino también como reservorios de
organismos que produzcan compuestos con bioactividades o con alguna aplicacion biotec-
nolégica. De hecho, en 1969 Thomas Brock aislé de un manantial termal de Yellowstone la
bacteria Thermus aquaticus (Brock y Freeze, 1969), que sintetizala Taqpolimerasa, una en-
zimaampliamente usada en reacciones de PCR (Polimerase Chain Reaction, por sus siglas
en inglés) y fundamental en el desarrollo de la ingenieria genética.

Sin embargo, los manantiales termalesy sus tapetes microbianos contienen también
cianobacterias, las cuales son habitantes comunes y productores primarios (Ward et al.
1998). En estos ambientes, las cianobacterias son los microorganismos responsables de
las tonalidades verde-amarillentas que visualmente se puede observar (Castenholtz 1973;
Hongmei et al, 2005). Recientemente, se analizaron los tapetes microbianos en manantiales
termales (con temperaturas entre 50°C-57°C) en Tailandia. Dichos tapetes estan constitui-
dos por tres capas; una verde (lamas externa), le sigue una capa verde amarillenta y la mas
profunda de color rojo. Utilizando el método de electroforesis en gel con gradiente de desna-
turalizacién (o DGGE) compararon la composicion de cada capa del tapete. Sus resultados
arrojaron que los principales componentes son miembros de los géneros Cyanobacteria y
Chloroflexi; en la capaverde los miembros dominantes pertenecen al Orden Chroococcales
mientras que en la capa de color rojo se encontré que los miembros dominantes estan cerca-
namente relacionados a Thermosynechococcus elongatus BP-1 (también del Orden Chroo-
coccales), y por ultimo, el filotipo dominante en la capa verde amarillosa es una bacteria
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termofilica, una Cyanobacteria no cultivada. Sus resultados confirmaron que existen dife-
rencias claras en lacomposicionde las diferentes capas que constituyen el tapete microbia-
no y que el papel ecolégico que juegan puede ser también muy diferente en cada
microecosistema (Portillo et al, 2009).

En este sentido, México es uno de los paises con mayor presencia de manifestacio-
nes superficiales del calorinterno de la Tierra, ya que un gran nimero de manantiales terma-
les se encuentran por todo el pais. En particular, la zona geotérmica de Los Azufres, asi
como las pozas térmicas de la localidad de Arard, municipio de Zinapécuaro, en Michoa-
can, son dos sistemas que estan siendo estudiados (J. Campos-Garcia, comunicacion per-
sonal). Algunos autores proponen que las pozas termales de Arar@, pueden ser un sistema
independiente del de Los Azufres (Viggiano-Guerra et al, 2005). Estas dos zonas termales
representan una gran oportunidad para descubrir nuevos microorganismos, sus interaccio-
nes ecoldgicas y su potencial biotecnolégico. En el presente trabajo analizamos la diversi-
dad procariota de los tapetes microbianos en dos pozas termales de la localidad de Araré,
Michoacan por métodos moleculares.

Materiales y Métodos

Descripcion geografica y geoquimica del area de estudio.

Lalocalidad de Arar6 pertenece al municipio de Zinapécuaro, es una zona geotermal
localizada en la porcidn noreste de Michoacan a unos 40 km al noreste de la capital del esta-
do (Morelia) y a unos 20 km del campo geotérmico de Los Azufres, en el centro de México
(Fig. 1.). Sus principales manantiales termales se localizan en el pueblo de Zimirao, cuyas
coordenadas son 19°53°54"" Latitud Norte y 100°49°50"" Longitud Oeste (Viggiano-Guerra
et al. 2005).

Morelia

Los Azufres

Figura 1. Localizacion de la
zona geotermal de Arar6 en el
estado de Michoacéan, México.

Michoacan de Ocampo, México
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El tipo geoquimico de las aguas de Arar6 son sodico-cloruradas (Israde-Alcantara et
al. 2002), cuyas concentraciones de cloruro de sodio son en promedio de 2340 partes por
millén (ppm) del total de solidos disueltos, sus aguas también contienen hasta 78 ppm de
boro, pero en promedio 55.5 ppm. La presencia de Boro y Litio sugieren un origen hiperter-
mal (Israde-Alcantara et al. 2002). Los manantiales de Zimirao parecen serlos Unicos cuyas
aguas proceden de las profundidades de todala zona de Arar6, dadas las propiedades fisi-
coquimicas. La temperatura puede variar dependiendo de la época; sin embargo se ha ob-
servado un promedio de 71°C para la zona de Zimirao, region donde se analizaron las pozas
en este estudio. Al momento de tomar la muestra se observé una temperatura de 65°C.

Toma de las muestras

Se realiz6 un muestreo enla zona geotermal de Araré. Se eligieron dos pozas terma-
les con base en el grado de conservacion que presentaban (evitando aquellas que estuvie--
ran perturbadas o contaminadas por factores humanos). Las muestras de los tapetes
microbianos se sellaron con Parafilm® y aluminio, se conservaron en hielo hasta su traspor-
te al laboratorio y se mantuvieron a -20 °C hasta su procesamiento.

Extraccion del ADN metagendémico y amplificacion por PCR

La extraccion del ADN metagenémico de cada poza se llevo a cabo utilizando el kit
PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO laboratorios, inc.), siguiendo las sugerencias del pro-
veedor. Se emplearon los oligonucleétidos universales para amplificar los genes 16S riboso-
males (Posiciones 8 a 28y 1526 a 1542 de el 16S rDNA de Escherichia coli) de bacterias:
fD1 5CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3y rD1 5°AAG GAG GTG ATC CAG CC 3
(Weisburg etal. 1991). Para amplificar los espacios intergénicos entre los genes ADNr 16S 'y
23S de bacterias se usaron los oligos B1055 5"AAT GGC TGT CGT CAG CTC GT 3,y
23SOR 5"TGC CAA GGC ATC CAC CGT 3 (Acinas et al. 1999; Jan-Roblero et al. 2004).
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: con los oligos universales: Desnatu-
ralizacion (95°C), alineamiento (53°C) y amplificacion (72°C) por 30ciclos. Paralaamplifica-
cién de las regiones intergénicas vario la temperatura de alineamiento (55°C).

Construccién de la genoteca de genes ribosomales

Los productos de PCR se purificaron usando el kit Wizard® SVGel and PCR
Clean-Up System y se clonaron en el vector pPGEM-T Easy. Posterior a la ligacion se trans-
formo por el método de calcio enla bacteria Escherichia coliDH5a, seleccionandose en ca-
jas LB con X-Gal y ampicilina (40ug/ml). Los plasmidos se extrajeron por lisis alcalina 'y se
purificaron de nuevo con el kit Wizard® SVGeland PCR Clean-Up System. Aquellas clonas
gue mostraron la clonacion del inserto o gen ribosomales se mandaron a secuenciar.
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Secuenciacion de clonas

La secuenciacion de las muestras se realizé enla Unidad de Servicios Genémicos del
Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad en Irapuato, Guanajuato.

Resultados y Discusion

Los tapetes microbianos de las pozas de Arar6é como modelos de estudio

El estudio de los tapetes microbianos tiene granimportancia por la presencia de diver-
sas especies procariotas que pueden jugar diferentesroles ecoldgicos. Las condiciones fisi-
coquimicas del ambiente, tales como las altas temperaturas, la presencia de metales
pesados, el exceso de materia organica, entre otros factores, limitan la diversidad de orga-
nismos eucariotes. Por lo tanto, el estudio comparativo de la diversidad, la ecologia, la evo-
lucién y aspectos fisioloégicos nos ayudan a entender mejor la vida en ambientes extremos
(Ward et al. 1998).

r!al‘ f
Gt Tk

Figura 2. Fotografias de las pozas termales estudiadas en Arard, Michoacan. a) Poza nimero 1y b) poza ndmero 2.

En este trabajo se analiz6la diversidad filogenética de la comunidad bacteriana de los
tapetes microbianos localizados en dos pozas de la zona geotermal de Arard, Michoacan,
México (Figura 1y 2). Estaregion colinda con la zona conocida como Los Azufres, también
localizada en el Estado de Michoacan. Sin embargo, datos geoquimicos presentados por
Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin (2005), sugieren que el origen de estas dos zonas geo-
térmicas son independientes y no se encuentran comunicadas. Esto toma relevancia para
nuestro estudio ya que otros grupos de investigacion estan realizando estudios metageno-
micos de la zona geotérmica de los Azufres (J. Campos-Garcia, comunicacion personal). En
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el futuro sera interesante realizar un andlisis comparativo de estos trabajos de investigacion
parasaber siambas zonas geotermales contienen diferentes especies microbianas o sies-
tas comparten alguna similitud a nivel del ADN. Los resultados podrian apoyar los datos
geoquimicos presentados por Viggiano-Guerray Gutiérrez-Negrin (2005), que sugieren un
origen independiente de ambas zonas geotérmicas.

Anélisis de las regiones intergénicas

Para determinar de forma preliminar la diversidad microbiana en las pozas termales
de Arard, se emplearon oligos que amplifican las regiones intergénicas entre los genes ribo-
somales 16Sy 23S de E. coli, posiciones 1055 a 1074 y 21 a 38, respectivamente (Acinas et
al. 1999). Cabe destacar que estas regiones intergénicas contienen diversos tamafios en las
diversas especies bacterianas y de arqueobacterias, por lo que la cantidad de bandas (apro-
ximadamente de 600 a 1500 pares de bases) amplificadas esta relacionado con el grado de
diversidad en la muestra. En este trabajo se encontraron muy pocas bandas de ADN inter-
génico amplificado (Figura 3). Sinembargo, los datos sugieren que las pozas 1y 2 (Fig. 3,ay
b) contienen diferentes poblaciones bacterianas, ya que el patrén de bandas es diferente. Lo
anterior de algunamanerase esperaba, ya que las condiciones fisicas y quimicasde las po-
zas pueden considerarse como extremas para la vida microbiana (Ward et al. 1998). Ade-
mas de que se ha sugerido que unas cuantas especies (decenas) son las formadoras de los
tapetes microbianos en diversas pozas termales del mundo (Ferris etal, 1996; Portillo et al,
2009). Sin duda si se compara con otros ambientes como lagos o suelos la diversidad es
muy limitada (Jan-Roblero et al. 2004; Fierer y Jackson, 2006).

Figura 3. Amplificacién de las regiones
intergénicas entre los genes ribosomales
16S y 23S de eubacterias de las pozas
termales. a) Marcador de peso molecu-
lar, b) regiones intergénicas del metage-
noma de la poza 1y c) poza 2.

Andlisis de la diversidad bacteriana

Para conocer la diversidad molecular bacteriana se emplearon los oligos universales
fD1yrD1 (Weisburg et al. 1991), amplificando una banda de banda de 1.5 kb aproximada-
mente, correspondiente al tamafio aproximado de los genes ribosomales 16 de eubacterias
(Fig.4). Unavez que se obtuvieron las secuencias de la genoteca de los productos del PCR,
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1234 5 6

= Figura 4. Amplificacion por PCR
— | - de los genes 16S ribosomales de
[ — X la pozas. Carril 1, Marcador de
1.5Kb - peso molecular; 2, control negati-
f : Vo; 3, Poza 1; 4, Control positivo
1.5Kb : con ADN genémico de E. coli; 5,
—> | v Marcador de peso molecular; 6,
Poza 2.

los genes ADNr 16S se secuenciaron obteniendo 39 secuencias de buena calidad. Las se-
cuencias analizadas que se reportan en este trabajo mostraron similitudes en los analisis
tipo Blast (NCBI) del 98 al 100% de identidad con sus respectivos homdlogos en la base de
datos. Los resultados muestran que las clonas analizadas muestran que los tapetes micro-
bianos lo constituyen los géneros cianobacterianos; Synechococcus (49%) y Cyanobium
(5%), asi como diversas cianobacterias (26%) y bacterias no cultivadas (20%) (Fig. 5). Esin-
teresante resaltar que el 46% del total de clonas analizadas mostraron homologia con bac-
terias no cultivadas. Esto es importante ya que nos demuestra la importancia de emplear
técnicas moleculares independientes de cultivo para conocer la diversidad procariota de
ecosistemas como los tapetes microbianos (Weisburg et al., 1991; Ward et al., 1998). La fi-
gura 6 muestra las relaciones filogenéticas de secuencias 16S ribosomales de la genoteca
construida, empleando el método del vecino mas cercano (Neighbor joining) donde se unen
los OTU’s méas cercanos. Lo anterior confirma las relaciones de identidad de las secuencias
obtenidas en los andlisis tipo Blast con géneros como Synechococcus, Cyanobium, asi
como diversas cianobacterias y bacterias no cultivadas.

Figura 5. Porcentajes de la di-
versidad procariota encontra-
dos en la genoteca de genes
ribosomales 16S amplificados
del metagenéma de las pozas
de Araré, Michoacan. Los ana-
lisis de similitud se basan en
blsquedas tipo Blastn en la
base de datos del NCBI (Na-
tional Center for Biotecnology
Information).

¥ Synechococcus sp.

& Cyanobium sp.

HBacterias no cultivables

M Cianobacterias no cultivables
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o 2 Unceltared Synechococcus sp. parfial 165 rRNA gene, clone LEN20S 53
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] Unculered Synechococces sp. parfial 165 rRMA gene, clone LEN2OS 33
b 3] cywnobacheria) 13 aves
¥ Uncalbured Synechococons sp. partial 165 rANA gene, clone LENZOS 72
9 Uncuthered Synechococcns sp. partial 165 rANA gens, clone LEN20% 71
# Unceltered Synechococcus sp. partial 165 rRNA gens, chone LENZOS 57
‘S'cwmhrhlshwu
o — 5 Uncelbured marine bacterive pirfial 165 rRNA gene, clone MASS
-  Uncelbured Synechococcus sp. parfial 165 rRNA gene, clone LEN20S 61
o Unialhored Synechococcns sp, parfial 165 rRNA gene, dlone LEN205 64
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v & Uncuttured bachrion clone Reef_ B0% 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
3 Synechococins 5p. A1 60 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
) Uncoltured bacteriom clone 5251115 165 ribosomal RNA ene, parkial sequence
19 Symchococcns sp. A5 74 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
3 Unceltured bacteriom clone 525743 16:5 ribosomal RNA gene, parfial sequence
1 Syrwchococces 5. A1573 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
‘j 5 Unculfured bacherium clone MWL SB17 165 ribosomal RNA gent, parfial sequence

4

swﬂlnd Synwchococons sp. chone 031606u8 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
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i Synechococcns 5p. RS9920 165 nbosomal RNA gens, parfial sequence

Figura 6. Andlisis filogenético de tres clonas representativas de la genoteca. A) Clona CMPB29 agrupada en un cluster con
identidad a secuencias 16S ribosomales pertenecientes a Synechococcus;

Para la construccion de los &rboles filogenéticos se utilizé el Programa Blast Tree View del NCBI, mediant el uso del Mé-
todo del vecino mas cercano (Neighbor Joining). Algunos nodos fueron eliminados con objetivos didacticos.

El Phylum Cyanobacteria se ha reportado como el grupo microbiano que cominmen-
te se encuentra constituyendo los tapetes microbianos en manantiales termales, asi como
parte de los principales productores primarios en estos ecosistemas (Castenholz,1973). La
mayoria de las secuencias, el 83%, tuvieron similitud con Synechococcus sp., coincidiendo
con otros resultados, donde se reporta que dicho género de cianobacterias esta presente
como una especie dominante entapetes microbianos de manantiales termales (Castenholz
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1973; Weller etal. 1991; Ruff-Roberts et al. 1994; Ward et al.1998; Portillo et al. 2009). Sin
embargo, el género Synechococcus parece ser un grupo polifilético, por lo que se sugiere
ampliar el estudio y la secuenciacion de més clonas para determinar con especificidad de al-
gunas secuencias ribosomales. De hecho, en un trabajo por Robertson y colaboradores
(2001) analizaron distintas cepas de Synechococcusy en un analisis filogenético, este pare-
ce evolutivamente relacionado con géneros tales como; Microcystis, Oscillatoriay Chamae-
siphon.

B

| D terta | B lecres
Unculiered bacferiun clone VA S 3 46 165 ribosonal RNA gene, Darlal sedvence
dwmcmn«: 55 leaues
cyenobacberia | € laves
) cownctactna 7 lewses
: uncultersd biclerim clons Frod 813 165 nbosomal RNA ene, paral sequence
3 Oanobacteria | 2 aves
Cvinobad beria | 2 bedwes
H Uncuttured b teriam clone Srod- BITA 165 idbosonal RNA gene, parlial seguence
9 Unroultered Ovobinc teriom chone 13905 165 nbosonal RNA gene, pirtial se0venie
¥ Uncuttured canobaceriom clone 13305 164 ribosonsl RiA pere, parial segunce
@ Unoultered Cumnobachrin cione 13b01 164 ribosonal Riva gen, parial seguence
L 4 Unouthred bacterim clone Srod B34A 165 rbosonal BNA gene, parfial seguends
& Unoultured bachersmm clone Srod B39 165 ribosomal RNA gens, parfal sequence
Unouttured bactersem clorm Srod B27 164 nibosomal RIA gare, Darfiel seguenis
Urcutired bacSerten clorm Lisar 1102 165 ribosomal BNA 9ane, parfal sequnie
Undulfured Cynnobind hervam Clorw HA VORI 1 165 nbosonal RNA gana, Dirtal Segiende
PCLONACHPBMOT 4
L Undulbared anobad tennm clone 0202 220 164 iboronal BMA Jene, Dartal sedwenie
T Uncultared coruobacternsts clore € B2 £04 165 rb
° :-ﬂdmsbukm clone bt _H11 165 rbosonad A gene, parkal sequente
Hoanobachera | 3 lewes
@ Uncultered Canobac terum clone C 1010 165 nbosonal BNA gena, partal sequencs
9 Uncultared coanobad lenum cone C 1 803 165 nbosonal RMA gene, Dirtal segmence

undultred CRnobas tenum cions C 1 B04 165 nbosonal RNA gene, Dirtal Jeguende

Figura 6 (cont...). Andlisis filogenético de tres clonas representativas de la genoteca. B) Clona CMPB07 agrupada en un
cluster con identidad a secuencias 16S ribosomales pertenecientes a bacterias no cultivables.

Para la construccion de los &rboles filogenéticos se utilizé el Programa Blast Tree View del NCBI, mediant el uso del Mé-
todo del vecino mas cercano (Neighbor Joining). Algunos nodos fueron eliminados con objetivos didacticos.

Otro género encontrado en la genoteca de clonas ribosomales es Cyanobium. Es im-
portante recalcar que, hasta donde sabemos, el género Cyanobium no ha sido reportado
como formador de tapetes microbianos (Portillo et al. 2009, Ward et al. 1998, Ruff-Roberts et
al. 1994); sin embargo, nuestras secuencias lo sefialan como habitante del tapete microbia-
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Figura 6 (cont...). Andlisis filogenético de tres clonas representativas de la genoteca. C) Clona CMPBO02 agrupada en un
cluster con identidad a secuencias 16S ribosomales pertenecientes a Cianobacterias filamentosas termofilicas.

Para la construccion de los &rboles filogenéticos se utilizé el Programa Blast Tree View del NCBI, mediant el uso del Mé-
todo del vecino mas cercano (Neighbor Joining). Algunos nodos fueron eliminados con objetivos didacticos.

no de las pozas termales de la localidad de Arard, Michoacan. Este dato esrelevante y apor-
ta un nuevo estilo de vida terméfilo para este género cianobacteriano, ya que se los reportes
por diversos autores sugieren que Cyanobium habita ecosistemas acuiferos como lagos,
riosy mares (Lopes et al., 2010; Ward et al., 1998). De hecho, se han aislado cepas de Cya-
nobium del Estuario Atlantico de Portugal con actividades tdxicas contra Artemia salina y
Paracentrotus lividusse (Lopes et al., 2010). En nuestro laboratorio seria interesante aislar
cepas de Cyanobium de estas pozas termales de Araré y analizar su potencial para sinteti-
zar biocompuestos, los cuales podrian ser termoestables.

Ward et al. (1998) sugiere que los tapetes microbianos se desarrollan en pozas ter-
males con temperaturas alrededor de los 65°C. Las temperaturas de las pozas analizadas
en este estudio pueden variar segun la época del afio, sin embargo, el promedio anual de la
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Figura 6 (cont...). Andlisis filogenético de tres clonas representativas de la genoteca. D) Clona CMPB31 agrupada en un
cluster con identidad a secuencias 16S ribosomales pertenecientes a Cyanobium.

Para la construccion de los &rboles filogenéticos se utilizé el Programa Blast Tree View del NCBI, mediant el uso del Mé-
todo del vecino mas cercano (Neighbor Joining). Algunos nodos fueron eliminados con objetivos didacticos.

temperatura segun Viggiano-Guerra y Gutiérrez-Negrin (2005), es de 71°C. A estas tempe-
raturas otros microorganismos termofilos podrian compartir el habitat con especies como
Synechococcus. Incluso, algunos miembros del género Chloroflexi, se han encontrado en
tapetes microbianos donde cohabitan con especies de Synechococcus (Weller et al. 1992;
Moyer etal. 1995). Se ha propuesto que Synechococcus juega un papel como productor pri-
mario en estos ambientes, y que junto con bacterias del filo Chloroflexi (algunas hetero o qui-
mioheterdtrofas) podrian ser mutualistas. De esta manera, se pretende continuar con el
andlisis de mas clonas para determinar que otras especies conviven en los tapetes micro-
bianos, y asi, tener una muestra mas representativa del metagenoma de este sistema. De
hecho, se sugiere analizar muestras de agua filtrada, asi como realizar un andlisis mas deta-
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llado de las capas de los tapetes con diversos colores, ya que segun Portilloy colaboradores
(2009) en un estudio demostraron que dependiendo de la capa (y color) analizada de unta-
pete microbiano, se puede encontrar diferentes estructuras poblacionales de especies, don-
de pueden estar presentado diferentes actividades metabolicas y papeles ecolégicos.
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