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Resumen

La altitud impone condiciones extremas como bajas temperaturas, alta radiacidon
ultravioleta, baja presion atmosférica y limitados nutrientes. A pesar de ello, comunidades
microbianas especializadas, conocidas como microorganismos de altitud (MOA), han
desarrollado adaptaciones que les permiten sobrevivir y desempefar funciones ecolégicas
esenciales. En México, el glaciar norte del Citlaltépetl (Pico de Orizaba) constituye un ecosistema
unico y vulnerable. El presente trabajo se centrd en el analisis de microorganismos cultivables in
vitro procedentes de este glaciar, en un contexto de acelerada desaparicion de glaciares por
cambio climatico. Las condiciones ambientales del sitio de muestreo fueron extremas: altitud de
5066 msnm, presion atmosférica de 1042 hPa, radiacion UV-B acumulada de 4016 J/m2en 80 s
y temperatura de -2.6 °C en el hielo. En contraste, en el Valle de Puebla, localizado a 2135 msnm
en un dia soleado y frio, se presenta una presiéon atmosférica de 1033 hPa, una radiacion UV-B
de 24 J/m? acumulada en 80 s y la temperatura minima registrada de 7 °C. Se determin6 una
baja carga bacteriana de 2.1 X 10° UFC/ml, lo que refleja la presién ambiental selectiva sobre las
comunidades presentes. Se obtuvieron 15 aislados bacterianos y 18 fungicos, los cuales
presentaron una amplia diversidad en su morfologia colonial y celular. En bacterias, se
observaron colonias de crecimiento lento en medio de soya tripticaseina a 30 °C, mientras que
en hongos se identificaron variaciones en coloracion, borde y textura, sugiriendo la presencia de
diferentes filos. Destaca la tolerancia de varios aislados bacterianos a la radiacion UV-C,
sobreviviendo mas de 60 segundos bajo exposicion directa, lo que evidencia mecanismos de
resistencia asociados a su habitat de alta montafia. Estos resultados muestran que, aun en
condiciones extremas, persiste una comunidad microbiana diversa y funcional, cuya
caracterizacion contribuye al conocimiento de la biodiversidad microbiana mexicana y ofrece

potencial para aplicaciones biotecnolégicas en ambientes adversos.

Palabras Clave: Microorganismos de altitud, glaciar de roca, Citlaltépetl, Biotecnologia.



Introduccion

La altitud es un factor geografico que determina condiciones ambientales particulares,
caracterizadas por una disminucién progresiva de la presion atmosférica, reduccion de la
temperatura, incremento en la radiacion ultravioleta tipo B (UVB) y limitacion en la disponibilidad
de nutrientes y agua (Hock et al., 2019; Smith M. y Smith L., 2007). Estos ambientes extremos
para la mayoria de los organismos, se encuentran en las grandes cordilleras montafiosas y

volcanes del mundo, donde la vida enfrenta fuertes presiones de seleccion.

A pesar de estas condiciones adversas, se ha documentado la presencia de comunidades
microbianas adaptadas a gran altitud, conocidas como microorganismos de altitud (MOA). Estos
organismos han sido reportados en suelos, rocas, lagos de altitud, nieves perpetuas y glaciares
ubicados entre los 2000 y 8000 metros sobre el nivel del mar (msnm), e incluso en el aire de la
estratosféra a mas de 20000 msnm (Griffin, 2004; Smith et al., 2010). Su diversidad esta
representada por los dominos Bacteria, Eukaria y Archea (Rasuk et al., 2016; Singh et al., 2019)
comprende bacterias, archeas, hongos, algas y protozoos (Zhang X. et al., 2006; Ciccazzo et al.,
2015; Hotlanding et al., 2017). Los MOA han desarrollado estrategias fisioldgicas y moleculares
que les permiten sobrevivir en condiciones de frio extremo, intensa radiacion UVB y baja
disponibilidad de oxigeno (Kumar V. et al., 2022); los MOA pueden sobrevivir a estas multiples

condiciones extremas, por lo que son poliextremdfilos (Merino et al., 2019).

El estudio de los MOA resulta relevante por tres motivos principales. En primer lugar, por
su importancia ecoldgica, ya que participan en la sucesion primaria, en la formacién de suelos y
en los ciclos biogeoquimicos de ambientes de altura (Hotlanding et al., 2017; Ficcettola et al.,
2021). En segundo lugar, por su interés biotecnologico, debido a la produccion de
extremoenzimas (Atif et al., 2024; Saini y Mishra., 2024) y metabolitos secundarios categorizados
como moléculas bioactivas (Chandra et al., 2017; Mandal et al., 2022) que son un potencial para

aplicaciones en la medicina, agricultura (Zenteno et al., 2023), industria textil (Kumar S. et al.,



2022), alimentacién, bioremediacion y para el desarrollo de nuevas técnicas de investigacion. En
tercer lugar, los MOA son de interés para la investigacion sobre el origen de la vida, ya que
pueden soportar entornos ambientales similares al origen de la vida e inclusive circunstancias de
otros planetas, ya que estan en el limite de los parametros que permiten la vida (Merino et al.,
2019). Sin embargo, la investigacién de los organismos poliextremofilos como los MOA es siendo
limitada, debido al dificil acceso a los sitios de muestreo y la complejidad de reproducir en el
laboratorio las condiciones ambientales extremas en las que se desarrollan limitan el cultivo in
vitru (Rainey y Oren, 2006; Schultz et al., 2023), por ello los investigadores inventan métodos
para estudiar los microorganismos que habitan en los ambientes mas indspitos del mundo

(Dance, 2020).

Actualmente, el cambio climatico con el calentamiento global representa una amenaza
adicional para los MOA (Pandey et al., 2025). El aumento en la temperatura global ha provocado
un retroceso acelerado de los glaciares en la alta montaha, asi como la desaparicion de
ecosistemas de altura con la pérdida de habitats unicos que podrian albergar comunidades
microbianas aun desconocidas, asi como el reemplazo de especies endémicas (Pandey et al.,

2025).

En México, el cambio climatico ha extinguido la mayoria de los glaciares en los volcanes
superiores a 5000 msnm, solo el volcan Citlaltepetl presenta el ultimo glaciar de México (Carrillo
et al., 2024). Esto hace urgente la necesidad de documentar la diversidad de MOA de estos
ambientes antes de que se pierdan de manera irreversible. En este contexto, el presente trabajo
busca aportar informacion sobre los microorganismos de altitud (bacterias y hongos) asociados
al ultimo glaciar de México, contribuyendo al conocimiento de su cultivabilidad in situ, su

diversidad y su resistencia a la radiacion ultravioleta.



Antecedentes

Diversidad de microorganismos de altitud

Se ha reportado la presencia de diversos microorganismos de altitud (MOA); en términos
de abundancia, estan mayormente representados por bacterias, seguidas por los hongos, algas,
protozoos y arqueas (Simon et al., 2009; Edwards et al., 2013). Se han reportado bacterias y
hongos en la estratosfera (10,000 a 50,000 msnm); Griffin (2004) aislé 71 unidades formadoras
de colonia de bacterias (UFC), siendo 70 colonias identificadas como Bacillus luciferensis y una
Bacillus shaericus; y 4 hongos Penicillium sp. También Smith et al. (2010) aislaron Bacillus sp.,
Bacillus subtilis, Bacillus endophyticus y Penicillium sp. a 20 000 msnm sobre el océano Pacifico.
Los MOA pueden llegar a la estratésfera por las tormentas (terrestres y maritimas), actividad
volcanica, eventos de colisidn de objetos astrondmicos y actividad humana como lanzamiento de

naves espaciales y armas balisticas (Griffin, 2004).

También se ha reportado MOA en la baja atmdsfera (0 a 10.000 msnm), principalmente
en el area de “alta montafia” de las montafias y volcanes del mundo (2.000 a 8.849 msnm). Al
igual que los MOA de la estratésfera, los MOA que habitan en la “alta montafia” son transportados
por eventos naturales, Chuvochina et al. (2011) reportaron que las particulas del desierto del
Sahara son transportadas unos 3500 kilémetros, partiendo desde el norte de Africa, atravesando
el mar mediterraneo y se depositadas en altitudes de mas de 4000 msnm en el Monte Blanco en

Francia, Europa.

Los trabajos de bacterias han sido los mas documentados, reportando una gran
diversidad en las diferentes cordilleras montafiosas alrededor del mundo, como: en los Alpes
europeos (Chuvochina et al., 2011; Margesin et al., 2009); en los Pirineos en la peninsula Ibérica
(Ortiz et al., 2020; Ruiz et al., 2023); en los Himalayas (Zhang S. et al., 2008; Liu et al., 2022;
Kumar S. et al.,, 2022); en el Karakérum (Ali et al., 2021) y en los Andes de Sudameérica

(Fernandez et al., 2006; Ordofez et al., 2009; Paulino et al., 2013; Aszalos et al., 2016; Bull et



al., 2017). Por otra parte, siendo mas escasos, se han reportado hongos en diferentes cordilleras
como en el Himalaya (Ma et al., 2021), el Karakum (Hassan et al., 2018); en los Andes (Margesin
et al., 2009) o en la Patagonia (Duo et al., 2018). Existe variacion en la diversidad y abundancia
de bacterias y hongos de altitud dependiendo del tipo de muestra; encontrandose mas diversidad

y abundancia en el suelo que en el agua del deshielo y en el hielo (Hassan et al, 2018).

En la alta montafa, la altitud influye en la diversidad, abundancia y riqueza de los MOA.
En el caso de las bacterias Margesin et al. (2009), Alpes muestran que la biomasa y la actividad
microbiana decrecen con el incremento de la altura en un rango de 1500-2530 msnm; sin
embargo, aumentan las bacterias psicroéfilas heterotrofas. Kuma et al. (2019), encontraron que la
abundancia de bacterias desciende conforme aumenta la altitud de 1532 a 3415 msnm en los
Himalayas. Por otra parte, Aszalos et al. (2016), mostraron que en el volcan Ojos del Salado en
los Andes, las comunidades mas diversas se ubicaron en las alturas mas bajas de 3770 msnm
que en las mas altas a 6500 msnm. Zhang S. et al. (2008) reportaron que las células viables que
se encuentran en la superficie presentan una mayor viabilidad que aquellas a mayor profundidad
en el glaciar. Por otra parte, Tolotti et al. (2020), mediante un analisis metagenémico del agua
del derretimiento de los glaciares a 2027-2900 msnm, identificaron una mayor abundancia de
bacterias en los sedimentos que en el agua, siendo representadas principalmente por los filos de

Pseudomonadota (Protobacteria), Actinomycetota (Actinobacteria) y Bacteroidetes (Firmicutes).

A pesar de la altura, este no es un limitante para las bacterias de las montafas. Ali et al.
(2021), hallaron en un rango variado de altura a filos representativos de diferentes suelos, hielo

y agua en alturas de 2570 a 7795 msnm en la cordillera del Karakérum.

El patron de diversidad y abundancia de hongos con respecto a la altitud, Ma et al. (2025)
mocionan que en ecosistemas como los pastizales y bosques la diversidad y abundancia de
hongos disminuye conforme a la altura; sin embargo Borzecka et al. (2022) reportaron que la

diversidad y abundancia de hongos cultivables es mayor en la parte alta del glaciar Werenskiold



en Spitbergen (archipiélago Svalbard, Artico) en un rango de altitudes de 150 a 400 msnm;
aunque si disminuye el numero de esporas conforme aumenta la altitud. Este mismo efecto se
reportdé en altitudes con mayor altitud, Ma et al. (2025) realizaron un estudio metagenémico en
altitudes de 5293 a 6476 msnm del glaciar Rongbuk del Everest (Himalaya), no encontraron una
tendencia con respecto a la diversidad alfa de Shannon y Chao 1; aunque la diversidad B si se
ve afectada por los factores geograficos de latitud, longitud y altitud. Asimismo, Schmidt et al.
(2012) reportaron que el filo Chytridiomycota fue el mas abundante en altitudes de 3660 a 5500
msnm (Montafas rocosas en EUA e Himalayas en Nepal); asimismo, los filos Ascomycota y
Basidiomycota fueron los mas abundantes en altitudes de 5200 a 6300 msnm (Volcanes Socopa

y Llullaillaco).

Existen otros factores que influyen en la diversidad y abundancia de hongos. Schmidt et
al. (2012) encontraron que en las areas periglaciares (Montafias Rocosas, EUA; Andes peruanos;
Himalayas en Nepal) existe una baja diversidad de hongos en comparacion con las comunidades
articas y de sistemas alpinos. También, Schmidt et al. (2012) reportaron que la humedad influye
en la abundancia de filos, siendo el filo Chytridiomycota el mas abundante en zonas y temporadas
con mayores precipitaciones (Himalayas y Montafias Rocosas); mientras que los filos
Ascomycota y Basidiomycota fueron los mas abundantes en zonas y temporadas de secas
(Socompa vy Llullaillaco, Andes chileno y argentino). También se ha reportado que la diversidad
y abundancia de hongos es mayor en el suelo que en el agua del deshielo y en el hielo (Duo et
al., 2018; Hassan et al., 2017; Hassan et al, 2018); incluso en microhabitats en el hielo como los
crioconos hay mayor diversidad y abundancia de Ascomicetos en los sedimentos, mientras que
los basidiomicetos predominan en el agua y hielo; Borzacka et al. (2022) lo reportaron en el
glaciar Werenskiold en Spitbergen (archipiélago Svalbard, Artico); y Dhume et al. (2022) lo

reportaron en el glaciar Hamat en el valle Laha-Spiti de Himachal Pradesh, India.



Microorganismos en Glaciares

Glaciares polares (Artico y Antartica)

Debido a las condiciones ambientales extremas resulta dificil estudiar el microbiota de los
glaciares polares; Hirsch et al. (2004) aislaron e identificaron las especies de Deinococcus saxicol
y D. marmoris provenientes de la Antartida; ya en estudios metagendmicos, Perini et al. (2019)
estudiaron la diversidad de hongos y bacterias del glaciar Svalbard en el Artico, reportaron que
las bacterias mas abundantes pertenecen a los filos Actinomycetota y Psuedomonadota;
mientras que el filo Basidiomycota presenté a los hongos mas abundantes. Asimismo, Borzacka
et al. (2022) reportaron que los ascomicetos son los mas abundantes en crioconos en el glaciar

Werenkiold en Spitsbergen (Archipiélago Svalbard).

Por otra parte, Coppola et al. (2024) aislaron bacterias provenientes de la Antartida,
siendo los filos de Pseudomonadoa, Actinomycetota y Bacillota los mas abundantes; reportaron
los siguientes géneros: Brevundimonas sp., Qipengyuania sp., Sphingorhabdus sp.,
Sphingobium sp., y Psychrobacter sp. (Gram negativas); Staphylococcus sp., Bacillus sp.,
Mesobacillus sp., Kocuria sp., Gordonia sp., Rhodococcus sp., Micrococcus sp., Arthrobacter sp.,
Agrococcus sp., y Salinibacterium sp. (Gram positivas). Estas areas polares comparten
condiciones climaticas y caracteristicas con la alta montafa (frio extremo, alta exposicién solar,
glaciares, tundra, vientos fuertes), aunque se diferencian por la disponibilidad de oxigeno

(disminuye por la altitud) y los periodos de congelacion/descongelacion.

Glaciares de Roca (Glaciares de Altitud)

Se ha reportado los MOA que habitan en los glaciares de altitud Simon et al. (2009)
realizaron un estudio metagenémico de la diversidad de MOA en el glaciar norte Schneeferner
en los Alpes Alemanes a 2500 msnm, reportaron que el domino Bacteria fue el mas abundante,

(83 %), en segundo lugar, el dominio Eukaryota (9%), mientras que el dominio Archea (< 1%) fue



el menor abundante; también reportaron la presencia de virus (< 1%) en el glaciar. En un caso
similar, Edwards et al. (2013) encontraron que la biodiversidad de MOA en el glaciar
Rotmoosferner en el Tirol, en los Alpes austriacos, a 2450 msnm, el dominio Bacteria fue el mas
predominante (83 %), seguido del dominio Eucaria (0,6 %). Por otra parte, Zhang X. et al. (2002)
obtuvieron 81 aislados viables en el glaciar Malan en los Himalayas chinos, siendo 75 bacterias

y 6 actinomicetos.

En el caso de bacterias, Simon et al. (2009) reportaron que los filos mas abundantes en
el glaciar norte Schneeferner en los Alpes alemanes a 2500 msnm fueron en primer lugar
Pseudomonadota (63.2 %), seguidos por Bacteroidetes (14.0 %), Actinomycetota (11.3 %),

Bacillota (3.3 %) y Cianobacterias (2.5 %).

En cuanto a estudios de microorganismos de altura que habitan en los glaciares de roca
o de altitud, Zhang X. et al. (2006) reportaron las bacterias en el glaciar de Puruogangri a 5970
msnm en la meseta tibetana, siendo el filo de Actinomycetota (Cryobacterium sp.,
Frigoribacterium sp., Rhodococcus sp., Microbacteriacea sp., Kocuria sp. y Arthrobacter sp.)
presenté mayor diversidad y abundancia seguido del filo Bacillota (Sporosarcina sp., Bacillus sp.,
Planococcus sp. y Flectobacillus sp.), Pseudomonadota (Devosia sp., Brevundimonas sp.,
Psychrobacter sp., Stenotrophomonas sp., Acinetobacter sp. y Rhodoferax sp.) y por ultimo el

filo Bacteroidetes (Flavobacterium sp.).

En el caso del glaciar Rongbuk (Everest, Himalayas), Zhang S. et al. (2008) realizaron un
estudio metagendémico, identificaron que los filos mas abundantes en una altitud de 6518 msnm
fueron Psuedomonadota, Bacillota; siendo los mas abundantes el grupo Gamma
Pseudomonadota. En este mismo sitio a una altitud de 6350 Liu et al. (2009) observaron que el
filo mas dominante fue Actinomycetota (Agrococcus sp., Arthrobacter sp., Cellulomonas sp.,
Clavibacter sp., Frigoribacterium sp., Microbacterium sp., Rhodococcus sp. y Sanguibacter sp.);

seguido de Pseudomonadota (Afipia sp., Brevundimonas sp., Janthinobacterium sp.,



Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Moraxella sp y Stenotrophomonas sp.) y por ultimo Bacillota
(Bacillus). Por ultimo, este glaciar tiene una altitud de 6518 msnm; Zhang S. et al. (2010) los filos
Bacillota y Actinomycetota, seguidos de Pseudomonadota y Deinococcus-thermus, fueron
cultivables. En los glaciares Gangotri y Kandakhal de los Himalayas, Kumar S. et al. (2019), en
su estudio metagendmico, identificaron que los filos mas abundantes en una mayor altitud de
3415 msnm fueron Pseudomonadota, Acidobacteria y Actinomycetota; mientras que en baja

altitud de 1532 msnm dominan Bacteroidetes y Bacillota.

Ali P. et al. (2021) Glaciar Batura a 4000 msnm en el Karakorum en Pakistan, aislaron
baterias, siendo los filos mas abundantes Actinomycetota 48 %, Bacteroidetes 26 % y
Pseudomonadota 22 %, siendo los géneros dominantes Flavobacterium sp. 26%, Arthrobacter
sp. 22 %, y Pseudomonas sp.19 %. Ali B. et al. (2019) aislaron bacterias de crioconos del glaciar
Laohugou en el monte Qilian a 5481 msnm, China, encontraron que los filos con mayor diversidad
fueron Bacillota, seguido de Actinomycetota, Pseudomonadota, siendo la menor diversidad fue
Euryachaeota en muestras de roca, suelo, agua, criocono, hielo/nieve; siendo que la muestra de
suelo domind Bacillota y Actinomycetota, mientras que en los crioconos dominaron los filos
Bacillota y Psuedomonadota. Por otro lado, Ball et al. (2014) aislaron bacterias a 4900 msnm del
glaciar norte en el monte Humboldt en la Sierra Nevada, Venezuela; reportaron que los filos mas
diversos fueron Pseudomonadota (Pseudomonas sp.) seguidos de Actinomycetota y
Flavobacteria. Lee et al. (2011) mas abundantes Actinomycetota y Bacillota en zonas pristinas

en los Alpes austriacos, altitudes de 2200 a 2900 msnm.

En el caso de hongos presentes en glaciares, Ma et al. (2025) a través de métodos
metagendmicos reportaron que el filo Ascomycota fue el mas abundante en altitudes de 6476 a
5293, mientras que el filo de Basidiomycota fue el segundo mas abundante, y fue exclusivo en
la altitud de 5610 msnm en el glaciar del Rongbuk en el Everest (Himalayas). Rafiq et al. (2019)

aislaron del glaciar Trich Mir de la montana Hindu Kush en Pakistan a una altitud de 3400 msnm
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el filo Ascomycota fue el mas diverso y abundante, seguido del filo Basidiomycota, siendo los
géneros mas abundantes Penicillium sp., seguido de Alternaria sp., Cladosporium sp., Didymella
sp., Epicoccum sp., Ulocladium sp., Onygenales sp., Phoma sp., Coprinopsis sp., Ascochyta sp.,
Asperguillus sp., Davidiella sp., Geomyces sp., Irpex sp., Pseudogymnoascus sp.,
Scopulariopsisi sp. y Tomicus sp. Duo et al. (2018), por estudio metagendémico, el filo mas
abundante en el glaciar Overa en el monte Tronador a 1800 msnm en los Andes argentinos
fueron los ascomicetos provenientes del suelo, mientras que del hielo y del agua fueron los
Basidiomycota. Hassan et al. (2018) identificaron mayormente a Penicillium sp. del filo
Ascomycota en el glaciar Batura en el Karakorum a 3000 msnm; sin embargo, no hacen distincién
de si fue de una muestra en especifico (suelo, hielo o agua del glaciar) o de la suma de todas las
muestras. Asimismo, Dhume et al. (2022) identificaron 10 ascomicetos y 2 basidiomicetos
provenientes del criocono del glaciar Hamat en los Himalayas a 4020-5000 msnm. Igualmente,
Hassan et al. (2017) reportaron una mayor cantidad de Ascomicota; sin embargo, en ambos
estudios no hacen separacion del tipo de muestra (sedimentos, del agua y del hielo). Por otra
parte, Duo et al. (2018) reportaron una mayor dominancia en el hielo por el filo Basidiomicota y
en el suelo por el filo Ascomicota en el glaciar Castafo Overa el cerro Tronador en la Patagonia;
asi mismo, Okello et al. (2024) reportaron en el glaciar Lewis en el monte Kenia una mayor

abundancia de hongos pertenecientes al filo Basidiomycota.

Resistencia a condiciones adversas de los MOA

Se ha reportado que los microorganismos de altitud, en especifico bacterias y hongos,
presentan resistencia a multiples condiciones ambientales y fisicoquimicas. En general, las
bacterias y hongos de altitud presentan un amplio rango de temperatura de crecimiento, desde
temperaturas propias de psicrofilos y psicrotolerantes (Ball et al., 2014) hasta temperaturas mas
altas de 37 °C, inclusive a 47 °C (Ali et al., 2021; Dhume et al., 2022; Rafiq et al., 2021; Hassan

et al., 2018; Hassan et al., 2017). También, los MOA crecen en un amplio rango de pH; en el
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caso de las bacterias, pueden crecer en pH de 4 a 13 (Ali et al., 2021); mientras que los hongos
pueden crecer a pH de 1 a 13 (Rafiq et al., 2021; Hassan et al., 2018; Hassan et al., 2017).
También se ha reportado que los MOA presentan una tolerancia a la salinidad; en el caso de las
bacterias, toleran de un 1-6% (Ali et al., 2021); mientras que los hongos presentan una mayor
tolerancia del 2-26% de NaCl (Dhume et al., 2022; Rafiq et al., 2021; Hassan et al., 2018).
También se ha observado que presentan tolerancia a metales pesados, tanto en bacterias (Ali et

al., 2019) como en hongos (Calvillo et al., 2020A).

Resistencia a la radiacion ultravioleta (UV)

Debido a la altitud, los MOA estan expuestos a alta exposicion de radiacion ultravioleta
(UV) tipo B (UV-B), por lo cual la UV-B no es un limitante para estos microorganismos. En la
cordillera de los Andes en Sudamérica, Aszalos et al. (2016) reportaron una gran cantidad de
bacterias en lagos de altura (3700-6500 msnm) en los volcanes del desierto de Atacama (Chile),
siendo que en este desierto se presenta una elevada exposicion solar y radiacion UV-B.
Igualmente en lagos de altura en los Andes, Albarracin et al. (2013) identificaron filos resistentes
a la UV como Actinomycetota, Bacillota, Pseudomonadota y Bacteroides, siendo el género
Actinobacter el mas resistente. Ademas, Albarracin et al. (2012) determinaron que la resistencia
y la reparacion de ADN por dafio en Acinetobacter son muy elevadas. También Rasuk et al.
(2017) evaluaron la resistencia a rUV de bacterias del filo Actinomycetota provenientes de estos
mismos lagos, siendo tolerantes a multiples condiciones extremas, incluyendo rUV. Ademas, Bull
et al. (2017) encontraron que la rUV es un factor que influye en la composicion de las
comunidades del filo Actinomycetota en estos mismos lagos andinos. Pérez et al. (2017)
evaluaron la respuesta de la expresion proteica ante diferentes tipos de radiacion en el ambiente
natural a 3800 msnm y en laboratorio; con radiacion UV-B artificial se activan proteinas
osmoprotectoras, lo que proponen que los osmodlitos tienen una funcion como eficientes

captadores de oxigeno reactivo.
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Se ha reportado que los filos Actinomycetota, Bacillota, Pseudomonadota, Bacteroidetes
presentan una gran tolerancia a UV (Albarracin et al., 2013) al igual que Verrucomicrobia (Pérez
et al., 2017). El filo Actinomycetota se ha reportado en sitios con elevada exposicion solar (Bull
et al., 2017), ademas de tener una mayor tolerancia a UV que otros filos (Albarracin et al., 2012).
Se ha reportado una alta tolerancia a UV en especies del filo Psuedomonadota, en forma mas
especifica, Albarracin et al. (2013) reportaron una mayor supervivencia relativa de Acinetobacter
sp. proveniente de lagos de altura en la region de Puna en los Andes Argentinos; en esta misma
region, Fernandez et al. (2006) reportaron que Acinetobacter johnsonii, Psudomona putida y
Serratia marcescens aisladas en humedales de altitud fueron las especies mas resistentes a UV-
B. Kumar V. et al. (2022) reportaron que lodobacter sp., aislado de un lago de altitud en el area
de Sach Pass en los Himalayas en la India, presenta una multiple expresion de proteinas en
respuesta a UV. En otras especies de otros filos, Pérez et al. (2017) reportaron en Rhodobacter
del filo Verrucomicrobia aislado de lagos de altitud en los Andes chilenos una multiple expresion
de proteinas en respuesta a la UV natural y artificial; y Rasuk et al. (2017) reportaron a

Deinococcus radiodurans o Thermococcus gammatolerans como altamente tolerantes a la UV.

Diversidad de MOA en México

Los estudios de MOA en las areas de altitud en México son reducidos. Insam et al. (2017)
realizaron la caracterizacion del suelo tras la retirada del glaciar de Ayoloco en el volcan
Iztaccihuatl y recalcaron que las condiciones fisicoquimicas han cambiado, lo cual permite la
colonizaciéon de estas nuevas areas por otras especies. En este mismo volcan, Calvillo et al.
(2019) realizaron un estudio metagenémico de muestras del glaciar “El Pecho” a 5200 msnm.
Reportaron que los filos de bacterias mas abundantes fueron Pseudomonadota, Actinomycetota
y Bacteroidetes; ademas, reportaron una gran cantidad de Candidatus Saccharibacteria. En
cuanto a hongos cultivables, Calvillo et al. (2020A) aislaron del glaciar norte del Citlaltépetl y del

hielo remanente de los glaciares del Iztaccihuatl a 38 hongos filamentosos, siendo el filo
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Ascomycota (35) el mas abundante y solo 3 especies del filo Mucoromycota. Calvillo et al.
(2020A) identificaron una menor diversidad y abundancia de especies en el Iztaccihuatl, siendo
los siguientes géneros: Sordariomycetes spp. (6), Penicillium spp. (2) Arthrinium sp. (1) y
Cladosporium spp. (1); mientras que en el glaciar del Citlaltépetl identificaron a Clasdosporium
spp. (9), Alternaria spp. (7), Curvularia spp. (3), Sordariomycetes spp. (2), Aureobasidium sp. (1),
Penicillium sp. (1) y Stemphylium (1). También Calvillo et al. (2020B) identificaron la nueva

especie Periconia citlaltepetlensis, hongo psicréfilo endémico del Citlaltépetl.

De los hongos cultivables del Iztaccihuatl y Citlaltépetl, Calvillo et al. (2020A) evaluaron
su tolerancia a metales pesados, siendo Clasdosporiumy Penicillium los mas resistentes a dosis
elevadas de cromo (Cr Ill) y plomo (Pb Il), mientras que ninguno de los aislados tolero las

concentraciones de mercurio (Hg Il).

Marco Teodrico

Alta Montana (area de estudio)

En lo mas alto de las elevaciones geograficas (Figura 1), como las montafias o volcanes,
existe el piso térmico gélido o glaciar (también llamado alta montafa). En este sitio, las
condiciones ambientales son extremas a tal grado que impiden el crecimiento de la vida, como
pinos, pastizales o el paramo de altura; por ello, se va reduciendo la cantidad de materia organica
y del suelo (Montero, 2012). Este sitio presenta diferentes tipos de terreno como morrenas (zonas
pedregosas extensas), roca madre expuesta, permafrost (suelo permanentemente congelado) y
glaciares, estas caracteristicas son compartidas por la tundra y zonas polares (Mekonnen et al.,
2021). Sin embargo, la altitud en la que se puede encontrar la zona de alta montafia se ve
afectada por la latitud; al acercarse a los polos disminuye la altitud de esta area, en el volcan
Cayambe en Ecuador se encuentra a 4800 msnm (Butcher et al., 2021); mientras que en el centro

de esqui “La Hoya” en la Patagonia Argentina se encuentra a 1700 msnm (Reato et al., 2022).
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Figura 1. Mapa mundial de las altitudes. El eje en el lado derecho de ejemplifica la altitud en

metros (m).

Condiciones Ambientales de la Alta Montaia

En estos sitios, las condiciones ambientales se hacen mas extremas cuanto la altitud es
mayor, presentando una relacion inversa con la temperatura, siendo las bajas temperaturas el
principal factor ambiental limitante para el desarrollo de la vida (Hock et al., 2019). Otro factor
atmosférico, como la presion atmosférica, disminuye con la altitud, lo que hace mas dificil el
intercambio gaseoso, como el del oxigeno (Peacock, 1998). Al igual que el frio y la presion
atmosférica, la incidencia de radiacion ultravioleta (UV) se ve afectada por la altura, en este caso
a mayor altura aumenta la exposicion de la UV, se estima que por cada 1000 m aumenta 11 %
la incidencia UV (Blumthaler et al.,1997) debido a que no hay suficientes moléculas en la

atmosfera que absorban la UV (Schmucki y Philipona, 2002; Diffey, 2002). Asimismo, el efecto
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de albedo refleja la UV por el tipo de terreno en la montafia, la arena refleja del 15-30 % y la

nieve el 90 % (Diffey, 2002).

Radiacion ultravioleta (UV)

La radiacion ultravioleta (UV) es un factor fisico que forma parte de una pequefa parte
del espectro de electromagnetismo, pertenece a longitudes de onda de alta energia dentro del
rango de 400 a 100 nm (Diffey, 2002). La UV se clasifica en tres tipos segun la intensidad de
energia que contienen: 1) radiacion UV tipo A (UV-A) de 400-320 nm de menor energia; 2)
radiacion UV tipo B (UV-B) de 320-290 nm con energia media; y radiacion UV tipo C (UV-C) de

280-100 nm con alta energia (Gonzalez et al., 2009; Albarracin et al., 2013).

La radiacion UV natural proviene mayormente del sol, la cual contiene los tres tipos de
UV; sin embargo, el ozono en la atmédsfera terrestre absorbe la radiacion UV-C y casi en su
totalidad la radiacion UV-B. De la totalidad de UV proveniente del sol, solo llega a la superficie
terrestre 1,3 %, del cual un 95 % es la radiacion UV-A y el 5% la radiacion UV-B (Olarte et al.,
2019). La incidencia de rUV en la Tierra varia principalmente por la altitud solar, la hora del dia,
el dia del afio, la locacion geografica en latitud-longitud, siendo una mayor exposicion de UV en
las regiones ecuatoriales, seguida de los tropicos (Diffey, 2002) y la altura (Blumthaler et al.,1997;

Albarracin et al., 2013).

Efectos de la radiacion UV en los seres vivos

La UV tiene efectos en moléculas biolégicas que absorben directamente los fotones de
alta energia (Gonzalez et al., 2009). EI ADN es una de estas moléculas que absorben estos
fotones en sitios ricos de bases nitrogenadas de pirimidinas (tiamina y guanina), provocando
dimeros de ciclobutano y pirimidina (CPD) como fotoproductos (Gonzalez et al., 2009; Albarracin
et al., 2013). La presencia de CPD en la doble hebra del ADN obstruye durante su replicacion y
transcripcion, provocando mutaciones y alteraciones en la expresion génica (Mullenders, 2018).

También esta bien documentado el impacto de la UV en las proteinas, que produce alteraciones
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en las estructuras secundarias, asi como la dimerizacion de proteinas (Espinoza y Mercado,

2017; Bera et al., 2023).

Por otra parte, la exposicion a UV-C produce estrés oxidativo al incrementar la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que ocasiona dafo adicional al ADN, asi como
carbonilaciéon de proteinas, protedlisis y agregacion de proteinas (Bera et al., 2023; Mullenders,
2018). A su vez, el estrés oxidativo induce peroxidacion lipidica, lo que conlleva el debilitamiento
y eventual ruptura de la membrana celular (Pan et al., 2021). Asimismo, la exposicion prolongada
a la UV se asocia con una disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes (superéxido
dismutasa, peroxidasa, catalasa, etc.) y metabdlitos antioxidantes (carotenoides, melatonina,
glutatién reducido, etc.), lo que reduce la capacidad celular de contrarrestar el dafio oxidativo

(Gonzalez et al., 2009).

Aunque es poca la incidencia de rUV que atraviesa la biosfera, en humanos y animales
la exposicion prolongada a rUV solar afecta la piel con eritemas hasta varios tipos de canceres
como melanomas benignos y malignos, carcinomas, cancer de ojo, etc.; ademas, la rUV artificial
es usada como germicida para matar microorganismos durante la esterilizacién de material
(Diffey, 2002; Weihs et al., 2012). En especifico, en humanos la exposicion prolongada a
radiaciéon UV-A tiende a causar necrosis en células endoteliales; mientras que la exposicion a
radiaciéon UV-B es capaz de penetrar en la epidermis dafiando el genoma de los queratinocitos

(Gonzalez et al., 2009).

Glaciares

Los glaciares son grandes cuerpos de agua congelada formados por la deposicién de
nieve de cada temporada, que, con el tiempo, se compacta con el peso de una nueva deposicion
de los anos siguientes y pierde oxigeno. Para su formacion se requiere de la acumulacion y
compactacion de nieve de milenios de afos (Jones et al., 2019). Los glaciares presentan una

dinamica por el peso: los glaciares se desplazan sobre el lecho rocoso (Figura 2), generando
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sobre la superficie grietas de cientos de metros de profundidad (Cuffey y Paterson, 2010; Ben y

Evans, 2010).

Existen dos tipos de glaciares: los polares y los no polares. Los glaciares polares se
encuentran en los polos norte y sur del planeta (Fountain et al., 2012); sin embargo, los glaciares
no polares o “glaciares de roca” se encuentran en altas alturas de las montafias alrededor del
mundo (Jones et al., 2019). Por la gran cantidad de glaciares presentes en las montanas de la
cordillera del Karakorum, se le considera como el tercer polo (Ganjoo, 2021). A los glaciasres de
roca se clasifican deacuerdo con el contenido de hielo y la dinamica de movimiento, en activos
(contienen hielo y su movimiento), inactivos (aquellos glaciares que contienen hielo, pero no se
puede observar movimiento) y relictos (glaciares fésiles sin hielo y no se observa su movimiento)
(Jones et al., 2019). Son los glaciares de roca activos aquellos que presentan movimientos de

centimetros o hasta metros por afio (Jones et al., 2019).

En los glaciares de roca se identifican dos zonas, la zona de acumulacion donde se
deposita la nieve y una zona de ablacion donde sucede el derretimiento (Figura 2). Para que un
glaciar se considere “vivo”, debe existir un equilibrio en estas zonas (Casado y Melon, 2024). Por
ello, las zonas mas jovenes del glaciar se encuentran las zonas de acumulacion (en lo alto) y en
la superficie del glaciar; mientras que, las partes mas viejas de un glaciar se encuentran en la
zona de ablacion (partes bajas) y en las partes mas profundas (Olivia et al., 2018; Thompson et
a., 2010; Ortiz et al., 2020; Ruiz et al., 2023). Estos glaciares presentan una estructura interna
compuesta por cuatro capas: 1) manto de escombros, con un grosor de metros; 2) una capa rica
en hielo de grosos de decenas de metros, 3) una capa baja en hielo o libre de sedimentos; y 4)

base de roca (Jones et al., 2019).
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Figura 2. Partes de un glaciar de roca o glaciar de montafa Nota: Representacion grafica de

un glaciar de roca o de montafia (Casado y Melén, 2024).

Los glaciares, al derretirse, dan origen a los principales rios (Ganjoo, 2021) que
suministran agua potable a los valles de sus alrededores (Herman et al., 2021). Por otra parte, el
desplazamiento del glaciar contribuye a la erosion de rocas del area subglacial, permitiendo que
el agua que llega a los valles sea rica en minerales (Herman et al., 2021). Por otra parte, los
glaciares de roca son indicadores del cambio climatico por lo cual se realizan modelos del pasado

y futuro (Zekollari et al., 2022)

Cambio Climatico

El cambio climatico se refiere a las variaciones a largo plazo de las temperaturas y
patrones climaticos (IPCC. 2021). Estos cambios pueden ser naturales, debido a las variaciones
en la actividad solar o grandes erupciones volcanicas (Wignall, 2001; Bond y Wignall, 2014); o

bien, provocados por la actividad humana (Exposito et al., 2022). Este fendmeno ya ha ocurrido
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en diferentes periodos de la Tierra y esta estrechamente relacionado con las grandes extinciones
de las formas de vida que han habitado en el planeta. Estos cambios climaticos que contribuyeron
a las extinciones tuvieron una duracion corta e incluso de millones de afos, llegando a eliminar

hasta el 96 % de especies (Bond y Wignall, 2014; Exposito et al., 2022).

Las causas naturales del cambio climatico que provocaron las diferentes extinciones
estan en discusion, aunque se tienen varias teorias. Las mas comunes sefialan la actividad
volcanica y el impacto de meteoros; en ambos casos liberan a la atmdésfera gases de efecto
invernadero que condujeron a una baja en la temperatura global y limitaron el paso de luz solar
(Bond y Grasby, 2017). Aun asi, estos procesos de extincion permitieron la adaptacion y

diversificacion de otros grupos y familias que existen en la actualidad (Benton, 2018).

El cambio climatico se debe a las variaciones en la composicién de gases en la
atmosfera, las cuales permiten la entrada y retencion de diferentes radiaciones emitidas por el
sol (Exposito et al., 2022). Estos gases regulan la entrada y salida del calor producido por la
radiacién solar. Una mayor concentracion de gases limita la salida de radiaciéon que entra a la
Tierra; por otra parte, una menor cantidad de gases no retiene la radiacion que produce calor,

ademas de permitir la entrada de otros rayos césmicos (Exposito et al., 2022).

Los gases que retienen el calor producido por la radiacion solar se conocen como “gases
de efecto invernadero” (IPCC, 2021). Estas son moléculas simples compuestas por tres 0 mas
atomos. Dichos gases estan mezclados en la atmdsfera y no reaccionan a los cambios de
temperatura y presiéon del aire, por lo que sus niveles no se ven afectados por procesos de
condesacion (Exposito et al., 2022). Los principales gases de efecto invernadero son: didxido de
carbono (COz2), metano (CH4), 6xido nitroso (N20) y otros gases fluorados (IPCC, 2021). Los
gases que contienen carbono, como el CO, y el CH4, presentan ciclos de absorcion-emision-
absorcion de calor; es decir, absorben energia de la radiacion, vibran y transmiten dicha energia

a otras moléculas de efecto invernadero (Stocker et al., 2013).
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Los gases de efecto invernadero son liberados de forma natural por incendios forestales
masivos, la actividad volcanica y los impactos de meteoros sobre la Tierra, procesos en los cuales
se incrementan moléculas con carbono (Bond & Grasby, 2017). También pueden liberarse por la
actividad humana, por ejemplo, las particulas de aerosol producidas por el trafico aéreo, el trafico
vehicular, la industrializacion de China e India, e incluso la Segunda Guerra Mundial genero
particulas contaminantes (Herndon, 2018). Otras actividades que producen gases de efecto
invernadero son el uso de combustibles fosiles, el desmonte de tierras y bosques, la agricultura

y la ganaderia (Friedlingstein et al., 2020).

Los efectos del cambio climatico son diversos; el mas marcado es el aumento de la
temperatura global, que ha crecido 1,1 °C en el ultimo siglo (IPCC, 2021). El planeta Tierra es un
sistema caotico; por ello, una ligera variacion en las condiciones iniciales influye en los resultados
(Lorenz, 1963); por ejemplo, la urbanizacion aumenta el efecto de albedo que contribuye al

calentamiento global (Ouyang et al., 2022).

En el caso del cambio climatico, ademas de generar un aumento de temperaturas,
también produce sequias intensas, escasez de agua, incendios graves, aumento en el nivel del
mar, inundaciones, acelera el deshielo de los glaciares polares y de roca, provoca tormentas

catastroficas y disminucién en la biodiversidad (Exposito et al., 2022).

El cambio climatico, ademas de disminuir la diversidad de especies, permite que nuevas
especies habiten en estos nuevos sitios, generando competencia y permitiendo la seleccién de
organismos que mejor se adapten. Sin embargo, eso no significa que sea para bien; se ha
observado que cianobacterias pueden desarrollar caracteristicas patdégenas con la exposicion
UV (Rios et al., 2021); inclusive existe la probabilidad de que el derretimiento excesivo de los
glaciares libere microorganismos con potencial patogénico, tanto en bacterias (Zhang B. et al.,
2024) como en hongos (Ma et al., 2025). Mostrando que los microorganismos tienen resiliencia

ante el cambio climatico (Pandey et al., 2025)
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Existe una problematica con el cambio climatico, Las montafias en general son islas
bioldgicas o “islas de cielo” ya que estan delimitadas por la topografia de los valles bajos y por 'y
por las condiciones ambientales que son barreras de dispersién como desiertos (Love et al.,
2023); por ello, las montafias soportan biotas Unicas con una alta cantidad de endemismo de

especies (Muellner et al., 2024).

Actualmente, diversos paises tienen como objetivo mitigar los efectos del cambio
climatico, en concordancia con la Convencion de las Naciones Unidas sobre el cambio climatico
y el Acuerdo de Paris, tienen el objetivo de promover el desarrollo sostenible y la transicion a
energias renovables (UNFCCC, 2015). Asimismo, estos paises se han comprometido a alcanzar
cero emisiones de gases de efecto invernadero para el 2050 y lograr para el 2030 la reduccion
de la mitad de dichas emisiones, con el fin de mantener el aumento de temperatura global por

debajo de 1,5 °C (IPCC, 2021).

Organismos extremofilos

A las formas de vida que pueden existir bajo varias condiciones ambientales extremas se
les ha llamado extremofilas (Rampelotto, 2013; Singh et al., 2019). Se han encontrado diversos
microorganismos extremofilos (ME) en cada nicho este tipo de ambientes, como en las
profundidades del océano, con alta presion atmosférica y bajas temperaturas; en la profundidad
de la corteza terrestre, en pH acidos (pH 0) a alcalinos (pH 12.8); inclusive en aguas congeladas

de -20 °C hasta en bentos hidrotermales a 122 ° C (Krasimirova, 2020).

La diversidad de los ME es extensa y se encuentra representada por cada dominio de la
vida, aunque la mayoria de los ME pertenecen al dominio Arquea; en la mayoria se han hallado
cianobacterias pertenecientes al dominio Bacteria; asi como organismos fungicos y protozoos

del dominio Eukaria (Rasuk et al., 2016; Singh et al., 2019; Krasimirova, 2020).

Los extremdfilos se clasifican acorde a la condicion ambiental en la cual pueden crecer:

los termdfilos e hipertermofilos requieren elevadas temperaturas; psicrofilos requieren bajas
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temperaturas; acidofilos y alcalinofilos requieren condiciones de bajo pH y alto pH
respectivamente; barofilos que crecen 6ptimamente en altas presiones; haléfilos requieren de
elevadas concentraciones de NaCl, solo por mencionar algunos (Singh et al., 2019; Krasimirova,
2020). Normalmente, estos organismos son poliextremdfilos y estan adaptados para sobrevivir
bajo multiples condiciones ambientales extremas (Rasuk et al., 2016). Otra forma de clasificar a
los organismos extremdfilos es: 1) organismos extremotolerantes, es decir, que pueden tolerar
condiciones ambientales extremas, aunque pueden crecer normalmente bajo condiciones
normales, y 2) extremdfilos: estos requieren obligatoriamente la condicion extrema para

sobrevivir (Singh et al., 2019).

Adaptaciones fisiolégicas de los MOA

Los organismos MOA son organismos extremdfilos ya que pueden existir bajo una
condicion ambiental extrema; sin embargo, los MOA son poliextremofilos ya que pueden
proliferar ante las mudltiples condiciones extremas de la alta montafia (Singh et al., 2019;

Krasimirova, 2020).

Adaptaciones al frio. El frio provoca la congelacion del agua intracelular, lo cual conduce
a la formacion de cristales que dafian internamente; por otra parte, al congelarse el agua, esta
aumenta su volumen, lo cual conduce al dafio de la membrana celular. En bajas temperaturas
que no congelan, disminuye la cinética enzimatica, afectando el metabolismo celular (Brininger
et al., 2018). Las adaptaciones al frio son similares a los extremofilos psicréfilos polares, estas
involucradas a aumentar su energia cinética en un medio de baja energia al presentar menor
superficie hidrofilica e interacciones estabilizadoras, con aminoacidos pequefios y bucles
superficiales con carga positiva (Krasimirova, 2020), presentan enzimas de actividad a baja
temperatura, proteinas de choque de congelacién, proteinas anticongelantes y proteinas
nucleadoreas de hielo (Singh et al.,, 2023). ademas, presentan una reduccion en el

empaquetamiento de cadenas de grupos acilos en las membranas celulares que permite una
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mejor regulacion de la fluidez de la membrana (Brininger et al., 2018) lo cual es relevante, dado
que, a diferencia de los psicréfilos polares, los MOA ese encuentran expuestos a ciclos
frecuentes de congelacion y descongelacion determinados por la variabilidad ambiental

(Ciccazzo et al., 2015).

Adaptaciones a la radiacion ultravioleta tipo B (UV-B). Las estrategias presentes en
los organismos bioldgicos para la proteccion contra rUV son variados, por ejemplo: pigmentos
fotoprotectores (Weihs et al., 2012; Kumar S. et al., 2022); ademas, mantienen la integridad del
genoma mediante la tolerancia al dafio en el ADN y una respuesta eficiente contra las lesiones
en el ADN por mecanismo de “Save our Soul” (SOS), activacion de puntos de control y apoptosis
(Weihs et al., 2012; Albarracin et al., 2013). Por otra parte, los organismos han desarrollado
mecanismos especificos contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), para evadir las
lesiones en el ADN y en la reparacion de CPD (Albarracin et al., 2013). También colocan los
cambios estratégicos metabdlicos. Estos mecanismos de reparacion de fotoproductos en el ADN
estan altamente conservados (Zhang et al., 2017), siendo reparaciones por fotoreactivacion, por
escision, por recombinacion, por discordancia y por rompimiento de la doble hebra (Weihs et al.,

2012; Albarracin et al., 2013; Mullenders, 2018).

Adaptaciones metabdlicas. Debido a las condiciones extremas, los MOA requieren ser
eficientes en energia; por ello, las adaptaciones en el metabolismo son necesarias para que
puedan crecer con los pocos nutrientes disponibles. En general, los extremofilos utilizan las vias
metabdlicas centrales de Embden-Meyerhof-Parnas, Entner-Doudoroff, pentosas fosfato y ciclo
de acidos ftricarboxilicos (Tse y Ma, 2016), aunque para la supervivencia emplean vias
modificadas como la via de pentosas fosfato y Entner-Doudoroff (Rampelotto, 2016). Por la baja
cantidad de materia organica, los MOA también pueden utilizar otras moléculas inorganicas como
ultimos aceptores de electrones, tales como hidrégeno, hierro, sulfuro, nitrato, sulfato y zinc, entre

otros compuestos provenientes del medio (Pikuta y Hoover, 2007). En el caso de la via de
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pentosas fosfato, el aceptor final de la fase oxidativa es la nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato (NADP+); mientras que en la via ED en la respiracion aerdbica el ultimo aceptor de

electrones es el oxigeno (Pacheco et al., 2021).

Importancia de Microorganismos de Altitud

Ecoldgica. Los MOA son de importancia ecoldgica ya que durante el aprovechamiento
de recursos contribuyen a la erosion de rocas y durante la formacion de suelos (pedogénesis);
ademas, con ello contribuyen a la liberacion de minerales que son transportados a los valles,
donde seran aprovechados por los ecosistemas (Ciccazzo et al., 2015). También la fijacion de
nutrientes atmosféricos; por ello estan implicados en los procesos de sucesion primaria
(Hotlanding et al., 2017; Ficcettola et al., 2021). Las montanas en general son islas bioldgicas o
“islas de cielo” ya que estan delimitadas por la topografia de los valles bajos y por las condiciones
ambientales que son barreras de dispersion como desiertos (Love et al., 2023); por ello, las
montafias soportan biotas Unicas con una alta cantidad de endemismo de especies (Muellner et

al., 2024).

Biotecnolégica. Al igual que otros extremdfilos, los MOA soportan estos ambientes
extremos por la presencia de proteinas conocidas como extremoenzimas que les ayudan a
compensar estas condiciones (Krasimirova, 2020). Estas proteinas y enzimas son de interés
biotecnoldgico para la biorremediaciéon y produccién de biocombustibles (Hassan et al., 2017;
Singh et al., 2019; Rafiq et al., 2021; Dhume et al., 2022), el desarrollo de tecnologias para la
investigacion (Rasuk et al., 2016), para el desarrollo de la agricultura sostenible de
agroecosistemas de altitud (Goel et al., 2020) y aplicaciones en los procesos médicos como
generar terapias médicas (Babu et al., 2015; Krasimirova, 2020). Por ello, los MOA son
productores de enzimas de interés biotecnoldgico (Rafig et al., 2021; Dhume et al., 2022; Hassan
et al.,, 2017). Asimismo, los MOA presentan actividad inhibitoria frente a microorganismos

patdogenos mediante la produccion de moléculas como antibidticos, péptidos antimicrobianos,
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metabolitos secundarios, acidos organicos, sideréforos y enzimas liticas, las cuales representan
un importante interés frente a la problematica de la resistencia a los antibiéticos (Rafiq et al.,
2021; Hassan et al., 2017). En los MOA tolerantes a la radiacion UV, los mecanismos fisioldgicos
y genéticos responsables de su resistencia son diversos (Albarracin et al., 2016) y presentan un
amplio potencial biotecnolégico. Entre estos mecanismos, la produccién de pigmentos destaca
por sus multiples aplicaciones industriales, ya que podrian emplearse como alternativas no
toxicas a los colorantes utilizados en la industria textil y alimentaria (Kumar S. et al., 2022).
También, son potenciales para el desarrollo de medicamentos para prevenir el dafio a la piel por
UV, contra el cancer, antibiéticos, moléculas que prevengan el dafio por el estrés oxidativo al
acido desoxirribonucleico (ADN) y agentes bloqueadores del ciclo celular (Singh y Gabani, 2011;

Babu et al., 2015; Singh et al.,2011).

Investigacion. Por aislamiento de las montafias, todos sus ecosistemas son laboratorios
naturales para estudios de procesos evolutivos, dispersion, establecimiento y radiacion (Love et
al., 2023); asimismo, contribuyen a evaluar los efectos del cambio climatico (Muellner et al.,
2024). En forma especifica, los MOA son de gran interés para la investigacion sobre el origen de

la vida en la Tierra y para la posible vida en otros planetas (Rampelotto, 2013).

Sin embargo, estudiar a los MOA como a otros organismos extremofilos presenta
multiples dificultades, ya que el acceso a los estos sitios que habitan suele ser remotos y las
condiciones limitan la permanencia de los investigadores (Dance, 2020); asi como el cultivo de
los MOA in vitro en condiciones de laboratorio de areas mesdfilas limita la cantidad de MOA que

se puedan obtener, asi como su crecimiento adecuado (Rainey y Oren 2006; Schultz et al., 2023).
Planteamiento del problema
Las montafas son ecosistemas fragiles y altamente susceptibles a los cambios

climaticos. Son consideradas islas bioldgicas y constituyen una importante fuente de organismos

endémicos que crecen exclusivamente en sus laderas; en este contexto, los microorganismos de
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ambientes de alta montafia (MOA) también se encuentran sujetos a estas condiciones. Debido
al cambio climatico y al calentamiento global, las areas de alta montafia en todo el mundo estan
en riesgo, ya que se ha observado el ascenso de la linea del bosque (Jiménez et al., 2020) y de
la vegetacion hacia mayores altitudes, asociado a la disminucién en la frecuencia de heladas
anuales (Cazzola et al., 2019), asi como la reduccion y desaparicion de glaciares (Aszalds et al.,

2016; Farinotti et al., 2020).

La pérdida de glaciares contribuye a la desaparicién de los microorganismos que los
habitan, lo cual conduce al reemplazo de especies endémicas, asi como a procesos de
competencia e introduccion de nuevas especies en estos ecosistemas (Isam et al., 2017). Se
espera que muchos de estos sitios desaparezcan en los proximos afios (Sandoval, 2020), lo que

implicaria una extincién silenciosa de MOA aun desconocidos.

A pesar de que México se localiza en el trépico de Cancer, histéricamente presentd
multiples glaciares en los volcanes lztaccihuatl (5200 msnm), Popocatépetl (5300 msnm) y
Citlaltépetl o Pico de Orizaba (5636 msnm), localizados en el Eje Neovolcanico Transversal
(Arriola et al., 2014). Sin embargo, estos glaciares han desaparecido progresivamente. El volcan
Iztaccihuatl contaba en 1958 con 12 glaciares que cubrian una extension de 1,4 km?y en 2020
se declaro extinto su ultimo glaciar (Lépez y Romero, 2021). El volcan Popocatépetl presentaba
tres glaciares en 1964 con una extension de 0,72 km? (Delgado, 1993); no obstante, estos
comenzaron a desaparecer tras el incremento de la actividad volcanica en 1994 y se extinguieron
por completo en el afio 2000. Por su parte, el volcan Citlaltépetl o Pico de Orizaba presentaba en
1958 cuatro glaciares con una extension total de 9,5 km?; para 2024 esta superficie se redujo a

0,46 km?, estimandose su desaparicion total para el afio 2030 (Figueiras, 2024).

La desaparicidon de los glaciares conlleva la extincion de la microbiota asociada, ya que

se ha observado un cambio en la composicion microbiana, con el reemplazo de especies
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endémicas. La extincion del ultimo glaciar de México es inminente, y con ello, la pérdida

irreversible de la microbiota que lo habita.
Justificacion

La extincion del ultimo glaciar de México es inminente y conlleva la pérdida irreversible
de la microbiota que lo habita, incluyendo bacterias y hongos especializados en ambientes
extremos. En este contexto, resulta fundamental preservar, caracterizar y evaluar la diversidad
microbiana de estos ecosistemas, asi como analizar la resistencia de los microorganismos de
ambientes de alta montafia (MOA) asociados al glaciar frente a condiciones estresantes, como

la radiacion UV-C y los antibidticos.

Los MOA desempefian un papel clave en los procesos de sucesion primaria, ya que
participan como fijadores de nitrdgeno, liberadores de minerales y contribuyen activamente a la
pedogénesis, favoreciendo el establecimiento de comunidades biolégicas posteriores. Asimismo,
estos microorganismos representan un modelo de gran interés para el estudio del origen de la
vida y para la investigacion astrobiolégica, al desarrollarse en condiciones analogas a las de

ambientes extraterrestres.

Por otra parte, las multiples adaptaciones fisiolégicas y metabdlicas que permiten a los
MOA sobrevivir y mantener su actividad biolégica bajo condiciones extremas de radiacion, bajas
temperaturas y limitacion de nutrientes los convierten en una valiosa fuente de compuestos y
mecanismos con alto potencial biotecnoldgico. El estudio de estos organismos es prioritario antes
de que estos ecosistemas desaparezcan como consecuencia del calentamiento global, ya que
albergan un importante reservorio de biodiversidad microbiana con aplicaciones potencialmente

benéficas para la humanidad.
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Pregunta de investigacion

¢ Existe microbiota en el glaciar norte del volcan Citlaltépetl que sea cultivable en

condiciones in vitro?
Hipoétesis
En el glaciar norte del volcan Citlaltépetl (Pico de Orizaba) existen microorganismos de
altitud, principalmente bacterias y hongos, capaces de crecer bajo condiciones in vitro y que

presentan adaptaciones fisioldgicas y metabdlicas que les permiten tolerar condiciones

ambientales extremas.

Objetivo General

Analizar los microorganismos de altitud cultivables in vitro provenientes del glaciar norte

del volcan Citlaltépetl (Pico de Orizaba), México.

Objetivos Particulares
1. Determinar las caracteristicas ambientales y la carga bacteriana del sitio de muestreo en

el glaciar norte del volcan Citlaltépetl (Pico de Orizaba) a 5000 msnm.
2. Aislar bacterias y hongos cultivados in vitro de las muestras del glaciar.
3. Caracterizar fenotipicamente y fisiolégicamente a las bacterias y hongos aislados.

4. Identificar las bacterias aisladas mediante amplificacion y secuenciacion del gen 16S

DNAr.
5. ldentificar los hongos aislados mediante su morfologia celular y colonial.

6. Estimar el tiempo de resistencia de las bacterias sometidas a radiacion ultravioleta tipo

C.

7. Evaluar el perfil de resistencia a antibiéticos de los aislados bacterianos.
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Métodos

La naturaleza de esta investigacion es contribuir al conocimiento basico de los microorganismos
de altitud del ultimo glaciar de México; por ello, la profundidad de esta investigacion es
exploratoria, descriptiva y explicativa. Los datos fueron obtenidos tanto en campo como en
laboratorio y son de caracter cualitativo y cuantitativo. En si, todo este trabajo se rige por un
método hipotético-deductivo, estadistico y en tiempo transversal. El trabajo sigui6 las normativas
de trabajo en laboratorio NORM-087-ECOL-SSA-2002 para la proteccion ambiental, salud
ambiental, residuos bioldgicos infecciosos, clasificacion y especificaciones de manejo, y NOM-

127-SSA1-2021 para agua para el uso y consumo humano.

Se incluyeron muestras de hielo a una profundidad de 20 cm; se excluyeron muestras de
nieve superficial. Las variables dependientes de este trabajo fueron: las condiciones ambientales
del sitio de muestreo, la carga bacteriana de la muestra, el niumero de aislados obtenidos
(bacterias y hongos), las caracteristicas fenotipicas vy fisioldgicas de los aislados y el tiempo de

resistencia a UV-C.

Sitio de Estudio y Recolecta de Muestra

El sitio de muestreo fue en el volcan Citlaltépetl, que presenta una altitud de 5636 msnm
y se localiza entre los estados de Puebla y Veracruz. El 4 de febrero de 2024 se realiz6 el
muestreo en el glaciar de la cara norte. En este sitio se excavo en el hielo a una profundidad de
20 cm con un piolet (“Black Diamond Raven”) aséptico con alcohol al 96°, del hielo del fondo se
rellenaron tres tubos Falcon estériles de 50 ml (Calvillo et al., 2020A); también, se colocé hielo
en tubos de ensayo con 10 ml de caldo lisogénico (LB) y medio de transporte Stuart (TS).
Adicionalmente, en el sitio se expusieron una placa de Petri abierta con medio LB agar (LBA) y
un tubo de ensayo con 5 ml de LB en direccidn del viento. En el sitio se realizaron las mediciones:
coordenadas, altitud y presion atmosférica con “Garmin Phenix Pro-6 solar ®”; radiacion

ultravioleta con un medidor de radiacién UV “UV340B”; y temperatura del hielo con un termémetro
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digital de uso industrial, vastago de 30 cm de largo, “Agrotech Tp101”, con rango de temperatura

de -50 °C a +300 °C.

Las muestras se depositaron en un termo de acero inoxidable con doble pared de
aislamiento térmico de 3.78L “HIKEO”; ademas, se colocaron en su interior 4 bolsas de gel
refrigerante para mantenerlo a una temperatura de -2.0°C para su traslado al laboratorio de
microbiologia, biologia molecular y genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

Preparacion de Muestras y Aislamiento

Los tubos de ensayo con LB y medio de transporte de Stuart se incubaron a temperatura
ambiente durante 4 dias y posteriormente se sembraron en duplicado en placas Petri de 10 cm
por estria cruzada en medios de agar LB (LBA) y agar soya tripticaseina (TSA). Luego, estos
mismos tubos se colocaron en el refrigerador a 4 °C por 4 dias; después, se sembraron
nuevamente por duplicado en LBA y TSA. En ambas siembras, las placas se incubaron a

temperatura ambiente hasta que se observaron las diferentes colonias.

Las muestras colectadas de hielo se almacenaron a - 23°C hasta su procesamiento; este
consistié en descongelar las muestras a 4°C durante dos dias (Calvillo et al., 2020A; Hassan et
al., 2021; Liu et al., 2022). Ya descongeladas, se colocaron las tres réplicas en un matraz estéril;
de esta muestra se procedio a llenar los tubos de ensayo y centrifugarlos durante 20 min a 3100
rpm en una centrifuga “Thermo Scientific Medlite”. Luego, se retiré el sobrenadante de los tubos,
al cual se midio el pH utilizando un potenciémetro “Conductronic pH120”. Finalmente, los tubos
se rellenaron con medios LB y caldo soya tripticaseina (CST), ya que estos medios facilitan el
crecimiento de una amplia variedad de bacterias no exigentes y algunos no exigentes, y se
incubaron a temperatura ambiente. Cuando los tubos presentaron turbidez, se sembraron en
placas de Petri con medios LBA y TSA adicionados con 50 ug/ml de nistatina como antifungico

(Mandal et al., 2022). También de la muestra descongelada del hielo se determin6 por duplicado
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su carga bacteriana con una camara de Neubauer “Blaubrand™”. Finalmente se analizaron los
hongos presentes en la muestra de hielo, para ello se colocaron 100 ul de la muestra en placas
de Agar Papa Dextrosa (PDA) y se sembraron por siembra masiva y se incubaron a temperatura
ambiente, se separo a los hongos que crecieron en placas de individuales de PDA, se realiz6 la
descripciéon macroscopica del el anverso y reverso que presentaron los hongos, asi como una

descripcién microscopica.

De todas las placas con crecimiento se aislaron las UFCs sembrando en placas con medio
del cual crecieron la primera vez. Se corroboré la pureza de cada aislado por microscopia por
tincion de Gram y siembra en “Chromagar Orientador ™” 1a cual sirvi6 solo para indicar la pureza
de los aislados al presentar color homogéneo ya que no existe un medio orientador dirigido a

bacterias extremofilas.

Caracterizacion fenotipica y fisioldgica de los aislados

A todos los aislados bacterianos se caracterizaron por su morfologia colonial y morfologia
celular microscopica (tincion de Gram vy tincién negativa) asi como su crecimiento en agar
MacConkey. A los primeros siete aislados se les realizd conteo en placa por goteo, 6ptimo
crecimiento bacteriano (medio de cultivo y temperatura), cinéticas de crecimiento, pruebas
bioquimicas, pruebas de resistencia a radiacion UV-C (20 s y curva de resistencia) y resistencia

a antibioticos.

Para los aislados fungicos se realizo la caracterizacion de la morfologia colonial, tanto del
anverso como del reverso. Asimismo, la morfologia celular se determiné mediante tincién con
azul de algodon, lo que permitio la observacion de hifas y estructuras reproductivas. Con base
en las caracteristicas morfolodgicas coloniales y celulares, los aislados se identificaron hasta el

nivel de género.
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Analisis de secuencias del gen ARNr 16S

Para la identificacion de los aislados primero se realizé la extraccion del ADN total
mediante el kit “Wizard® Genomic DNA Purification Kit” de Promega, las muestras de ADN fueron
visualizaras en electroforesis de gel de agarosa al 1%, posteriormente se realiz la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen que codifica el gen 16S ADNr de tamafio
de 1500 pb. Se utilizé los Primers (Oligonucleétidos): TXBA1: 5’ AGAGTTTGATCATGGCTCAZ
y TXBA 101: 5’AGGAGGTGATCCAACCGCAZ (Pérez et al., 2014) proporcionados por la Dra.
Norma Elena Rojas Ruiz. La reaccién de PCR se llevé a cabo con: “Go Tag Green Master Mix,
2X” de promega (12.5 pl), el primer rioarriba 10 pyM (0.5 pl), primer rioabajo 10 uyM (0.5 pl),
templado de ADN (1ul) y se ajustd a un volumen final de 25 ul con agua libre de nucleasas. El
protocolo de amplificacion fue: 94 °C por 1:30; 25 ciclos de: 94 °C por 30 s, 55 °C por 45 s, 72
°C por 2 min; y una extencion final a 72 °C por 4 min, la reaccion se realizé con un termociclador
“‘BIO RAD T100™ Thermal Cycler”. Para los aislados que no amplificaron con los primers TXBA1
y TXB101 se  utilizé los primers wuniversales para el gen 16S DNAr 27F:
5AGGAGGTGATCCAACCGCA3' y 1492R: 5GGTTACCTTGTTACGACTT3’, para estos primers
se utlizo el siguiente protocolo de amplificacién: 95 °C por 3:00; 28 ciclos de: 94 °C por 30 s, 55
°C por 45 s, 72 °C por 2 min; y una extencion final a 72 °C por 10 min. Se purificé los amplicones
con el “Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega en agua de grado molecular
libre de nucelasas. Todas las visualizaciones de ADN total y amplicones del gen 16S DNAr se
realizaron en electroforesis de gel de agarosa al 1 %. Se mandé a secuenciar los amplicones al
laboratorio LANGEBIO del CINESTAV-Irapuato. Para la identificacion taxonémica de los aislados
bacterianos se compararon las secuencias con la base de datos de nucleéticos del NCBI

(GenBank) utilizando el algoritmo BLASTn.
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Optimo crecimiento y cinética de crecimiento de los aislados bacterianos

su 6ptimo crecimiento bacteriano por triplicado en medio liquido de LB y CST y a las
temperaturas de 10°C, 20°C y 30°C (Soto y Delgado, 2020); se colocaron los aislados en
incubadora con agitacion “WIS-10R Witeg” a 120 revoluciones por minuto (rpm) y se midio
periddicamente su densidad éptica a 600 nm (DO e00 nm) Mmediante un espectrofotometro “DLAB
SP-UV1000”. Los aislados se sembraron por triplicado en medio de cultivo CST y temperatura
de optimo crecimiento y se registrdé la DO 600 nm durante cada hora hasta identificar la fase
estacionaria (24 — 60 h). Finalmente, a los aislados se les realizaron pruebas bioquimicas de
urea, proteasa, citrato, agar triple azucar hierro (TSl), agar hierro lisina (LIA), motilidad-indol-

ornitina (MIO), prueba de catalasa y oxidasa.

Pruebas de Resistencia a Radiacion Ultravioleta Tipo C

Primero se determiné la Supervivencia Relativa (SR) a UV-C, para ello se estandarizaron
el tiempo y condiciones de exposicion de exposicion UV-C con Escherichia coli; asi mismo, esta
cepa se utilizé esta cepa como control experimental. Para los experimentos se utilizé una lampara
UV-C (253.7 nm) marca “Sankyo Denki” de 20 W a 60 cm de distancia (Figura 3). Para todos los
aislados incluyendo e incluyendo a la cepa control se utilizé una dosis de bacterias de 1X10’
UFC/ml; para ello se realizé a los aislados sus conteos en placa por diluciones seriadas, cada

una con tres replicas.

Para los experimentos de exposicion UV-C se utilizé la metodologia de prueba de
resistencia a UV-B de Albarracin et al. (2014) la dosis inicial de bacterias se realizaron diluciones
seriadas hasta 10 °, de cada dilucién se sembré 5 l dispensado en tres gotas sobre el agar,
cada dilucion se colocoé de forma consiguiente hacia abajo, de forma lateral se colocaron 8
réplicas en placas de 20 cm de diametro con TSA. Para cada cepa se realizé dos placas, una

placa que seria el grupo experimental expuesta sin la tapa a la radiacién UV y la otra placa seria
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el grupo control la cual se expuso con la tapa de vidrio y colocada dentro de una caja de doble
acetato (Figura 2). Posteriormente de la exposicion UV-C las placas control y experimental se
incubaron a temperatura éptima dependiendo del aislado (50C a 20°C; y los aislados 50A, 50B,
50D, 50H, 501, 50J y la cepa E.coli a 30 °C) durante 1 a 3 dias en oscuridad en incubadora “/ -
105 Witeg”. Se determind la supervivencia relativa (SR) mediante la relacion de las UFC

presentes en el grupo experimental con respecto al grupo control.

Figura 3. Representacion del experimento con radiaciéon UV-C. a) grupo experimental

expuesto a radiacion; b) grupo control sin exposicion a radiacion.

Nota: Los incisos indican lo siguiente: a) placa expuesta directamente a irradiacion UV-C; b) placa

recubierta con una caja de doble acetato como proteccion.

Se determind el tiempo de resistencia UV-C a los siete aislados y a E. colia 0, 15, 30, 45,
60, 75 y 90 segundos de exposicion a UV-C (Albarracin et al., 2014). Para ello, se utilizé una

dosis 1X10” UFC/ml para todas las cepas, y se realizaron diluciones seriadas hasta X10 ®, se
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sembraron 5 pl de cada dilucion, desde X10™" hasta 10, en forma lateral, y las réplicas (3X) se
colocaron de forma descendente. Después del tiempo de exposicion a UV-C, las placas se
incubaron en oscuridad a temperatura 6ptima durante 1 a 3 dias. La supervivencia relativa (SR)
de cada grupo expuesto a UV-C se determind mediante la relacion entre las UFC sobrevivientes

de cada grupo expuesto y el grupo sin exposicién a UV-C (0 segundos).

Pruebas de resistencia a antibiéticos

Se evalud la resistencia a los siguientes antibidticos mediante el uso de sensidiscos para
bacterias Gram positivas: 30 ul cefoxitina (FOX), 30 ul Ceftriaxona (CRO), 30 ul Cefaclor (CS), 5
ul Cefixima (CFM), 30 ul Cefuroxima (CXM), 30 ul Cefepima (FEP), 30 pl Cefatzidima (CAZ), 100
ul Piperacilina (PIP), 10 pl Ampicilina (AM), 30 pl Aztreonam (ATM), 10 yl Meropenem (MEM),
10 ul Ertapenem (ETP), 10 pl Imipenem (IPM), 2 ul Clindamicina (CC), 10 ul Tobramicina (NN),

30 pl Neomicina (N), 15 pl Eritromicina (E), 5 pl Levofloxacina (LVX), 200 yl Fosfomicina (FOS).

Se utilizé el método de Kirby-Bauer, se sembré en placa 100 ul con una dosis de bacterias
de 1X10” UFC/ml en placas de 20 cm con el medio Miiller Hinton. La clasificacion los halos de
inhibicion se efectud con base en los valores de referencia establecidos para cada antibiético
considerando los estandares definidos para Enterobacterias, Staphylococcus sp., S. aureus,

Echerichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeuruginosa y Haemophilus influenzae.

Analisis Estadisticos

Para determinar si las cepas obtenidas difieren de la cepa control (E. coli), se utilizé el
analisis de ANOVA One-Way on Ranks. Para identificar cuéles aislados fueron significativamente
diferentes de la cepa control, se realizaron las pruebas de comparaciones multiples de Dunn.
Todos analisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico NCSS, y se utilizo

Python 3.13.0 para elaborar los graficos.
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Resultados y Discusion

Sitio de colecta y parametros descripcion del sitio

El 4 de febrero del 2024 se realiz6 el muestreo en la base del glaciar del volcan Citlaltépetl
en las coordenadas 19° 02.40 Norte; 97° 16.29 Oeste a una altitud de 5066 msnm, ese dia se
reportaron condiciones extremas del viento de 90-100 km por hora. El sitio presentd una presion
atmosférica de 1042 hPa, una radiacion ultravioleta de 4016 Jm?; y a 20 cm de profundidad el
hielo presentd una temperatura de - 2.6 °C (Figura 4)., y un pH de 7.8 medido en el laboratorio

con un potenciometro “CONDUCTRONIC pH120”

La radiacion UV-B medida en el sitio de muestreo durante el invierno fue mayor a la
radiacion diaria acumulada en el verano, registrada por Castanedo et al. (2003) que fue de 7000
Jm?. Mientras que Castanedo et al. (2012) registraron que el tiempo de exposicién solar en
México para causar quemaduras solares va de 22-60 min en una dosis de 35 a 92 mJ/cm®. Por
otro lado, Fernandez et al. (2006) registraron una radiacién UV-B de 3,931 Jm? a 4500 msnm en
el desierto de Atacama localizado en el trépico de Capricornio, estos fueron resultados

aproximados a lo registrado en este estudio.

En el caso del pH de las muestras tiende a ser un neutro (pH = 7.8), se ha observado que
el pH puede variar en los glaciares del Himalaya, Kumar V. et al. (2022) reportan un pH = 4.26 a
4200 msnm, mientras que Ali et al. (2019) reportaron un pH = 8.0 a 5049 msnm en los Himalayas.
Esto parece indicar que la altitud puede modificar el pH del hielo; sin embargo, no concluyente
ya que podria haber otras variables que influyen en el pH como la temporada, cercania a las
urbes, ubicacién en el globo terraqueo o tipo de suelo y baja actividad biolégica lo cual es

disminuye con la altitud (Margesin et al., 2009; Aszalos et al., 2016; Kuma et al. 2019).
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Figura 4. Sitio de muestreo en el glaciar de la cara norte del volcan Citlaltépetl 4 de febrero
2024. Los incisos indican: A) Localizacion del sitio de muestreo en la base del glaciar en rojo
con simbolo de alto, en linea roja el trayecto con el numero 1 que representa el kildmetro
recorrido y en verde el inicio de trayecto; B) sitio de muestreo y medicion de datos; C) medicion

de temperatura.

Carga bacteriana

La carga bacteriana del glaciar a una altitud de 5066 msnm fue de 2.1 X 10 > UFC/ml, la
carga bacteriana del suelo de montafias es mayor a lo registrado en este estudio con 4.0 X 10°
UFC/g (Ali et al., 2019) y volcanes con 4.7 X 10 7 UFC/g (Margesin et al., 2009); mientras que
otros glaciares la carga bacteriana fue menor a lo registrado en este estudio; sin embargo, las

muestras de esos estudios las muestras del glaciar fueron tomadas a una mayor altitud: 0.71X10°
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UFC/ml a 6250 msnm (Zhang et al., 2008); 4.6 X 10* UFC/ml a 5970 msnm (Zhang et al., 2006);
2.0 X 10 * UFC/ml a 6518 msnm (Zhang et al., 2010); 3.3 X 10% a 5,481 msnm (Ali et al., 2019).
En caso contrario Ball et al. (2014) registraron una carga bacteriana > 10° UFC/ml a una altitud
de 4900 msnm, por lo que parece que la altitud influye en la carga bacteriana. Esta baja carga
bacteriana en el glaciar se ve reflejada por el pH alcalino registrado (pH=7.8), la baja actividad
bioldgica implica una menor produccion de acidos organicos y menor acumulacion CO; que se

convierten en acido carbodnico.

Otro factor que puede influir en la carga bacteriana es la pendiente, siendo la mayor carga
bacteriana en la pendiente con mayor exposicion solar (Margesin et al., 2009); existe una
variacion en la carga bacteriana con respecto a la profundidad; sin embargo, se debe a procesos
los climaticos de cada época que reflejan los ambientes ecoldgicos en los glaciares durante
épocas pasadas (Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2010). También el viento
influye en la carga bacteriana, Chuvichina et al. (2011) encontraron que la arena del desierto del
Sahara puede ser transportadas por el aire hasta el “El monte Blanco” en la cordillera de los

Alpes.

Microorganismos asilados del hielo

Se obtuvieron 8 aislados de fungicos y 14 aislados bacterianos, los cuales mostraron una
amplia diversidad tanto en su morfologia colonial y celular (Figura 5, 6, 7y 8; Tabla 1; Anexo 1y
2). Se haregistrado que existe pocas bacterias cultivables in vitro, Zhang et al. (2010) registraron

el 1%; mientras que Zhang et al. (2008) proponen una viabilidad de celular del 31 %.

En cuanto a su morfologia colonial, se observaron variaciones en la coloracion, lo que
indica la presencia de pigmentos en la mayoria de los aislados, tanto de las bacterias como de
los fungicos. Asimismo, se registraron diferencias en el tamaro, el borde y la textura de las
colonias lo que evidencia la heterogeneidad de los microorganismos de altitud aislados del glaciar

norte del volcan Citlaltépetl.



39

Identificacion de los aislados fungicos

Los ocho aislados fungicos obtenidos pertenecen al filo Ascomycota (figura 5, 6, 7).
Dentro de este filo, se identificaron tres clases principales: Euromycetes con tres aislados
(Asperguillus flavus, Aspergillus fumigatus y Penicillium sp); Sordariomycetes, también con tres
aislados (Acremonium sp., Scopularipsis sp. y Neurospora sp.); y Dothideomycetes con dos
aislados (Alternaria sp. y Cladosporium sp). La dominancia el filo Ascomycota concuerda con lo
reportado por Calvillo et al. (2020A) en los glaciares del Iztaccihuatl y Pico de Orizaba, registraron
la presencia de los géneros Cladosporium sp., Alternaria sp., Penicillum sp., Curvolaria sp.,
Arthrium sp y Mucor sp., siendo los primeros cinco pertenecientes al filo Ascomycota y Mucor sp.

al filo Zygomycota.

En el glaciar de “la Panza” y “El Pecho” del Iztaccihuatl (aproximadamente a los 5000
msnn), Calvillo et al. (2020A) reportaron hongos pertenecientes al filo Ascomycota, como
Cladosporium sp. (Clase Dothideomycetes) y Penicillium sp. (Clase Euromycetes). En contraste,
en el glaciar norte del Pico de Orizaba, Calvillo et al. (2020A) observaron que la mayor
abundancia y dominancia de aislados pertenecientes al filo Ascomycota fue entre los 5000 y 5300
msnm; mientras que, a los 5636 msnm, correspondientes a la cumbre desprovista de hielo

permanente, unicamente se obtuvo un aislado perteneciente al filo Zygomycota.

Este patron coincide con los resultados del presente estudio, realizado a 5066 msnm,
donde todos los aislados corresponden al filo Ascomycota. Se ha documentado la dominancia
de Ascomycota en glaciares de los Himalayas (Dhume et al., 2022; Ma et al., 2025), Karakorum
(Hassan et al., 2017; Rafiq et al., 2019), en la Patagonia (Duo et al., 2018), asi como en el monte

Kenia en Africa (Okello et al., 2024).
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Asperqgillus fumigatus (H1)

Penicillium sp. (H2)

Asperqillus flavus (H7)

Figura 5. Fotografias del anverso, reverso y microscépica a 40X con azul de algodén de los

aislados de la clase Euromycetes.
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Neurospora sp. (H4)

Scopularipsis sp. (H6)

Acremonium sp. (H8)

Figura 6. Fotografias del anverso, reverso y microscépica a 40X con azul de algodén de los

aislados de la clase Sordariomycetes. Neurospora sp. se se encuentra sin tincién.
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Alternaria sp. (H3)

Cladosporium sp. (H5)

Figura 7. Fotografias del anverso, reverso y microscépica a 40X con azul de algodon de los

aislados de la clase Dothideomycetes.

Identificacion bacteriana por el gen 16S DNAr

Los aislados bacterianos cultivables se distribuyeron de la siguiente manera: 7
pertenecen al filo Bacillota (Bacillus cereus/thuringensis, Bacillus subtillis, Paenibacillus
polymoxya, Paenibacillus tundrae, Planococcus chinensis, Solibacillus silverentris,
Staphylococcus epidermidis), 6 al filo Actinomycetota (Agrococcus citreus, Crystallibacter

crystallopoites, Janibacter melonis, Microbacterium schleiferi, Micrococcus luteus, 'y
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Rhodococcus quinshengii/erythropolis, y solo una al filo Pseudomonadota (Pseudomonas

silesiensis) (Figura 8 y Tabla 1).

Por el contrario, Calvillo et al. (2019) reportaron que, en tres zonas ubicadas a mas de
5000 msnm (Monte de Venus, Glaciar de la Panza y Glaciar del Pecho) en el Iztaccihuatl, los
filos mas abundantes fueron Pseudomonadota (31 — 93 %), Actinomycetota (6 — 15%) y
Bacteroidetes (1 — 17 %); mientras que Bacillota representd solo el 2 % del glaciar del Pecho.
Esto se ha observado también en glaciares, en los Alpes a 2500 msnm (Simon et al., 2009), en
el glaciar de Rongbuk en los Himalayas a 6518 msnm (Zhang S. et al., 2008), en los glaciares de
Gangotri y Kandakhal en ellos Himalayas a 3415 msnm (Kumar S. et al., 2019), y en el glaciar
del Humbolt en los Andes (Ball et al., 2014). Sin embargo, en todos esto estudios reportaron la
presencia de los filos Actinomycetota y Bacillota. Estos estudios reflejan variacion en la

composicion de las comunidades bacteriana en los glaciares de altitud.

50A
Filo Bacillota .

Filo Actinomycetota { EE
Filo Pseudomonadota {

Figura 8. Aislados provenientes del glaciar en la cara norte del volcan Citlaltépetl, agrupados por

filos.
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Tabla 1. Identificacion molecular de los asilados bacterianos a partir del gen 16S DNAr mediante

el algoritmo BKASTn (NVBI)

Aislado Identificacion por 16S Siguiente pariente Homologia de Morfologia celular
ADNr segun la alineacion de secuencia (%)
GenBank

Filo Bacillota (Firmicutes); Clase Bacilli (Gram positivas)

50A Planococcus sp. P. chinensis 100.00 Cocos
50B Bacillus sp. B. cereus/thuringensis 100.00 Bacilos
50J Paenibacillus sp P. polymyxa 100.00 Bacilos
50H Paenibacillus sp P. tundrae 98.47 Bacilos
50K Bacillus sp. B. subtillis 99.18 Bacilos
50M Solibacillum sp. S. silverentris 99.02 Bacilos
50Y Staphylococcus sp. S. epidermidis 100.00 Cocos
Filo Actinomycetota (Actinobacteria); Clase Actinomycetia (Gram positivas)
50X Janibacter sp. J. melonis 100.00 Bacilos/cocos
50N Microbacterium sp. M. shleiferi 100 00 Bacilos
500 Crystallibacter sp. C. crystallopoites 99.87 Bacilos/Cocos
50C Agrococcus sp A. citreus 100.00 Cocos
50D Micrococcus sp M. luteus 98.32 Cocos
501 Rhodococcus sp R. quingshengii 96.29 Bacilos
Filo Pseudomonadota (Proteobacteria); Clase y-Proteobacteria (Gram Negativas)
50L Pseudomonas sp. P. silesiensis 100.00 Bacilos

Caracterizacion fenotipica y fisioldgica bacteriana

Se encontré que la mayoria de los aislados son grampositivos, ya que pertenecen a los

filos Bacillota y Actinomycetota, mientras que solo un aislado fue gramnegativo, perteneciente al



45

filo Pseudomonadota (50L, el unico que crecido en medio MacConkey). Estos resultados son
similares a lo reportado por Insam et al. (2017) en el Iztaccihuatl, quienes, mediante el analisis
de acidos grasos fosfolipidicos (PLFA) observaron un predominio de bacterias Gram positivas
(Bacillota y Actinomycetota), mientras que las bacterias Gram negativas (Pseudomonadota)
representaron apenas un tercio de la comunidad microbiana a una altitud maxima de 4951 msnm
en la lengua del glaciar Ayoloco. Estos resultados concuerdan con otros glaciares, donde los filos
Actinomycetota y Bacillota fueron mas abundantes en otros glaciares de roca en los Himalayas
(Zhang X. et a., 2006; Lee et al., 2009; Zhang S. et al., 2010), en el Karakorum (Ali P. et al.,

2021), en el Kunlun (Ali B. et al., 2019), y en los Alpes (Lee et al., 2011).

Asimismo, Dib et al. (2008) reportaron abundancia de bacterias grampositivas en
humedales de altitud, sugiriendo que la estructura de su pared celular (particularmente la capa
gruesa de peptidoglucano) podria conferirles una mayor resistencia frente a la radiacion

ultravioleta y otras condiciones extremas propias de estos ambientes.

Por otra parte, Calvillo et al. (2019) encontraron mayormente bacterias gramnegativas
(Pseudomonadota) en el glaciar de “La Panza” y el glaciar de “El Pecho” en el Iztaccihuatl. Ante
estos cambios de poblaciones bacterianas, Isam et al. (2017) proponen que tras la pérdida o
retraccion de los glaciares se dejan nuevas areas expuestas con propiedades fisicoquimicas muy
distintas a las previas, lo que influye en la sucesidon microbiana, como las bacterias
pertenecientes al filo Psedomonadota (gramnegativas). Ademas, Isam et al. (2017) reportaron
que en zonas de menor altitud predomina la abundancia de bacterias gramnegativas, la cual
disminuye progresivamente con el incremento altitudinal. En concordancia, Yang et al. (2023)
indican que el filo Pseudomonadota se comporta como invasivo en estos ecosistemas,
evidenciando un proceso de cambio en la microbiota. Este cambio en comunidades se refleja en
los resultados de Isam et al. (2017), ya que tres afios después se declard extinto el glaciar de

Ayoloco en el Iztaccihuatl, en comparacion el glaciar norte del Pico de Orizaba continua activo y
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a pesar de estar en reduccion aun persiste el equilibrio de la tasa de acumulacién y

descongelacion (Carrillo et al., 2025; Soto et al., 2025)

Se obtuvieron 14 aislados con morfologia colonial variada, pigmentados y no
pigmentados (Figura 5 y 6), resaltando que todas las cepas presentaron consistencia mucoide
(Anexo 2), 10 aislados se obtuvieron de las muestras del hielo (50H, 501, 50J, 50K, 50L, 50M,
50N, 500, 50X y 50Y) y 4 aislados de los medios de transporte en LB y ST (50A, 50B, 50C y
50D), siento 4 aislados de medio ST (50A, 50B, 50C y 50D), y uno muy abundante del medio LB
(50B). En cuanto a la temperatura de incubacion de las muestras se obtuvieron 4 aislados por la
temperatura ambiente (50B, 50C, 50H y 50I) y 4 aislados a 4°C (50A, 50B, 50D, 50J), siendo el
aislado 50B presente en ambas. Los aislados 50G, 50K, 50L, 50M, 50N, 500, 50Y y 50X fueron

obtenidos después incubadas a temperatura ambiente.

La proporcion de cepas pigmentadas ha sido similar en otros glaciares de montafia, como
en el Karakérum (Kumar V. et al., 2022; Hassan et al., 2022), los Andes (Ordofiez et al., 2009),
el Himalaya (Ali et al., 2019; Zhang et al., 2010) e incluso en regiones similares como la Antartida

(Coppola et al., 2023; Hirsch et al., 2004).

Los pigmentos pueden funcionar como una estrategia de proteccién ante mdultiples
condiciones estresantes, estos pueden presentar actividades antioxidantes que contrarresten las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por las condiciones adversas (Pan et al., 2021).
En organismos terméfilos, Mandelli et al. (2017) y Esteves et al. (2019) identificaron que hay
cambios en la concentracion de metabolitos antioxidantes cuando aumenta la temperatura. La
consistencia mucoide es un indicativo de que estas cepas presentan exopolisacaridos en su
capsula que les contribuyen a sobrevivir a las condiciones adversas (Kumar et al., 2022; Li et al.,
2022); ademas, les permite facilitar la adhesion a superficies y la formacion de biofilm (Wilson et

al.,, 2017; Gao et al., 2024). Estos exopolisacaridos brindan proteccién al permitirles retener
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nutrientes y agua, ademas de funcionar como un reservorio de polimeros y una estrategia
crioprotectora para la supervivencia (Nicolaus et al., 2011).

™~ crecieron los aislados

Cuando se sembraron los aislados en “Chromagar Orientador
50A y 50D, no presentaron un cambio de color. Por otra parte, los aislados 50B, 50D, 50H, 501 y
50J cambiaron de sus tonos (Anexo 3). Este cultivo fue indicador de que los aislados estan puros,

ya que no presentaron colonias con otros tonos diferentes.

Todos los aislados presentan la enzima catalasa (Anexo 3) que es una enzima eficiente
ante la respuesta al estrés oxidativo producido por las condiciones adversas (Pan et al., 2021).
Margesin et al. (2009) analizaron la actividad de la enzima deshidrogenasa en bacterias de
diferentes altitudes; encontraron que su actividad disminuye con la altitud; sin embargo, estan
adaptadas a condiciones frias. Por lo que es probable que la enzima catalasa de estos aislados
presente cualidades similares. Los aislados obtenidos (50A, 50C, 50D, 50H, 501 y 50J) no tienen
la capacidad de hidrolizar la urea, degradar el triptéfano en indol, desaminar y descarboxilar la
lisina, producir sulfuro de hidrégeno, fermentar carbohidratos (glucosa, sacarosa o lactosa),
producir sulfuro de hierro, producir acido sulfhidrico, producir gas ni metabolizar el citrato (Anexo

3).

En el caso del aislado 50B, fue el Unico que dio prueba positiva para oxidasa, movilidad
y proteasa de caseina. En el caso de la proteasa, Lee et al. (2011) identificaron una relacion
entre las bacterias proteasa positivas y los sitios con alta actividad humana en los glaciares
alpinos, como Arthrobacter sp., Rhodococcus qingshengii, Mucilaginibacter sp., Pedobacter
cryoconitis, Bacillus amyloliquefaciens, Carnobacterium maltaromaticum, Sphingomonas sp.,
Janthinobacterium lividum, Pseudomonas sp., y las familias Oxalobacteraceae,
Enterobacteriaceae. En este caso, este aislado podria ser introducido por la actividad humana,

ya que el turismo que se realiza cerca del sitio de muestreo es frecuente.
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Todos los aislados presentaron un mejor crecimiento en el medio caldo de soya
tripticaseina (CST) que en Luria-Bertani (LB). Se han empleado diversos medios de cultivo para
la obtencion de microorganismos de los glaciares, siendo el medio LB uno de los mas utilizados
(Fernandez et al., 2006; Albarracin et al., 2012; Albarracin et al., 2014; Paulino et al., 2012; Rasuk
et al., 2017; Mandal et al., 2022). En contraste, el medio de caldo de soya tripticaseina (CST) ha
sido menos frecuente en estos estudios (Marizcurrena et al., 2018). Ambos medios son similares
en la concentracion de NaCl y en la fuente de carbono (CST: peptona de soya; LB: peptona de
caseina); sin embargo, la diferencia esta en la fuente de nitrégeno: el extracto de levadura
proporciona proteinas y aminoacidos, mientras que en el CST se utiliza caseina y triptona. El
extracto de levadura contiene otras moléculas (factores de crecimiento o vitaminas) que pueden

intervenir en el metabolismo bacteriano.

En cuanto a la optima temperatura de crecimiento en los aislados 50A, 50B, 50D, 50H,
501 y 50J, fue a 30 °C. Se ha observado que los microorganismos en los glaciares de alta
montafa crecen a diferentes temperaturas, desde 0 °C hasta 30 °C (Albarracin et al., 2012;
Paulino et al., 2012; Kumar S. et al., 2022). Lee et al. (2011) encontraron una relaciéon con
bacterias que crecen a 37 °C en los sitios con alta actividad humana en los Alpes; aun asi,
también encontraron bacterias que crecen a esta temperatura en zonas pristinas, aunque en
menor abundancia. Lee et al. (2011) definen como psicrofilas a las bacterias que no crecen a
temperaturas superiores a 20 °C, lo que podria aplicarse a la cepa 50C, que presenta un rango
de crecimiento estricto a esta temperatura. Sin embargo, seria necesario evaluar su capacidad

de crecimiento a temperaturas aun mas bajas.

Las cinéticas de crecimiento fueron variadas pero en general de lento crecimiento, la
cinética de crecimiento de los aislados 50D, 50H y 501 (Figura 9) fue lento, alcanzaron su fase
estacionaria después de la hora 20; para los aislados 50A y 50J (Figura 9) fueron similares

llegando a su fase estacionaria después de la hora 10; en extremos el aislado 50B (Figura 9),
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fue el que presentd una cinética rapida, alcanzando la fase estacionaria en la hora 10; mientras

que, el aislado 50C (Figura 9) fue el mas lento, alcanzando la fase estacionaria a la hora 55.

Cinéticas de Crecimiento

2.5

2.0

+350C

1.5

1.0 1

Densidad Optica (DO) a 600 nm

0.5 1

0.0 1

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)
Figura 9. Cinéticas de crecimiento de los aislados 50A, 50B, 50C,50D, 50H, 501 y 50J. Estos
aislados presentan una cinética similar; los aislados 50D, 50H y 50I presentan una fase de
latencia de 6 a 7 h; alcanzan su fase estacionaria después de las 20 h. Los aislados 50A y 50J
presentan una fase de latencia de 4-5 h, fase exponencial de 7-9 h, alcanzando su fase
estacionaria de las 10 a las 14 h. El aislado 50B fue el mas rapido, alcanzando su fase
estacionaria a la hora 7; mientras que el aislado 50C la alcanzé en la hora 55. En el eje y la
densidad 6ptica (DO) a 600 nm y en eje x las horas, los puntos representan las tres réplicas y en

linea representa el ajuste.
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Tiempo de supervivencia relativa bacteriana a UV-C.

Todos los aislados provenientes del glaciar del Pico de Orizaba sobrevivieron a 20
segundos de exposicion a la radiacion UV-C. Los aislados con mayor supervivencia relativa (SR)
fueron: 50B (0.61 + 0.45 SR), 50C (0.88 + 0.14 SR), 50D (0.76 + 0.29 SR) y 501 (0.83 + 0.15 SR);
mientras que, los aislados 50A (0.32 + 0.07 SR), 50H (0.24 £ 0.13 SR) y 50J (0.36 £ 0.25 SR)
presentaron una menor SR, pero aun superior a la SR de la cepa control Escherichia coli (0.17 +
0.02 SR). Los aislados 50B, 50C, 50D, 501 y 50J presentaron diferencias significativas en
comparacion con E. coli (P > 0.001), mientras que la SR de las cepas 50A, 50H y 50J (P < 0.001)

no presento diferencias significativas respecto a E. coli (Figura 10).

De los aislados con mayor supervivencia relativa, tres fueron pigmentados (50C: amarillo
fluorescente; 50D: amarillo palido; y 501: crema claro) y uno no (50B: blanca). Las condiciones a
alta radiacion UV-B generadas por la altitud confiere a las bacterias caracteristicas que les
permiten tolerar a la radiacion UV mediante mecanismos de reparacion de ADN, presencia de
pigmentos y exopolisacaridos (Kumar V. et al., 2022), se ha observado de manera similar en
glaciares de roca de alta montafia (Zhang et al., 2010; Kumar S. et al., 2022) como lagos de
altura (Fernandez et al., 2006; Ordofiez et al., 2009; Albarracin et al., 2012; Rasuk et al., 2017;
Zannier et al., 2022), desiertos de altitud (Paulino et al., 2012); humedales de altura (Pérez et al.,
2017); también se ha observado resistencia a UV en sitios con alta exposicion solar como la
Antartida (Hirsch et al., 2004; Marizcurrena et al., 2018; Coppola et al., 2023) o en el Artico
(Mandal et al., 2022), aunque en estos estos ultimos sitios la altitud no es elevada, el efecto de
albedo y la larga exposicion solar durante medio afio han favorecido el desarrollo de organismos

tolerantes a UV-B o UV-C.
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Figura 10. Supervivencia relativa de las cepas obtenidas a 20 s de radiacion UV-C. En el eje
y se muestra el porcentaje de supervivencia relativa (SR) a 20 s de exposicién UV-C; y en el
eje x se encuentran los aislados del glaciar (50A, 50B, 50C, 50D, 50H, 501 y 50J) y la cepa
control (Escherichia coli) expuestos. Las letras diferentes indican diferencias significativas

entre ellas. Las letras compartidas entre dos grupos indican similitud en su SR.
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En el analisis se observé que la cepa de control E. coli no crecié después de 60 s de
irradiacion UV-C; en contraste, los aislados provenientes del glaciar sobrevivieron mas de 90 s
de exposicion a UV-C (Figuras 11 y 12). Se encontrd que los aislados con mayor resistencia
fueron los Micrococcus sp. (50D) y Agrococcus sp. (50C), ambos pigmentados de tonos amarillos
y pertenecientes al filo Actinomycetota. El aislado Paenibacillus tundrae (50H), en tercer lugar,
no es pigmentado, aunque decrece en los primeros 30 s; posteriormente se estabiliza y decae a
los 75 s, manteniéndose asi hasta los 90 s. Esto podria indicar que hay otros mecanismos de
resistencia ocurriendo. El aislado Planococcus sp. (50A) con pigmento de color naranja muestra
un decrecimiento de SR entre 30 y 60 s, pero después su SR se mantiene. En quinto lugar, el
aislado Bacillus sp. (50B), y en sexta posicion el aislado Paenibacillus polymyxa (50J), ambos no
pigmentos. Finalmente, el aislado Rhodococcus sp. (501), aunque presenté una mayor SR a 20
s de exposicion, en las pruebas de resistencia decae a los 45 s (Figuras 11y 12). En general, se
puede observar que a mayor exposicion a UV-C decrecen las UFC; sin embargo, es notorio que

los aislados obtenidos del glaciar del Pico de Orizaba soportan mas la radiacion que E. coli.
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Figura 11. Pruebas de resistencia a UV-C de los aislados obtenidos del glaciar (50A, 50B, 50C,
50D, 50H, 501 y 50J) la cepa control (E. coli). En el eje y se representa el porcentaje de
supervivencia relativa (SR) y en el eje x el tiempo de exposicion a la radiaciéon UV-C en segundos
(0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 s). Cada punto representa el promedio, mientras que en tonos tenues
los datos de las supervivencias relativas de las tres réplicas (3X). En rojo 50D, verde claro 50C,

azul 50H, morado 50B, amarillos 50A, café 50I, rosa 50J y verde oscuro E. coli.
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Figura 12. Tiempo de explosion a UV-C de los aislados. Een el eje X el tiempo de
exposiciény en el eje Y las cepas. En la primera columna (izquierda) se muestra el tiempo
de exposicion a la radiaciéon UV-C en segundos (s) y en la primera fila (superior) se
encuentran las cepas expuestas. Las imagenes empiezan con la cepa control
(Escherichia coli), seguidas por las cepas del glaciar, las cuales estan dispuestas de

mayor a menor resistencia a la radiacién UV-C (de izquierda a derecha).
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El pigmento de las cepas es un factor involucrado en la supervivencia ante la radiacion
UV-B o UV-C (Hirsch et al., 2004; Orddfiez et al., 2009; Zhang et al., 2010; Paulino et al., 2012;
Marizcurrena et al., 2018; Pérez et al., 2017; Mandal et al., 2022; Coppola et al., 2023; Zannier
et al., 2022). Los pigmentos tienen la capacidad de absorber la radiacion UV (Li et al., 2022).
Existen muchos tipos de pigmentos en organismos; por ejemplo, Hassan et al. (2022) en
bacterias provenientes de glaciares del Karakérum identificaron pigmentos como aloxantina,
astaxantina, B-bacterioruberina, [(-carotenoide, e-caroteno, 19-hexanoiloxy fucoxantina,
peridinina, violaceina y zeaxantina, siendo los carotenoides los mas abundantes, con tonos
amarillos, naranjas y rojos. Asimismo, Kumar J. et al. (2021) reportaron que varia la expresion
de diferentes proteinas en Deinococcus radiodurans cuando aumentan los ROS producidos por
UV-B; mostraron que existe un limite de exposicion para expresar. Kang et al. (2020) encontraron
que la produccién del carotenoide licopeno en D. radiodurans aumenta con la exposicion a UV,
asimismo, estos pigmentos forman parte de los exopolisacaridos, los cuales protegen a las
células epiteliales. Xu et al. (2024) demostraron que los exopolisacaridos de Peanibacillus
provenientes de area mesdfila protegen ante la radiacion UV-B y mitigan la produccién de ROS
en queratinocitos. Asimismo, Li et al. (2022) demostraron que los exopolisacaridos de Bacillus
macorestinctum protegen a fibroblastos ante la radiaciéon UV-B. Ademas de su funcion protectora
contra la radiacion UV, los pigmentos y los exopolisacaridos cumplen con otras funciones en
respuesta a diversas condiciones ambientales; por ejemplo, Hassan et al. (2022) encontraron
que los carotenoides modulan la fluidez de la membrana celular; mientras que Chambi et al.
(2021) encontraron que la produccion de exopolisacaridos aumentan en presencia de altas

concentraciones de NaCl.

Por otra parte, se ha reportado que existen especies sin pigmentacion, pero con alta
resistencia a la radiacion UV-B y UV-C (Hirsch et al., 2004; Ordofiez et al., 2009; Zhang et al.,

2010; Paulino et al., 2012; Marizcurrena et al., 2018; Mandal et al., 2022; Coppola et al., 2023;
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Pérez et al., 2017; Zannier et al., 2022); algo observado en este trabajo con los aislados 50H,
50B y 50B. Esto se puede deber a otros mecanismos involucrados en la resistencia a la radiacion
UV. Fernandez et al. (2006) encontraron que bacterias de lagos de altura presentan eficientes
mecanismos de reparacion del ADN; mientras que Marizcurrena et al. (2018) encontraron una
eficiencia en la reparacion del dafio al ADN por UV-B en bacterias de la Antartida. Ademas, Du
et al. (2023) demostraron que la supresion de enzimas involucradas en el ciclo de Krebs
incrementa la supervivencia de Bacillus thuringiensis ante la radiacion UV-B, al mismo tiempo
que disminuye la acumulacion de ROS. Por otro lado, Pérez et al. (2017) identificaron el aumento
en los osmolitos organicos, como sacarosa, trehalosa, glicina, betaina y L-prolina en respuesta
a la radiacion UV-B, tanto natural como artificial. Estos osmdlitos tienen funcién antioxidante; por
ejemplo, Rios et al. (2021) también reportaron un aumento de las micosporinas ligadas a
aminoacidos en bacterias expuestas a la radiacion UV-B; estas moléculas cumplen roles como
antioxidantes y absorbentes de la radiacion UV-B. Asimismo, Kumar V. et al. (2022) y Pérez et
al. (2017) reportaron multiples proteinas en la respuesta a la radiaciéon UV-B, implicadas en
mecanismos de reparacion del ADN, estrés osmotico, respiracion anaerobia, sintesis de
exopolisacaridos, produccién de antioxidantes, biogénesis de la capsula y produccion de energia,

entre otros.

Tanto la radiaciéon UV como otras condiciones extremas inducen estrés oxidativo en las
células, debido a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de
nitrégeno (NOS) y especies reactivas de azufre (RSS) (Guilan y Alwasel, 2023). Las bacterias
qgue habitan en ambientes de alta montafia estan expuestas a multiples factores estresantes, por

lo que deben contar con respuestas eficientes frente al estrés oxidativo.

Resistencia a antibioticos
Los aislados evaluados Planococcus sp. (50A), Bacillus sp. (50B), Agrococcus sp. (50C),

Micrococcus sp. (50D), Paenibacillus tundrae (50H), Rhodococcus sp. (501) y Paenibacillus
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polymyxa (50J) en las pruebas de resistencia a antibiéticos presentaron resultados variables
entre si (Tabla 2 y Anexo X). En cuanto a multirresistencia, esta se considera cuando una cepa
presenta resistencia a al menos un antibiotico en tres 0 mas categorias farmacoldgicas distintas.
Bajo este criterio, el aislado 501 (Rhodococcus sp., Actinomycetota) se clasifica como
multirresistente, ya que muestra resistencia a cefalosporinas (cefixima), a carbapenémicos
(ertapenem), aminoglucdsidos (neomicina) y macrolidos (eritromicina). El resto de los aislados
(50A, 50B, 50C, 50H, 50J y 50D), aunque presentan resistencia a uno o mas antibiéticos, no
cumplen con el criterio para considerarse multiresistentes; sin embargo, los aislados 50A
(Planococcus sp.) y 50B (Bacillus sp.) se encuentran en el limite de esta clasificacién debido al

numero y tipo de antibidticos frente a los cuales mostraron resistencia.

Estos resultados difieren de lo reportado por otros autores, quienes han encontrado que
los microorganismos de ambientes de gran altitud presentan resistencia a diversos antibiéticos.
La resistencia bacteriana en estos entornos se ha evaluado tanto in vitro (Dib et al., 2008, Zhang
et al., 2008; Dib et al., 2009; Ball et al., 2014; Ali et al., 2021; Xu et al., 2024), como mediante |
deteccién de genes de resistencia a antibiéticos (Segawa et al., 2013; Yang Y. et al., 2019;
Sherpa et al., 2020; Akulava et al., 2022; Wang et al., 2022; Lu Y. et al., 2023; Yang Y. et al.,

2023; Ren y Gao, 2024).

Entre los mecanismos de resistencia mas comunes y frecuentes se encuentra la
resistencia a los antibiéticos B-lactamicos. Ali et al. (2021) reportaron que las bacterias aisladas
del Himalaya presentan resistencia a inapenem; de manera similar, Ball et al. (2014) demostraron
que las bacterias provenientes del glaciar del Pico Humboldt (Venezuela) mostraron resistencia
a la ampicilina, y Dib et al. (2008) reportaron que bacterias de lagos de altitud de los Andes

presentan resistencia a la ampicilina.

En concordancia parcial con estos estudios, en el presente trabajo los aislados

pertenecientes al filo Bacillota presentaron resistencia a antibidticos p-lactamicos, mientras que
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los del filo Actinomycetota mostraron resistencia a cefixima. Por otra parte, Akilava et al. (2022)
reportaron que las bacterias del filo Pseudomonadota aisladas en la Antartida presentan una
mayor resistencia a los B-lactamicos que los filos Actinomycetota y Bacillota. En este estudio, sin
embargo, por cuestion de tiempo no se evaluo la resistencia a los aislados 50L (Pseudomonas
sp.), unico representante del filo Pseudomonadota, lo que limita la comparacion directa con

dichos resultados.
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Tabla 2. Resistencia a antibioticos de los aislados. Los simbolos representan lo siguiente:

sensible al antibidtico (S), resistencia intermedia (1), resistente (R) y no evaluado (NE).

Aislados bacterianos y diametros de inhibicon (mm)

Antibioéticos Bacillota (Gram +) Actinomycetota (Gram +)
50A 50B 50H 50J 50C 501 50D
R-lactamicos (Cefalosporinas)
Cefoxitina 25(R) 1(R) 0(R) 29 (S) 48 (S) 23 (S) 67 (S)
Ceftriaxona 4.0 (R) 0 (R) 13 (R) 43 (S) 55 (S) 37 (S) 65 (S)
Cefaclor 38 (S) 29 (S) 22 (S) 34 (S) 44 (S) 23 (S) 63 (S)
Cefixima 0(R) 0(R) 0 (R) 25 (S) 0(R) 0(R) 16 (R)
Cefuroxima 26 (S) 0 (R) 18 (S) 39 (S) 38 (S) 35 (S) 55 (S)
Cefepima 19 (R) 0 (R) 0 (R) 33 (S) 55 (S) 35 (S) 58 (S)
R-lactamicos (Peniciclinas)
Piperacilina 54 (S) 22 (S) 24 (S) 51 (S) 62 (S) 25 (S) 60 (S)
Ampicilina 57 (S) 0(R) 60 (S) 34 (S) 67 (S) 29 (S) 47 (S)
R-lactamicos (Carbapenémicos)
Meropenem 34 (S) 29 (S) 39 (S) 32 (S) 59 (S) 44 (S) 27 (S)
Ertapenem 28 (S) 31 (8S) 38 (S) 30 (S) 55 (S) 2(R) 57 (S)
Imipenem 47 (S) 41 (S) 39 (S) 26 (S) 63 (S) 28.5 (S) 87 (S)
Licosamidas
Clindamicina 19 (1) 19 (I) NE 12.5 (R) NE 16.5 (1) 38 (S)
Aminoglucésidos
Tobramicina 25 (S) 17 (S) 22 (S) 24 (S) 0 (R) 25 (S) 25 (S)
Neomicina 24 (S) 24 (S) 24 (S) 20.5(S) 18 (S) 3(R) 27 (S)
Macrdélidos
Eritromicina 20 (1) 31(S) 16 (1) 33.7 (S) 65 (S) 0 (R) 9 (R)

Fluoroquinilonas
Levofloxacina 32 (S) 37 (S) 41 (S) 29 (S) 43 (S) 35 (S) 31 (S)
Otros
Fosfomicina 40 (S) 34 (S) 0 (R) 19 (S) 57 (S) 0 (R) 53 (S)

La resistencia a los antibidticos B-lactamicos en bacterias provenientes de zonas pristinas
no solo se ha observado en los aislados a nivel fenotipico, sino también genético. Diversos

estudios han reportado genes de resistencia a 3-lactamicos y aminoglucésidos en hielo, nieve y
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agua de glaciares (Ren y Gao, 2024), asi como en zonas de humedales, pastizales (Yang Y. et

al., 2019) y lagos de altitud (Lu T. et al., 2023; Lu Y. et al., 2023).

En general, se ha observado que la abundancia y diversidad de genes de resistencia
pueden ser incluso mayores en zonas de alta altitud que en regiones de baja altitud, lo que
sugiere una compleja dinamica ecologica de dispersion y persistencia de estos elementos
genéticos. Ademas, Rossi et al. (2023) y McEachran et al. (2025) encontraron que la mayoria de
los genes de resistencia detectados en estos ambientes estan asociados con antibioticos de uso
veterinario, seguidos por aquellos empleados en la medicina humana. Este hallazgo resulta
paraddjico, dado que las areas glaciares se localizan lejos de zonas de pastoreo o de actividad

agropecuaria intensiva.

Se han reportado genes de resistencia a antibioticos en diversos glaciares alrededor del
mundo (Sewaga et al., 2013); inicialmente, la cantidad de estos genes en areas polares era baja.
Sin embargo, estudios recientes han documentado un incremento significativo en su abundancia
(Thajudeen et al., 2025). Se ha propuesto que los genes de resistencia a antibidticos pueden
incorporarse a la atmosfera durante procesos de evaporacion, ascender a las nubes y ser
transportados a largas distancias, para posteriormente precipitar en areas remotas (Rossi et al.,

2023).

Diversos autores han propuesto varios mecanismos de transporte y dispersion que
podrian explicar la presencia de bacterias y genes resistentes en estos ecosistemas remotos.
Uno de ellos es la dispersion por aves migratorias, las cuales pueden actuar como vectores al
transportar bacterias resistentes desde zonas habitadas hasta regiones glaciares a través de sus
excretas. Otra hipotesis sugiere el transporte atmosférico de genes de resistencia, los cuales
pueden depositarse en la superficie de los glaciares. En este sentido, Rossi et al. (2023)

reportaron la presencia de genes de resistencia en nubes sobre areas montafiosas de Francia,
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siendo los mas comunes los asociados con sulfonamidas, tetraciclinas, glucopéptidos, -

lactdmicos y macrolidos.

Por ultimo, Dib et al. (2008) plantearon que la exposicion a la radiacién ultravioleta tipo B
podria inducir mutaciones que confieren resistencia en bacterias de estos ambientes,
considerando que en zonas pristinas no existe una presion selectiva directa ejercida por el uso
de antibidticos. Esta hipdtesis refuerza la idea de que los ambientes extremos de alta montana
pueden favorecer la aparicion y el mantenimiento de mecanismos de resistencia incluso en

ausencia de contaminacion antropogénica directa.

Queda aun mucho por realizar; el presente trabajo constituye un primer acercamiento al
estudio de los microorganismos de altitud cultivables in vitro obtenidos de muestras del glaciar
norte del Pico de Orizaba. Los resultados obtenidos evidencian que estos microorganismos
poseen un notable potencial biotecnolégico, el cual debe ser explorado de forma integral y

multidisciplinaria.

Es necesario ampliar los esfuerzos de muestreo en campo, incorporando otros puntos del
glaciar y analizando tanto el hielo como los sedimentos asociados, con el fin de obtener una
vision mas completa de la diversidad microbiana presente. Asimismo, futuros estudios deberan
enfocarse en la evaluacion individual de la respuesta de los aislados bacterianos a distintos
factores estresantes, asi como en la caracterizaciéon funcional de las moléculas producidas,

incluyendo proteinas y metabolitos secundarios.

El estudio de estos microorganismos antes de la desaparicion total del glaciar es
prioritario, ya que representa una oportunidad Unica para conservar, comprender y aprovechar
un reservorio microbiano poco explorado, con posibles aplicaciones en biotecnologia, medicina

e industria.



62

Conclusiones

Las condiciones ambientales de altitud (5066 msnm), presion atmosférica (1042 hPa),
radiacion UV-B (4016 J m?) y temperatura (-2.6 °C) fueron extremas respecto a las areas

mesdfilas del Valle de Puebla.
Las muestras de glaciar presentan una baja carga bacteriana, de 2.1 x 10"5 UFC/mL.
Se obtuvieron 8 aislados fungicos, todos pertenecientes al filo Ascomycota.

Se obtuvieron 14 aislados bacterianos pertenecientes a los filos Bacillota, Actinomycetota

y Pseudomonadota.

Las morfologias de los microorganismos de altitud de hongos y bacterias fueron variadas;
en el caso de bacterias, aunque presentaron un 6ptimo crecimiento en medio de soya
tripticaseina a una temperatura promedio de 30 °C, la mayoria de los aislados

presentaron un crecimiento lento.

Las bacterias aisladas presentaron un tiempo de supervivencia mayor a 60 s de

exposicion UV-C.

En general, los aislados bacterianos fueron sensibles a los antibiéticos evaluados; sin
embargo, algunos podrian desarrollar resistencia, como se observé en los aislados 50A
y 50B, posiblemente debido a la exposicidon a genes de resistencia transportados por
animales, actividades humanas, el viento o las nubes. En contraste, el aislado 50I

presentd un perfil de multirresistencia.
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Anexos
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48

Anexo1. Microscopia de los aislados del glaciar en la cara norte del volcan Citlaltépetl, con

tincion de Gram a 100x.



85

Anexo 2. Aislados bacterianos sembrados en agar MacConkey. 1)Planococcus chinensis, 50A;

2) Bacillus cereus/thuringensis, 50B; 3) Agrococcus citreus, 50C; 4) Micrococcus luteus, 50D; 5)

Paenibacillus tundrae, 50H; 6) Rhodococcus qingshegii/erythropolis, 50I; 7) Paenibacillus

polymyxa, 50J; 8), 50K; 9)Pseudomonas silesiensis, 50L; 10) Solibacillus silvestris, 50M; 11)

Microbacterium oleivorans, 50N; 12) Crystalibacter cristallopoytes, 500; 13) Janibacter melonis,

50X; 14) Streptococcus epidermidis, 50Y. Solo crecio P. silesiensis (50L).

Anexo 3. Morfologia colonial de los aislados obtenidos

Aislado Tamaio Forma Margen Densidad Superficie Color Textura Elevacion  Consistencia
mm
50A 2 Circular Entero Opaca Brillante Naranja Lisa Pulvinanda  Mucoide
50B 3 Rizoide Rizado Opaca Mate Crema Rugosa Plana Mucoide
50C 1 Circular Entero Semitrasnparente  Brillante Amarilla Lisa Pulvinanda  Mucoide
50D 2 Circular Entero Opaca Brillante Amarilla Lisa Pulvinanda  Mucoide
50H 5 Irregular Lobulado Semitrasnparente  Mate Crema Lisa Plana Mucoide
501 2 Circular Entero Opaca Brillante Crema Lisa Pulvinanda  Mucoide
50J 1 Irregular Ondulado Semitransparente  Mate Crema Lisa Plana Mucoide
50K 2 Circular Entero Opaca Mate Grisacea Lisa Pulvinanda  Mucoide
50L 1 Circular Entero Semitransparente  Brillante Amarillo Lisa Pulvinanda  Mucoide
50M 2 Circular Entero Semitransparente  Brillante Amarillo Lisa Pulvinanda  Mucoide
50N 2 Circular Entero Semitransparente  Brillante Amarillo Lisa Pulvinanda  Mucoide
500 2 Circular Entero Semitransparente  Brillante Amarillo Lisa Elevada Mucoide
50Y 4 Circular Entero Semitransparente  Brillante Naranja Lisa Pulvinanda  Mucoide
50X < Puntiforme  Entero Semitransparente  Opaca Grisacea Lisa Pulvinanda  Mucoide




86

Anexo 4. Pruebas bioquimicas utilizadas comunmente para la diferenciacion de enterobacterias
(Urea, citrato, LIA, MIO, TSI, catalasa y oxidasa) y prueba de proteasa.

Aislado Proteasa Urea Citrato Movilidad Indol Ornitina TSI Catalasa Oxidasa

50A — — — — —_ — J— + J—
508 + — — + — + — + +
50C — —_ —_ —_ — —_ —_ + —_
50D — — — — —_ — J— + J—
50H — — — — —_ — J— + J—
501 — — — — —_ — J— + J—
50J — —_ —_ —_ — —_ —_ + —_
50K NE NE NE NE NE NE NE + I
50L NE NE NE NE NE NE NE + +
50M NE NE NE NE NE NE NE + +
50N NE NE NE NE NE NE NE + I
500 NE NE NE NE NE NE NE + I
50Y NE NE NE NE NE NE NE + I
50X NE NE NE NE NE NE NE + —

Nota: El significado de los simbolos es el siguiente: positivo (+), negativo (—) y no evaluado (NE).

Anexo 5. Aislados del glaciar en la cara norte del volcan Citlaltépetl sembrados en “Chromagar
Orientador ™”. 1) 50A, de un naranja fuerte a un naranja palido; 2) 50B de un tono claro crema

a un azul turquesa; 3) 50D de un amarillo a un amarillo palido; 4) 50H de tono cremoso a un
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tono azul transparente; 5) 501 de un tono crema a un azul celeste; 6) 50J. Nota: los colores no

pudieron identificar a los aislados segun la referencia del proveedor. (anexos)

o W W W W W

Anexo 6. Visualizacion de amplificaciones del gen 16S ADNr (1500 pb) en electroforesis de
agarosa al 1%. Se utilizdé el marcador molecular (MM) ZipRuler Express DNA Ladder 1 con las
bandas de 10000, 5000, 3000, 2000, 1200, 850, 500, 300, y 100 pb. Imagen a: 1) MM, 2) 50A y
3) 50B; Imagen b: 1) MM, 2) 50C, 3) 50D, 4) 50H, 5) 501, 6) 50J, 7) 50M, 8) 50K, 9) 50Y, 10) 50N,

y 11) 500; Imagen c: 1) MM, 2) 50L y 3) 50X; e imagen d: 1) MM y 2) 50G.



Anexo 7. Descripcion microscopica del anverso y reverso de los hongos

Cepa Caracteristicas macroscopicas (anverso y reverso)

H1

H2

H4

H3

H5

H6

H7

H8

Colonia circular irregular con anillos de color blanco y lineas amarillas que salen de un
centro amarillo en un tono verdoso, en el reverso de tono amarillo, de textura

pulverulenta.

Colonia circular con borde blanco con anillo verde, de centro blanquecino, presenta

pliegues, textura pulverulenta. Reverso de tono cremoso con observaciéon de pliegues.

Colonia irregular de textura algodonosa que se extiende en toda la placa, de color

blanquecino; ademas, presenta grumos naranjas. En el reverso se tiene un tono amarillo.

Colonia circular globosa irregular de color café con grumos, de textura algodonosa. En

el reverso de tono café oscuro, textura pulverulenta.

Colonia verde oscuro palido con un borde blanco, presenta pliegues, de textura polvosa.

En el reverso presenta un patron similar pero mas oscuro, textura pulverulenta.

Colonia verde oscura con un borde blanco presenta pliegues de textura polvosa. En el

reverso presenta un patron similar pero mas oscuro, de textura pulverulenta.

Colonia irregular con pliegues como anillos blancos, presenta un centro amarillo, textura

pulverulenta. De reverso amarillo con un centro rojizo.

Colonia circular de textura algodonosa de tono blanco con borde rizado, el centro

presenta un tono morado.
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50A Planococcus chinensis

50B Bacillus cereus/thuringensis

50C Agrococcus cietrus
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50D Micrococcus luteus

50H Paenibacillus tundrae



501 Rhodococcus quingshengii/erytrhopolis

50J Paenibacillus polymyxa
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Anexo 8. Antibiogramas. Los numeros corresponden a los siguientes antibitticos: 1) Cefoxitina;
2) Ceftriaxona; 3) Cefaclor: 4) Cefixima; 5) Cefuroxima; 6) Cefepima; 7) Cefatzidima; 8)
Piperacilina; 9) Ampicilina; 10) Aztreonam; 11) Meropenem; 12) Ertapenem; 13) Imipenem; 14)
Clindamicina; 15) Tobramicina; 16) Neomicina; 17) Eritromicina; 18) Levofloxacina; y 19)

Fosfomicina.

Anexo 9. Secuencias del gen DNAr 16S.
50A Planococcus sp.

>GTCGAGCGGAMGTTGRAGAGCTTGCTCTTCAACTTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCCTGCAGATCGGGATAACTCCGGGAAACCGGTGCTAATACCGAATAGTTTTCGCCACCT
CCTGGTGGCGTACGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCRACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGACGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTGAGG
GAAGAACAAGTACCAMYTAACTACTGGTACCTTGACGGTACCTCACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
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GCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA

GCAAACAGGATTAGA

50B Bacillus sp.

>CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGG
ACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT

GCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAG
50C Agrococcus sp.

>AGTCGAACGATGAGGGAGGAGCTTGCTCCTCCTGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAATA
CGTGAGCAATGTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACCGGATA
CGACGACCGGAGGCATCTCCTGGTCGTGGAAAGAACTTCGGTCAAGGATCAGCTCACGGC
CTATCAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGA
GGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGACGAAGGC

CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAA
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GCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGCTGTGAAAACCCGAGGC
TCAACCTCGGGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGGAGATTGGAA
TTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAAGGCAGA
TCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGCTTAGATAC

CCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGAACTA

50D Micrococcus sp.

>CGGCTTCCCCCCACAAGGGTTAAGGCCACCGGCTTCCGGGTGTTACCAACTTTTCGTGA
CTTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCG
ATTAGTAGCGACTCCGAGTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCG
GCTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCATTGTACCGGCCATTGTAGCAT
GCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCTCACCTTCCTCCGAG
TTGACCCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCACCATTACGTGCTGGCAACATGGAACGAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCA
CCACCTGTGAACCCGCCCCAAAGGGGAAACCGTATCTCTACGGCGATCGAGAACATGTCA
AGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTA
ATGCGTTAGCTGCGGCGCGGAAACCGTGGAAATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTT

ACGGCATGGA

50G Janibacter sp.

>ATGCAGTCGAACGGTGAACCTTGGAGCTTGCTCTAAGGGGATCAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGAGTAACCTGCCCCGGACTCTGGAATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATAC
CGGATACGAGACGCAACCGCATGGTTAGCGTCTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACT
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG

CCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
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AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGA
TGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTG

CAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

50H Paenibacillus tundrae

>GCAGCCTGCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTGTTGGGATTGGCTCCATCTCGCGATTTCG
CAGCCCGTTGTACCGGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTATCTAGAGTGCCCACCC
GAAGTGCTGGCAACTAAATATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCTCCTCTGTCCCGAAGGAAAGATACAT
CTCTGTATCGATCAGAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA
ACCACATACTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGAC
CGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGTGTTAACTTCGGCACCAAGGGTATCGAAACCCC
TAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC

ACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGA

501 Rhodococcus sp.

>TAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACC
GGATATGACCTCCTATCGCATGGTGGGTGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTT
GTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGAAAACC
AGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACT

GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG
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CGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTCCTTCCACGGAA

TCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCG

50J Paenibacillus polymyxa

>TTTAACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCACAAGACAGGGAT
AACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCCGATACATCCTTTACCTGCATGGGCGAAGGAGGA
AAGACGGAGCAATCTGTCACTTGTGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGT
AAAGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGC
GAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGT
TGCCAGGGAAGAACGTCTTGTAGAGTAACTGCTACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAA
GCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGAGGC
TCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTCTC
TGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

GGT
50K Bacillus subtilis

>AAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCT
TCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAA
CCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAA
GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTA
GAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC

CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAA
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GGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGG
GCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGCACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTC
GCCCACTGGTGCGTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAATTCCACTC
TCCTCTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCCAATGACCCTCCCCCGGTTGAGCCGGGGGG

CTTTCACATC

50L Pseudomonas sp.

>CGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGT
CCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGA
TGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC
GGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTGTTTTGAC
GTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTA
GAGGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA

ACAGGATTAGATACCCT

50M Solibacillus sp.

>AGTCGAGCGGAATTTTATTGGTGCTTGCACCTTTAAAATTTTAGCGGCGGACGGGTGAGT

AACACGTGGGTAACCTACCTTATAGATTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCG
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AATAATACTTTTTAACACATGTTTGAAAGTTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTATAAGATG
GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGCAAGGGAAGAACAAGTAGCGTAGTAACT
GGCGCTACCTTGACGGTACCTTGTTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGT
TCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAACTGGGG

AACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAA
50N Microbacterium sp.

>AAGTCGAACGGTGAAGCAGAGCTTGCTCTGTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAC
GTGAGCAACCTGCCCCGGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATAC
GAGCTGCGACCGCATGGTCAGCAGTTGGAAAGATTTTTCGGTCTGGGATGGGCTCACGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGA
GGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAAA
AGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGG
CTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAA
TTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGAGGAACACCGATGGCGAAAGGCAGAT
CTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATAC

CCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTT

500 Crystallibacter sp.
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>CCGGTGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCC

TTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAATACCGGATACGACCTTTCACCGCAT

GGTGGTTGGTGGAAAGATTTTTTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACC
TCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGGTCTG
CAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGT
GAAATGCGCAGATATCAGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT

AAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGG
50X Staphylococcus epidermidis

>GGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACG
GGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAG
CGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGG
GATTTGCTTGACCTCGCGGTTTCGCTACCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG
CAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT
GTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGGGATCAGAGGATGTCAAGATTTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC

AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
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AGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGA

AAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACC



