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Resumen

Las vias metabdlicas involucradas en la produccién de metano estdn representadas en
microorganismos denominados arqueas metanogénicas, las cuales se pueden encontrar en
tapetes microbianos hipersalinos. Estos microorganismos presentan diversas rutas metabdlicas,
siendo la mds estudiada, para el ambiente hipersalino, la via metilotréfica, que emplea
compuestos metilados de un carbono. Recientemente, se ha sugerido que las otras vias
metabdlicas como la metil-reductora, que usa compuestos metilados de un carbono como
aceptores de electrones e hidrégeno o formiato como donadores de electrones, también estan
representadas. Ademds, se cuenta con evidencia de representantes de la via metabdlica
hidrogenotrdéfica que emplea hidrégeno como donador de electrones y didxido de carbono como
la fuente de carbono y la via metabdlica acetoclastica que emplea acetato. Los tapetes
microbianos hipersalinos de Exportadora de Sal, S.A. de C.V., en Guerrero Negro, se caracterizan
por ser macroestructuras de biomasa laminada de microorganismos y minerales. Los
microorganismos que constituyen este tipo de organosedimento pueden llevar a cabo
interacciones trdéficas para realizar la transferencia de materia y energia. Se sabe que dependen
de bacterias anaerobias obligadas, quienes usan betaina con produccién de trimetilamina (TMA),
esta Ultima se sabe es un sustrato de alta demanda por arqueas metanogénicas. Debido a que las
arqgueas metanogénicas se encuentran en muy bajas abundancias relativas (<0.1%), se requiere
para su deteccién de la adicidon de sustratos orgdnicos dirigidos a las bacterias fermentadoras,
cuyos productos sean disponibles para el desarrollo de poblaciones de metandgenos. Esto con la
finalidad de evaluar si existen relaciones metabdlicas constituidas entre bacterias fermentadoras
de glucosa o betaina con arqueas metanogénicas. Para dicho estudio se construyeron
microcosmos con nucleos de tapetes microbianos, enriquecidos con glucosa o betaina. La
produccion de metano se estimé mediante cromatografia de gases. La dinamica de poblaciones
de bacterias fermentadoras; y arqueas metanogénicas en los microcosmos se determind a través
de secuenciacion masiva del gen 16S ARNr. La comunidad microbiana en los tratamientos
enriquecidos con glucosa mostré abundancias relativas altas correspondientes a bacterias
haléfilas anaerobias obligadas del género Orenia, capaces de fermentar este sustrato. Mientras
que la comunidad microbiana de los tratamientos enriquecidos con betaina presentaron
abundancias relativasaltasde bacteriashaldfilasanaerobias obligadas del género Halanaerobium
capaces de fermentar la betaina a TMA y de arqueas metanogénicas metilotréficas haldfilas del
género Methanohalophilus, que se sabe emplea TMA. Se postula, que la degradacion de la
materia orgdnica en tapetes microbianos que resulta en la produccion de metano involucra
relaciones metabdlicas de cooperacién entre bacteria fermentadoras y arqueas metanogénicas.
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Summary

The metabolic pathways involved in methane production are represented in microorganisms
called methanogenic archaea, which can be found in hypersaline microbial mats. These
microorganisms present several metabolic pathways, the most studied for the hypersaline
environment being the methylotrophic pathway, which employs one-carbon methylated
compounds. Recently, it has been suggested that other metabolic pathways such as the methyl-
reductive pathway, which uses one-carbon methylated compounds as electron acceptors and
hydrogen or formate as electron donors, are also represented. In addition, there is evidence of
representatives of the hydrogenotrophic metabolic pathway, which uses hydrogen as the electron
donor and carbon dioxide as the carbon source, and the acetoclastic metabolic pathway, which
uses acetate. The hypersaline microbial mats of Exportadora de Sal, S.A. de C.V,, in Guerrero
Negro, are characterized by being laminated biomass macrostructures of microorganisms and
minerals. The microorganisms that constitute this type of organosediment can carry out trophic
interactions to transfer matter and energy. They are known to rely on obligate anaerobic bacteria,
which use betaine with production of trimethylamine (TMA), the latter known to be a substrate
in high demand by methanogenic archaea. Since methanogenic archaea are found in very low
relative abundances (<0.1%), their detection requires the addition of organic substrates directed
to the fermenting bacteria, whose products are available for the development of methanogenic
populations. This in order to evaluate if there are metabolic relationships between glucose or
betaine fermenting bacteria and methanogenic archaea. For this study, microcosms were
constructed with microbial mat cores, enriched with glucose or betaine. Methane production was
estimated by gas chromatography. The population dynamics of fermenting bacteria and
methanogenic archaea in the microcosms was determined by massive sequencing of the 16S rRNA
gene. The microbial community in the glucose-enriched treatments showed high relative
abundances corresponding to obligate anaerobic halophilic bacteria of the genus Orenia, capable
of fermenting this substrate. While the microbial community of the betaine-enriched treatments
showed high relative abundances of obligate anaerobic halophilic bacteria of the genus
Halanaerobium capable of fermenting betaine to TMA and of methanogenic methylotrophic
halophilic archaea of the genus Methanohalophilus, which is known to employ TMA. It is
postulated that the degradation of organic matter in microbial mats resulting in methane
production involves cooperative metabolic relationships between fermenting bacteria and
methanogenic archaea.
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1. INTRODUCCION

Las vias metabdlicas involucradas en la produccién de metano (metanogénesis) estan
representadas en microorganismos denominados arqueas metanogénicas, las cuales pueden
encontrarse en tapetes microbianos hipersalinos. Este proceso bioquimico, ha sido ampliamente
estudiado en los Uultimos afos, encontrandose como dominantes a las arqueas que emplean

sustratos metilados como la trimetilamina y el metanol (Garcia-Maldonado et al., 2012).

Sin embargo, se han seguido descubriendo en la actualidad nuevos filotipos y grupos de arqueas
metanogénicas que presentan otras rutas metabdlicas para llevar a cabo la metanogénesis
(Garcia-Maldonado et al., 2023). Secuencias del gen mcrA que codifica para la metil coenzima M
reductasa involucrada en el Ultimo paso enzimatico de la produccion de metano, han sugerido
gue las vias metabdlicas hidrogenotréfica, metil reductora y acetoclastica también estan
representadas, pero en muy bajas abundancias relativas. La importancia ecoldgica de la
metanogénesis se establece con la degradacion completa de la materia orgdnica, no obstante, los
sustratos empleados por este tipo de metabolismo, resultan del metabolismo de bacterias
fermentadoras que degradan azucares, aminoacidos y acidos grasos. Por lo tanto, es de especial
interés el ampliar el conocimiento sobre el intercambio de productos metabdlicos entre
poblaciones de bacterias fermentadoras y arqueas metanogénicas quienes coexisten con

beneficio mutuo (Berghuis et al., 2019; Garcia-Maldonado et al., 2018).

La diversidad de las capacidades fermentativas en bacterias es clasificada con base en el tipo de
sustrato que se fermenta y los productos metabdlicos que se forman. Existen muy pocas
excepciones, pero en todas se genera ATP mediante fosforilacion a nivel de sustrato. Uno de los
tipos de fermentacion mds estudiados es lafermentacion de la glucosa y los productos generados
por estas bacterias son el hidrégeno, CO,, acetato, entre otros. Ademds, las bacterias
fermentadoras son de gran relevancia ecoldgica para la degradacidn de los restos celulares de

microorganismos muertos en ambientes naturales andxicos (Madigan et al., 2015).

Diversos estudios enfocados en la metanogénesis en ambientes hipersalinos han demostrado que

la produccién de metano es promovida por sustratos no competitivos como la trimetilamina



(TMA) y el metanol en lo que respecta a las vias metilotréficas. En este tipo de ambientes con
altas concentraciones de sulfato se podria esperar una competencia entre las bacterias sulfato
reductoras y las arqueas metanogénicas por los sustratos hidrogeno y acetato. Condiciones que
presentan una ventaja a favor de los microorganismos sulfato reductores, no obstante, esto no
sucede y se ha demostrado que los metandgenos utilizan de manera preferencial sustratos
metilados como el TMA (Kelley et al., 2015; Garcia-Maldonado et al., 2018). En este escenario, la
metanogénesis ocurrida en los ambientes hipersalinos que se caracterizan por poseer altas
concentraciones de sulfatos es usualmente llevada a cabo por metandgenos metilotréficos.
Aungue la actividad de reduccion de sulfato es favorecida de manera termodinamica sobre la
metanogénesis hidrogenotrofica en los ambientes hipersalinos, la metanogénesis ocurre por el
uso de sustratos no competitivos como la TMA (Orphan et al., 2008; Garcia-Maldonado et al.,

2012; Garcia-Maldonado et al., 2015).



2. ANTECEDENTES

2.1 Tapetes microbianos de ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos son areas con salinidades mayores a la presente en el agua de mar
(mayor de 3.5%). Este tipo de ambientes alrededor del mundo existen desde el Precambrico (600
a 3,500 millones de anos). Un caso de este tipo de ambiente ocurre en las instalaciones de la
empresa salinera ESSA, constituida por 13 estanques de concentracion, en donde se concentran
los iones representativos del agua de mar a diferentes concentraciones (salmuera) vy
posteriormente se transfieren a vasos cristalizadores donde se precipita y cosecha el cloruro de

sodio (NaCl) (Lépez-Cortés, 1991; Lopez-Cortés et al., 2015).

En este tipo de ambiente extremo ante condiciones hipersalinas, la mayoria de las plantas y
animales no pueden desarrollarse, solo se desarrollan de manera adecuada microorganismos,
principalmente de los Dominios Bacteria y Arquea, debido a sus estructuras y vias metabdlicas

que sintetizan moléculas osmoreguladoras como la betaina (Oren, 2002).

En el fondo de los estanques de concentracion de ESSA se desarrollan organosedimentos
denominados tapetes microbianos estratificados vy caracterizados por ser sistemas
autosustentables, a escala milimétrica, con una inmensa diversidad filogenética, una intrincada y
compleja interaccién de poblaciones con diversos metabolismos, que hacen a tales entidades una
unidad ecoldgica. En ellos coexisten microorganismos junto con exopolisacaridos y minerales
desarrollando patrones de laminacién con diferentes tonalidades en los primeros 5 mm (verdes,
naranjas, rojas y negras) que conforman la parte activa del tapete microbiano y en la que cada
tonalidad representa una funcidn ecoldgica. La laminacion inferior representa el crecimiento
previo en proceso de degradacion, apreciable por su tonalidad negra (Lépez-Cortés et al., 2015).
Representantes de los Dominios Bacteria y Arquea se caracterizan por ser metabdlicamente
diversos y utilizan distintos mecanismos para la obtencidn de energia como son la fotoautotrofia,
la litotrofia y quimioorganotrofia. Presentan, ademas, adaptaciones a la presencia de oxigeno
como son los aerobios y los anaerobios. Asi mismo, estos microorganismos presentan diversos
mecanismos de adaptacidén a las concentraciones de salinidad presentes en los ambientes

hipersalinos como son los halotolerantes y los haléfilos, de este ultimo destacando las



Haloarqueas por su requerimiento de concentraciones elevadas de sales para su desarrollo
optimo. Las arqueas metanogénicas se encuentran en baja abundancia dentro de los tapetes
microbianos, pero son de granimportancia en la busqueda de combustibles alternativos como el

biogas (metano) (Des-Marais, 2003; Lépez-Cortés et al., 2015; Robertson et al., 2008).

2.2 Metanogénesis metilotréfica

El proceso de degradacion completa de la materia orgdnica en los tapetes microbianos
estratificados se realiza por la actividad concertada de bacterias hidroliticas de polimeros,
bacterias fermentadoras, bacterias sulfato reductoras y arqueas metanogénicas. Las arqueas
metanogénicas pueden usar un espectro limitado de sustratos: H>+CO;, acetato y compuestos
metilados, sulfuros metilados, y compuestos metilados con dependencia de hidrégeno. La
metanogénesis metilotréfica es la ruta metabdlica mejor representada en estos ambientes

(Garcia-Maldonado et al., 2015; Madigan et al., 2015).

Los experimentos de microcosmos demostraron que la produccién de metano solo era promovida
por sustratos no competitivos como la trimetilamina y el metanol, sugiriendo que la produccién
de metano en los tapetes ocurre mediante el proceso de la metilotrofia. En este mismo estudio
se determind mediante el uso de secuencias de aminoacidos de la metil coenzima-M reductasa
(mcrA), la presencia de metandgenos metilotréficos de la familia Metanosarcinaceae,
predominando el género Methanohalophilus. En menor abundancia, también se presentan
microorganismos marinos del género Methanolobus y microorganismos ligeramente haléfilos del
género Methanococcoides (Garcia-Maldonado et al., 2012). En otro trabajo se caracterizo la
composicion comunitaria de aqueas metanogénicas tanto en muestras de tapetes microbianos
hipersalinos manipulados y no manipulados, donde se demostré que la comunidad de arqueas en
estos tapetes estd dominada por metandgenos metilotroficos del género Methanohalophilus
(Garcia-Maldonadoet al., 2015). Tambiénse han detectado representantes de arqueas de laclase
Halobacteria, ademas de comunidades metanogénicas de los 6rdenes Methanobacteriales,
Methanosarcinales y Methanococcales. Asimismo, la adicion de trimetilamina evidencid un
aumento en la abundancia de metilotréficos de Methanosarcinales ademas de aumentar
la abundancia de la clase Thermoplasamata, sugiriendo, por lo tanto, la capacidad de estos

de utilizar trimetilamina en este tipo de ambientes hipersalinos (Garcia-Maldonado et al., 2018).



2.3 Metanogénesis hidrogenotrofica

Este tipo de metanogénesis se caracteriza por la reduccién de diéxido de carbono (CO2) a
metano (CHas), utilizando al hidrégeno (H2) como donador de electrones, ademas de
formiato, etanol, alcoholes secundarios y mondxido de carbono (CO) en menor medida.
Existen muchas especies hidrogenotrdéficas que son autdtrofas y que son capaces de asimilar el
didxido de carbono (CO2) mediante la via acetil-CoA, conocida también como Wood-Ljungdahl
(WLP). Esta via consiste en la combinacion directa de forma no ciclica de dos moléculas de
diéxido de carbono (CO2) para producir acetil-CoA. Esta ruta se divide en dos ramas, siendo la
rama metilo que consiste en la reduccidon consecutiva de diéxido de carbono (COz) a un
residuo metilo unido a un cofactor, y la rama carbonilo que consiste en la reducciéon de una
molécula de diéxido de carbono (CO2) a un residuo carbonilo unido a una enzima. Dentro
de esta via, la principal enzima es la CO deshidrogenasa/ acetil-CoA sintasa, la cual cataliza
la reduccién de didxido de carbono (CO2) a monéxido de carbono (CO), asi como la posterior
sintesis de acetil-CoA a partir de los residuos obtenidos de metilo y carbonilo en cada
rama. Es gracias a esta ruta que las arqueas metanogénicas hidrogenotrdéficas pueden
conservar energia durante la metanogénesis (Liu y Whitman, 2008; Berghuis et al., 2019;

Madigan et al., 2015; Ramirez-Arenas, 2021).
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Este tipo de metanogénesis se ha determinado en tapetes microbianos hipersalinos mediante
analisis filogenéticos de secuencias de mcrA con la presencia de nuevos linajes de metandgenos
hidrogenotréficos del orden de los Methanomicrobiales. Ademas, se confirmd la presencia de
metandgenos hidrogenotréficos en las pruebas de produccién de metano estimulada a
condiciones bajas de salinidad y sulfato en experimento de microcosmos (Garcia-Maldonado et

al., 2014; 2018).

2.4 Metanogénesis acetoclastica

Esta ruta metanogénica consiste en la division del acetato (CH3-COO") y en la oxidacion del grupo
carboxilo a diéxido de carbono (CO2) mientras que el grupo metilo se reduce a metano (CHs) en
dos reacciones enzimaticas. Estas reaccionesocurren de manera homaéloga a los dos pasos finales
de la via hidrogenotrdfica Wood-Ljungdahl (WLP). Dentro de esta via el acetato es degradado
directamente por las arqueas metanogénicas cuando el medio posee las condiciones
fisicoquimicas dptimas y la presencia de compuestos inhibidores. La degradacién del acetato es
mas comun de manera sintréfica debido a que solo los géneros Methanosaeta y Methanothrix de
arqueas metanogénicas son capaces de crecer en acetato. Esta ruta metanogénica es la que
presenta menos abundancia de géneros que la realizan (solo dos géneros de Methanosarcinales),
pero la que mascontribuye ala produccién de metano (Liuy Whitman, 2008; McGenity y Sorokin,

2019; Ramirez-Arenas, 2021).

2.5 Microorganismos fermentadores

Se han llevado a cabo gran cantidad de trabajos relacionados a las condiciones éptimas de
cocultivo de microorganismos fermentadores de azucares o aminoacidos con metanégenos, los
grupos microbianos fermentadores han sido identificados en los tapetes microbianos hipersalinos
y se han relacionado con los productos metabdlicos que generan al degradar determinados
azucares, aminoacidos y acidos grasos. Algunos de estos productos son utilizados por las arqueas
metanogénicas por las vias hidrogenotrofica y acetoclastica para la produccién de metano

(Hattori et al., 2000; Sekiguchi et al., 2003; Ramirez-Arenas, 2021).



Microorganismos fermentadores del phylum Halanaerobiota, especie Halanaerobium
alcaliphilum crecen éptimamente a una concentracién de salinidad de 10%, un intervalo de pH
Optimo entre 6.7 a 7.0 y emplean extracto de levadura para llevar a cabo la fermentacién de
carbohidratos, piruvato y betaina (1%), el resultado de la fermentacion de la glucosa, es acetato,
butirato, lactato, CO2 e hidrégeno, mientras que en el caso de la fermentacién de betaina genera
productos como el acetato y trimetilamina. Halanaerobium alcaliphilum al encontrarse en un
cocultivo con una cepa metandgena es capaz de degradar la betaina para producir acetato y
metano (Tsai et al., 1995), mientras que la especie Halanaerobium fermentans al presentarse en
condiciones 6ptimas de salinidad de 10%, temperatura de 35 °C y pH 6ptimo de 7.5 es capaz de
fermentar varios grupos de azucares como fructosa, galactosa, D-glucosa, lactosa, maltosa, D-
manosa, rafinosa, D-ribosa y sucrosa. H. fermentans al fermentar D-glucosa obtiene como
productos metabdlicos: hidrogeno, CO2, etanol y acidos organicos como acetato, formiato y
lactato (Kobayashi et al., 2000). Otra especie de este phylum, Halanaerobium hydrogeniformans
es capaz de producir hidrégeno con un crecimiento éptimo a un pH de 11, una concentracién de
salinidad 6ptima del 7% y a una temperatura de 33 °C. Esta especie es capaz de utilizar un rango
de azucares de Cs y Cs dando como resultado acetato, formiato e hidrogeno como productos

metabdlicos finales (Brown et al., 2011).

Aminobacterium mobile del phylum Synergistota es una bacteria que a temperatura éptima de
37°C, pH 6ptimo de 7.4 y extracto de levadura (0.2%) es capaz de fermentar aminoacidos como
serina, glicina, threonina y piruvato. Adema3s, en presencia de un metandgeno es capaz de oxidar
alanina, glutamato, leucina, isoleucina, valina y aspartato dando como productos resultantes

acetato, isobutirato, 2-metil-butirato y isovelerato (Baena et al., 2000).

Otro phylum relevante dentro de los grupos fermentadores presentes en los tapetes microbianos
es Chloroflexi, que como en el caso de Anaerolinea thermophila, ha demostrado que a
condiciones de pH dptimo de 7.0, temperatura éptima de 55 °C y adiciéon de extracto de levadura
(1%) es capaz de fermentar glucosa dando productos metabdlicos de acetato e hidrégeno con

pequefias cantidades de lactato, formiato y succinato (Sekiguchi et al., 2003).



El phylum Fermentibacterota entre las que destaca la familia Fermentibacteraceae posee
capacidad de fermentar azucaresy producir acetato e hidrégeno como producto metabdlico final

(Kirkegaard et al., 2016).

2.6 Cooperacion metabdlica

La simbiosis abarca una gran variedad de relaciones entre grupos de microorganismos como
son: el parasitismo, en el cual un grupo se ve beneficiado a expensas de otro, la relacién
de un microorganismo patégeno que causa enfermedad a su hospedador, la relacion de
comensalismo donde es beneficiado un grupo sin afectar al otro y el mutualismo en el que los
dos grupos se ven beneficiados (Madigan et al., 2015). Dentro de la relacién de mutualismo
entre microorganismos se considera un proceso de coevolucion o socios evolutivos
cuando la interaccién se ha mantenido a lo largo de una escala temporal de millones de
afios, generando un cambio fisiolégico y evolutivo en conjunto, siendo la profundidad de
estos cambios el factor clave que puede ocasionar que la simbiosis se convierta en estricta, lo
gue significaria que ninguno de los dos microorganismos podria sobrevivir sin la presencia del

otro (Madigan et al., 2015).

El mutualismo abarca una gran variedad de asociaciones que son definidas por la cooperacién
metabdlica entre distintos grupos de microorganismos, la cual ha sido bien documentada
en distintos tipos de ambientes alrededor del mundo, asi como los factores que influyen en este
tipo de relaciones (Xu, 2006; Hug et al., 2017). El metabolismo anaerobio estd asociado a
relaciones de cooperacién en procesos de degradacion de materia orgdnica, es un
proceso donde la metanogénesis juega un papel clave como en los tapetes microbianos de

ambientes hipersalinos (Mclnerney et al., 1979; Narihiro et al., 2014).

La complejidad de la comunidad de los tapetes microbianos se ha relacionado con la
distribucién espacial en los diferentes gradientes fisicoquimicos (Harris et al., 2013; Ley et al.,
2006). En la parte profunda del tapete mayor a 1 centimetro se localiza un ambiente andxico,
caracterizado por la ausencia de oxigeno y el incremento de sulfuros, y es donde ocurren
distintos tipos de relaciones de cooperacion metabdlica entre grupos microbianos para llevar a

cabo la degradacion de la materia organica (Des Marais, 2003; Konopka et al., 2009).



Las relaciones entre bacterias fermentadoras y arqueas metanogénicas, son un ejemplo de
cooperacion metabdlica que se ha visto evidenciada por el desarrollo y proliferacién de estos
taxas especificos y los productos metabdlicos que generan de su interacciéon (Tsai et al., 1995;

Baena et al., 2000; Borton et al., 2018; An et al., 2019; Li et al., 2021).

Similar a la cooperacion metabdlica, la sintrofia es una relacion mutualista en la que se genera
una asociacién entre dos microorganismos que cooperan para llevar a cabo la degradacion de un
sustrato que ninguno de los dos miembros podria por si solo, generando un producto que sera
utilizado por uno de los miembros involucrados. Gran cantidad de relaciones de sintrofia se han
registrado a través de representantes de bacterias con metabolismo fermentativo y arqueas
metanogénicas en condiciones anaerobias (Narihiro et al., 2014; Nobu et al., 2020). Sin embargo,
a diferencia de una cooperacidon metabdlica estdndar, los factores clave que definen este tipo de
asociacion es latransferencia interespecifica de hidrégeno por uno de los miembros de larelacién
sintréfica y su consumo por el otro, ademas, la mayoria de los sintrofos crecen de manera
extremadamente lenta, posiblemente ante una ausencia de competencia que les permite no
acelerar su crecimiento para proliferar y que no son reemplazables en la naturaleza (Dolfing,
2001; Konopka et al., 2009; Hardy et al., 2021). El consumidor del hidrégeno producido puede ser
desde bacterias sulfato reductoras, bacterias desnitrificantes, bacterias reductoras de hierro,
acetdgenos y arqueas metanogénicas (Madiganetal., 2015; Hardy et al., 2021). Dentro de lagama
de sustratos utilizados en este tipo de relacidnsintroéfica que permite la produccién de hidrégeno,
estan los azucares, la glucosa es uno de los mds ampliamente utilizados por las bacterias
fermentadoras, que al encontrarse en cocultivo con un consumidor de hidrégeno, estos son
capacesde aprovechar de manera mas eficiente este tipo de sustratos (Tsaietal., 1995; Katayama

et al., 2020).

Algunos casos registrados de microorganismossintrofos que emplean este sustrato para producir
hidrégeno son bacterias fermentadoras anaerobias como Anaerolinea thermophila (Sekigushi et
al., 2003), Belllilinea caldifistula (Yamada et al., 2007), Longilinea arvoryzae (Yamada et al., 2007)

y Atribacter laminatus (Katayama et al., 2020).

Asi mismo, otros casos de sintrofia se llevan a cabo mediante bacterias oxidadoras de acetato
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Thermacetogenium phaeum (Hattori et al., 2000), oxidadoras de propionato Pelotomaculum
thermopropionicum (Imachi et al., 2002), oxidadoras de butirato Syntrophothermus lipocalidus
(Sekigushi et al., 2000). Ademds de bacterias oxidadoras de alcoholes como fenol,
Syntrophorhabdus aromaticivorans (Qiu et al., 2008) y etanol Tepidanaerobacter syntrophicus
(Sekigushi et al., 2006). Dando como resultado en todos los casos, la transferencia de hidrégeno
gue permite la relacion de sintrofia con otro microorganismo que lo empleara como donador de

electrones (fuente de energia metabdlica).
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3. JUSTIFICACION

La empresa salinera ESSA en Guerrero Negro, es considerada la salina comercial mas importante
del mundo por la calidad y cantidad de sal producida; 8 millones de toneladas/afio. En su sistema
de estanquerias se presenta un gradiente de salinidad similar a la representada por el agua de
mar (35 a 300 UPS), por lo que se considera un laboratorio natural, con adaptaciones microbianas
Unicas. Esta condicién hipersalina favorece el desarrollo casi exclusivo de miembros de los
Dominios Bacteria y Arquea. Dentro de este tipo de ambientes se encuentran macroestructuras
denominadas tapetes microbianos hipersalinos, las cuales son organosedimentos que resultan de
la actividad metabdlica de una gran biodiversidad de grupos de microorganismos. Este tipo de
macroestructuras se han considerado las contrapartes de tapetes microbianos y estromatolitos

fosiles (Lépez-Cortés, 1998; DesMarais, 2003; Garcia-Maldonado et al., 2012).

Actualmente, nuestro interés esta enfocado en la metanogénesis, involucrada en la degradacion
completa de la materia organica. En particular, nos interesa conocer los eventos tréficos previos
de la metanogénesis, como es la fermentacidn y su vinculo con la producciéon de metano. Por lo
tanto, contribuir ala generacién de conocimiento de frontera en relacién a la metanogénesis es
la condicidn inicial y de posibilidad para el andlisis de su uso potencial en la industria y el
desarrollo de la idea con propdsitos biotecnoldgicos; Technology Readiness Level (TRL) (Lépez-

Cortés, 1998; DesMarais, 2003; NASA, 2012).
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4. HIPOTESIS

Se espera que la adicidn del sustrato glucosa en los experimentos de microcosmos promueva el
crecimiento de bacterias fermentadoras que producen hidrégeno, acetato y didxido de carbono,
productos que podran ser usados como sustratos por las arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas y acetocldsticas las cuales seran detectadas a través de secuencias que

codifican para el 16S ARNTr.

Se espera que la adicion del sustrato betaina en los experimentos de microcosmos, promueva el
crecimiento de bacterias fermentadoras con la produccién de trimetilamina (TMA), la cual podra
ser usada como sustrato por las arqueas metanogénicas metilotréficas las cuales seran

detectadas a través de secuencias que codifican para el 16S ARNr.

4.1 Pregunta

éExisten ejemplos de relaciones metabdlicas constituidas entre bacterias fermentadoras de

glucosa o betaina con arqueas metanogénicas?



13

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Bioexplorar a través de la estimulacion con sustratos organicos el desarrollo de poblaciones de

bacterias fermentadoras y de arqueas metanogénicas en tapetes microbianos hipersalinos.

5.2 Objetivos particulares

1. Enriquecer poblaciones de bacterias fermentadoras a través de la adicidon de glucosa o
betaina en experimentos de microcosmos.

2. Detectar a través de la secuenciacion del gen que codifica para el 16S ARNr poblaciones
de bacterias fermentadoras y arqueas metanogénicas en experimentos de microcosmos.

3. Estimar por la técnica de cromatografia de gases la produccion de metano en

experimentos de microcosmos enriquecidos con glucosa o betaina.
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6. MATERIALY METODOS

6.1 Disefio del experimento de microcosmos

Se realizaron experimentos de microcosmos en el Laboratorio de Geomicrobiologia y
Biotecnologia CIBNOR, para ello, se utilizaron frascos de suero de 60 ml, utilizando nucleos de
una muestra de tapete microbiano hipersalino extraido del drea4 cercade 5 (A4N5) y drea5cerca
de 4 (A5) en 2022 de Exportadora de Sal (ESSA) ubicada en Guerrero Negro. Las muestras
empleadas en este estudio provienen de un experimento de microcosmos previo del cual se
usaron los nucleos de los tratamientos “Control” que contenian salmuera artificial quimicamente
formulada a una salinidad del 8% y una concentracion de sulfatos al 73 mM, pH 8.1 (Garcia-
Maldonado et al., 2015) y sin la adicidn de sustratos, para la metanogénesis. Estos nucleos fueron
divididos en 4 partes para utilizar uno para cada tratamiento por triplicado con 20 ml de salmuera
artificial y se incubaron a 28 °C en condiciones andxicas en la oscuridad. La salmuera artificial que
se utilizé fue disefiada especificamente tomando en cuenta la concentracién de salinidad de la
localidad (8%) de los sitios A4N5 y A5. A los tratamientos problema se les adiciono extracto de
levadura (1%), los agentes reductores Na2S-:9H>0 (0.05%) y L-Cysteine HCL- H20 (0.05%), un
indicador redox (resazurina (0.001%), ademas del sustrato de glucosa (1%) o betaina (1%) para
cada caso. A los tratamientos control se les adiciono lo anteriormente mencionado sin los
sustratos organicos de glucosa o betaina. Posteriormente los frascos del experimento de
microcosmos se les adiciond una atmosfera inicial de N2 (Fig. 2). La incubacidn de los frascos tuvo
una duracion de dos periodos de 42 dias en los que se procedid a realizar un muestreo del gas
presente en la parte superior del recipiente cada 14 dias con la finalidad de cuantificar
posteriormente la presencia de metano mediante cromatografia de gases. Al finalizar la primera
etapa de 42 dias se recolectaron las muestras de los nucleos y 10 ml de Caldo-fase acuosa de
cultivo utilizados en cada replica para su posterior identificacion molecular, ademas se procedio
a dar un segundo pulso de sustrato organico (glucosa o betaina) a los microcosmos al adicionar
otros 10 ml de salmuera enriquecida, posteriormente se repitié el procedimiento para la

obtencién de muestras de gas cada 14 dias durante otro periodo de 42 dias.
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Tratamiento Sitios (ESSA)

Area 4 Area 5
Control. (ESSA_AAN5) (ESSA_Ab)
(Tapete en frasco con atmosfera (N2) sin
adicion de sustrato).

Problema: Adicionado con glucosa 1%
(Tapete en frasco con atmosfera (N2)
adicionado con glucosa, extracto de
levadura).

Problema: Adicionado con betaina 1%
(Tapete en frasco con atmosfera (N2)
adicionado con betaina y extracto de
levadura).

Figura 2. Montaje de experimentos de microcosmos utilizando muestras de nucleo de las areas
A4N5 y A5 de la exportadora de sal (ESSA), Guerrero Negro, Baja California Sur.

6.2 Determinacidn de las concentraciones de glucosa

Para el caso de los tratamientos enriquecidos con glucosa de ambos sitios (A4N5 y A5) se procedio
a realizar una medicion de concentracién de glucosa al finalizar la primera etapa (42 dias),
después de dar el nuevo pulso de sustrato orgdnicoy al finalizar el experimento de microcosmos
después de 84 dias de iniciado el experimento (Anexo 1 Tabla A). Para ello, se enviaron muestras
de caldo-fase acuosa al laboratorio de Bioquimica fisiolégica de CIBNOR. Donde se empled una
determinacion colorimétrica de una técnica basada en el principio de la glucosa oxidasa (GOD)
como un catalizador en la oxidacion de la glucosa a acido glucénico. El perdxido de hidrogeno
(H202) producido en la reaccién fue degradado por la peroxidasa (POD) y dio como resultado un
producto coloreado de fenol y 4-aminoantipirina. EIl aumento de la absorbancia de la muestra
obtenida es proporcional a la concentracion de glucosa presente en cada una de nuestras
muestras. Finalmente, se plasmd en un grafico las concentraciones de glucosa de las tres replicas

obtenidas para cada sitio.
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6.3 Determinacion de la producciéon de metano por la técnica de cromatografia de gases

La produccién de metano se estimé mediante el uso de un cromatégrafo de gases modelo
(Agilent-7890A) que posee un detector de ionizacién de flama de hidrogeno (GC-FID) equipado
con una columna (Thermo Scientific-TraceGold) con dimensiones de longitud de 30 m y didmetro
interno de 32 mm a una temperatura de 100 °C en el inyector, 100 °C en la estufa y 300 °C en el
detector. Se utilizé nitrégeno como gasacarreador a través del equipo. Se inyecto 0.5 ml de todas
las muestras de gas en el cromatégrafo (GC-FID) y se utilizaron los estdndares de metano
(Matheson TriGas — MicroMat 14) con lafinalidad de generar una curva estandar para cuantificar
las muestras de gas de cada tratamiento de ambas areas (A4N5 y A5). Se determiné la
concentracion de metano encontrado en el espacio superior del recipiente de una réplica de cada
tratamiento y las muestras de gasfueron obtenidas en muestreos de 14 dias durante dos periodos

de 42 dias.
6.4 Extraccion de acidos nucleicos

Se utilizaron muestras de tapetes microbianos hipersalinos de Area 4 cerca de 5 (A4N5) y Area 5
(A5) para la extraccion de ADN gendmico, esto para la obtencién de un control de la comunidad
microbiana existente sin enriquecimiento. Esto se realizé finalizada la primera etapa del
experimento de microcosmos que abarco 42 dias, se realizé la extraccion de ADN gendmico de
los tratamientos control y los tratamientos enriquecidos con glucosa o betaina de las areas (A4N5)
y (A5) para confirmar la presencia de grupos fermentadores de azucaresy aminoacidos, adem3s
de la presencia de arqueas metanogénicas metilotréficas, hidrogenotroficas o acetoclasticas. En
ambos casos la extraccidon de ADN gendmico se hizo por triplicado para cada tratamiento y el
control a partir de un intervalo de 0.15 a 0.20 g de los nucleos de tapete, también se tomaron 10
mililitros de medio de cultivo de los tratamientos enriquecidos con la finalidad de obtener un
pellet celular, la extraccién de ADN gendmico se llevd a cabo mediante el kit comercial (DNeasy
Power Kit (Qiagen) y un batidor de cuentas con un pistilo para generar lisis celular como
pretratamiento para los nucleos de tapetes microbianos. Posteriormente, los acidos nucleicos de
cada muestra fueron visualizados en geles de agarosa al 1%y posteriormente mediante diluciones
de 1:5 de cada producto se cuantifico en Nanodrop para determinar su concentracién de acidos

nucleicos.
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6.5 Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se elaboraron productos de PCR a partir del ADN gendémico previamente extraido donde se
utilizaron los primers con sus respectivos adaptadores para secuenciacion en equipo Miseq que
amplifican las regiones hipervariables V4-V6 del gen 16S ARNr: 515F (Adaptador 5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ Primer 5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3') vy
926R (Adaptador 5-GTCCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ Primer 5-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3’). Una vez mezclados los componentes, se llevé a cabo la reaccién
colocando los tubos que contienen la mezcla en un termociclador (C1000 Touch-Bio Rad) (Tabla
1). Se corridé un programa de 25 ciclos, 95 °C por tres minutos, 95 °C por 45 segundos, 52 °C por
45 segundos, 72 °C por 30 segundos y finalmente para el paso de extensién a 72 °C durante 10
minutos. Finalmente se bajé la temperatura a 12 °C de manera indefinida. Los amplicones fueron
visualizados en geles de agarosa al 1% y posteriormente mediante diluciones de 1:10 de cada
producto de PCR se cuantifico en Nanodrop para determinar su concentracién de &acidos

nucleicos.

Tabla 1. Mezcla de reaccidn para la amplificacion del gen 16S ARNr

Componente (Conc. stock) | Concentracion final Volumen por 25 ulde
reaccion (en ul)
Go Taqg Green Master Mix 1X 125
515 forward (10 mM) 1.0mM 2.5
926 reverse (10 mM) 1.0mM 2.5
ADN genémico <250 ng/ul 1
H20 bi-destilada libre de DNAsas N.A. 6.5
Volumen final 25

6.6 Preparacion de bibliotecas y secuenciacién

Posteriormente para la elaboracién de las bibliotecas se utilizd el protocolo de 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation de Ilumina. Las muestras fueron etiquetadas con indices del Kit
Nextera XT (llumina) y se verificoel tamafio promedio de cada biblioteca a través de electroforesis
capilar (QIAXEL, Qiagen). Finalmente, las muestras se normalizaron a una concentracién de 4nM
para secuenciacién en equipo Miseq. La secuenciacion se realizd en equipo Miseq de Illumina en

las instalaciones de CINVESTAV Mérida.
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6.7 Analisis bioinformatico

Se realizé un andlisis bioinformatico de la secuenciacién masiva realizada para identificar
molecularmente los grupos de microorganismos presentes en los tapetes microbianos en el
tapete control y los dos tratamientos problema para ambas dreas (A4N5 y A5). Para ello se
tomaron las lecturas pareadas obtenidas que presentaron una longitud minima de 370 pb. Los
archivos fastq demultiplexeados se procesaron con el pipeline Quantitative Insight into Microbial
Ecology (QIIME2, ver 2023.2). La correccion de erroresy la eliminacién de ruido para resolver las
variantes de secuencia de amplicones (ASV) de las lecturas de llumina se realizaron con el
complemento DADA2, eliminando quimeras con el método “consenso”. Las secuencias
representativas de ASV se asignaron taxondmicamente con el complemento clasificador de
taxonomia VSEARCH con base en regiones superpuestas y empleando como referencia la base de
datos SILVA (v. 138). Las secuencias representativas se alinearon con el algoritmo Naive-Bayes.
Las tablas de abundancia se exportaron al entorno R, y el analisis estadistico y la visualizacién se

realizaron con las bibliotecas vegan, phyloseq, ggplot, ggplot2, entre otros.

6.7.1 Métricas de diversidad

Tomando en cuenta que el numero de secuencias de cada muestra afecta directamente con la
estimacion de la diversidad de especies (menos secuencias = menos capacidad de deteccidn) se
realizd una curva de rarefaccion buscando determinar si la secuenciacion realizada tuvo la
suficiente profundidad para detectar la mayoria de las especies que constituyen las comunidades

de todos los tratamientos.

Los indices de alfa diversidad se calcularon empleando la biblioteca de R phyloseq, incluyendo la
estimacion de riqueza terminal (CHAO1), el indice de diversidad Shannon-Weaver y el indice de
diversidad de Simpson. El proceso de normalizacién se realizdé mediante el método

metagenomeSeq v1.32.0.

La estimacidn de beta diversidad se realizd mediante un analisis de coordenadas principales

(PCoA) con la distancia de disimilitud de Bray-Curtis, ademds se realiz6 un analisis escalado
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multidimensional no métrico (NMDS) con distancias de disimilitud de Bray-Curtis entre las
muestras para evaluar las diferencias entre los distintos tratamientos y areas, en funcién de la

presencia (ausencia de taxones microbianos y la distancia filogenética de los mismos).
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de Glucosa

Los resultados de determinacion de glucosa del experimento de microcosmos de las dreas A4N5
y A5 (Fig. 3) mostraron una tendencia de decremento en las concentraciones en las tres réplicas
del tratamiento, lo que se puede inferir como un aprovechamiento de la glucosa por parte de los
microorganismos dentro de los frascos. Partiendo de una concentracion inicial de 7.5 mg/ml se
aprecié como todos los tratamientos con adicién de glucosa, principalmente la réplica “C” para
AANS vy replica “A” para A5, mostraron un descenso en la primera medicién que corresponde al
final de la primera etapa del experimento de microcosmos (42 dias). Posteriormente se observa
un incremento en la concentracion en el Tiempo 2 en todas las réplicas debido a la adicién de un
nuevo pulso de glucosa en los frascos para confirmar el aprovechamiento de este por parte de
los microorganismos. Mostrando en el tiempo 3 después de otros 42 dias un notorio descenso en
todas las réplicas, infiriendo nuevamente el aprovechamiento del sustrato por parte de los
microorganismos. Siendo en esta Ultima medicién donde la réplica “A” de A5 muestra

nuevamente un mayor descenso que las otras dos réplicas de Area 4.



21

Area 4 cercade 5

_\

=)

Concentracion de Glucosa (mg/ml)
~N -

Inicio 42 dias Segundo Pulso de Glucosa 84 dias
Tiempo

Tratamiento [®] A4N5 G-A[®] A4N5 G-B[_] AdN5 G—Cl
Area 5

Concentracion de Glucosa (mg/ml)
£

Inicio 42 dias Segundo Pulso de Glucosa 84 dias
Tiempo

Tratamiento [#] A5 G-A[e] AsG-B[ ] A5 G-Cl

Figura 3. Determinacién de glucosa de Area 4 cerca de 5 (A4N5) y Area 5 (A5).

7.2 Deteccion de metano mediante cromatografia de gases

Los valores de concentracién de metano (Tabla 2), fueron inexistentes, excepto para el
tratamiento control del sitio A4N5, con un valor de 3.57 mmol a los 28 dias. En contraste el
tratamiento control del sitio A5, mostré una tendencia de mas a menos en las concentraciones
de metano en el intervalo de 14 a 84 dias. El tratamiento enriquecido con sustrato de betaina

mostré concentraciones mas elevadas de metano en comparacién con el tratamiento control en
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ambos sitios (A4N5 y A5) en los dos periodos de 42 dias y mostrando un declive en la
concentracion de metano en la segunda etapa. Estos resultados muestran la efectividad del
enriquecimiento con betaina en la estimulacion de la produccién de metano. En el tratamiento
enriquecido con glucosa en el sitio A4N5, no se detecté metano, mientras que en el sitio A5 se
detectaron solo dos concentraciones en los primeros dos muestreos que resultaron ser menores
gue los del tratamiento control, siendo que, en las muestras de gas posteriores, no se evidencio
ninguna deteccién de metano. Lo anterior sugiere una respuesta diferencial a la glucosa entre los
sitios. En el caso del tratamiento control y tratamiento enriquecido con betaina, la disminucién
en la concentracion de metano después de los 42 dias podria atribuirse a la ausencia del nucleo
del tapete microbiano, el cual fue extraido con la finalidad de llevar a cabo la extraccion de acidos

nucleicos.

Tabla 2. Cuantificacion de metano por cromatografia de gases con detector de ionizacién de
flama.

Sitio Tratamiento 14 dias 28 dias 42 dias 56 dias 70 dias 84 dias

(mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol)
A4NS5  Control 0 3.57 0 0 0 0
Betaina 29.51 9974.40 7483.65 537.34 295.29 719.05
Glucosa 0 0 0 0 0 0
AS Control 113.16 115.23 80.29 4.33 4.36 3.03
Betaina 1450.49 13267.84 6764.3 606.49 670.41 882.46
Glucosa 37.83 15.59 0 0 0 0

7.3 Analisis bioinformatico

7.3.1 Diversidad y riqueza microbiana

Se obtuvieron un total de 474,910 de secuencias crudas de la secuenciacién del gen 16S ARNr.
Después de la eliminaciénde ruidoy la eliminacidnde quimeras, se recuperaron 306,301 (64.49%)
secuencias de alta calidad. Se detectaron un total de 1822 ASVs en todas las muestras, de las
cuales, 1776 pertenecen a bacterias y 46 a arqueas. Para los indices de alfa y beta diversidad se
utilizaron aquellos ASVs que alcanzaron una asignacién taxonédmica a cualquier nivel. Las curvas
de alfa rarefaccion indicaron que nuestra profundidad de secuenciacién fue suficiente para
capturar la mayor parte de la diversidad de taxas en cada muestra (Anexo 2 Fig. A). Las métricas

de diversidad que se muestran en laTabla 3 no revelaron diferenciassignificativas en la diversidad
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microbiana entre A4N5 y A5 (Kruskal-Wallis, p = 0.88457); indicando una diversidad y riqueza
similar de ASVs en ambos sitios. Sin embargo, se aprecian diferencias significativas en la
diversidad microbiana entre los tratamientos enriquecidos con sustratos fermentables (glucosay
betaina) y el control (Kruskal-Wallis, con glucosa (p = 0.000747) y betaina (p = 0.002726); lo que
indica una mayor diversidad de ASV al compararse entre tratamientos como se apreciaenlaTabla
3y la Fig. 4. Donde se determind mediante los indices de alfa diversidad de Chaol, Shannon-
Weaver y Simpson que los tratamientos que muestran una mayor diversidad son los tratamientos
control, seguido de los tratamientos enriquecidos con betaina (muestras de Tapete y Caldo-fase
acuosa respectivamente) y finalmente el tratamiento de glucosa (muestras de Tapete (T) y Caldo-
fase acuosa (FA) respectivamente. Se aprecia en el tratamiento de glucosa de A4N5 que las
muestras de Caldo-fase acuosa mostraron una menor diversidad y riqueza en contraste con las
muestras de tapete. Este aspecto es contrario en las muestras de A5, sin embargo, se toma en
cuenta la grandiferencia de ASV observados en muestras de Tapete (T) en contraste con muestras

de Caldo-fase acuosa (FA)
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Tabla 3. Descriptores de alfa diversidad aplicados a la comunidad microbiana presente en las muestras de Tapete (T) y Caldo-fase acuosa
(FA) de los tratamientos control y tratamientos enriquecidos con glucosa o betaina de A4N5 y A5 en el experimento de microcos mos. Lecturas

de secuencias, ASVs observados e indices de alfa diversidad (Chaol, Shannon-Weaver y Simpson) con su respectiva desviacion estandar.

Sitio  Tratamiento Lecturas ASVs Chaol Shannon- Simpson
observados Weaver
A4N5 Control 11977.3 + 694.63 242.6 £35.92 242.6 £35.92 3.8+041 0.94 £ 0.02
Betaina (T) 10589 + 1533.52 156.6 £ 7.76 156.6 £ 7.76 34+0.32 0.91+0.03
Betaina (FA) 6071.3 + 875.35 66.66 + 19.55 66.66 + 19.55 296 +0.28 0.91+0.02
Glucosa (T) 14083 + 2057.10 179.3 £ 15.27 179.3 £15.27 2.05+0.23 0.62 +0.07
Glucosa (FA) 14470.3 + 1369.23 17.6 £ 6.50 17.6 £ 6.50 1.17+0.24 0.56+0.10
A5 Control 9427.3 +2705.61 281 +42.56 281 +42.56 3.93+0.06 0.94 £ 0.01
Betaina (T) 7353 +1687.97 163 +37.80 163 +37.80 3.53+0.15 0.93+0.01
Betaina (FA) 6884 + 1189.66 92 +£19.31 92 +19.31 2.88 +0.30 0.87 £0.05
Glucosa (T) 12723.6 + 2527.89 105.3 £ 31.78 1053 +31.78 1.60 £ 0.06 0.59+0.01
Glucosa (FA) 8521 +3379.21 21+7.54 21+7.54 1.75+0.04 0.77 £0.01
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Figura 4. indices de alfa diversidad de Chaol, Shannon-Weaver (H) y Simpson (D) aplicado a las
comunidades microbianas de los tratamientos control y tratamientos enriquecidos con sustratos
fermentables (glucosa o betaina) de A4N5 y A5 de izquierda a derecha de cada indice

respectivamente.

7.3.2 Andlisis de la estructura y composicion de la comunidad microbiana en los tratamientos

Con la finalidad de explorar las diferencias en la estructura y composicién de la comunidad (B
diversidad) entre las muestras de los tratamientos control y tratamientos enriquecidos con
glucosa o betaina de las areas A4N5 y A5 se visualizaron las distancias de disimilitud de Bray-Curtis
mediante un grafico de Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS). La visualizacién en
dos dimensiones de NMDS fue suficiente para apreciar la dindmica espacial y la variacion en los
perfiles de la comunidad microbiana de los tratamientos (estrés = 0.0836), el valor de estrés
obtenido nos permite determinar que esta visualizacién de los datos es muy confiable. La
distribucion de las distancias basadas en el gen que codifica para la subunidad 16S ARNr confirmo
gue las muestras de los tratamientos enriquecidos con sustratos fermentables como glucosa o
betaina de A4N5 y A5 se agruparon con las muestras de los tratamientos control. Se aprecia

claramente un patroén claro en el agrupamiento entre las réplicas de cada tratamiento (Fig. 5).
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Figura 5. Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS) basado en la métrica de disimilitud
de Bray-Curtis, utilizando amplicones de secuencias del que gen que codifican para la subunidad
16S ARNr pertenecientes a las incubaciones por triplicado de los tratamientos control (azul) y a
los tratamientos enriquecidos con glucosa (amarillo) o betaina (rosa) de A4N5 y A5. Los valores
de estrés <0.1 significan una representacién muy confiable de los datos en una grafica de dos
dimensiones.

Se visualizaron las distancias de disimilitud de Bray-Curtis mediante otro tipo de grafico
denominado como Andlisis de coordenadas principales (PCoA) para comparar las diferencias en
la estructura y composicion de la comunidad (B diversidad) entre las muestras de los tratamientos
control y tratamientos enriquecidos con glucosa o betaina de las dreas A4AN5 y A5. La distribucion
obtenida de las distancias basadas en el gen que codifica para la subunidad 16S ARNr confirmo
gue las muestras de los tratamientos enriquecidos con betaina en ambas areas (A4N5 y A5) se
agruparon con las muestras de los tratamientos control. Se aprecia claramente un patrén claro
en el agrupamiento entre las réplicas del control con el tratamiento de betaina (Fig. 6). Sin

embargo, en esta visualizacidon de los datos se aprecia una dinamica espacial significativa entre el

tratamiento enriquecido con glucosa al resto de tratamientos.
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Figura 6. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la métrica de disimilitud de Bray-
Curtis, utilizando amplicones de secuencias del que gen que codifican para la subunidad 16S ARNr
pertenecientes a las incubaciones por triplicado de los tratamientos control (azul) y a los
tratamientos enriquecidos con glucosa (amarillo) o betaina (rosa) de A4N5 y AS.

7.3.3 Composicion de las comunidades de Bacteria y Arquea

En este andlisis se observé una mayor abundancia relativa de Bacteria con respecto a miembros
de Arquea. Los miembros del dominio Bacteria representaron >97% de las asignaciones de
secuencias del gen que codifica para el 16S ARNr en el control y en todos los tratamientos de

ambos sitios (A4N5 y A5), mientras que el resto de las secuencias fueron asignadas a Arquea <3%.

El analisis de la composicion de la comunidad y estructura del dominio Bacteria (Fig. 7) mostré
que los tratamientos control estdn compuestos principalmente de las Clases Halanaerobiia
(39.07-4.87%), Desulfovibriona (11-5.59%), Clostridia (2.85-0.64%), Bacteroidia (28.80-3.11%),
Spirochaetia (17.70-4.90%), Phycisphaerae (6.29-3.48%), Thermotogae (9.61-3.11%),
Desulfobacteria (20.41-1.57%), Synergistia (0.84-0.34%), VadinHA49 (13.26-0.81%) vy
Gammaproteobateria (15-0.35%). Mientras que las abundancias relativas de los miembros del

dominio Arquea mostré estar compuesto de lasClase Thermoplasmata (1.75-0.09%) (Anexo 2 Fig.

C).



28

Los tratamientos enriquecidos con glucosa promovieron el desarrollo de miembros de la Clases
Halanaerobiia (99.80-78.52%), Desulfovibriona (2.39-0.12%), Clostridia (7.95-0.59%), Bacteroidia
(3.45-0.47%), Spirochaetia (3.72-1%), Phycisphaerae (4.54-0.83%), Thermotogae (2.11-0.35%),
Desulfobacteria (1.86-0.24%), Synergistia (0.30-0.13%), VadinHA49 (0.81-0.16%) vy
Gammaproteobateria (0.56-0.10%), sin deteccidn de secuencias pertenecientes a arqueas

metanogénicas.

Los tratamientos enriquecidos con betaina favorecieron el desarrollo de miembros de la Clase
Halanaerobiia (49.81-15.53%), Desulfovibriona (41.38-3.68%), Clostridia (50.42-4.76%),
Bacteroidia (32.57-1.62%), Spirochaetia (14.32-0.54%), Phycisphaerae (8.07-1.14%),
Thermotogae (4.66-0.30%), Desulfobacteria (8.05-0.58%), Synergistia (2.62-0.10%), VadinHA49
(0.81-0.04%) y Gammaproteobateria (0.43-0.07%). Por otro lado, el dominio Arquea mostro estar
compuesto de las Clases Thermoplasmata con valores de abundancia relativa en el intervalo de

1.29 a 0.06% y Methanosarcinia entre 0.70 a 0.05% (Anexo 2 Fig. C).
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Figura 7. Abundancia relativa a nivel Clase de los 10 principales taxa de Bacteria de los tratamientos control y enriquecidos con sustratos de
betaina o glucosa de los sitios AAN5 y A5. Los taxa que representan una abundancia menor se agruparon en “Resto”. Las nomenclaturas
hacen referencia al tipo de muestra, Tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de los sitios A4N5 y A5 de las réplicas “a”, “b”

N

y “c”.
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El analisis de la composicion de la comunidad y estructura del dominio Bacteria (Fig. 8 y Anexo 2
Fig. B) mostrd que los tratamientos control estdn compuestos principalmente de los géneros
Orenia (11.03-0.25%), Halanaerobium (35.43-4.61%), Desulfovermiculus (7.56-1.76%), SC103 de
la familia Petrotogaceae (11.41-3.11%), AKAU3564-sediment-group del Orden Phycisphaerales
(4.25-2.01%), Desulfoplanes (3.72-0.11%), Desulfovibrio (3.20-0.10%), Tangfeifania (0.65-0.06%),
Sediminispirochaeta (7.39-1.82%), Spirochaeta 2 (3.76-2.29%), VadinHA49 del phylum
Planctomycetota (13.26-0.73%) y por Clostridiisalibacter (1.01-0.04%). El género Desulfobacter
fué solo apreciable en dos réplicas de A4N5 con (15.63-14.18%) y Marinobacter en una réplica de
cada sitio A4N5 (14.56%) y A5 (0.86%). El dominio Arquea mostrd principalmente presencia del
género Marine_Benthic_Group_D_and_DHVEG-1 de la Clase Thermoplasmata con (1.75-0.06%)

en todas las réplicas de ambos sitios (A4N5 y A5).

Los tratamientos enriquecidos con glucosa estimularon el desarrollo de bacterias fermentadoras
anaerobias obligadas de los géneros Orenia (99.80-75.53%), Halanaerobium (2.62-0.31%),
Desulfovermiculus (0.70-0.09%), SC103 de la Familia Petrotogaceae (1.96-0.47%), AKAU3564-
sediment-group del Orden Phycisphaerales (3.02-0.52%), Desulfoplanes (1.67-0.09%),
Sediminispirochaeta (1.90-0.73%), Spirochaeta_2 (0.72-0.23%), VadinHA49 del phylum
Planctomycetota (0.81-0.16%) y Clostridiisalibacter (1.08-0.04 %).

Los tratamientos enriquecidos con betaina favorecieron el desarrollo de los géneros Orenia
(23.88-0.89%), Halanaerobium (38.06-12.76%), Desulfovermiculus (16.83-0.77%), SC103 de la
familia Petrotogaceae (4.61-0.30%), AKAU3564-sediment-group del Orden Phycisphaerales (2.11-
0.10%), Desulfoplanes (5.01-0.11%), Desulfovibrio (5.95-1.66%), Tangfeifania (2.24-0.14%),
Sediminispirochaeta (12.72-0.23%), Spirochaeta 2 (0.49-0.2%), VadinHA49 del phylum
Planctomycetota (0.81-0.10%), KCLunmb-38-53 de la Clase Phycisphaerae (7.85-0.25%) vy
Clostridiisalibacter (24.20-1.41%). Mientras que para el dominio Arquea mostro principalmente
presencia del género Marine_Benthic_Group_D_and_DHVEG-1 de la Clase Thermoplasmata con

(1.24-0.05%) y el género Methanohalophilus de la Familia Methanosarcinaceae con (0.70-0.21%).

Ademas, es apreciable en Anexo 2 Fig. B del como los taxa dentro de las muestras de Caldo-fase
acuosa suelen mostrar una menor diversidad de géneros en contraste con las muestras de tapete.

Los grupos a nivel Orden y Familia se aprecian en Anexo 2 Fig. D y E respectivamente.
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Figura 8. Abundancia relativa de Bacteria y Arquea a nivel género en todas las muestras de tratamientos de tapete microbiano de ambientes
hipersalinos de los sitios de A4AN5 y A5 en el experimento de microcosmos. Los taxa que representan <0.1% se agruparon en “Abundancia
<0.1%". Las nomenclaturas hacen referencia al tipo de muestra, Tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de los sitios A4N5
y A5 (izquierda a derecha de la figura respectivamente) de las réplicas “a”, “b” y “c”
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8. DISCUSION

Los resultados de esta tesis abordan dos de los tres objetivos de la Ecologia Microbiana Moderna:
a) la biodiversidad como propiedad emergente, y b) las interacciones entre microorganismos,

guedando pendiente en este trabajo c) los flujos de materia y energia.

Al respecto, se determind la diversidad microbiana basal de las muestras control y ademas, se
determind la diversidad, estructura y composicion de la comunidad bacteriana y arquea de los
tapetes microbianos sujetos a tratamientos, en los que se adiciond sustratos fermentables como
la glucosa o betaina, en experimentos de microcosmos, lo que permitid responder a la pregunta
de esta investigacion: iExisten ejemplos de relaciones metabdlicas constituidas entre bacterias

fermentadoras de glucosa o betaina con arqueas metanogénicas?

Los resultados mostraron evidencias que sugieren que, para el caso de los tratamientos con
betaina, si pueden existir relaciones metabdlicas constituidas entre bacterias fermentadoras de
betaina, que resulta en la produccion de TMA, sustrato empleado por arqueas metanogénicas en

tapetes microbianos de ambientes hipersalinos.

Estas relaciones de cooperacién entre bacterias fermentadoras con arqueas metanogénicas
metilotréficas en los tratamientos con adicion de betaina son las que respaldaron la aceptacion
de una de nuestras hipdtesis 4.1. Se sugiere que la adicién del sustrato betaina en los
experimentos de microcosmos, promovié el crecimiento de bacterias fermentadoras con la
produccion de trimetilamina (TMA), la cual fue usada como sustrato por las arqueas
metanogénicas metilotréficas que fueron detectadas a través de secuencias que codifican para el

16S ARNr”.

Mientras que para la hipdtesis 4.2. “Se espera que la adicion del sustrato glucosa en los
experimentos de microcosmos promueva el crecimiento de bacterias fermentadoras que
producen hidrégeno, acetatoy didxido de carbono, los que podran ser usados como sustratos por
las arqueas metanogénicas hidrogenotréficas y acetocldsticas las que seran detectadas a través

de secuencias que codifican para el 16S ARNr”, no se encontraron evidencias que la soportaran,
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es decir la ausencia de relaciones entre bacterias fermentadoras de glucosa con arqueas

metanogénicas hidrogenotrdficas y acetoclasticas.

Aunque existe una amplia gama de investigaciones enfocadas en la exploracion de la
biodiversidad presente en los tapetes microbianos de ambientes hipersalinos de Guerrero Negro
(Des Marais, 2003; Ley et al., 2006; Garcia-Maldonado et al., 2012, 2015, 2018, 2023; Kelley et al.,
2015; Cadena et al., 2018) donde se han documentado los grupos funcionales presentes en
condiciones naturales, existen escasas investigaciones que ofrezcan evidencias claras sobre el
intercambio de productos metabdlicos entre bacterias fermentadoras y arqueas metanogénicas
con la finalidad de llevar a cabo el proceso de metanogénesis en este tipo de ambientes
hipersalinos. De manera particular, existen pocos antecedentes publicados sobre este tipo de
relaciones metabdlicas en los tapetes microbianos de Exportadora de Sal (ESSA). El trabajo
realizado por Lee et al., 2014 es un acercamiento a este tipo de interacciones, enfocado en la
cooperacion entre bacterias fermentadoras del Phylum Chloroflexi y bacteria sulfato reductoras

para contribuir junto con cianobacterias en el ciclo del hidrogeno en tapetes microbianos.

Asi mismo, la deteccidn e identificacidn de estos grupos de microorganismos, sus potenciales
metabolismos y su coexistencia en una misma comunidad son una clara contribucion al
conocimiento sobre relaciones de cooperacidon metabdlica, destacando la importancia de las

bacterias fermentadoras en la actividad de las comunidades metanogénicas.

Enrelacion con el cumplimiento del objetivo general: “Bioexplorar a través de la estimulacién con
sustratos orgdnicos el desarrollo de poblaciones de bacterias fermentadoras y de arqueas
metanogénicas en tapetes microbianos hipersalinos”. Se cuenta con evidencias que dan

respuesta al cumplimiento de este objetivo.

Sin embargo, aunque el gen 16S ARNr ha demostrado ser crucial para la descripcion y
caracterizacion de comunidades microbianas de diversos ambientes, especialmente para el caso
de microorganismos no cultivables, la comparacion entre estudios sobre comunidades
microbianas puede verse sesgada por los diferentes parametros metodolégicos utilizados en cada

investigacion, incluso siendo el uso de las mismas métricas de sus metodologias no significativa
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para permitir una comparacién directa (Valenzuela-Gonzédlez et al., 2015; Shade, 2017). La
confirmacién de produccién de metano fortalecid la evidencia obtenida sobre la existencia de
estas relaciones entre bacterias fermentadoras y arqueas metanogénicas en los tratamientos

enriquecidos.

En relacién con los objetivos particulares se encontraron evidencias parciales como se describe a

continuacion:

8.1 Enriquecimiento de comunidades bacterianas en experimentos de microcosmos.

El enriquecimiento de grupos microbianos especificos utilizando glucosa o betaina como
sustratos fermentables, se confirmd mediante la diversidad, estructura y composicién de las
comunidades microbianas de cada tratamiento y utilizando de referencia la comunidad presente
en los tratamientos control (Escobar-Zepeda et al., 2015). Para ello, los indices de alfa y beta
diversidad fueron indicadores adecuados para comprender la estructura y composicion de este
tipo de comunidades (Magurran, 2004) y diferencias entre ellas. La alfa diversidad mostré
evidencia de una mayor riqueza y diversidad de taxones en las comunidades microbianas de los
tratamientos control de ambos sitios de estanques de ESSA (A4N5 y A5) en contraste con los
tratamientos enriquecidos. Dicho control fue un reflejo de la naturaleza de muestras ambientales
gue son escasamente manipuladas en contraste con muestras que han sido sometidas a
condiciones especificas que enriquecen a determinados grupos de microorganismos que emplean
metabolismos anaerobios, como es el caso de los tratamientos enriquecidos con glucosa o
betaina (Escalante, 2007). Por lo tanto, los tratamientos control son los que mostraron una mayor
diversidad y riqueza de taxones seguidos por los tratamientos enriquecidos con betaina y
finalmente los tratamientos enriquecidos con glucosa, los cuales muestran una mayor
proliferacién de grupos determinados y menor heterogeneidad de los mismos (Almela et al,,
2021). Asi mismo, la beta diversidad mostré evidencia de que los microorganismos de los
tratamientos enriquecidos con betaina estdn mas estrechamente relacionados con la comunidad
microbiana de los tratamientos Control (Lozupone y Knight, 2005), posiblemente debido a que
este sustrato fermentable es encontrado en condiciones naturales dentro de los tapetes

microbianos como un producto de una serie de etapas hidroliticasen las que intervinieron grupos
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bacterianos para la obtenciéon de mondmeros mas sencillos como la betaina, que es utilizada
como un osmoregulador por una gran cantidad de grupos de bacterias y arqueas (King, 1984;
Oren, 1990). En contraste, el tratamiento enriquecido con glucosa mostré en la distribucion de
sus réplicas una menor proximidad filogenética y abundancia relativa con los tratamientos
control. Sugiriendo una notable divergencia estructural de la comunidad microbiana del
tratamiento enriquecido con glucosa en contraste con los demds tratamientos. Esta notable
divergencia en las comunidades puede deberse a la ausencia de este sustrato en condiciones
naturales dentro de los tapetes microbianos, donde usualmente es encontrado el glucégeno. Este
polimero funge en una gran gama de microorganismos como un reservorio energético que estd
conformado por cadenas ramificadas de glucosa, polimero que se sintetiza en condiciones
abundantes de nutrientes y que se degrada cuando los nutrientes escasean, permitiéndoles de
esta manera sobrevivir ante fluctuaciones en el ambiente y a generar una respuesta rapida a las
condiciones cambiantes en condiciones naturales, el glucégeno no es utilizado tan facilmente
como la glucosa por la mayoria de las comunidades bacterianas (Preiss, 1984). En esta
investigacion, la potencial ventaja de algunos grupos de microorganismos para el uso de este
sustrato sobre los demas grupos fue lo que evidencio esta estructura comunitaria tan divergente

de la comunidad de los tratamientos control (Mouné et al., 2000).

Asi mismo se observd evidencia que respalda la existencia de un enriquecimiento de grupos
bacterianos y arqueas especificos en cada uno de los tratamientos en relacién directa al sustrato
organico fermentable que se adiciono. El sustrato de glucosa permitié apreciar una estructura

bacteriana mas divergente que la comunidad de referencia de los tratamientos control.

La asignacién taxonémica de los grupos que componen estas comunidades resalté el Phylum
Halanaerobiaeota como el grupo mejor representado dentro de todos los tratamientos con
intervalos de abundancia relativa que van de 4.87-39.07% en los tratamientos control. Este
Phylum mostré un mayor con intervalos de 15.53 a 48.81% en los tratamientos enriquecidos con
betaina y en los tratamientos enriquecidos con glucosa presentd intervalos de abundancia
relativa de 78.52 a 99.80%, por lo que, el desarrollo de este grupo de microorganismos es
evidentemente mayor en los tratamientos enriquecidos con sustratos organicos. En este andlisis

se detectd la Clase Halanaerobiia, asociada a ambientes andxicos y concentraciones elevadas de
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salinidad. Dentro de este grupo se encuentra el Orden de los Halanaerobiales que se caracterizan
por presentar usualmente un metabolismo anaerobio fermentativo en este tipo de ambientes

hipersalinos (Oren, 2011).

El segundo mejor representado fue el Phylum Desulfobacterota, el cual estd compuesto
Unicamente por representantes de bacterias sulfato reductoras. Este grupo presento intervalos
de abundancia relativa que van del 11.38-29.71% en los tratamientos Control, con un mayor
desarrollo en los tratamientos enriquecidos con betaina mostrando intervalos de 3.68-42.40% y
con un gran declive de 0.24-4.79% en los tratamientos enriquecidos con glucosa. A este grupo
pertenecen las Clases Desulfovibrionia y Desulfobacteria, en las que se encuentran grupos de
bacteriassulfato reductoras que jueganun papel indispensable dentro de los tapetes microbianos
al llevar a cabo el proceso de sulfato reducciéon que suele estar asociado al mismo tipo de
ambientes donde ocurre el proceso de metanogénesis. Estos grupos se caracterizan por ser
capaces mediante un metabolismo anaerobio de utilizar los sulfatos como aceptor de electrones
y sustratos organicos e inorganicos como donares de electrones, contribuyendo de esta forma al

ciclo del azufre en condiciones naturales (Des Marais, 2003; Bradley et al., 2011).

El siguiente en orden de abundancia, fue el Phylum Firmicutes con intervalos de abundancia
relativa de 0.68-3.74% en los tratamientos Control, un notable aumento con intervalos de 5.71-
50.86% en los tratamientos enriquecidos con betaina y un leve aumento en contraste con el
tratamiento control con intervalos de abundancia que van desde 0.22-7.95% en los tratamientos
enriquecidos con glucosa. A este grupo pertenece la Clase Clostridia, a la cual se asocia el Orden
Peptostreptococcales-tissierelalles caracterizado por ser un grupo de bacterias anaerobias
comunmente encontradas en una amplia diversidad de ambientes y asociada en algunos casos al
microbiota intestinal de seres vivos. Dentro de este Orden el género Clostridiisalibacter estd
asociado a aguas residualesy se caracteriza por ser moderadamente haldfilo y anaerobio estricto.
Este género se ha documentado con un buen desarrollo en presencia de extracto de levadura y
con la capacidad para utilizar piruvato, fumarato y succinato (Liebgott et al., 2008; Whitehead et

al., 2011).

Las secuencias del gen 16S ARNr asignadas al Phylum Bacteroidota fueron muy abundantes con

intervalos de abundancia que van de 3.32-29.36% en los tratamientos Control, un leve
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incremento en los intervalos que van de 1.72-32.57% en los tratamientos enriquecidos con
betaina y con una abundancia relativa menor de 0.55-3.49% en los tratamientos enriquecidos con
glucosa. Entre los grupos detectados en este Phylum se encontrd la Clase Bacteroidia a la que
estd asociado el Orden Bacteroidales, bacterias con metabolismo anaerobio estricto y entre los
que se asocia la Familia Marinilabiliaceae, con representantes haldfitos fermentativos. Ademas,
a este Phylum se asocia el Orden Sphingobacteriales siendo detectado en este estudio con
intervalos de abundancia relativa de (1.08-4.29%) en el tratamiento enriquecido con betaina y es
caracterizado por microorganismos no fotosintéticos. En este Ultimo grupo, se ha documentado
su capacidadde producir esfingolipidos que jueganun papel clave en la formaciénde membranas
citoplasmaticas. Estos Ordenes se encuentran ampliamente distribuidos en todo tipo de
ambientes acuaticos como son los sistemas hipersalinos, tapetes microbianos, sedimentos y
endoevaporitas. Ademas, suelen encontrarse en grandes abundancias dentro de los tapetes
microbianos y asociarse con importantes contribuciones al ciclo del carbono por su capacidad de
descomponer la materia orgdnica compleja (O’Sullivan et al., 2006; Ley et al., 2006; Stivaletta et

al., 2011; Harris et al., 2013; Liu et al., 2014; Fernandez et al., 2016).

El Phylum Spirochaetota fue detectado en gran medida en ambos sitios de ESSA con intervalos de
abundancias relativas en los tratamientos Control de 4.92-18.16%, mostrando un decremento en
las abundancias de los tratamientos enriquecidos con betaina (0.54-14.38%) y glucosa (1-3.76%).
Dentro de este grupo se encuentra la Clase Spirochaetia la cual estd asociada al Orden
Spirochaetaceae que se ha detectado en ambientes con condiciones andxicas que presentan

hidratos de metano (Inagaki et al., 2003).

El Phylum Planctomycetota fue detectado con intervalos de abundancia desde 6.30-20.96% en
los tratamientos Control y con intervalos de 1.17-9.27% mostrando un menor desarrollo en los
tratamientos enriquecidos con betaina y de 0.83-5.88% en los tratamientos enriquecidos con
glucosa. Este grupo se caracteriza por representantes sin pared celular y que habitan desde
ambientes acuaticos dulces hasta marinos. Perteneciendo a este grupo las Clases Phycisphaerae,

Planctomycetes y VadinHA49 (Sagulenko et al., 2014).

El Phylum Thermotogota que se caracteriza por presentar una amplia gama de bacterias

termdfilas e hipertermdfilas con un metabolismo capaz de utilizar carbohidratos como fuente de
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energia se detectd en los tratamientos control con intervalos de abundancia relativa que van de
3.11-11.86%, mostrando un declive muy notable en su abundancia en los tratamientos
enriquecidos con betaina (0.30-4.66%) y glucosa (0.14-2.11%). A este grupo pertenece la Clase
Thermotogae, en la que se han descrito genes probablemente de origen Archaea, revelando una

posible transferencia horizontal de genes entre estos dos dominios (Nesbo et al., 2001).

Otros grupos del dominio Bacteria que fueron detectados principalmente en los tratamientos
Control y que sus intervalos de abundancias relativas disminuyeron en los tratamientos
enriguecidos, fueron los Phylum Proteobacteria con intervalos de abundancia relativa de (1.17-
16.57%) en los tratamientos Control y con intervalos menores de 1% en los tratamientos
enriguecidos. Dentro de este grupo predominan las clases a y Yy proteobacteria, siendo este
grupo importante dentro de los tapetes microbianos de Exportadora de sal en condiciones
naturales, debido a su papel en el ciclo del azufre al comprender bacterias purpuras del azufre
como son el caso de la clase | grupo Gamma y proteobacterias., Asi mismo, los representantes
del grupo a también son relevantes ya que comprenden a las bacterias purpuras no sulfurosas
las cuales presentan un metabolismo fotdtrofo anaerdbico anoxigénico (Van Gemerden, 1993;

Garrity et al., 2001).

El Phylum Synergistota caracterizado por representantes de bacterias anaerobias que se suelen
detectar en la mayoria de los ambientes andxicos, mostraron en los tratamientos Control
intervalos de abundancia relativa de 0.34-0.84% y que se vieron favorecidos en el tratamiento de
betaina (0.10-2.62%) y desfavorecidos con un valor promedio <0.3% en los tratamientos
enriguecidos con glucosa. Perteneciendo a este grupo la Clase Synergistia a la cual se asocié
principalmente la Familia Synergistaceae caracterizado por tener representantes con un

metabolismo anaerobio fermentativo (Baena et al., 2000; Jumas-Bilak et al., 2009).

Finalmente, el Phylum Thermoplasmatota fue el mas representativo para el dominio Arquea en
los tratamientos Control con intervalos de (0.17-1.79%) y seguido en los tratamientos
enriquecidos con betaina (0.1-1.29%). Mostrando representantes de la clase Thermoplasmata y
llegando hasta una asignaciondel género Marine Benthic Group D and DHVEG-1, grupo de arquea

detectado en abundancias considerables en una gran variedad de ambientes dentro de los
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sedimentos marinos, estuarios, ventilas y chimeneas hidrotermales marinas. Este grupo de
microorganismos se caracteriza por ser termdfilos, acidofilos y heterdtrofos, asociado a un papel
clave en el ciclo de metano al llevar a cabo la oxidacién de metano en condiciones anaerobias (Shi
et al., 2021; Zhang et al., 2022). En el tratamiento enriquecido con betaina el Phylum
Halobacterota fue el mds representativo detectandose principalmente la Clase Methanosarcinia
y en mucho menor abundancia la Clase Methanomicrobia, siendo principalmente apreciable
estos grupos de arquea metanogénica, en los tratamientos enriquecidos con sustrato de betaina
con intervalos de abundancia relativa de (0.28-0.70%) y en menor abundancia relativa con un
Unico caso de 0.17% en la réplica “C” del tratamiento control de Area 5 (A5). Este grupo de
arqueas es muy relevante en la produccién de metano alllevar a cabo la metanogénesis mediante
la via metabdlica metilotréfica. Ademas, los miembros de Methanosarcinia encontrados en
ambientes marinos con elevadas salinidades, se caracterizan por ser los metandgenos con la
mayor gama de sustratos para llevar a cabo la metanogénesis, al utilizar compuestos metilados
como metanol, betaina, trimetilamina, metilaminas y metiletanolaminas (Garrity et al., 2001;

Oren, 2011; Garcia-Maldonado et al., 2018; Lyu y Liu, 2019).

No obstante, se debe mencionar que para la asignacion taxonédmica del domino Arquea a través
del gen 16S ARNr también se detectd en menor medida con abundancias relativas menores del
0.3% en algunas réplicas del tratamiento Control y el tratamiento enriquecido con betaina de
ambos sitios de ESSA, otros Phyla de arqueas metanogénicas como son el Phylum Euryarchaeota;
Orden Methanofastidiosales y secuencias del Phylum Thermoplasmatota; Orden
Methanomassilicoccales; género Methanomethylophiliaceae, secuencias que se han asociado a
sedimentos marinos y que estan muy bien representados en muestras ambientales de tapete
microbiano de ambientes hipersalinos de Exportadora de Sal, S.A de C.V. (Zhang et al., 2020;

Garcia-Maldonado et al., 2023).

Ademas, se detectaron en abundancias muy bajas arqueas no metanogénicas del Superphylum
Asgard, Phylum Asgardarchaeota; Ordenes Lokiarchaeia y Odinarchaeia, linajes que han sido
documentados en entornos anaerobios y el andlisis de su genoma los ha colocado como
microorganismos potencialmente mixotroficos con metabolismos divergentes como son la

fijacion de CO, acetogénesis y participacion en la degradacion de materia organica (Cai et al.,,
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2018, 2021). Ademds, también se detectd al superphylum DPANN, Phylum Microarchaeota;
Orden MicrarchaealesyPhylum Nanoarchaeota; Orden Woesearchaeales que se caracterizan por
presentar una gran capacidad de adaptacion con un metabolismo heterétrofo y con la tendencia
de encontrarse en ambientes diversos como son los tapetes microbianos, lagos, acueductos

subterraneos y drenaje de minas (Chen et al., 2018).

Otros grupos detectados con intervalos de abundancia relativa menores del 3% en los
tratamientos Control y con una considerable disminucién de su abundancia relativa en los
tratamientos enriquecidos fueron los Phylum metabdlicamente diversos de Chloroflexi y
Verrucomicrobiota. Este ultimo, abarca representantes con la capacidad de oxidar el metano
presente en el sedimento en condiciones naturales. Finalmente, con muy baja abundancia
relativa se detectaron secuencias del Phylum Cyanobacteria la cual se encuentra usualmente en
grandes abundancias en condiciones naturales dentro de los tapetes microbianos, siendo uno de
los principales grupos que funge como un productor primario del ciclo del carbono y participa
junto con bacterias fermentadoras como Chloroflexi y bacterias sulfato reductoras en el ciclo del

hidrogeno en este tipo de ambientes hipersalinos (Abed et al., 2010; Lee et al., 2014).

Por lo tanto, para asignaciones a niveles taxondmicos mas especificos en la presente investigacion
se determind que el enriquecimiento con sustrato fermentable de betaina estimulo
principalmente el crecimiento de grupos de bacterias haldéfitas anaerobias con metabolismo
fermentativo del Orden Halanaerobiales, género Halanaerobium y Orenia; bacterias sulfato
reductoras de la Familia Desulfohalobiaceae, género Desulfovermiculus, Familia
Desulfovibrionaceae, género Desulfovibrio y la Familia Desulfoplanaceae, género Desulfoplanes.
También estimuld el crecimiento de bacterias anaerobias de |la Familia Spirochaetaceae, género
Sediminispirochaeta y Spirochaeta_2 y la Familia Peptostreptococcales-Tissierellales, género
Clostridiisalibacter y Peptoclostridium. Finalmente, se estimuld principalmente el desarrollo de
un grupo de arquea haldfita metanogénica de la Familia Methanosarcinaceae; género
Methanohalophilus. Adem3ds del grupo de arquea de la Clase Thermoplasmata; género Marine

Benthic Group D and DHVEG-1.
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Los microcosmos enriquecidos con sustrato fermentable de glucosa mostraron estimular en gran
medida el crecimiento y desarrollo de miembros de bacterias haléfitas anaerobias con
metabolismo fermentativo de la Familia Halobacteroidaceae, género Orenia; seguido en una
escala considerablemente menor de miembros del Orden Halanaerobiales, género
Halanaerobium. De la misma manera, también se enriquecieron otros grupos de bacterias que
solo se registraron en las comunidades donde las extracciones de acidos nucleicos fueron a partir
de muestras de nucleos de tapete microbiano, detectandose a miembros de bacterias sulfato
reductoras de la Familia Desulfohalobiaceae, género Desulfovermiculus y la Familia
Desulfomicrobiaceae, género Desulfoplanes, ademas de miembros de bacterias anaerobias de la
Familia Spirochaetaceae, géneros Sediminispirochaeta y Spirochaeta 2; y la Familia

Peptostreptococcales-Tissierellales; género Clostridiisalibacter.

8.2 Reconstruccion de los procesos de cooperacion metabdlica dentro del tapete microbiano a
partir de grupos detectados

La secuenciacion de amplicones del gen 16S ARNr pese a ser una excelente herramienta para la
comprension y entendimiento de la riqueza y diversidad de comunidades microbianas, no es
capaz de establecer evidencia directa de lasrelaciones metabdlicas de una comunidad microbiana
(Oyewusi et al., 2021). Por lo tanto, la deteccion de este tipo de relaciones se logré por inferencia
mediante la identificacion de diversos grupos microbianos como son las bacterias fermentadoras
y su capacidad de degradar sustratos organicos para generar productos metabdlicos que pueden
ser utilizados por arqueas metanogénicas para llevar a cabo la metanogénesis. Gracias a la
deteccion de este tipo de gremios microbianos particulares se permitié inferir sobre la dindmica

poblacional y las interacciones dentro de este tipo de estructuras.

La cooperacién metabdlica entre grupos microbianos anaerobios en condiciones andxicas se ha
registradoen diversos estudios, donde el enfoque principaly de posibilidad para el entendimiento
de estas interacciones es mediante la dinamica poblacional, la inferencia de productos
metabdlicos generados por un grupo y su consumo por otro (Mclnerney et al., 1979; Narihiro et

al., 2015; Hug y Co, 2017).
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Existen registros de este tipo de incubaciones que presentan condiciones andxicasy que estan
enfocadas en favorecer el metabolismo anaerobio, un éptimo desarrollo y dominancia de los
grupos de Firmicutes, Synergistota, Bacteroidota y Halobacterota. La proliferacion de estos
mismos grupos se apreciod su proliferacidonen esta investigacion, con condiciones similares (Hardy
etal.,2021). Adema3s, estudios previos han detectado através del marcador 16S ARNr a miembros
del género Halanaerobium, capaces de fermentar azlcares como la glucosa y betaina como
sustrato, presentando un metabolismo fermentativo muy versatil en este tipo de ambientes (Tsai
et al., 1995; Kobayaski et al., 2000; Brown et al., 2011). También, se han detectado de la Familia
de Synergistaceae representantes del género Aminobacterium los cuales son capaces de

fermentar aminodacidos en presencia de extracto de levadura (Baena et al., 2000).

En cuestién de los grupos de bacterias sulfato reductoras detectadas en las comunidades
microbianas del presente estudio, representadas principalmente por los Ordenes
Desulfovibrionales y Desulfobacterales, se toma en consideracion que la reduccién de sulfato es
el sistema respiratorio anaerobio dominante dentro de ecosistemas andxicos como son los
tapetes microbianos hipersalinos que muestran un gradiente redox negativo en lascapas internas
del mismo (King, 1983; King, 1988; Belyakova et al., 2006; Nobu et al., 2015). Este grupo se asocia
a la metanogénesis que representa uno de los pasos finales en la degradacion anaerobia de la
materia orgdnica y que ocurre después de que otros aceptores de electrones han sido utilizados
en este tipo de entornos como son el oxigeno, nitrato y sulfatos (Des Marais, 2003; Bebout et al.,
2004; Orphan et al., 2008; Schink y Stams, 2013; Garcia-Maldonado et al., 2012, 2023). Mientras
gue la proliferacion de la Familia Peptostreptococcales-Tissierellales puede deberse a una
potencial cooperacion metabdlica, como ocurre con parientes cercanos de este grupo como son
del género Clostridium que tiene representantes asociados en los pasos previos de la
metanogénesis en condiciones naturales, como son las etapas hidroliticas en las que se rompen
enlaces complejos de algunas proteinas, lipidos a monémeros o moléculas como aminodcidos y

glucosa, ademas de su colaboracién en la fermentacion de azucares y aminoacidos.

Para el enriquecimiento de comunidades microbianas con sustratos orgdnicos, estd bien
documentado que el sustrato orgdanico de glucosa es uno de los azucares méas ampliamente

utilizado por una gran gama de microorganismos mediante una amplia diversidad de
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metabolismos. El metabolismo anaerobio fermentativo es uno de los mas empleados dentro de
ambientes hipersalinos para el aprovechamiento de este sustrato. Por lo tanto, esto explicaria el
desarrollo optimo y predominante de la bacteria anaerobia fermentativa del género Orenia
(Rainey et al., 1995; Mouné et al., 2000; Dong et al., 2016) y seguido en mucha menor escala del
género Halanaerobium (Kobayashi et al., 2000), de los cuales se han registrado representantes
con la capacidad de degradar a la glucosa mediante la fermentacion acida mixta, que consiste en
metabolizar la glucosa a través de la glucdlisis para formar piruvato, el cual se convierte en
diversos productos (Mouné et al., 2000). El metabolismo de la glucosa probablemente es una
ventaja metabdlica sobre los demas grupos presentes en el tapete microbiano. El producto
metabdlico generado de esta fermentacidon es generalmente el hidrégeno, acetato y didxido de
carbono. Productos que pueden ser utilizados por una amplia gama de microorganismos
anaerobios como fuente de energia o donador de electrones como es el caso del uso del
hidrogeno por las arqueas metanogénicas y bacterias productoras de sulfuro de hidrégeno (H.9)
(Des Marais, 2003; Hardy et al., 2021). Sin embargo, la comunidad microbiana enriquecida con
este sustrato no muestra el desarrollo de arqueas metanogénicas ni la producciéon de metano,
por lo que no es evidente en este estudio una relaciéon o cooperacidon metabdlica entre este grupo
de bacterias anaerobias fermentativas con algin grupo de arquea metanogénica capaz de utilizar

los productos metabdlicos que generan.

Por otro lado, el sustrato organico de betaina ademads de utilizarse como un osmoprotector,
también puede ser utilizado por una gran cantidad de phyla microbianos para la obtencién de
energia, usualmente mediante la reduccién o la desmetilacion de este sustrato. Los productos
derivados del uso de la betaina por bacterias fermentadoras suelen ser trimetilamina y acetato
(King, 1984; Heijthuisen y Hansen, 1989; Oren, 1990). Los productos como el acetato pueden ser
oxidados por las bacterias sulfato reductoras (King, 1984) o bacterias anaerobias y la TMA es
utilizada por arqueas metanogénicas metilotréficas como el género Methanohalophilus (Garcia-
Maldonado et al.,2023), aunque también se han registrado bacteriascon metabolismos versatiles
capaces de degradar la TMA (Kim et al., 2003). Otra forma en que la TMA es obtenida en
condiciones naturales dentro de los tapetes microbianos es a partir de la reduccién bacteriana de
Oxido de Trimetilamina (TMAO) a TMA (Strom et al., 1979; Oren, 1990). Sin embargo, las

condiciones del experimento de incubacion de esta investigacion se llevaron a cabo con ausencia
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de oxigeno (condiciones andxicas), por lo que el proceso de oxidacién se vio limitado o nulificado

para resaltar procesos propios del metabolismo anaerobio.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion representan una posible evidencia de la
potencial cooperacion metabdlica entre bacterias fermentadoras de betaina del género
Halanaerobium y arqueas metanogénicas del género Methanohalophilus que emplean la via
metilotrofica dentro de los tapetes microbianos, utilizando de esta forma la trimetilamina (TMA)
generado por bacterias fermentadoras. Las vias de reducciéon y desmetilacion de betaina son los
factores clavey de posibilidad para esta relacién. Adema3s, se debe tomar en cuenta que la betaina
es un osmoregulador utilizado por una gran variedad de microorganismos como es el caso del

género Methanohalophilus (An et al., 2019).

Estudios recientes ofrecen mas evidencias sobre la cooperacién metabdlica entre estos dos
grupos, estudios que contemplan las vias metabdlicas de Halanaerobium para la reduccién de
betaina mediante el complejo betaina reductasa, la cual es llevada a cabo por los genes Opu que
fungen como el transportador de la betaina hacia el interior de la bacteria fermentadoray el gen
GrdHI que convierte la betaina a trimetilamina y acetil-CoA. Finalmente, en este proceso el gen
MttP transporta las moléculas de TMA de la bacteria fermentadora a la arquea metanogénica
para su conversiéon en metano mediante el gen MttB. En este proceso la TMA es degradada
consecutivamente a Dimetilamina (DMA), Monometilamina (MMA) y finalmente a Metano (CHa).
Ademds de este proceso, la betaina también es directamente utilizada por la arquea
metanogénica del género Methanohalophilus mediante el gen Opu que transporta este sustrato
a su interior y el gen MtgB que lleva a cabo la desmetilacién de la betaina que da como resultado
un grupo metil (-CH3) que favorece la metanogénesis y la dimetilglicina (DMG) que sirve como un
compuesto crioprotector para Methanohalophilus y Halanaerobium (Fig. 9) (Borton et al., 2018;

An et al,, 2019; Li et al., 2021).

La desmetilacidon anaerdbica de la betaina también es llevada a cabo por bacterias sulfato
reductoras y bacterias acetogénicas mediante la betaina transferasa (MtgB). Siendo que estos
grupos de anaerobios también suelen ser capaces de metabolizar el grupo metil (-CHs) producido
de la desmetilacion de betaina (Heijthuisen y Hansen, 1989; Li et al., 2021; Lechtenfeld et al.,
2018).



45

En cuestién del grupo de arquea del Orden Thermoprofundales; género Marine Benthic Group D
and DHVEG-1 se ha documentado una frecuente coexistencia con los grupos de Lokiarchaeota y
arqueas metanogénicas anaerobias, lo que sugiere la existencia de interacciones de cooperacion
metabdlica o presiones selectivas similares que aun se mantienen desconocidas (Inagaki et al.,

2006; Zhou et al., 2018).

Dentro de la relacion metabdlica entre el género Halanaerobium y Methanohalophilus se ha
registrado el dptimo desarrolloy estrecha asociacidn con el Orden Sphingobacteriales, al cual se
le adjudica esta relacidn con su participacion en una ruta metabdlica poco conocida dentro del

ciclo del carbono en ambientes extremos (Wang et al., 2017; An et al., 2019).

Arquea metandgena: Bacteria fermentadora:

Methanohalophilus Betaina Halanaerobium
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Figura 9. Representacion esquematica tedrica de la cooperacion metabdlica entre bacteria
fermentadora (Halanaerobium)y arquea metanogénica (Methanohalophilus) para la conversién
de betaina a metano (CHs) dentro de un nucleo de tapete microbiano de Exportadora de Sal en
experimento de microcosmo enriquecido con sustrato de betaina. La betaina es transportada por
el gen Opu al interior de los microrganismos y utilizada generalmente como un osmoprotector o
reducida a trimetilamina (TMA), y acetyl-CoA mediante el complejo betaina reductasa
representado por el gen GrdHI. La TMA es transportada de la bacteria fermentadora del género
Halanaerobium (célula azul) a la arquea metanogénica del género Methanohalophilus (célula
naranja) mediante la via transportadora de TMA representada con el gen MttP, seguida de la
conversion a Dimetilamina (DMA), Monometilamina (MMA) y finalmente metano (CHas) a través
de la via metanogénica metilotréfica que emplea Methanohalophilus. La betaina también es
desmetilada a dimetilglicina (DMG) y a un grupo metil (-CHz). La DMG es utilizada como un
crioprotector y el grupo metil un facilitador de la metanogénesis.
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8.3 Relacidn entre los andlisis de produccion de metano y las diferencias en las comunidades
microbianas

La deteccién de metano mediante el método de cromatografia de gases nos permitié obtener la
confirmaciéon de produccién de metano en los tratamientos enriquecidos con betaina, que
mostraron concentraciones mas elevadas de metano que los tratamientos control que sirvieron
como una referencia de la produccion de metano por parte de la comunidad microbiana sin
enriguecimiento con sustrato orgdnico de ambos sitios de ESSA. Ademas, se aprecia en este
analisis como el tratamiento control del sitio A5 muestra una comunidad microbiana con mayor
actividad metanogénica en contraste con A4N5 la cual mostro valores muy bajos o nulos alolargo
de la escala temporal de la investigacion. Un mayor desarrollo de comunidades metanogénicas
dentro de las muestras enriquecidas con betaina fue evidente, por lo que, es muy posible la
cooperacién metabdlica entre bacterias fermentadoras de este sustrato como el género
Halanaerobium con arqueas metanogénicas que empleen la via metilotréfica como el género
Methanohalophilus. Estos grupos se confirmaron en la caracterizacion taxondmica en este
tratamiento. Ademas, se toma en consideracion en segundo plano la productividad metanogénica
de los demas grupos de arqueas metanogénicas detectadas en bajas abundancias en este
tratamiento como son el Orden Methanofastidiosales y Methanomassilicoccales (Garcia-
Maldonado et al., 2023), también tomando en cuenta la contribucion en el ciclo de metano de la

Clase Thermoplasmata; género Marine Benthic Group D and DHVEG-1 (Zhou et al., 2018).

El tratamiento enriquecido con glucosa de ambos sitios no mostré lecturas de metano
significativas, ademds de ser incluso menores en gran medida al compararse con los tratamientos
Control que sirvieron como referencia y que presento la tendencia de ir disminuyendo a cero la
poca produccién que tenia el tratamiento en drea 5 (A5). Incluso siendo la determinacién de
glucosa realizada en esta investigacion una confirmacién que nos permite inferir el consumo de
este sustrato por parte de la comunidad microbiana en el experimento de microcosmos. Por lo
anterior, se infiere que este sustrato no favorecio el desarrollo de comunidades de bacterias
fermentadoras que presenten una cooperacion metabdlica con arqueas metanogénicas en este
tipo de ambientes hipersalinos y estructuras microbianas, e incluso existiendo la posibilidad de

que se generara una competencia entre diversos grupos de microorganismos por el uso de este
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sustrato organico fermentable. Sin embargo, mediante la caracterizacion taxondmica de la
comunidad bacteriana, el consumo de este sustrato parece favorecer a bacterias fermentadoras
del género Oreniay Halanaerobium que son capaces de producir hidrégeno, didxido de carbono
y acetato al utilizar este sustrato (Mouné et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; Dong et al., 2016).
Estos productos podrian ser utilizados por arqueas que emplean la via hidrogenotréfica y
acetoclastica, no obstante, estos grupos no se detectaron en este tratamiento y la produccién de

metano fue practicamente nula.

Asi mismo, tomando en cuenta que la comunidad microbiana en los tratamientos enriquecidos
con glucosa mostréd abundancias relativas altas correspondientes a estas bacterias haldfilas
anaerobias obligadas del género Orenia,y en menor medida del género Halanaerobium capaces
de fermentar este sustrato, ademas de que no existid una deteccién significativa de arqueas
metanogénicas. Se infiere, por lo tanto, que no existe evidencia que respalde la cooperacion
metabdlica entre bacterias fermentadoras de glucosa con arqueas metanogénicas en esta

investigacion.

La comunidad microbiana de los tratamientos enriquecidos con betaina presentaron abundancias
relativas altas de bacterias haléfilas anaerobias obligadas del género Halanaerobium capaces de
fermentar la betaina a TMA y de arqueas metanogénicas metilotréficas haldfilas del género
Methanohalophilus, que se sabe emplea TMA para llevar a cabo la metanogénesis. Por ello, se
infiere que las evidencias obtenidas en esta investigacién respaldan la potencial cooperacién
metabdlica entre bacterias fermentadoras de betaina con arqueas metanogénicas que emplean

la via metilotrdfica.

A la luz de las evidencias obtenidas, se infiere que la degradacién de la materia organica en
tapetes microbianos que resulta en la produccién de metano involucra relaciones metabdlicas de

cooperacién entre bacteria fermentadoras y arqueas metanogénicas.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigacion reflejan la amplia diversidad de
comunidades microbianas con un metabolismo anaerobio presente en los tapetes microbianos
de ambientes hipersalinos de los sitios A4N5 y A5 de los estanques de Exportadora de Sal (ESSA)
en Guerrero Negro, Baja California Sur. Detectando mediante el uso de ASVs los grupos de

bacterias y arqueas que dominan en estas condiciones y perfilando su estructura comunitaria.

Esta investigacion contribuye en la identificacion y comprension de potenciales relaciones
metabdlicas entre bacterias anaerobias fermentativas y arqueas metanogénicas presentes en
ambientes hipersalinos. Esto a través de la identificacion y caracterizacidon de los taxones
microbianos asociados al metabolismo fermentativo y al metabolismo metilotrofico para llevar a
cabo la metanogénesis, proceso que se encuentra asociado a la biodegradacién completa de la

materia organica.

La determinacion de la actividad metanogénica mediante la cuantificacion de la produccién de
metano en condiciones controladas nos permite confirmar que las arqueas productoras de

metano se encuentran activas.

La reconstruccion de la cooperacion metabdlica entre gremios microbianos asociados mediante
la fermentacidn de sustratos especificos de glucosa o betaina y la posterior degradacion de los
productos resultantes, nos permite un mayor entendimiento de los procesos asociados a la
biodegradacién completa de la materia organica dentro de los tapetes microbianos de ambientes
hipersalinos. Procesos que culminan en condiciones naturales en la produccién de metano,

dioxido de carbono e hidrégeno.

9.1 Perspectivas

La exploracion de las rutas metabdlicas y procesos de cooperacién microbiana proporcionan
conocimientos de referencia relevante para posteriores estudios enfocados en la dindmica

poblacional, aprovechamiento y determinacién de grupos funcionales.
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El estudio de este tipo de relaciones metabdlicas mediante un enfoque de transcriptomica y
metagendmica funcional, permitiran ampliar la comprensién de los procesos bioldgicos asociados
a la dindmica poblacional y estructura comunitaria de este tipo de macroestructuras biolégicas

caracteristica de ambientes hipersalinos.

La determinacion de las relaciones de cooperacién metabdlica entre bacterias fermentadoras y
arqueas metanogénicas metilotroficas, mediante el uso de antibidticos especificos como la
ampicilina que inhibe la sintesis de |la pared celular de microorganismos del dominio Bacteria en
experimentos de incubacion en condiciones andxicas, proporcionara una mayor evidencia de la
existencia de una dependencia directa o indirecta de las arqueas del género Methanohalophilus
con bacterias del género Halanaerobium para llevar a cabo la metanogénesis. Asi mismo, el
cultivo puro y cocultivo de estos géneros proporcionara informacién relevante de Ia

productividad y consumo de los productos metabdlicos generados por ambas partes.
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11. ANEXO

Anexo A.-Tabla A. Calendario de recoleccién de muestras de gas para su posterior analisis en
cromatografo de gases (GC-FID).
A4NS5 A5

Miércoles 24 de mayo

Lunes 29 de mayo
Miércoles 7 de junio

Lunes 12 de junio

Miércoles 21 de junio

Posterior a pulso de sustrato organico y obtencién del Lunes 26 de junio

nucleo de tapete microbiano de cada frasco

Miércoles 5 de quio Posterior a pulso de sustrato organico y obtencion del

nucleo de tapete microbiano de cada frasco

Lunes 10 de julio
Miércoles 19 de julio

Lunes 24 de julio
Miércoles 2 de agosto

Lunes 7 de agosto

Se montaron de manera exitosa 9 réplicas de microcosmos para cada area (A4N5 y A5) de ESSA,
dando un total de 18 frascos. Los microcosmos mostraron una coloracién naranja en los
tratamientos problema por la adicién de extracto de levadura (1%), mientras que en el caso del
tratamiento control la adicion de resazurina como indicador redox mostro una coloracion rosa,
sefialando inicialmente la ausencia de condiciones andxicas dentro de los microcosmos (Anexo 1
Figura B). Esta tonalidad cambio al purgarse los frascos y al adicionar una atmosfera inicial de
nitrégeno molecular gaseoso (N2)a una presion de 10 psi por dos minutos (Anexo 1 Figura C), de
esta manera se comprobé las condiciones andxicas dentro del sistema antes de iniciar con su

incubacion a 28 °C.
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Anexo B.-Figura B. Montaje de frascos con tratamientos control y tratamientos problema con

adicién de glucosa y betaina de las dreas A4AN5 y A5 de la exportadora de sal (ESSA), Guerrero
Negro, Baja California Sur.

10 psi (0.68 Bar)

Anexo C.-Figura C. Adicion de atmosfera inicial de Nitréogeno (N2) a los microcosmos de A4N5 y
AS.

Se procedié con la cuantificacion de las muestras de ADN gendmico mediante espectrofotometria
estandar mediante el uso de NanoDrop, para lo que se elaboraron diluciones de 1:5 de las 30
muestras (Tapete y Caldo-fase acuosa) de las areas A4N5 y A5, donde los resultados mostraron la

presencia de ADN suficiente para llevar a cabo la reaccién de PCR (Anexo 1 Tabla B). Con estos
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resultados se realizaron las diluciones del stock madre de las muestras para obtener una solucion

de trabajo y proceder con la elaboracion de los productos de PCR.

Anexo D.-Tabla B. Concentracién y pureza de ADN gendmico obtenida con el espectrofotometro
NanoDrop.

Acido nucleico (ng/pl) Pureza Concentracion
Muestra Dilucion 1:5 260/280 stock madre (ng/ul)

A4N5 C-A Tapete 4.8 2.07 24
A4ANS5 G-A Tapete 6 1.88 30
A4N5 B-A Tapete 3.8 1.79 19
A4N5 G-A Caldo-fase acuosa 16.9 1.96 84.5
A4N5 B-A Caldo-fase acuosa 8.6 1.97 43
A5 C-A Tapete 5.2 2.03 26
A5 G-A Tapete 3.7 1.97 18.5
A5 B-A Tapete 9.5 1.92 47.5
A5 G-A Caldo-fase acuosa 18.3 1.91 91.5
A5 B-A Caldo-fase acuosa 16.7 1.65 83.5
A4NS5 C-B Tapete 1.7 1.87 8.5
A4N5 G-B Tapete 2.1 2.15 10.5
A4NS B-B Tapete 21 1.93 10.5
A4N5 G-B Caldo-fase acuosa 27.6 1.85 138
A4N5 B-B Caldo-fase acuosa 10.7 1.87 53.5
A5 C-B Tapete 10.8 1.9 54
A5 G-B Tapete 5.4 2.03 27
A5 B-B Tapete 8.9 1.73 44.5
A5 G-B Caldo-fase acuosa 35.3 1.83 176.5
A5 B-B Caldo-fase acuosa 20.9 1.8 104.5
A4N5 C-C Tapete 1.3 2.87 6.5
A4N5 G-C Tapete 1.7 2.21 8.5
A4N5 B-C Tapete 1.6 2.17 8
A4N5 G-C Caldo-fase acuosa 35.1 1.84 175.5
A4N5 B-C Caldo-fase acuosa 313 1.87 156.5
A5 C-C Tapete 8.1 1.88 40.5
A5 G-C Tapete 11.3 2 56.5
A5 B-C Tapete 11.2 1.93 56
A5 G-C Caldo-fase acuosa 41 1.86 205
A5 B-C Caldo-fase acuosa 235 1.88 117.5

La calidad del ADN gendmico de las 30 muestras (Tapete y Caldo-fase acuosa) de area A4N5 y A5
se verifico por medio de un gel de agarosa al 1%, con el que se confirmd buena calidad en las
extracciones, como se observa en la Anexo 1 Figura D. Donde se aprecian bandas visibles, siendo

evidente una mayor calidad de ADN gendmico en el caso de las muestras de Caldo-fase acuosa
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que muestran bandas mas intensas, ademas, en todas las extracciones se aprecia mayor cantidad
de ADN gendmico en la zona de alto peso molecular. Las muestras fueron preservadas en

RNAlater para su posterior uso en la elaboracién de amplicones.

A4NS AS A4NS AS A4NS AS
Tapete Caldo Tapete Caldo Tapete Caldo Tapete Caldo Tapete ____ (Caldo _Tapete Caldo
CA GA BA GA BAws CA GA BA GA BA  CB GB BB GB B5 g Ca B8 6o S0 22 o 6c H“" i 66 BC 6C pC
SRt 11 SR ‘] | T D ~ "n
| &4 170 8. 1. u ! ’ |
| el bl 1 WHENRRY

"NH..EH".. = " E'

1l

Anexo E.-Figura D. Extraccion de ADN de nucleos de Tapete microbiano y Caldo-fase acuosa de
cultivo de experimento de microcosmos de A4N5 y A5 de las réplicas “A”, “B” y “C”. Ejemplo: C-
A: control A; G-A: glucosa A

Anexo F.-Secuenciacién de amplicones que codifica para 16S ARNr

Se llevaron a cabo ensayos de PCR preliminares a partir de las extracciones de ADN gendmico de
los nucleos de Tapete microbiano y el Caldo-fase acuosa de cultivo de los tratamientos Control
(C), Glucosa (G) y Betaina (B) y sus respectivas réplicas (“A”, “B” y “C”) del experimento de
microcosmos de las dreas A4AN5 y A5, con la finalidad de detectar potenciales inhibiciones de
reaccion. Siendo el caso del tratamiento Control el Unico del que no se elaboraron productos de
PCR a partir de Caldo-fase acuosa de cultivo. Para ello los primeros ensayos consistieron en la
amplificacion del 16S ARNr largo (16S-long) de aproximadamente 1492 pb utilizando los primers
8F y 1492 R, donde las 30 muestras mostraron una dptima amplificacidn al apreciarse bandas
visibles y con un tamafio cercano a los 155 pb tomando de referencia el marcador molecular
(Anexo 1 Figura E). Estos resultados mostraron la dptima calidad de las extracciones y la

capacidad de las muestras de amplificar las 9 regiones hipervariables del gen 16S ARNr.
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Anexo G.-Figura E. Ensayo preliminar de amplificacion de las 9 regiones hipervariables del gen
16S ARNr de A4N5 y A5 de las réplicas “A”, “B” y “C” utilizando los primers 8F-1492R.

Posteriormente se llevd un segundo ensayo de PCR preliminares a partir de las extracciones de
ADN gendmico de los nucleos de Tapete microbiano y el Caldo-fase acuosa de cultivo de los
tratamientos Control (C), Glucosa (G) y Betaina (B) y sus respectivas réplicas (“A”, “B” y “C”) del
experimento de microcosmos de las dreas A4N5 y A5, con la finalidad de detectar potenciales
inhibiciones de reaccién. Siendo el caso del tratamiento Control el Unico del que no se elaboraron
productos de PCR a partir de Caldo-fase acuosa de cultivo. Para este nuevo ensayo preliminar se
utilizaron los primers 515F y 926R para amplificar la region hipervariable V4-V6 con un tamafio
promedio de 400 pb, mostrando nuevamente los resultados en gel de agarosa al 1% una éptima
amplificacion de todas las muestras al apreciarse bandas visibles y con un tamafio aproximado de
400 pb tomando de referencia el marcador molecular (Anexo 1 Figura F). Estos resultados
mostraron una éptima calidad de las extraccionesy la capacidad de las muestras de amplificar las

regiones V4-V6 del gen 16S rRNA.

La visualizacidn de los amplicones en gel de agarosa se aprecian con un acomodo conforme al
areay ala muestra. Observandose en los geles las “Muestras A” en los primeros 10 carriles de la
fila superior izquierda seguido del marcador molecular, “Muestras B” en los primeros 10 carriles
de la fila inferior izquierda seguido también del marcador molecular. Después de los carriles
cargados con el marcador molecular se encuentran las “Muestras C” divididas por sus respectivas
areas en los carriles superiores (A4N5) e inferiores (A5). Siendo los ultimos carriles cargados con

los controles positivo y negativo respectivamente.
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Anexo H.-Figura F. Ensayo preliminar de amplificacién de las regiones hipervariables V4-V6 del
gen 16S ARNr de las dreas A4N5 y A5 de las réplicas “A”, “B” y “C” utilizando los primers 515F-
926R.

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de PCR finales para secuenciacion. Para ello se realizaron
3 réplicas de productos de PCR de 25 microlitros para cada caso (Anexo 1 Tabla C). Siendo
utilizados 5 microlitros de cada replica de amplicones para visualizar en gel de agarosa al 1%
(Anexo 1 Figura G). Quedando por lo tanto 20 microlitros de cada una de lasréplicas, las cuales
finalmente se juntaron para dar una cantidad total de 60 microlitros. A excepcién de 2 casos
(A4AN5 C-Tapete “A” y A5 C-Tapete “C”) donde se llevaron a cabo mas réplicas de amplicones. A
partir de esta cantidad total en microlitros se elaboraron diluciones de 1:10 de cada caso para su
cuantificacion en Nanodrop con la cual se determiné su concentracién y se confirmé su calidad

para secuenciacion (Anexo 1 Tabla C).
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Anexo l.-Tabla C. Cuantificacion de amplicones del gen 16S ARNr en Nanodrop utilizando los primers 515F - 926R con adaptadores para
secuenciacion en equipo Miseq.

Acido Concentracion Cantidad
nucleico stock madre aproximada Concentracion
Productos de PCR (ng/Wl) 1:10 (ng/ul) () final (ng) A260 (Abs) | A280 (Abs) 260/280 260/230

AANS C-Tapete "A" 54 54 80 4320 0.109 0.054 2.01 1.32
A4N5 G-Tapete "A" 11.4 114 60 6840 0.228 0.1 2.29 2.04
A4N5 B-Tapete "A" 9.1 91 60 5460 0.182 0.08 2.28 1.66
A4N5 G-Caldo-fase acuosa A" 7.6 76 60 4560 0.152 0.074 2.05 141
A4N5 B-Caldo-fase acuosa "A" 13.4 134 60 8040 0.268 0.117 2.29 0.94
A5 C-Tapete "A" 14.8 148 60 8880 0.297 0.142 2.09 1.92
A5 G-Tapete "A" 6.5 65 60 3900 0.129 0.058 2.23 1.56
A5 B-Tapete "A" 7.7 77 60 4620 0.153 0.067 2.27 3.86
A5 G-Caldo-fase acuosa "A" 21.9 219 60 13140 0.437 0.202 2.17 1.89
A5 B-Caldo-fase acuosa “A" 12.3 123 60 7380 0.247 0.114 2.16 1.34
A4N5 C-Tapete "B" 14.2 142 60 8520 0.285 0.136 2.09 1.69
A4N5 G-Tapete "B" 18.7 187 60 11220 0.375 0.165 2.27 2.34
A4NS5 B-Tapete "B" 20.5 205 60 12300 0.409 0.181 2.26 2.94

A4N5 G-Caldo-fase acuosa "B" 11.4 114 60 6840 0.229 0.094 2.42 2
A4N5 B-Caldo-fase acuosa "B" 19 190 60 11400 0.38 0.169 2.25 1.68
A5 C-Tapete "B" 11.8 118 60 7080 0.236 0.114 2.07 1.64
A5 G-Tapete "B" 15 150 60 9000 0.301 0.145 2.07 1.94
A5 B-Tapete "B" 15.2 152 60 9120 0.303 0.137 2.21 2.11
A5 G-Caldo-fase acuosa "B" 12.7 127 60 7620 0.254 0.119 2.13 131
A5 B-Caldo-fase acuosa "B" 12.4 124 60 7440 0.248 0.112 2.21 1.68
AAN5 C-Tapete "C" 15.2 152 60 9120 0.303 0.145 2.09 1.86
A4N5 G-Tapete "C" 23.6 236 60 14160 0.473 0.218 2.17 1.51
A4N5 B-Tapete "C" 14.8 148 60 8880 0.297 0.133 2.23 2.36
A4N5 G-Caldo-fase acuosa "C" 9.4 94 60 5640 0.187 0.079 2.38 1.86
A4N5 B-Caldo-fase acuosa "C" 14.7 147 60 8820 0.294 0.133 2.21 2.08

A5 C-Tapete "C" 10.6 106 100 10600 0.211 0.098 2.17 2
A5 G-Tapete "C" 11 110 60 6600 0.22 0.097 2.27 2.3
A5 B-Tapete "C" 13.7 137 60 8220 0.273 0.125 2.19 2.05
A5 G-Caldo-fase acuosa "C" 15.7 157 60 9420 0.314 0.143 2.19 1.81

A5 B-Caldo-fase acuosa "C" 13.6 136 60 8160 0.271 0.118 231 2.37
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Finalmente, la visualizacion de las tres réplicas de amplicones en gel de agarosa (1%) a partir de
las extracciones de ADN gendmico de los nucleos de Tapete microbianoy el Caldo-fase acuosa de
cultivo de los tratamientos Control (C), Glucosa (G) y Betaina (B) utilizando los primers 515F y
926R con sus respectivos adaptadores para secuenciacién en equipo Miseq, mostraron una
Optima amplificacion de todas las muestras al apreciarse bandas visibles y con un tamafio
aproximado de 400 pb tomando de referencia el marcador molecular (Thermo Cientific 1 kb plus
Ladder). Estos resultados mostraron la éptima calidad de las extracciones y la capacidad de las
muestras de amplificar con los adaptadores para su secuenciacién en equipo Miseq (Figura 10).

La visualizacion de los amplicones en gel de agarosa se aprecian con un acomodo conforme al
areay ala muestra. Observandose en los geles las “Muestras A” en los primeros 10 carriles de la
fila superior izquierda seguido del marcador molecular, “Muestras B” en los primeros 10 carriles
de la fila inferior izquierda seguido también del marcador molecular. Después de los carriles
cargados con el marcador molecular se encuentran las “Muestras C” divididas por sus respectivas
areasen los carriles superiores (A4N5) e inferiores (A5). Siendo los ultimos carriles cargados con

los controles positivo y negativo respectivamente.
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Anexo J.-Figura G. Amplificacion final de la region hipervariable V4-V6 del gen 16S de las areas
AAN5 y A5 utilizando los primers con sus respectivos adaptadores para su secuenciacién en
equipo Miseq 515F-926R.
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Anexo K.-Figura A. Curvas de alfa rarefaccién de todas las muestras de tratamientos de tapete microbiano de ambientes hipersalinos de los
sitios de AAN5 y A5. Se observa que las curvas estan muy cercanas a la asintota, lo que nos permite inferir que la profundidad de la

secuenciacion fue optima.
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Anexo L.-Figura B. Heatmap de la abundancia relativa de Bacteria y Arquea hasta nivel género de los taxas mas representativos de las
muestras de tratamientos de tapete microbiano de ambientes hipersalinos de los sitios de A4N5 y A5. Las nomenclaturas hacen referencia
al tipo de muestra, Tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de los sitios A4N5 y A5 (izquierda a derecha de la figura
respectivamente) de las réplicas “a”, “b” y “c”.
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Anexo M.-Figura C. Abundancia relativa de Bacteria y Arquea a nivel Clase en todas las muestras de tratamientos de tapete microbiano de
ambientes hipersalinos de los sitios de A4N5 y A5 en el experimento de microcosmos. Los taxa que representan <0.1% se agruparon en
“Abundancia <0.1%". Las nomenclaturas hacen referencia al tipo de muestra, Tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de
los sitios AAN5 y A5 (izquierda a derecha de la figura respectivamente) de las réplicas “a”, “b” y “c”
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Anexo N.-Figura D. Abundancia relativa de Bacteria y Arquea a nivel Orden en todas las muestras de tratamientos de tapete microbiano de
ambientes hipersalinos de los sitios de A4N5 y A5 en el experimento de microcosmos. Los taxa que representan <0.1% se agruparon en
“Abundancia <0.1%". Las nomenclaturas hacen referencia al tipo de muestra, Tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de
los sitios AAN5 y A5 (izquierda a derecha de la figura respectivamente) de las réplicas “a”, “b” y
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Anexo O.-Figura E. Abundancia relativa de Bacteria y Arquea a nivel Familia en todas las muestras de tratamientos de tapete microbiano de
ambientes hipersalinos de los sitios de A4N5 y A5 en el experimento de microcosmos. Los taxa que representan <0.1% se agruparon en
“Abundancia <0.1%". Las nomenclaturas hacen referencia al tipo de muestra, tapete microbiano (T) y Caldo-fase acuosa de cultivo (FA) de
los sitios AAN5 y A5 (izquierda a derecha de la figura respectivamente) de las réplicas “a”, “b” y “c”
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