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Resumen

Sustancias humicas como mediadores redox durante la oxidacion anaerobia
de metano y la reduccion de 6xido nitroso por la microbiota de un sedimento
colectado de un humedal costero.

Los humedales son la fuente natural principal de emisiones de metano (CHa), el cual
resulta del equilibrio entre procesos microbianos como la metanogénesis y la
metanotrofia, misma que bajo condiciones anaerobias, puede ser sustentada a
través de la reduccion de sulfatos, 6xidos de hierro y sustancias himicas (SH). Otra
caracteristica primordial de estos ecosistemas, son las grandes cantidades de
materia organica natural almacenadas en sus sedimentos, soportando la produccién
de sustancias humicas (SH). A la fecha, existe evidencia sobre la actividad de los
grupos quinona presentes en las SH, quienes pueden actuar como mediadores
redox en los ciclos biogeoquimicos. Por otro lado, el 6xido nitroso (N20O) es el tercer
gas mas importante dentro de los gases de efecto invernadero (GEI).
Bioldégicamente, el Unico sumidero de N2O conocido hasta hoy, es la reduccion de
N20 a gas N3, esto dentro del Ultimo paso de la desnitrificacion. Dicha reaccidn esta
mediada por la enzima del éxido nitroso reductasa, que esta codificada por el gen
nosZ.

Debido al incremento substancial en las concentraciones atmosféricas de ambos
gases, resulta critico esclarecer la funcion de las SH, de ecosistemas acuéaticos,
sobre la mitigacion de las emisiones de CHs y N2O de manera simultanea; lo que
implicaria una potencial contribucién a los ciclos de carbono (C) y nitrégeno (N) que
hasta la fecha ha sido ignorada. En este estudio, se evalud la capacidad de la
comunidad microbiana, presente en el sedimento del humedal Sisal, para llevar a
cabo la oxidacion anaerobia del metano (OAM) acoplada a la reduccién de éxido
nitroso (RON) mediada por SH externas. Para el objetivo anterior, sedimentos
frescos, recolectados del humedal de Sisal, Yucatan, México, fueron incubados en
microcosmos bajo una atmdsfera de argén. Las muestras se enriquecieron con
BBCH4 y N0 y una fuente externa de SH, Pahokee Peat (PP), fue agregada. El
consumo y produccién de ambos gases fue monitoreada por GC-MS. Finalmente,
el gen funcional nosZ fue clonado y secuenciado.

Dos ciclos de oxidacion-reduccion fueron evaluados. Los resultados evidenciaron el
impacto positivo, sobre la velocidad de consumo de *°N2O, propiciado por SH-PP
en todos los tratamientos que las contenian; de manera puntal, el tratamiento 1(Sed-
PP + 13CH4 + °N20) present6 una tasa de consumo maxima al dia 4 de 1.21 + 0.07
mmol *N.O / g sed-d, resultando cuatro veces mayor que su contraparte que no
contenia PP. Ademas, en esta condicién, el metano fue mineralizado (0.76 mmol
13C0O,) Esta evidencia sugiere, por vez primera, el posible acoplamiento de la
mitigacion de ambos gases a través de la oxidacion- reduccién de las SH-PP y, que
hasta la fecha, este mecanismo no habia sido contemplado. Analisis filogenéticos
basados en el gen nosZ II, apuntan a Arenibacter algicola como la especie
dominante del sistema y candidata potencial de sumidero de N.O

Palabras clave: ensayos isotopicos, metano, Oxido nitroso, nosZ, Sustancias
hamicas.
Xiv



Abstract

Humic substances as redox mediators for the anaerobic methane oxidation
and nitrous oxide reduction by the microbiota of a sediment collected from a
coastal wetland

Wetlands are the main natural source of methane (CHs) emissions, which result from
the balance between microbial processes, such as methanogenesis and
methanotrophy, which under anaerobic conditions, can be sustained through the
reduction of sulfate, iron oxides and humic substances (HS). Another key feature of
these ecosystems, are the large amounts of natural organic matter (NOM) stored in
their sediments, supporting the production of HS. To date, there is evidence about
the activity of quinone groups present in SH, which can act as redox mediators in
biogeochemical cycles. On the other hand, nitrous oxide (N2O) is the third most
important gas in greenhouse gases (GHG). Biologically, the only N2O sink known to
date is the reduction of N2O to N2 gas, this within the last step of denitrification. This
reaction is mediated by the nitrous oxide reductase enzyme, which is encoded by
the nosZ gene.

Due to the substantial increase in the atmospheric concentrations of both gases, it
is critical to clarify the function of SH, of aquatic ecosystems, on the mitigation of
CH4 and N2O emissions simultaneously; which would imply a potential contribution
to the carbon (C) and nitrogen (N) cycles that has been ignored so far.

In this study, the capacity of the microbial community, present in the sediment of the
Sisal wetland, was evaluated in order to carry out the anaerobic methane oxidation
(OAM) coupled to nitrous oxide reduction (RON) mediated by external HS. For the
previous objective, fresh sediments collected from the Sisal, Yucatan, Mexico
wetland were incubated in microcosms under an argon atmosphere. The samples
were enriched with 13CH, and **N>O and an external source of SH, Pahokee Peat
(PP), was added. The consumption and production of both gases was monitored by
GC-MS. Finally, the functional gene nosZ was cloned and sequenced.

Two oxidation-reduction cycles were evaluated. The results showed the positive
impact on the reduction rate of ®N.O, favored by SH-PP in all the treatments that
contained them; specifically, treatment 1 (Sed-PP + 3CHs + °N,0O) showed a
maximum reduction rate at day 4 of 3.38 = 0.07 mmol *N.O / g sed-d, ten times
higher than its counterpart which did not contain PP; besides, methane
wasmineralized (0.76 mmol 3CO.) under these conditions. This evidence suggests,
for thefirst time, the possible coupling of the mitigation of both gases through the
oxidation-reduction of the SH-PP and, to date, this mechanism had not been
considered. Phylogenetic analyzes based on the nosZ Il gene point to Arenibacter
algicola as the dominant species in the system and potential N2O sink candidate.

KEYWORDS: Humic substances, isotope tracer, methane, nitrous oxide reduction,
nosZII.
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1. INTRODUCCION
El metano (CHs) y el 6xido nitroso (N20) han aumentado su concentracion en la
atmésfera desde 1970 hasta la fecha (Climate Change, 2014: Mitigation of Climate
Change). Gran parte de este incremento no proviene de origen antropogénico, por
ejemplo, del 25 al 45% del metano liberado a la atmdsfera proviene de fuentes
naturales; es decir, casi un tercio del metano global. Por otro lado, el N>O derivado
de procesos microbianos, como desnitrificacion en suelos, aporta hasta 70% de este
gas emitido a la atmdsfera y ademas, es el principal responsable del decremento de
la capa de ozono estratosférico (Ravishankara et al., 2009). Ademas, es sabido que
las SH, pueden fungir como aceptores de electrones de la respiracién microbiana,
por ejemplo, en procesos metanotréficos en humedales costeros se ha
documentado su acoplamiento, evitando asi la emision de 1,300 Tg de CHs al afio
(Valenzuela et al. 2017). Asi mismo, se ha documentado la posibilidad de regenerar
la capacidad aceptora de electrones en sistemas andxicos y aumentar el
desempeio descrito hasta ahora para la OAM (Klupfel, Piepenbrock, Kappler, &
Sander, 2014) A pesar de estos hallazgos, alafecha, no ha sido reportado el posible
acoplamiento de desnitrificacion y metanotrofia vinculados por la transferencia de
electrones mediante SH. Por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias que
permitan la comprension de manera integral de los sistemas naturales,
especificamente de procesos microbianos involucrados en su emision y consumo y
de igual forma elucidar los procesos biogeoquimicos que pudieran estar fungiendo

como sumideros en los sitios donde se genera.

Esta investigacion esta enfocada en el impacto de la materia organica natural
(humus), sobre la dinamica de emision del CHa y del N2O derivados de procesos
microbianos en sistemas naturales, como los humedales. Experimentalmente, esta
tesis pretende demostrar que las SH pueden fungir como mediadores redox entre
ambos gases, siendo utilizadas como acarreadores de electrones entre
microorganismos provenientes del sedimento de un humedal costero. En términos
termodinamicos, si estos componentes (CH4 y N2O) se encontraran aislados en un
sistema, seria favorable la trasferencia de electrones debido al alto poder oxidante
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del N20O. Sin embargo, se pretende explorar de qué manera se comporta este
fendmeno en sistemas bioldgicos que, de ser favorable, posteriormente sirva para

sentar las bases de herramientas ingenieriles.

2. MARCO TEORICO

2.1Gases de efecto invernadero: Emisiones naturales

Se denominan gases de efecto invernadero (GEI), a aquellos gases que
absorben radiacion infrarroja emitida por la superficie de la Tierra. Los gases de
efecto invernadero atrapan el calor dentro del sistema de la tropdsfera terrestre
(IPCC, 2007). Debido a estos gases, la temperatura de la tierra se ha elevado en
las dltimas décadas. Los principales gases asociados al fenédmeno del
calentamiento global son CO2, CHs y N20, los cuales han aumentado su
concentracion en la atmosfera desde algunos registros en 1970 hasta la fecha
(Climate Change, 2014: Mitigation of Climate Change). Diversas son las fuentes de
las cuales esto gases emanan; sin embargo, podemos clasificarlas en dos grandes
ramas, las emisiones antropogénicas, es decir, las derivadas por actividades
humanas, como cambio de uso de suelo, qguema de combustibles fésiles, ganaderia,
etcétera y las naturales. Muchos estudios se han enfocado en las emisiones por
sistemas antropogénicos, dejando de lado a los sistemas naturales; sin embargo,
éstos también juegan un papel crucial en la generacion de estos tres GEI. Por
ejemplo, el 25-45% del metano liberado a la atmdsfera proviene de fuentes
naturales (Wuebbles y Hayhoe 2002; Turner et al., 2015), es decir, casi un tercio del
metano global, por lo que, al buscar procesos que supriman su emision, debemos
primero entender la dindmica de emisién y elucidar los procesos biogeoquimicos
involucrados en estos nichos.

Esta investigacion estd enfocada en el segundo y tercer gas de importancia
ambiental, es decir, el CHs y el N2O. A pesar de que sus concentraciones no son
del orden de la del CO,, es preocupante debido a que tienen un potencial de

calentamiento global de 28 y 278 veces mas que éste (IPCC, 2007), como se puede
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apreciar en la Tabla 1. Es decir, un incremento significativo de su concentracion en
la atmosfera traeria efectos mas intensos a los ya conocidos como la ruptura
prematura de hielo en rios y lagos, la reduccion de glaciares, entre otros
(climate.nasa.gov, 2017). Ademas, de manera indirecta, los ciclos biogeoquimicos
en los que se involucran, se ven alterados por factores externos, de manera puntual
en los sistemas acuaticos en donde el ciclo del nitrégeno se ve alterado por el uso
de fertilizantes nitrogenados (Vitousek, P. M., 1994). El N>O podria ser
incrementado, ya sea en lagos o humedales, aunado a esto hay que recordar que
tanto lagos como humedales son reservorios de sedimentos ricos en materia

organica.

Tabla 1.Tiempo de vida, eficiencia radiativa directa (excepto para metano) y
Potenciales de calentamiento global relativos al CO>, en un horizonte de 100 afios.

Potencial de calentamiento global para un horizonte de tiempo dado (Afos)

Designacién - .
9 Eficiencia

industrial o Formula Tiempo de L SAR *
nombre quimica vida (Afios) radl?tlva,l (100-afios) 20 100 500
comun (Wm™ ppb™)
Digxido  de co2 Ver pie b 1.4x10-5 1 1 1 1
carbono
Metano CHa4 12 3.7x10-4 21 72 25 7.6
Oxido nitroso N20 14 3.03x10-3 310 289 298 153

a=La funcion de respuesta al COz2 utilizada en este informe se basa en la version revisada del modelo del ciclo
del carbono de Bern utilizado en el capitulo 10 de este informe (Bern2.5CC, Joos et al., 2001) utilizando un valor

de concentracion de CO, de fondo de 378 ppm.

2.2Ecosistemas acuaticos emisores de GEI

Las emisiones de CHa y N2O por ecosistemas naturales, particularmente
humedales y lagos, son sitios claves en el fendmeno de cambio climatico; por lo
tanto, si se pretende desarrollar estrategias que lleven a su mitigacion, es necesario
evaluar el contexto en el que se producen. Sin embargo, esto requiere de conocer
a fondo el cuerpo de agua del cual emanan y los procesos fisicoquimicos que ahi
se suscitan. Debido a que la liberacion de estos gases por sistemas naturales es el



resultado entre la interaccion suelo-microorganismo-gas, es necesario ampliar el
panorama de estos factores que influyen en el proceso. (Sahoo SK et al., 2010).
Varios son los factores que estan relacionados con la produccién y emision de gases
como CO2, CH4 y N20O provenientes de cuerpos acuaticos hacia la atmésfera, uno
de ellos es la materia organica, asi como las propiedades fisicas de los gases, como
la solubilidad y difusion (Yang et al., 2015).

2.3Humedales

Los humedales son zonas en donde el agua es el principal factor que controla
el ambiente, asi como la vegetacién y la fauna caracteristica de estos sitios
(Ramsar-CONANP, 2017). Segun la Ley de Aguas Nacionales, los humedales son
zonas de transicién entre los sistemas acuaticos y terrestres, que son parcial o
temporalmente inundados y sujetas o no a la influencia de mareas. La Convencion
Ramsar (La Convencion sobre los Humedales) incluye dentro de los ecosistemas
del tipo humedal a pantanos, marismas, lagos, rios, turberas, oasis, estuarios,
deltas, y zonas marinas proximas a las costas cuya profundidad en marea baja no
exceda los seis metros, incluyendo manglares y arrecifes de coral (Ramsar-
CONANP, 2017). Estos ecosistemas cubren del 5-8% de la superficie de la tierra.
Su distribucion geografica es muy amplia, ya que pueden encontrarse desde los
tropicos hasta la tundra ocupando un area global de ~ 530-570 Mha. Esto se puede
apreciar en la Figura 1 (Matthews et al., 1987; Aselmann et al., 1989). De manera
particular, el area global de los humedales costeros es de of 48.9 Mha (Pendleton
etal., 2012).
De acuerdo a reportes del IPCC (2007), los humedales contribuyen con hasta el
39% de las emisiones globales de metano, es decir, contribuyen con alrededor de
un tercio de metano liberado a la atmésfera a nivel global (Singh et al., 2000).
Una caracteristica que se debe resaltar de estos ecosistemas complejos es que,
albergan cantidades de materia organica sustancialmente alta en sus sedimentos,
de alrededor de 350-535 Gt C, es decir casi una cuarta parte de C organico del suelo
a nivel mundial, (Woodwell et al., 1995) por lo que los lleva a ser la fuente natural

4



principal de emision de metano, liberando a la atmdésfera alrededor de 100-231
teragramos (Tg) CH4 cada afio (Chen & Prinn, 2006; Denman et al., 2007; Bastviken
et al., 2011).

Lago Sl T,
Reservorio ey 5
Rin

Marisma de agua dulce
Bosque pantanoso.
Humedales costeros
Humedales salinos
Pantano, lodo
H.lintermitente/Lago
50-100% Humedal
25-50% Humedal

H. complejo (0-25%) )

sssas

.

Base de datos global de lagos y humedales GLWD (Lehner &Doll 2004)

Figura 1. Distribucién global de lagos y humedales Ehner, B., & Déll, P. (2004)

2.4Metano (CHy)

El metano es el alcano mas simple, su estructura esta compuesta por un
carbono central unido a cuatro hidrégenos por enlaces covalentes. Es un gas
inoloro, incoloro, con un peso molecular de 16.043 g/mol y una solubilidad de 22
mg/L a 25°C (Pubchem-ncbi, 2017). Es el segundo gas mas importante dentro de
los gases de efecto invernadero, después del CO>; esto debido a su concentracion
de 1830 ppb en 2015 (GCP, 2016) y a su potencial de calentamiento global, el cual
es 28 veces mayor que el del CO, (IPCC, 2013) y, ademas, es un componente
crucial del ciclo global del carbono.

Este gas contribuye al redireccionamiento del 30% del forzamiento radiativo
antropogénico neto total con 1,6 W m? (IPCC, 2008). Knittel y Boetius (2009)
estimaron que el metano contribuye con 20% al calentamiento global. Las
concentraciones atmosféricas de CHs han aumentado un 150% desde la era

industrial (IPCC, 2013). La emision global de metano es de 500-600 Tg CH4 por
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afo; este flujo liberado a la atmosfera es el resultado del balance entre la produccion
(metanogénesis) y el consumo (metanotrofia) (Dutaur y Verchot, 2007), es decir, de
la oxidacion del metano ya sea por via aerobia o anaerobia. Gran parte de esta
cantidad es emitida por sistemas naturales (Wuebbles y Hayhoe, 2002; Turner et
al., 2015) especificamente por procesos microbianos, uno de ellos es la actividad
de las argueas metanogénicas en humedales, campos de arroz y sistemas
digestivos de rumiantes y termitas (Conrad, R., 2009).

Como se ha descrito en secciones anteriores, la fuente natural principal de
emisiones de metano son los humedales, esto a través de la descomposicién de
materia organica almacenada. Otras fuentes naturales, como procesos geoldgicos,
lagos, rios, actividad metabdlica de termitas, son también importantes pero, no son
muy bien comprendidas (Global carb6én atlas, 2017).

Dentro de los sistemas acuaticos de tipo humedal, hay que considerar la
composicion en la vegetacion, el pH, el tipo de suelo, la quimica del agua, la
hidrologia y el clima, son factores que varian en los humedales y repercuten en el
flujo de metano liberado a la atmosfera (Kayranli B et al., 2010; Bridgham SD et al.,
2013).

En sistemas acuéaticos, la mayor parte del CH4 se genera en sedimentos andxicos
por descomposicién microbiana de compuestos organicos (metanogénesis) una vez
gue los oxidantes se han agotado (Bastviken et al., 2004). En los sedimentos, donde
el oxigeno es limitado, los principales actores de llevar al metano hasta su oxidacion
en lagos boreales podrian ser el sulfato y el oxihidroxido de hierro (Clayer F. et al.,
2016). Sin embargo, debido a las grandes cantidades de materia organica natural,
se elevan las posibilidades de que ocurra la oxidacion anaerobia de metano

acoplada a SH (Valenzuela et al. 2017).

2.5 Metanotrofia anaerobia
Los sumideros de metano se pueden dividir por su naturaleza quimica o
bioldgica. A través de reacciones de oxidacion en la troposfera, el metano es
removido en un 85 % a través de la interaccion con radicales OH (Lelieveld et al.,
1998). Por otro lado, existen los sumideros de metano a través de procesos
6



biolégicos, a este tipo de proceso se le denomina metanotrofia, el cual puede ser
sustentado con oxigeno como aceptor final de electrones (oxidacién aerobia de
metano). Sin embargo, este proceso también puede llevarse a cabo en ausencia de
oxigeno, es decir, utilizando un aceptor de electrones distinto al O2 (oxidacion
anaerobia de metano, OAM). Bajo estas condiciones, el metano es consumido por
microorganismos metanoétrofos, los cuales usan a este gas como fuente de carbono
y energia (Hanson and Hanson, 1996), este proceso fue documentado por vez
primera en perfiles de sedimentos geoldgicos en 1974 (Martens y Berner, 1974), en
el cual el sulfato fungia como aceptor final de electrones.

Hasta la fecha, se ha documentado la OAM por procesos microbianos ligados
a la reduccién de sulfato (Boetius et al. 2000), nitrato (Islas-Lima et al., 2004), nitrito
(Raghoebarsing et al., 2006), 6xidos de hierro y sustancias humicas (Valenzuela et
al., 2017). Laimportancia de la metanotrofia radica en que debido a ella se suprimen
cantidades importantes de metano. Se estima que estos procesos consumen mas
del 90% del metano producido en ambientes marinos (Bridgham et al. 2013).
La AOM ligada a la reduccién de sulfato consume casi todos los flujos ascendentes
de metano en sedimentos marinos e impide su liberacion a la atmdésfera. Este
proceso tipicamente involucra consorcios microbianos de arqueas y bacterias
afiliadas con metanégenos del tipo Metanosarcinaea y bacterias sulfato reductoras
(Boetius et al., 2000). De la misma manera, dos grupos filogenéticos de arqueas
(ANME-1 y ANME-2) son capaces de llevar acabo la oxidacion anaerobia de
metano, las cuales poseen una relacion sintréfica con bacterias sulfato reductoras
(valentine, D. L., 2002).
Este tipo de procesos se ha documentado en diferentes ambientes; por ejemplo,
Valenzuela et al., (2017) presentaron evidencia de oxidacion anaerobia de metano
acoplada a reduccion de materia organica natural en sedimentos de un humedal
costero Mexicano, con lo cual estimaron la cantidad de metano consumido por
oxidacion anaerobia de metano en este ecosistema en particular, que fue de 1,331.5
Tg CH4 por afio. Sin embargo, también ha sido evidenciada en ambientes
hipersalinos, (Avrahamov et al., 2014) y sedimentos de canales en Holanda donde
acoplaron la AOM a la desnitrificacion (Raghoebarsing et al., 2006).
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Este proceso es de suma importancia ya que alrededor de 70 a 300 Tg CH4 por afio
proveniente de las emisiones oceanicas es consumido por metanétrofos (Conrad,
2009). De manera particular, diversas investigaciones se han centrado en el estudio
de microorganismos que llevan a cabo la oxidacion anaerbia de metano acoplada a
la desnitrificacion denominados n-DAMO por sus siglas en inglés, quienes apuntan
a este proceso como uno de los principales sumideros de metano en sistemas de
agua dulce contemplado la disponibilidad de nitrato en zonas andxicas.

Algunas investigaciones, como la de Price y Sowers (2004) sugieren que no hay
una temperatura minima para la actividad metanotrofica. Ellos probaron que aun por
debajo del punto de congelacién, el agua liquida dentro del hielo y el permafrost
esta disponible para el metabolismo. Aunado a esto, se sabe que algunas cepas de
metanotrofos son psicréfilas y por lo tanto son capaces de oxidar el CH4 a bajas
temperaturas (Hanson y Hanson., 1996). Esto nos da mayores bases para asociar
actividad metanotréfica en condiciones andxicas en los sedimentos boreales que se

analizardn en esta investigacion.

2.60xido nitroso (N,0)

El 6xido nitroso es el tercer gas de efecto invernadero de mayor importancia,
esto debido a su potencial de calentamiento global, el cual es 298 veces mayor con
respecto al CO2 en un horizonte de 100 afios (IPCC, 2007); ademas, es el principal
responsable de que las concentraciones de ozono estratosférico decaigan
(Ravishankara et al., 2009). Otra caracterista a resaltar del N2O es su larga vida en
la atmésfera ~116 (Prather et al; 2015), ademas aporta el 6.24% al forzamiento
radiativo global (WMO, 2010; Forster et al., 2007).

Las fuentes de este gas son tanto de origen antropogénico como natural, su
produccién de manera natural es debido principalmente a procesos metabdlicos
microbianos como la desnitrificacion (Ramulu et at., 2008) y nitrificacién (Kowalchuk
y Stephen, 2001).

Es sabido que las emissions globales de 6xido nitroso son de alrededor de 17.7
teragramos de nitrogeno (Tg N) por afio; de esta cantidad, la nitrificacion microbiana
y la desnitrificacion en suelos con uso antropogénico y naturales contribuyen con un
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70 por ciento a las emisiones mundiales (Syakila A. et al., 2011; Braker G et al.,
2011) y el 30 % restante ~6.7 Tg N por afo, se atribuye a actividades humanas. De
manera particular, los océanos contribuyen con ~ 3.8 Tg N al afio y los suelos
ubicados en los trépicos aportan ~ 6.6 Tg N al afio (S. Solomon et al., 2007)
Procesos microbianos como la desnitrificacion que ocurre en suelos saturados,
humedales, estuarios y lagos, se ve afectada por las condiciones fisicoquimicas,
incluyendo el pH y la temperatura (Myrstener et al., 2016).

De manera particular, sistemas acuaticos como los lagos pueden ser una fuente
neta de N20, sin embargo, hay pocas estimaciones de la dinamica de este gas en
las regiones boreales (Yang et al., 2015). Algunos estudios realizados en lagos
templados (Huttunen et al., 2003b; Liikanen et al., 2003; Tremblay et al., 2005;
Kortelainen et al., 2013) describen a la temperatura, disponibilidad de oxigeno y
concentracion de nitratos como factores clave en la produccion de N2O.

Los procesos en los que esta involucrada la formacion de 6xido nitroso en suelos

se enlistan a continuacion.

v' Descomposicion quimica de la hidroxilamina durante la fase autotréfica y

nitrificacion heterotréfica

v" Quimiodenitrificacién del nitrito del suelo y descomposicién abiética de nitrato

de amonio en presencia de luz, humedad y superficies que reaccionan.

v Nitrificacién-desnitrificacion dentro del mismo microorganismo nitrificante.

v Nitrificacién-desnitrificacion acoplada por microorganismos distintos.

2.7Reduccidon de N,O por medios biolégicos

En secciones anteriores se habl6 sobre quiénes son los microrganismos
responsables de emitir N2O, asi como de las vias metabdlicas involucradas en su
produccion y finalmente en que ecosistemas se pueden encontrar, pero ¢Existen
sumideros de este gas? De manera bioldgica, el inico sumidero conocido hasta el
momento es a través de la reduccion de N2O a la forma mas simple N. gas,

llevandose a cabo en el dltimo paso de la desnitrificacion. Se conoce que esta
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catalisis es mediada por la enzima Oxido nitroso reductasa (N2OR) quien es
codificada por el gen nosZ (Hallin, Philippot, Loffler, Sanford, & Jones, 2017). Esta
enzima cataliza la reduccién de N2O a N2 (Jung et al., 2013). Este proceso es
altamente exergonico, pues la energia libre de Gibbs es de AG = -340 kJ/mol (Zumft
y Kroneck, 2007).

Algunos estudios presentan evidencia sobre el crecimiento de Wolinella
succinogenes y Campylobacter fetus con N2O como Unico aceptor de electrones
(Payne, W.J. et al.,, 1982: Simon, J. et al.2004). Avances a nivel filogenético
demuestran que la diversidad de genes nosZ puede dividirse en dos grandes grupos
denominados Clado | y Clado Il (Sanford, R.A. et al., 2012: Jones, C.M. et al., 2013).
Estas diferencias se fundamentan en la asociacibn con otros genes de la
desnitrificacion y la ruta de translocacion de la proteina codificada por este gen. A
la fecha, no esta totalmente comprendida la composicién de la comunidad
microbiana que posee estas caracteristicas, algunos estudios apuntan a que el
Clado | consiste casi en su totalidad en Alfa, Beta y Gamma Proteobacteria (Hallin
et al., 2017). Aunque falta mucho por explorar distintos ambientes y elucidar su
composicion y ecologia.

Otra diferencia dentro de éstos dos clados que se maneja en la literatura, es a nivel
de aprovechamiento de la energia. Particularmente en términos de produccion de
biomasa, se ha documentado que los microorganismos del Clado | llegan a producir
alrededor de 50-80% mas biomasa por mol de N2O reducido. Analisis moleculares
demuestran que los microorganismos del Clado | son ligeramente mas abundantes
en humedales, lagos boreales y lagunas eutrofizadas (Saarenheimo, J. et al., 2015:
Highton, M. et al., 2016). Esta evidencia nos da la pauta para continuar con las
muestras provenientes del humedal Sisal, mismo que podria presentar
caracteristicas como las descritas anteriormente actividad de microorganismos
desnitrificantes que metabolicen N2O en estas condiciones y ser un posible
sumidero de 6xido nitroso que hasta la fecha no ha sido documentado.
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2.8Sustancias humicas

La materia organica que se acumula en el suelo gracias a la descomposicion
de material vegetal se denomina humus (Martinez et al., 2013). Las SH representan
el mas grande reservorio de carbono en la bidsfera con 1600 x10* g C. Como
materia organica disuelta en cuerpos acuaticos de naturaleza de agua dulce, ésta
puede estar presente desde un 50 hasta un 80% (Thurman, 1985). Generalmente,
las sustancias humicas se caracterizan por ser de color obscuro y poseer una
estructura muy compleja, la cual es el producto de reacciones secundarias de
polimerizacién; sin embargo, su nucleo central se representa por un polifenol
condensado con grupos quinonas (Stevenson, 1994). Otros autores como Piccolo
y Conthe (2000) las describen como asociaciones supramoleculares heterogéneas,
lo que les confiere caracteristicas como un alto peso molecular y ademas, pueden
alcanzar tiempos de residencia en el ambiente de miles de afios (Stevenson, 1994).
Las SH cumplen un rol esencial en el ambiente, ya que debido a su estructura
molecular compleja, pueden formar complejos con metales (Stevenson, 1994)
ademas contiene grupos funcionales variables, dentro de ellos los grupos quinona,
los cuales actian como transportadores de electrones en procesos de Oxido-
reduccioén (redox).
Los grupos quinona de estas macromoléculas se han descrito como piezas
fundamentales en los procesos redox. Field y Cervantes (2005) les adjudican un rol
especial en la conversién anaerobia de contaminantes organicos e inorganicos.
Lovley et al, (1996) describi6 a las SH con la capacidad de aceptar electrones de la
respiracion microbiana, mientras que Aranda-Tamuara (2007) presenta evidencia
de que un analogo de las SH, la antraquinona-2,6-disulfonato (AQDS), en su forma
reducida, podria servir como donador de electrones para la reduccion de N2O a Na.
Diversos autores han descrito esta capacidad redox de las sustancias hamicas
((Scott, Mcknight, Blunt-Harris, Kolesar, & Lovley, 1998;Aeschbacher, Sander, &
Schwarzenbach, 2010) como aceptoras de electrones, ya sea en procesos
ambientales. Por otro lado, pocos estudios evidencian su re oxidacién y el papel
gue desempefiarian en sistemas acuaticos como donadoras de electrones, tal es el

caso de (Klupfel, Piepenbrock, Kappler, & Sander, 2014) quien evidencio el reciclaje
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de sustancias humicas a través de entradas de oxigeno, a diferencia de nuestro
estudio, este grupo de trabajo realizé experimentos con una cepa pura (Shewanella
oneidensis MR-1) y cuatro sustancias hamicas disueltas, evaluando de manera
electroquimica la capacidad de intercambio de electrones. A partir de esta
aseveracion, se puede plantear lo siguiente, si los grupos con actividad redox, como
las quinonas de las SH, entran a un ciclo de oxidacion-reduccion podria mitigar
emisiones de alrededor de 190,000 mol CHa4 por kilometro cuadrado al afio (Klupfel
et al., 2014). Este hallazgo en particular sobre la actividad de grupos quinona de
oxidarse y reducirse fungiendo como mediadores redox en ciclos biogeoquimicos,

fundamenta la hipétesis propuesta en esta investigacion.

2.9Microorganismos reductores y oxidadores del humus

Existen trabajos como el de Coates, J. (1998) en el cual presentan evidencia
de que los microorganismos reductores del humus pueden provenir de varios
ambientes como lagos y humedales, ademas muestran que éstos son capaces de
oxidar acetato y reducir un analogo de las SH (AQDS) en condiciones andxicas,
encontrdndose que estos microrganismos son pertenecientes a la familia
Geobacteraceae.
La mayoria de los microorganismos reductores del humus son bacterias hierro
reductoras y arqueas, aunque también se incluyen microorganismos
desnitrificadores, sulfatoreductores, fermentativos, e inclusive metanogénicos
(Martinez et al., 2013).

3. JUSTIFICACION

Los ciclos naturales del nitrégeno y carbono han sido alterados por actividades
antropogénicas, como la quema de combustibles fosiles y el uso desmedido de
fertilizantes nitrogenados, lo que ha repercutido, entre otras cosas, en incrementos
en la emisién de gases de efecto invernadero, como CHa y N20O, a la atmésfera,
siendo este Ultimo la principal amenaza para la reduccién de la capa de ozono. A

pesar de que ambos gases son actores clave en el fendmeno de calentamiento
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global, la mayor parte de investigaciones se centra sélo en disminuir las
concentraciones de CO2 o de CHsde manera singular sin tomar en cuenta al N2O.
Actualmente, existe poca evidencia acerca de procesos microbianos que
contribuyan a su disminucion de manera simultdnea, especificamente en ambientes
acuaticos. En este contexto, los sedimentos de humedales, presentan alta
relevancia ecoldgica con respecto a la disminucion de metano y 6xido nitroso hacia
la atmosfera, ya que debido a la ubicuidad de las sustancias himicas en estos sitios,
éstas podrian formar parte de la respiracién microbiana y contribuir en el desarrollo
de relaciones sintroficas entre metanétrofos (consumidores de metano) y
microorganismos reductores de O6xido nitroso, creando una  posibilidad no
explorada, como potencial sumidero de ambos gases.

Hasta la fecha, no esta del todo comprendido, como estos procesos microbianos de
sedimentos, son capaces de fungir como sumideros de ambos gases utilizando el
potencial redox de las sustancias humicas. Ademas, se desconoce qué
comunidades microbianas estarian involucradas en esta nueva vertiente, por lo que

se abre un nicho de conocimiento no explorado.

Al lograr los objetivos de esta investigacion, se brindaré informacion acerca de qué
cantidad de CH4 y N2O es suprimida por la actividad microbiana de ambientes
anoxicos en cuerpos de agua utilizando una fraccién de las sustancias humicas, por
otro lado, este seria el primer estudio en su tipo que involucre el acoplamiento de

reacciones de 6xido reduccion de GEI (CHa y N20) a través de sustancias humicas.

4. HIPOTESIS
Microorganismos metanotrofos y desnitrificantes que coexisten en
sedimentos de humedales, poseen la capacidad de utilizar a las sustancias humicas
como transportadoras de electrones entre estas dos comunidades microbianas,
regenerandolas para llevar a cabo, por un lado, la oxidacion anaerobia de metano
(OAM) y por el otro, la reduccion del 6xido Nitroso. Es decir, existe una relaciéon
sintréfica de energia entre ambas comunidades. Proceso descrito por una reacciéon

guimica representada en la ecuacion 1.
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Figura 2. Esquema general de un humedal y sus componentes fisicos, quimicos y
biolégicos. En la parte baja de los humedales se encuentra la mayor concentracion
de sustancias humicas, las que en conjunto con minerales, restos vegetales y otros
componentes, forman el sedimento, fungiendo éstos como fuentes de nutrientes y
nichos de diferentes comunidades microbianas.

Ecuacioén 1.

CH4+4N,O —/» CO2+4 N2+ 2 H20 AG® =-1234.23 KJ/ mol reacciéon

5. OBJETIVOS

5.10bjetivo general

Evaluar el impacto de las sustancias humicas como mediadores redox en la
oxidacién anaerobia de metano acoplada a la reduccion de Oxido nitroso por la

microbiota presente en sedimentos colectados de un humedal costero.

5.2 Objetivos especificos
I.  Evaluar la capacidad de la comunidad microbiana del sedimento Sisal para
utilizar sustancias huamicas como mediadores redox durante el proceso

sintréfico de oxidacion anaerobia de metano y reduccion de 6xido nitroso.

Il.  Elucidar la composicién de la comunidad microbiana involucrada en el

proceso reduccion de 6xido nitroso.

14



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sedimento

Para el desarrollo de esta tesis fueron utilizados cuatro sedimentos acuaticos,
los cuales fueron colectados de los siguientes sitios (Ver Tabla 2). Para su
recoleccion se utilizaron nucleadores, extrayendo las muestras de
aproximadamente 0.7m de profundidad, trayendo consigo sedimento y agua, los
cuales fueron almacenaron en bolsas herméticamente selladas y puestas en
refrigeracién hasta su uso en el laboratorio. En la Figura 3 se aprecia la ubicacién
del humedal sisal en la peninsula de Yucatan, siendo de este sitio, los sedimentos
utilizados a lo largo de esta tesis, para los ensayos en lote y en los analisis

moleculares.

Tabla 2. Ubicacién de sedimentos utilizados.

Ubicacién del Descripcion Coordenadas
Sitio del sitio °N- °O

Lago Kilarney, Lago boreal 64.8698 -147.902
Alaska
Siberia Lago boreal 67.513476 86.591
Sisal, Yucatan, Humedal costero 21.160 -90.043
Mex.
San Quintin, Baja Costa 30.75 -116.000

California, Mex.
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Figura 3.Localizaciéon del area de muestreo de sedimentos de Sisal Yucatan. Se
observa en el mapa el sitio de muestreo en el humedal de Sisal, del cual sus
sedimentos dieron resultados positivos en esta tesis.

6.2Medio basal

El medio basal empleado en la aclimatacion, pre incubacién y en los ensayos
en lote, fue el descrito por Cervantes et al. (2000) con modificaciones. El cual esta
compuesto en g/L de (0.3) NH4ClI; (0.2) KaHPOg4; (0.03) MgCl2*6H20 y (0.1) CaCls.
Ademas, 1ml/L de solucion de elementos traza fue agregado al medio. Composicion
en g/L: FeCL2*4H>0 (2000); H2BO3 (50); ZnCl2 (50); CuCl2*6H20 (90); CoCl2*6H20
(2000), NiCI*6H20 (920); Na>SeO*5H,0 (162); (NH4)sM07024 (500); EDTA (1000);
Na>WO4*H>0 (100) y 1 mililitro de HCI al 36%.

Para los ensayos en lote, se burbuged una corriente de N2:CO2 (80 %:20 %) en el

medio durante 10 minutos, antes de ser utilizados.
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6.3Sustancias humicas.

Para estudiar el impacto de las sustancias humicas como mediadores redox,
éstas fueron adicionadas a los ensayos en lote a una concentracion de 2 g/L. Para
este objetivo, sustancias humicas estandar denominadas Pahokee Peat 1S103H
(PP, abreviatura utilizada a partir de este momento), se adquirieron en la Sociedad
Internacional de Sustancias Humicas, IHSS por sus siglas en inglés.

En los ensayos en lote, éstas fueron agregadas al medio y puestas en agitacion por

20 minutos hasta su disolucién antes de ser inoculadas con sedimento.

6.4 Aclimatacion del sedimento

Antes de realizar los ensayos en lote, la aclimatacién del sedimento fue
llevada a cabo. Para esta etapa, fueron utilizadas botellas serolégicas con una
capacidad de 25 mL de volumen, las cuales se inocularon con 1g de sedimento
fresco mas 15 ml de medio basal descrito en la seccién 6.2 Con el fin de obtener
una atmdésfera anaerobia en los microcosmos, el espacio de cabeza fue remplazado
por una atmdsfera de gas Argon dejando pasar una corriente del mismo por
alrededor de 3.5 minutos por microcosmo. Ademas, los medios y soluciones
empleadas fueron saturados con una mezcla de gas CO2:N2 (20% / 80 %) por 15
minutos antes de ser utilizados. Posteriormente, las botellas fueron aseguradas con
arillos metélicos y tapones de goma. Finalmente, se incubaron a una temperatura
de 28°C en un cuarto obscuro, sin agitacion y alrededor de 1 mes. A estas
incubaciones se les adicion6 0.1g/L de sulfuro de sodio (NaxS) al medio basal para

eliminar cualquier traza de Oo.

6.5Disefio experimental

Para evaluar el impacto de sustancias humicas en la cinética de consumo de
metano y Oxido nitroso por comunidades microbianas del sedimento de Sisal, se
hizo un disefio experimental equilibrado contemplando 2 condiciones, una que
contempld la presencia de sustancias humicas y otra sin sustancias humicas.
Ademas, cada condicion tuvo 5 niveles, es decir 5 tratamientos basados en
combinaciones de los gases a evaluar. Finalmente se tuvo un total de 10

tratamientos con un nimero de réplicas de 3 por tratamiento. El desglose del disefio
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se puede apreciar en la Tabla 3. Los tratamientos estériles se obtuvieron después

de tres ciclos de autoclave (121° C por 20 minutos) y adicionando 10% vv de

cloroformo anhidro.

Tabla 3. Disefio experimental usando Pahokee Peat (PP) como sustancias humicas

externas.

Tratamiento

Descripcion

Objetivo

10

Sed-PP+ 13CH4 + ®N,O

Sed-PP+ 13CH,

Sed-PP + 5N;0O

Sed-PP

Sed-PP +*N,O + *CH,4

+ Autoclave

Sed + 15N20 + 13CH4

Sed + 13CH4

Sed + N0

Sed

Sed+ ®N,O + 8CHg+

Autoclave

Reduccién de oOxido nitroso y oxidacién de metano
mediada por humus

Oxidacion anaerobia de metano acoplada a la
reduccion de humus

Reduccion de 6xido nitroso con humus reducido como
donador de electrones

Control endégeno con humus: produccion de CO2 6 N2
por donadores y aceptores que no son N20 ni CH4

Control estéril

Reduccién de Oxido nitroso y oxidacion de metano no

mediada por humus
Oxidacién anaerobia de metano por material no
humico

Reduccién de o6xido nitroso por donadores de
electrones que no son del humus

Control endégeno

Control estéril
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6.6 Ensayos en lote

Los ensayos en lote fueron llevados a cabo en 2 ciclos experimentales. La
Tabla 3 enlista los tratamientos evaluados. Se utilizaron 3 microcosmos de las pre
incubaciones (n=3) como se describié en la Seccidén 6.5. A estas botellas se les
realiz6 cambio de medio y atmdsfera con las condiciones descritas anteriormente.
Ademas, se adicioné una concentracion de sustancias humicas de 2 g/L
denominadas Pahokee Peat (PP). Finalmente, a los microcosmos ya sellados y
dependiendo del tratamiento, 2 mL de gas *CHs marcado isotépicamente con
carbono 13, (Sigma Aldrich, 99 atom % 13C, ~0.67 atm) y 4 mL de gas *N.O
marcado con nitrégeno 15, (Sigma Aldrich, 99 atom % 15N, ~0.67 atm) fueron
inyectados con una jeringa desechable. Para obtener los tratamientos con la
condicion de esterilidad, los microcosmos (previamente sellados) fueron
autoclavados en tres ocasiones a 121°C por 20 minutos, de forma posterior, 10%
v/v de cloroformo anhidro (299%) fueron también inyectados

6.7 Cuantificacion de gases **CHys, °N,0, ¥CO,, *N,

La cuantificacién de las concentraciones de los gases marcados utilizados en
los ensayos en lote, fue llevada a cabo por el método analitico de Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS, por sus siglas en inglés): Para
este objetivo, se emple6 un equipo de Cromatografia de gases (Agilent
Technologies 7890B) equipado con una columna HP-PLOT/Q con una fase
estacionaria de poliestireno-divinilbenceno: 30 m x 320 ym x 20 ym  (Agilent
Technologies 19091P-Q04) utilizando helio como gas acarreador. La temperatura
del puerto de inyeccién fue 250° C y 2.1499 psi de presion, mientras que la
temperatura del horno inici6 en 70°C con una rampa de 20 °C/min durante 3
minutos. Todo el método anterior se acopl6é a un sistema de deteccién de masas
(Agilent Technologies 5977A MSD). Brevemente, de cada microcosmos se extrajo
una muestra con un volumen de 20 pyL de gas proveniente del espacio de cabeza,
una vez por dia durante nueve dias, y se inyecté de manera manual.

Para la cuantificacion de todos los gases y sus productos, se realizaron curvas de

calibracion empleando los mismos gases marcados utilizados para los ensayos en
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lote, dichas curvas se realizaron bajo las mismas condiciones de temperatura,
volumen y presion.

6.8Composicion elemental

Para conocer la composicion a nivel elemental, 2 g de sedimentos fueron
digeridos en medio acido utilizando agua regia (HNOs: HCL). El resultado de esta
digestion fue analizado por Espectroscopia de emision oéptica de Plasma de
Acoplado Inductivamente, usando un flujo del nebulizador de 0.75 L/min, potencia
de 1kw, tiempo de lavado de 10 segundos y a una velocidad en la bomba de 15 rpm
(ICP-OES, Varian 730-ES). Finalmente, cada muestra fue evaluada por triplicado.
El mismo analisis fue realizado en el agua de poro, para este objetivo, 10 mL de
agua fueron centrifugados de los sedimentos.

6.9Carbono organico total

Para medir el contenido de materia organica presente en el sedimento de
estos sitios, se determind el carbono organico total (COT). El cual fue analizado en
el equipo TOC-Vcsy (TOTAL ORGANIC CARBON ANALYZER de SHIMADZU),
equipado con un modulo de muestreo para solidos (SSM-5000 A) y liquidos (ASI-V,
SHIMADZU). 1 g de sedimento seco fue procesado a 900°C utilizando O como gas
acarreador. Las muestras fueron analizadas por triplicado para tener mayor certeza
de los resultados.

6.10 Determinacion de Sulfato

El sulfato fue cuantificado en agua de poro. Brevemente, un volumen de 10
mL de sedimento fue centrifugado quedandose con la fase liquida, posteriormente
ésta fue filtrada a través de membranas de nitrocelulosa con un tamafio de poro de
0.22 micrometros y finalmente se cuantificé por un sistema de Electroforesis capilar
(Agilent 1600 A).

6.11 Determinacion de sulfuro disuelto

La concentraciéon de sulfuro disuelto fue determinada por el método
propuesto por Cord-Ruwish (1985). Brevemente, 100 microlitros de la fase liquida
de cada botella seroldgica en fase experimental se hizo reaccionar con cuatro
mililitros de una solucién 4cida de CuSO4 e inmediatamente se midi6 la absorbancia

en un espectrofotdmetro UV-VIS a 480 nm.
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6.12 Soélidos Totales, Volatiles y fijos

Para conocer la cantidad de sélidos volatiles y fijos se procesaran las
muestras de acuerdo a la metodologia dictada por APHA (1998). Brevemente se
pesa 1g de muestra por triplicado y se depositan en capsulas de porcelana a peso
constante. Se secan a 105 °C por 24 horas, registrando peso y finalmente
calcinando a 550°C en mufla (Cole-Palmer) por 2 horas y se registra nuevamente
el peso final.

6.13 Determinacion de Hierro

Para conocer la concentracion de Hierro disuelto en los microcosmos (hierro
ferroso producto de la reduccion de citrato férrico) éste fue cuantificado mediante la
técnica de Ferrozina (Stookey, 1970).

6.14 Determinacion de lareduccion de acidos humicos

La cantidad de electrones aceptados por las SH seran cuantificados de
manera indirecta por la técnica de la ferrozina segun la metodologia propuesta por
Lovley y col. (1996) donde los grupos quinona se medird mediante un método
espectrométrico reportado por Cervantes y col. (2001) en una camara anaerobia
con una atmoésfera Ha:N2 (5%:95%).

6.15 Grupos funcionales de las sustancias humicas y sitios redox

Para demostrar cualitativamente si hubo diferencias entre tratamiento, se
analizé el patron de bandeo, especificamente para grupos quinona presentes en las
sustancias hamicas, las cuales han sido consideradas como grupos participantes
en procesos redox por microorganismos. Para este objetivo, muestras extraidas de
los ensayos en lote, al final del segundo ciclo de incubacion, fueron secadas a
temperatura ambiente en una camara anaerobia y trituradas con un mortero de
agata para su posterior andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR).

6.16 Nitrato, nitrito y amonio

El nitrito, nitrato y amonio fueron evaluados a través de técnicas

espectrofotométricas. El nitrito se determind a través de técnicas estandares en
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medio acido a 275 nm y el valor obtenido se corrigié al medir la materia organica
disuelta a 220 nm. El nitrato fue evaluado a través de la formacion de un color rojizo-
purpura al formarse un complejo a través de la reaccién con sulfanilamida y N-(1-
Naftil) etilendiamina diclorhidrato, este compuesto se midié a una longitud de onda
de 543 nm. Estas determinaciones fueron realizadas en un espectrofotometro (UV-
VIS, agumate de Thermo Scientific). Finalmente, el amonio fue cuantificado a través
del indofenol, el cual es formado por la reaccion de amonio, hipoclorito y fenol,
catalizados por nitroprusiato de sodio, esta mezcla se dejé reaccionar al menos 1
hora en obscuridad para su posterior medicion a 640 nm en el equipo uv-Vis
GENESYS 10 uv-vis, de Thermo Scientific.

6.17 Analisis moleculares de Sedimentos

Para conocer la composicion de la comunidad microbiana que sustento la
reduccién de N2O en los microcosmos, se extrajo DNA gendmico de los sedimentos.
Para evaluar si microorganismos reductores de Oxido nitroso, se encontraban
presentes en el sedimento de los ensayos en lote, se opt6 por el empleo de primers
reportados en la bibliografia para la amplificacién, clonacion y secuenciaciéon del
gen nosZ
Posterior a la secuenciacién, las muestras fueron analizadas, procesadas y
alineadas a través de un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) desde el
servidor del Centro Nacional Para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus
siglas en inglés).

6.18 Extraccion DNA

Al final del segundo ciclo de los ensayos en lote, todos los microcosmos
fueron almacenados a -80°C en ultra congelacion (Revco) para conservar la
condicién a la cual se encontraban. Los microcosmos de todos los tratamientos
(excepto la condicion de esterilidad con o sin sustancias humicas) fueron
seleccionados para extraer DNA gendémico.
El DNA fue extraido de un volumen de 0.5 ml con un kit comercial (DNA Power soll
de MoBio). De manera breve, se extrajo el volumen antes mencionado de los
microcosmos con una jeringa desechable para obtener de esta manera fase sélida

y liquida. Antes de proceder con el protocolo descrito por el fabricante, tres lavados
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con buffer fosfato salino (PBS al 1%) y centrifugaciones a trece mil revoluciones por
minuto (rpm) fueron realizados. Para el control positivo del gen nosZ se utilizé
biomasa de una columna desnitrificante incubada por 3 meses a 28°C. Al ser
biomasa pura, se pesaron 0.5 g del lodo desnitrificante para su extraccion.

6.19 PCR 16s rRNA

Para comprobar que se realizd con éxito la extraccion de ADN, se cuantifico
la calidad y concentracion en un nanodrop (NANODROP-1000, de Thermo
Scientific) a una longitud de onda de 260/230. Posteriormente, se corrié una PCR
amplificando el gen 16s rRNA. La reaccion se llevé a un volumen de 25 pl y
utilizando los primers 27F y 1492R. Las condiciones para el PCR fueron 94°C, 10
minutos; 94°C 1minuto, 54°C 1minuto, 72°C 2.5 minutos por 30 ciclos y f 72°C 5
minutos. Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa 1% con buffer TAE 1X para la corrida en la camara de electroforésis a 40
minutos y 90 volts.

6.20 PCR convencional del gen nosZ

Para evaluar si se encontraba presente el gen que codifica la enzima para
reducir el 6xido nitroso a nitrdgeno molecular, se amplifico el gen nosZ. Recordemos
gue este gen ha sido dividido en dos grandes clados, denominados como clado | y
clado Il. En este trabajo, ambos clados fueron considerados para ser amplificados.
Con el objetivo de eliminar cualquier molécula que inhibiera la reaccion de PCR, las
extracciones de DNA de las tres réplicas por tratamiento, fueron reunidas y eluidas
a través de columnas para su limpieza con el kit OneStep PCR Inhibitor Removal
de Zymo Research.
Los primers empleados fueron: para el clado I, nosZl 1840F y 2090R (Henry et al.,
2006) y para el clado Il, nosZ-1I-F y nosZ-II-R (Jones et al., 2013). Estos ultimos,
corresponden a la posicion 1162-1178 y 1889-1907 del gen nosZ de P. denitrificans
PD1222. Las condiciones evaluadas de PCR para el gen nosZI fueron las descritas
por Conthe et al. (Conthe et al., 2018) . Para el caso del gen nosZll, éstas fueron
establecidas en este trabajo; sin embargo, se tomaron como base las reportadas

por Jones et al., (2013) las cuales se describen a continuacion; 95°c por 5 minutos,
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40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 48°C por 60 segundos, 72°C 60 segundos y
una etapa final de 72°C por 10 minutos.
Finalmente, los productos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa al
1.5-2 % esperando un producto de ~ 750 pb.

6.21 Clonacion

Los productos de PCR amplificados, especificamente para el clado I, fueron

purificados con el sistema Wizard SV gel and PCR Clean-up System (Promega).

Para llevar a cabo la ligacion, una vez que los productos del gen nosZIl quedaron
limpios, fueron ligados al vector pGEM-T Easy (Promega) con una T4 DNA ligasa,
ver componentes de la ligacion en Tabla 4. La reaccion fue llevada durante toda la
noche a 4°C. Finalmente, los productos de esta ligacidén se limpiaron con cloroformo
como lo describe el protocolo para pJET. Una vez procesadas las muestras, éstas
fueron utilizados para la transformacion de la linea celular E.coli DHAS (células
guimicamente competentes) mediante la técnica de electroporacion llevada a cabo
en un electroporador ECM 630 bajo las siguientes condiciones; Voltage 2500 V,
Resistor 0200 Q, capacitor 0025 F.

Tabla 4. Compenentes de la raccion de ligacion.

Reaccion
Componente (uL)
Buffer de ligacion (2x) 8
pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1
Producto de PCR 10
T4 DNA Ligasa (3 Weiss units/pl)
Agua libre de nucleasas 0

Las células transformadas fueron sembradas por la técnica de extension en placa
en medio LB, el cual contenia el antibidtico carbenicilina [L00 mg/ml], 1 microlitro

por mililitro de medio, X-GAL [40 mg/ml] del cual agregamos 20 microlitros por caja
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petri e IPTG [100mmol] agregando 100 microlitros por caja. Posterior a este paso,
todos los cultivos fueron puestos en incubacién a una temperatura de 37°C por 18
horas. Las colonias que resultaron positivas, es decir que contenian el inserto
(colonias blancas), fueron seleccionadas para una extraccion de DNA plasmidico,
la cual se desarroll6 bajo el método descrito por Maniatis et al. (1989) y se verificd
mediante PCR con los primers universales M13F y M13R. La reaccion de PCR se
llevé a cabo con las siguientes condiciones; si el inserto se encontraba presente, se
procedia a una purificacién por precipitacion con hidroxido de potasio, para
fiinalmente cuantificar y observar la calidad y pureza del DNA extraido a través de
las longitudes de onda 260/230 en un nano drop.

6.22 Secuenciaciény procesamiento

Las muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleétidos en
secuenciadores automatizados 3130 y 3500 Series Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

Para el procesamiento y posterior alineamiento de las secuencias, éstas fueron
limpiadas, es decir, se eliminaron las secuencias pertenecientes a regiones del
vector que aun estuvieran presentes en las lecturas, este procedimiento fue llevado
a cabo de manera manual y apoyada en la herramienta VecScreen de la plataforma
NCBI. Por ultimo, las secuencias entre 690 y 720 pares de bases fueron alineadas
en el BLASTX, para comparar con las bases de datos en NCBI. Todas las
secuencias problema traducidas a nivel de proteina, mas las secuencias con mayor
similitud arrojadas por BLASTX, fueron utilizadas para un andlisis filogenético en el
programa MEGA?Y.

6.23 Analisis Estadisticos

En el caso de la correlacion entre microorganismos identificados y el
tratamiento evaluado, o su condicion, un NMDS con el indice de Jacard fue llevado
a cabo.
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7. RESULTADOS

7.1Caracterizacion de sedimentos: Carbono en agua y sedimentos

Cuatro sedimentos de sistemas acuaticos, dos provenientes de lagos
boreales, Alaska y Siberia, un humedal costero, Sisal, y sedimento de las playas de
San Quintin en Baja California, fueron caracterizados.
El carbono total, organico e inorganico, fue evaluado en muestras sélidas y liquidas.
El panel (a) de la Figura 4 representa la concentracion de carbono total presente en
el agua de poro. Bajo este parametro cuantificado, el humedal de Sisal presenta la
mayor concentracion con 279.73 mg /L seguido de Baja California (82.91 mg/L) y
finalmente, los cuerpos de agua boreales, los lagos de Alaska y Siberia 27.67 y 22
mg /L, respectivamente. Es evidente que debido a la saturacién de agua que
presentan los humedales y el desplazamiento de oxigeno de espacios intersticiales,
se favorezca la acumulaciéon de C debido a que la velocidad de descomposicién de
la materia organica es menor (Herndndez, 2010).
El panel (b y c) muestran las concentraciones de carbono orgénico e inorganico
evaluados en agua de poro, de igual forma que para el panel (a). En el caso del
carbono organico total, se sigue la misma tendencia del panel (a). El humedal Sisal
presenta la mayor concentracién, seguido de Baja California, Alaska y Siberia (Ver
datos en Tabla 4 y 5). El panel (c) representa las concentraciones de carbono
inorgénico y los valores pueden apreciarse en la Tabla 4 y 5. Finalmente, en el panel
(d) se presenta el carbono total de muestras de sedimento seco, como era de
esperarse por su naturaleza, el sitio con mayor concentracion de C fue Sisal,
seguido de los lagos boreales de Siberia y Alaska y finalmente el sedimento marino
de Baja California, 183.77, 60.96, 44.66 y 28.43 mg Qsedim. seco -. EStos resultados
concuerdan con lo descrito por Hernandez (2010), quien evidencia que la
concentracion de carbono en los suelos de humedales de Norteamérica, entre 470
y 2902 Mg C ha'.
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Figura 4. Carbono total, organico e inorganico presente en el agua de poro (a, by
c) y carbono total presente en sedimento de los 4 sitios estudiados (d). Cada barra
representa el promedio de mediciones por triplicado. Las barras de error
representan la desviacion estandar entre réplicas.

Tabla 5. Carbono orgéanico total y carbono total en agua de poro.

. CT COoT Cl % COT /CT
Sitio
mg /L mg /L mg /L
Alaska 27.67 24.76 0.49 89.47
Siberia 22.00 17.94 0.65 81.56
Sisal 279.73 258.00 18.30 92.23
B.California 82.91 70.85 8.66 85.45

CT, carbono total; COT, carbono orgéanico total; Cl, carbono inorgénico
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Tabla 6. Concentracion de Carbono total en sedimento

Sitio mg CT/ g sedimento % C/ g sedimento
seco seco
B. California 28.43+0.5 2.84
Alaska 44,46 =1.59 4.44
Siberia 60.96 +1.91 6.09
Sisal 183.77 +0.08 18.38

7.2 Caracterizaciéon de sedimentos

Las Tablas 7 Y 8, muestran un resumen de la caracterizacién fisicoquimica
de sedimentos y agua de poro de los diferentes sitios empleados hasta ahora en
esta investigacion. Los valores presentados son el promedio de mediciones hechas
por triplicado y las desviaciones entre sus réplicas.
Un hallazgo importante es la presencia de nitratos en los 4 sitios, lo cual nos indica
que este compuesto podria estar entrando en el ciclo del carbono, a través de la
oxidacion anaerobia de metano acoplada a nitrato (n-damo). Por otro lado, la
presencia de nitrito sélo fue observada en el agua de poro del humedal Sisal. Este
hallazgo nos da pauta para pensar en que el proceso de desnitrificacion esta siendo
llevado a cabo. Por otro lado, en el agua de poro de Alaska, Siberia y Baja California,
el nitrato no fue detectado, esto puede ser ocasionado por factores como el oxigeno
disuelto, la temperatura, la relacion carbono nitrégeno y el pH quienes inhiben la

desnitrificacién inclusive a nivel enzimatico.
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Tabla 7. Caracterizacion fisicoquimica de agua de poro y sedimento de Alaska, USA

y Siberia, Rusia.

Parametro Alaska Siberia
Agua de poro Sedimento Agua de poro Sedimento
Georreferencia 64.8698, -147.902 67.513476, 86.591353
(latitud longitud)
cT n.a 44.46 + 0.59 n.a 60.96
(mg gSedim.Seco_1 )
CT(mgl?) 27.67 £0.04 n.a 22.00+£0.04 n.a
COT(mgl?) 24.75+£0.03 n.a 17.94 £0.06 n.a
CIT (mg ) 4.87 £0.02 n.a 6.02 £ 0.01 n.a
Fer 1.48+1.9 6.69+0.8 0.04 £0.01 16.35+ 3.03
(mgml?t)
(mg 8sedim. seco_l)
Mnr 4.63+0.03 0.38+0.33 0.0+0.0 0.32+0.06
(mgml-1)
(mg 8sedim. seco_l)
NOs (mgl?) 5.27 £0.01 n.a 5.70+0.02 n.a
NO2- (mgI?) 0.0+0.0 n.a 0.0+0.0 n.a
NH4* (mgI?) 0.15+0.01 n.a 0.0+0.0 n.a
pH 7.54 n.a 6.73 n.a
Sulfuro (mM) 0.0+£0.0 n.a 0.35+0.2 n.a
S04% (mgl?) 1305.64 + 140.12 n.a 104.94 + 26.57 n.a
Temperatura (°C) 4.8 n.a 4.3 n.a

n.a. No aplica la medicion.

Otro hallazgo importante es la concentracion de hierro, medida como hierro total en
sedimento y agua de poro, en este caso la mayor concentracién se presenté en el
sedimento del lago de Alaska con 16.35+ 3.03 mg/g-sed el cual, al ser un elemento
muy dinamico, puede prevalecer tanto en su forma oxidada F (I11) o reducida F () y

participar en procesos microbianos o reacciones abioticas.
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica de agua de poro y sedimento de Sisal,
Yucatan, Mex. y Baja California, Mex.

Parametro Sisal Baja California
Agua de poro Sedimento Agua de poro  Sedimento
Georreferencia 21.1572222 -90.0525 30.75 -116.00016
(latitud longitud)
CT n.a 183.77 £ 0.08 n.a 28.43 £ 0.58
(mg gsedim. Seco-1 )
CT(mgl?) 279.73+1.3 n.a 82.91+0.11 n.a
COT (mg ) 257.99 +2.21 n.a 70.85 + 0.27 n.a
CIT (mgl?) 23.66 £ 0.8 n.a 14.03+£ 0.5 n.a
Fer 0.48+0.3 1.01£1.0 0.03+0.03 6.24 £ 0.01
(mgml?)

(mg 8sedim. seco-l)
Mnt 0.02+£0.01 0.03+£0.03 0.33+0.1 0.16 £0.01
(mg mi*)
(mg 8sedim. seco-l)

NOs (mgl?) 11.58 £ 0.03 n.a 6.76 £ 0.01 n.a
NO2- (mgl?) 0.14+0.0 n.a 0.0+0.0 n.a
NHz* (mgI?) 0.14+0.0 n.a 0.08 n.a
pH 7.2 n.a 8 n.a
Sulfuro (mM) 0.0+£0.0 n.a 0.0+0.0 n.a
SO.% (mgl?) 6618.51 n.a 19967 + n.a
63.25 72.183
Temperatura (°C) - na 28.9 n.a

n.a= No aplica la medicion

7.3Barrido elemental por ICP-OES
Se analiz6 la composicién elemental de cada sitio a través de una extraccion
acida y una lectura por ICP-OES. Los elementos explorados se muestran

acontinuacion.

Tabla 9. Elementos analizados en agua de poro y sedimento de los cuatro sitios

Ag Al As B Ba Be Ca Cd Co Cr
Cu Fe K Li Mg Mn Mo Na Ni P
Pb Sb Se Si Sn Sr Tl V Zn
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Figura 5. Composicién elemental evaluada en agua de poro por ICP-OES de los 4
sitios. Las barras representan el promedio de mediciones por duplicado. En los 4
paneles sblo se muestran los elementos mas abundantes del total de 29 analizados
para cada sitio.

La composicion elemental entre sitios es variada; sin embargo, concuerda con la
naturaleza del sitio, como se puede apreciar en el panel b y ¢ (Muestras de agua de
poro) la composicién de Na?* es mayor (1000 y 800 mg/l), debido a que el humedal
de Sisal tiene entradas de corrientes marinas y en el caso de Baja California era de
esperarse debido a que es una muestra tomada en costa. Lo destacable de los sitios
boreales es la alta concentracién de Ca en Alaska y de silice en Siberia. El primero
podria estar presente dado el equilibrio de los carbonatos y estarse acumulado
como carbonato de calcio, informacién que aun es preliminar puesto que hasta que
no se haga un analisis de minerales por XRD, no se sabra en qué estado se

encuentran tales elementos.

31



a. Siberia b. Sisal
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Figura 6. Composicion elemental evaluada en sedimentos secos por ICP-OES de
los 4 sitios. Las barras representan el promedio de mediciones por duplicado. En
los 4 paneles so6lo se muestran los elementos mas abundantes del total de 29
analizados para cada sitio

Es importante destacar la presencia de Aluminio y hierro en los suelos de lagos
boreales (panel a) de Siberia con 16.35 de Fe y 20.97 de Al y Alaska (panel c) 7.46
Fey 6.69 Al mg/L, ya que estos elementos podrian estar en forma de hidréxidos, no
disponibles del todo para los microorganismos hierro-reductores; sin embargo, la
presencia de materia organica, humus, podria hacer posible este fenémeno.
Ademas, se destaca la presencia de Mn en concentraciones de 0.32 y 0.38 mg/L en
los mismos sitios, lo cual podria competir (dependiendo del estado de oxidacion en
el que se encuentre) en las reacciones de complejacion con otros elementos o
incluso la materia organica, (datos de los demas elementos no se muestran en este
documento).
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A través de esta breve caracterizacion y un primer experimento de exploracién de
metanotrofia de los 4 sitios (datos no mostrados) los candidatos para evaluar la
capacidad de la comunidad microbiana de utilizar a las SH como mediadores redox,
fueron por parte de los lagos boreales, el de Alaska por contener una mayor
cantidad de Carbono en su sedimentos el cual fungiria como materia organica
natural y podria participar en las reaccion propuesta en esta tesis, ademas de que
fue el Unico lago que presento una ligera actividad al incubar microcosmos a 4°C ,
sin embargo, el desconocimiento total del sitio repercute en redoblar esfuerzos,
reflejados en tiempo, para encontrar las condiciones éptimas a las cuales el proceso
sea llevado a cabo. Por otro lado, el humedal Sisal, ya explorado con anterioridad
por el grupo de trabajo, es un sitio donde se ha demostrado existen microrganismos
con la capacidad de metabolizar CH4 sustentado por SH y materia organica natural
(MON), por lo que este hecho determiné que el humedal Sisal, fuera elegido para el
propdsito de esta tesis.

7.4 Cinéticas de oxidacion de metano y reduccion de 6xido nitroso

7.4.1 Preincubaciony seleccion de sedimentos a evaluar

Como se observé en la Seccion anterior, 4 sedimentos provenientes de
diferentes cuerpos acuaticos se caracterizaron. Dentro de todos ellos, una
propiedad a resaltar es el contenido de carbono total medida en sedimento y agua
de poro, la cual fue encontrada en mayor concentraciéon en el sedimento proveniente
del humedal Sisal. Ademas, los primeros ensayos en lote realizados para 3 de los
cuatro sedimentos (Excepto para el de Baja California) no mostraron evidencia
contundente, hasta ese momento, en el consumo de metano y 6xido nitroso. Debido
a estas dos caracteristicas, se optd por trabajar sélo con la muestra del humedal
Sisal, la cual anteriormente ya ha sido reportada con la capacidad de oxidar metano
de manera anaerobia (Valenzuela et al., 2017; 2019). Por lo que, a partir de este
momento, todos los resultados (cinéticas y analisis moleculares) corresponden sélo

a este sitio.

Las cinéticas de oxidacién de metano y reduccion de 6xido nitroso fueron evaluadas
en dos ciclos. Los ciclos comenzaron después de una aclimatacién de los
33



microcosmos a 28°C por alrededor de un mes. Durante este periodo no fueron
agregados SH ni tampoco gases marcados. Posterior a este evento, los
microcosmos fueron abiertos y se realiz6 cambio de medio y atmdsfera como se
describid en la Seccién 6.4. Previo al inicio de los ensayos en lote, un ciclo de pre
incubacion de los microcosmos (con inyecciéon de 2 mL de metano, 2 mL de éxido
nitroso marcados y 2 g/L de sustancias humicas PP) fue realizado, con el objetivo
de definir el tiempo de muestreo durante los ensayos, arrojandonos que en un
tiempo maximo de 4 dias (Datos no mostrados en este trabajo), ya no era posible
detectar el 1°N2O en fase gaseosa. De esta manera se establecié que la duracién
de cada ciclo seria dependiente del consumo total del °N2O, es decir, el final de
cada ciclo se establecié al no detectar en fase gas el espectro de ®N.O en el
cromatografo de gases acoplado a masas, debido a que este gas se comportd

como el sustrato limitante.

7.4.2 Ensayos en lote: Ciclo |

Como se puede apreciar en la Figura 7, especificamente en el panel a) los
tratamientos con sustancias humicas (presentes en color azul), de manera general,
muestran velocidades de consumo y consumo neto mayores con respecto a los
demés tratamientos (en color rojo los tratamientos sin SH y en color negro los
controles estériles); por ejemplo, a través de una regresion lineal y el célculo de la
pendiente en el periodo méximo de consumo, el tratamiento 1, que es la condicién
gue tratamos de probar en este estudio, presentd un consumo neto de 13.18 mmol
al dia 3, de los 14.2 mmol ingresados al sistema, es decir, alrededor del 93% fue
metabolizado a una velocidad maxima de consumo de 4.03 mmol **N,O / dia g-sed.
Se puede observar que la adicion de SH impact6 sobre la velocidad de consumo,
sin embargo, el mecanismo por el cual este fendmeno se presento, no fue descrito
en esta investigacion pero, probablemente intervengan propiedades como la
solubilidad o la difusividad de gases en liquidos. Por otro lado, la condicion similar
pero sin SH, es decir el tratamiento 6, corrobora este hallazgo, pues la velocidad
maxima alcanzada fue ~ 4 veces menor 1.05 mmol **N.O / dia g-sed que el

tratamiento 1.
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Figura 7. Cinética de metano y 6xido nitroso con y sin sustancias himicas durante
el ciclo 1. Los tratamientos con sustancias himicas se indican en color azul y los
gue no contienen sustancias hdmicas en color rojo A) Reducciéon de *N.O, B)
Produccién de 3CO.. Los simbolos corresponden a: (-m-)Sed +3CH4 +°*N20 ; (-0-)
Sed+ N0 . (-m-) Sed-PP+13CH,+°N20; (-¢-)Sed-PP +1°N2O; (-mx-)Sed-PP +13CHj,4
5N20+ Estéril ; (=)Sed +13CHa +1°N20 + Estéril.
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En este ciclo hay que destacar el corto periodo de tiempo (3 dias) en el que el éxido
nitroso fue consumido, ademas en el panel B) de la Figura 7 se puede apreciar que,
al dia 4, este consumo coincide con el aumento de la mineralizaciébn de metano

expresado como 0.53 mmol de 3CO.. que para el dia 3 alcanzaron valores de

Hasta este momento, este es el primer hallazgo, aportado por esta tesis de que las
sustancias humicas promueven el consumo de dos GEl y ademas, hay que
destacar, que se comprueba de manera contundente que el proceso es llevado a
cabo por la microbiota presente en el sedimento, debido a que en los controles
estériles (color negro) no se detect6 actividad metanotréfica relacionada a la

produccion de!*CO: ni desnitrificante 1°N»
7.4.3 Capacidad aceptora de electrones de las sustancias humicas, ciclo |

Durante el periodo de la cinética de oxidacién y reduccion, de manera
paralela fue medida la capacidad acceptora de electrones de las SH de manera
indirecta como la cantidad de hierro ferroso producido por la oxidacién de citrato
férrico. Como se aprecia en la Figura 8. La tendencia de los tratamientos hace
sentido con las condiciones provistas en cada microcosmos y las mediciones de
oxidacion y reduccién de metano y Oxido nitroso; por ejemplo, se puede observar
que el tratamiento que contenia sélo sedimento y SH, no muestra un incremento a
través del tiempo en la reduccién de SH, debido a que no existen factores externos
gue la promuevan, por otro lado el tratamiento completo pero en condiciones de
esterilidad presenta un desempefio alun menor al antes mencionado, lo que
demuestra la efectividad del proceso de esterilidad y que los procesos microbianos

de transferencia de energia no estan ocurriendo.
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Figura 8.Reduccion de sustancias humicas por el sedimento del humedal Sisal,
determinada por el método de la ferrozina, durante el ciclo I. Reduccién de
sustancias humicas por método de la ferrozina, ciclo Il. Los simbolos representan
los siguientes tratamientos: (-m-) SH-PP +13CH4 +1°N20; (°) Sed+ 3CHy4; (-¢-) Sed-
PP.®N,O; ( °) SH.PP; (-m-) Sed-PP +13CH, +!5N,O+ Estéril

Caso contrario se observa para los tratamientos 1, 2 y 3 quienes conforme pasa el
tiempo van aumentando su capacidad de reduccion, sin embargo, no existe ninguna
diferencia entre ellos por lo que es dificil apuntar si este efecto es debido a la
presencia de algun gas en el sistema o se estd enmascarando por la gran cantidad
de materia enddgena. En la Tabla 10, se enlistan las velocidades de reduccién de

las sustancias humicas calculadas a través de una regresion lineal.

Tabla 10. Velocidades de reduccion de las SH-PP, ciclo 1

Velocidades de reduccion de las SH-PP (umol L day™?)

SH-PP + "*N,0O + 13CH, 138.71 +- 54.53
SH-PP + 13CH, 136.58 +- 72.75
SH-PP + °N,O 161.49 +- 85.54

SH-PP 33.95

Estéril ("*N,O + 3CH,) 10.44 +- 2.34
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Si observamos especificamente en el dia 5, se aprecia como el hecho de que exista
un donador externo, en el caso del metano (circulo gris) este va a fungir como el
principal proveedor de electrones para las sustancias humicas, sin embargo las
desviaciones de los datos son tan grandes que no es evidente esta posibilidad. por
lo que las hace tener un mayor namero de electrones para donar después de ser

reducidas.

7.5Ensayos en lote: Ciclo Il

Para el segundo ensayo, los microcosmos utilizados en el primer ciclo fueron
reutilizado; sin embargo, se desacoplo la cinética con respecto al ciclo previo; es
decir, se renové la atmésfera y el medio, ademas el volumen de inyeccién de 1°N,O
fue de 4 mL, mientras que el volumen de metano se mantuvo como en ciclo anterior
(2 ml). De igual manera, las concentraciones de ambos gases y sus productos
fueron medidas diariamente durante nueve dias por GC-MS.

7.5.1 Reduccidn de Oxido Nitroso

Todos los tratamientos incubados en presencia de sustancias humicas
mostraron un efecto positivo (significativo) en el consumo del Oxido nitroso,
independientemente del tratamiento. Una evidencia contundente del uso de
sustancias humicas como mediador redox, se observo en la tasa de consumo de
oxido nitroso en el tratamiento completo (Tratamiento 1), fenédmeno presentado con
anterioridad en el ciclo I. Sin embargo, en este caso, el gas fue consumido en un 73
% y de este total un 81 % se encontré en forma de ®*N, La cantidad de **N.O
consumida observada en este ciclo, fue menor comparada con el ciclo | (~93% de
consumo), lo cual es un hallazgo muy interesante, debido a que muy posiblemente
en el ciclo I, aun existian donadores de electrones intrinsecos que pudieran estar
sustentando el proceso, por lo que el ciclo Il representa una prueba mas clara del
aporte del donador de electrones (metano) sin sobrestimar la capacidad de
metabolizar °N-O.
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La Tabla 11 muestra los valores de las velocidades maximas de reduccion de
metano y de o6xido nitroso, con estos hallazgos es posible decir que el
comportamiento con respecto a la velocidad de consumo de **N.O en los
tratamientos con SH-PP fue similar al ciclo I. De manera particular, la velocidad
maxima de consumo de N0 en el tratamiento 1 fue ~ de 13 veces mayor con
respecto a su contraparte el tratamiento 6. La tasa maxima de reduccion calculada
fue de 1.69 mmol ®N,O / dia g-sed y un consumo neto de 5.53 mmol en nueve dias.
Por otro lado, su contraparte (Tratamiento 6) alcanzé una tasa de 0.13 mmol *N,O
/ dia g-sed. En esta etapa, el impacto en la velocidad de consumo sobre el 1°>N.O
fue aun as marcada entre los tratamientosque en ciclo anterior. A pesar de que en
la fase gas ya no fue posible detectar el 1°>N,O, su producto generado, es decir *°N,
s6lo se pudo cuantificar en un 81%, por lo que se asume que el otro porcentaje
restante pudo haber sido asimilado como biomasa.

Estos hallazgos nos dieron pauta para proseguir dentro de las etapas de esta
investigacion, es decir, por métodos moleculares, amplificar el gen funcional nosz,

gue hasta la fecha es el responsable del Unico sumidero de 6xido nitroso.
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Figura 9. Cinética de metano y 6xido nitroso con y sin sustancias humicas durante
el ciclo Il. En los 3 paneles se muestran los tratamientos con sustancias humicas en
color azul y los que no contienen sustancias hamicas en color rojo. Las gréficas
corresponden al segundo ciclo de incubacion. Los simbolos corresponden a: (-m-
)Sed +3CHs +°N20 ; (-0-) Sed+ ®N2O . (-m-) Sed-PP+ 3CHj +°N,0; (-¢-)Sed-PP
+N,0; (-mx-)Sed-PP +13CHj +°N,O+ Estéril ; (-=+)Sed +3CH4 +**N20 + Estéril.
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Tabla 11. Balances de 13-Carbono y 15-Nitrégeno en el ciclo Il. En esta tabla sélo se enlistan los tratamientos con

sustancias humicas.

Tratamiento

concentracion inicial

concentracion final

Velocidad méaxima

Velocidad méaxima

(mmol) (mmol) de reduccién de oxidacién
(mmol) (mmol)
13CH4 15 Nzo 13002 3ON2 15N20 13CH4
dia?t g-sed? dia?t g-sed?
Sed-PP + N0 + 5.31 8.97 0.76 4.5 1.69 +- 0.003 0.071 +- 0.005
B3CH4,
Sed-PP + 13CH4 5.85 -- 0 0 -- 0.08 +- 0.004
Sed-PP + N0 -- 10.62 0.4 5.02 1.47 +- 0.01 --
Sed-PP -- -- 0 0 -- --
Sed-PP+'°N.0 + 5.36 7.75 0 0 0.13 +-0.01 0.037+- 0.02

13CH, + Estéril
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Tabla 12. Balances de 13-Carbono y 15-Nitrdgeno en el ciclo Il. En esta tabla sélo se enlistan los tratamientos sin sustancias

humicas
concentracion concentracion Velocidad maxima Velocidad maxima
inicial final de reducciéon de oxidacion
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol)
Tratamiento 13CH4 15N,0 30N, I5N,0 13CH4
dia?t g-sed? dia?t g-sed?
Sed + ®N,0O + 13CHs 5.09 6.33 0.67 0.13 +-0.01 0.022 +- 0.04
Sed + 13CH4 4.86 -- 0 -- 0.004 +- 0.003
Sed + *N,O -- 8.20 3.67 0.7 +-0.29 --
Sed-PP -- -- 0 -- --
Sed +1°N20 + 13CHj4 5.49 7.54 0 0.50 +- 0.15 0.047 +- 0.01

+ Estéril
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La mas alta velocidad de consumo de éxido nitroso bajo el tratamiento sin metano,
puede deberse a donadores intrinsecos presentes en el sedimento. Un resultado
interesante es el alto valor de consumo de metano ~ 3.02 milimoles por parte del
tratamiento 2 enlistado en la Tabla 2. Sin embargo, al hacer su seguimiento hasta
dioxido de carbono, éste no fue detectado. Es posible que debido a su elevada
concentracion, entré en equilibrio con los carbonatos presentes y posteriormente
permanecio precipitado con calcio, al ser uno de los elementos mas abundantes de
este sedimento ~8 (mg L) formando CaCOs o con hierro, formando FeCO3.

A la fecha, sélo existe un reporte sobre la oxidacion anaerobia de metano acoplada
a la reducciéon de 6xido nitroso. Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, no se
utilizaron sustancias humicas externas y el sedimento provenia de un humedal
artificial. En este trabajo, se argumenta que el éxido nitroso por un lado, estimula la
via intra aerobia de consumo de metano reflejando en un aumento en el nimero de
enzimas de la cadena de transporte de electrones y por el otro, inhibiendo la
comunidad de microrganismos metandgenos (Cheng et al., 2019). Debido a que
hasta este momento, no se cuenta con la informacién a detalle del mecanismo de
acoplamiento, se especula que este proceso podria estar llevandose a cabo en
nuestro sistema de igual forma, sin embargo se requiere verificar con herramientas

moleculares.

7.5.1 Capacidad aceptora de electrones de las sustancias himicas, ciclo Il

El la Figura 10 se aprecia cdmo, al pasar los dias de incubacion, la reduccion
de las sustancias humicas fue en aumento (Ver Tabla 13). En este ciclo se observo
una tendencia en cuanto a la capacidad de reduccién de las SH, de acuerdo a la
condicién fijada en cada tratamiento, es decir, el tratamiento que so6lo contenia
metano, propiciaria aun mas la reduccion de las SH, debido a que era una fuente
donadora de electrones extra en el sistema, fendmeno que posteriormente se
confirmé al calcular la maxima pendiente alcanzada, que para este caso en
particular fue de 402.8 umol L dia, el doble que la del tratamiento 1 donde al estar
en contacto un donador y un aceptor externos, los sitios activos redox de las SH

estarian en contaste cambio de estado de oxidacién. Por otro lado, también se
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observa reduccion de sustancias humicas en el tratamiento donde no hay
donadores externos (en ausencia de metano), lo cual nos indica que los donadores
enddgenos del sitio como nitratos, sulfatos o hierro propiciaron la reduccion de los

grupos quinona de las sustancias humicas.

1600 -

1200

0]
o
o

(heqe/L)

400

Reduccion de SH-PP normalizada

Tiempo (dias)

Figura 10.Reduccién de sustancias humicas por método de la ferrozina, ciclo Il. Los
simbolos representan los siguientes tratamientos: (-m®) SH-PP +13CH4 +°N20; ( )
Sed+ 3CHyg; (-¢-) Sed-PP .1>N,0; ( ( ) SH.PP; (-m-) Sed-PP +3CHyg +1°N,O+ Estéril

Este hallazgo sugiere que es necesario mas ciclos incubacién para minimizar la
actividad enddgena Este hecho apoya la reduccién tan alta de éxido nitroso en
ausencia de metano (Ver Tabla 2). Finalmente, el control estéril tiene una tendencia
mucho menor a reducirse (ver tabla 13), pero aun asi se encuentra presente, esto

podria ser posible a gracias a una interaccion quimica y no bioldgica.

T
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Tabla 13. Velocidades de reducciéon de SH. PP, ciclo II.

Velocidades de reduccion de SH-PP (umol L dia™)

HS-PP/3CH, 402.86 29.04
HS-PP /"*N,O 232.74 +- 35
HS-PP 206.01 +- 8.14
HS-PP /B3CH./"N,O 195.40 +-26.44
HS-PP -Estéril 117.10- 17.58

7.6 Biotransformacién simultanea mediada por SH: Porcentaje de N,O

explicado por la mineralizacién de metano

Con los datos obtenidos hasta el momento, es posible enlazar la OAM
dependiente de 6xido nitroso. El balance de miliequivalentes de elecrones (meqv
e”) con respecto al **N.O consumido y el 3CO; producido fue calculado con la
ecuacion 2. Los datos empleados fueron los obtenidos al dia 4 para el ciclo | y al
dia 9 para el ciclo II. Para este procedimento fueron corregidos los valores de 3CO,
sustrayendo el observado proveniente de las SH-PP en el ciclo Il tratamiento 3 y el
oxido nitroso consumido del tratamiento que no contenia metano pero si SH-PP.
Hay que recordar que la oxidacion completa de un mol de metano hasta dioxido de
carbono, dona 8 equivalentes reductores y la reduccion de oxido nitroso a nitrogeno
molecular requiere de 2 equivalentes reductores.

Por lo tanto;

mmol 8 meqv e— )

meqv e~ donados= *CO2 producido ( X

- . l 2 -
meqv e~ recuperados= *N.0 consumido (mzw )x(m:ZZUNeZO)

Finalmente se dividen los electrones utilizados, en este caso para la reduccién de

oxido nitroso entre los donados por el 13CO;
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Con respecto al ciclo |, se obtiene que sélo el 39% de metano mineralizado pudo
responder por la reduccién de *°N.O observada, como lo mencionaba en secciones
anteriores, este bajo porcentaje se debe a que, hasta este momento, no se habian
agotado los donadores de electrones ingtrinsecos, por lo que estos estaban siendo
utilizados en lugar del gas metano.

Para el caso del ciclo Il, se logré un balance del 100% es decir, la cantidad de
metano mineralizado (fuente donadora de electrones) fue suficiente para la
reduccién de **N.O observada en el tratamiento 1.

Con estos datos evidenciamos por vez primera el acoplamiento de ambos gases
mediado por SHPP. Ya que como se puede observar en la Figura 11. A mayor

velocidad de reduccion de de **N.O, converge la tasa de reducciéon de SH-PP.
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Figura 11. Correspondencia de la velocidad de reduccon de oxido nitroso (barras
azules) y la capacidad reductora de las SH (cuadros amarillos).

7.6Extraccion de DNA y PCR basado en 16s rRNA

La extraccion de DNA se llevé a cabo como se describid previamente en la
seccion de materiales y métodos. Las 24 muestras provenientes de los 8
tratamientos fueron amplificadas por PCR convencional para el gen 16s rRNA y
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posteriormente de éstas, s6lo 3 muestras (tratamiento, 1, 2, y 3) y tres controles
(Geobacter, control desnitrificante y control metanogénico) fueron corridas en un gel
de agarosa 1X para visualizar los productos de PCR. Como se puede observar en
la Figura 6, la banda del producto de amplificacion esperado ~ 1200pb se hizo
presente, lo cual nos indicé que las extracciones fueron correctas y el DNA era
viable para seguir con los pasos posteriores de los analisis moleculares.

1 2 3 4 5 6 7

2000p
~ 1200pb

b1650

Figura 12. Productos de amplificacion del gen 16s rRNA en gel de agarosa 1Xy
tincion con bromuro de etidio. Los pozos contienen la muestra en el siguiente orden:
1, Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder; 2, Control positivo con
Geobacter; 3, control negativo; 4, control metanogénico; 5, control desnitrificante; 6,
tratamiento 1; 7, tratamiento 2; 8, tratamiento 3. La Bandas fueron visualizadas en
un transiluminador bajo luz UV.

Las muestras de todos los tratamientos fueron evaluadas también de manera visual
en geles de agarosa (No mostrados en este documento).

7.5 Deteccién del gen funcional nosZl
Se decidio evaluar si en las muestras de ADN extraidas del sedimento Sisal,
se encontraba el gen funcional nosZ Clado 1y Il. Grandes esfuerzos fueron hechos
para lograr la amplificacién por PCR convencional para el clado | de este gen. Sin
embargo, después de cuantiosas combinaciones de metodologias (cambios en la

temperatura de alineacion, uso de reactivos, taq. Polimerasas, condiciones en el
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termociclador, concentracion y limpieza de éstas) éste fue amplificado en solamente
en 2 ocasiones por lo que al no seguir un patrén constante de visualizacion, se optd
por no seguir con esta exploracion. Las condiciones de operacion alas que se pudo
llevar a cabo fueran las descritas por Conthe et al., (2018). El gel de agarosa al 2%

puede ser visualizado en la seccion de anexos como evidencia.

Para el caso del Clado Il, existieron las mismas problematicas acerca de la
amplificacion; sin embargo, es sabido que las propiedades que presente la muestra
ambiental impactan directamente en el grado de dificultad y eficiencia en términos
de extraccion y la purificacion del DNA (Roose-Amsaleg et al., 2001). Por ejempilo,
en nuestro caso, el periodo de extracciéon , limpieza, amplificacion y clonacién fue
extenso, alrededor de cuatro meses; sin embargo, esto se debid a 2 hechos claves
gue se deben tomar a consideracién: 1) el alto contenido de materia organica de
nuestra muestra, ya que ésta proviene de sedimentos de humedales y, como se dijo
anteriormente, estos sistemas acuaticos son los principales reservorios de carbono
en la biésfera y una alta fraccion es humus, el cual esta compuesto de polifenoles,
gue son inhibidores en las reacciones de PCR.

2) No es biomasa, sino una muestra ambiental compleja que sélo fue puesta en
incubacion alrededor de 2.5 meses. Este periodo de tiempo es corto y mas si en
procesos biologicos se encuentran involucradas arqueas o bacterias con tiempos
de duplicacion muy bajos por lo que es muy compleja su deteccion al no encontrarse

de manera abundante en la composicion de la comunidad.

Otras posibles causas por las cuales no se logré la amplificacion puede ser porque
la concentracion del ADN de las muestras fue muy baja. Por ejemplo, de manera
convencional, en un PCR deben utilizarse de 80 a 100 ng/uL de muestra y, al
evaluar las concentraciones en las muestras del presente estudio, estaban muy por
debajo de este numero (~10 ng/pL) y llevarlas a esta concentracién, implicaba
aumentar el volumen de trabajo y por ende los inhibidores presentes en la muestra.
Para solucionar este problema, se acudi6 a extraer el agua de nuestras muestras

por evaporacion para concentrar el ADN, pero los resultados no nos favorecieron.
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En este caso, para aminorar el efecto de los inhibidores y maximizar el rendimiento
del DNA extraido, fueron empleados lavados de PBS antes del protocolo de
extraccion (Descrito en la seccion de materiales y métodos) y, posterior a éste, una
limpieza y precipitacion con Fenol, Cloroformo y alcohol isoamilico y (Sambrook, J.;
Fritsch, E. F. and Maniatis, 1989)

7.6 Clonaciony secuenciacion

Después de obtener las mejores condiciones para la amplificacion del clado Il
del gen nosZ, éste fue clonado en el vector pGEM t easy de promega, células de
E.coli quimicamente competentes fueron transformadas (linea celular DH5a) vy
cultivadas en medio LB (ver mapa del vector y cultivos en placa en seccion de

anexos) ypara finalmente ser secuenciadas como se describié en la seccion 6.21

Este suceso tuvo baja probabilidad de éxito, por lo que después de un esfuerzo de
muestreo de alrededor de 70 muestras por tratamiento (verificacion del inserto en
las clonas, ver imagenes en anexos) se decidio fijar una n=10 respecto a las clonas
positivas como poblacion representativa de cada tratamiento y alcanzado este
namero se enviaron a secuenciacion. A pesar de esto, en el tratamiento completo,
el nimero tuvo mayores dificultades para su clonacion y el esfuerzo de muestreo

fue de alrededor de 100 clonas verificadas.

Las secuencias obtenidas fueron procesadas para eliminar fragmentos de vector
restantes, esto a través de la herramienta VecScreen, y finalmente se realiz6 un
alineamiento a través de BLAST. Para determinar el % de similitud con secuencias

de microrganismos gue contienen en su genoma esa enzima.

7.7 Comunidad microbiana basada en el clado Il del gen nosZ
Las secuencias evaluadas, fueron agrupadas en varios filos. En la Tabla 9 se
puede apreciar que el tratamiento tuvo una influencia sobre la poblacién, pues
dependiendo de éste se observo la estructura en la comunidad microbiana. Cabe
destacar que un alto nimero de secuencias codifico para la proteina 6xido nitroso

reductasa, lo que sustenta ain mas nuestros resultados.
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Hasta este momento, el filo predominante y presente en todos los tratamientos fue
Bacteroidetes, con una especie en particular Arenibacter algicola. Otra
particularidad fue que en el tratamiento 1, se encontré una mayor diversidad de
especies, que en ningun caso se comparten con los demas tratamientos, resulta
interesante este hallazgo, debido a que se amplia el panorama sobre la estructura
de la comunidad. Sin embargo, a pesar de que el nimero de especies fue mayor en
el tratamiento 1, el 50 % pertene a Arenibacter algicola, lo que nos indica que esta
especie tiene una preferencia de nicho.

La termodinamica descibe el comportamiento y la funcionalidad de un sistemay en
los sistemas bioldgicos la transferencia y aprovechamiento de energia es vital para
el mantenimieto y generacion de Biomasa. Autores sugieren, la posible
estructuracion de una comunidad bacteriana debida a un gradiente eco
termodinamico, donde los metabolitos o productos originados por una comunidad y
dependiendo de su potencial redox, impactan directamente en la composicién de la
comunidad subsecuente, favoreciendo el desequilibrio energético de ambientes
donde la oxidacién de los sustratos tiene bajos rendiemintos energéticos un ejemplo
para redox CO2/ CHa con un E°= -240 mVcon recursos limitados; ademas datos
moleculares obtenidos de apuntan que este tipo de microrganismos participan en
los cicloos del sulfuro y nitrégeno. (Hawley A. et al., 2017) creando relaciones
sintréficas para maximizar el rendimiento energético. Este fenédmeno puede suceder
en este tipo de ecosistemas de donde proviene el sediemnto Sisal, debido a que los
gradientes de 6xido reduccion delimitan zonas claramente dentro de la columna de

agua, las cuales pudieran estar asociados a comunidades

En este caso, encontramos secuencias que se relacionan con bacterias ya
reportadas y sus velocidades de consumo para el 6xido nitroso, la cual dependera
de la concentracion del sustrato. Es decir, en un ambiente donde los recursos son
limitados, hablando del caso del éxido nitroso, la estrategia de crecimiento de los
microorganismos estara definida por la constante de afinidad por el sustrato (Ks),
por ejemplo, si Ks es baja, indica mayor preferencia por éste, pero implica una

menor velocidad de consumo, o viceversa, si existen entradas altas de N al sistema.
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La caracteristica que guiara a la composicion de la comunidad microbiana serd una
velocidad maxima (Vmax) de consumo de sustrato, independiente de la Ks. En este
estudio (Yoon, S. et al.,, 2016) no se evaluaron incubaciones con distintas
concentraciones de sustrato, por o que no se puede hacer una comparacion en ese
aspecto, pero las secuencias de microrganismos encontrados se encuentran muy
cercanas a aquellas reportadas con valores bajos de Ks, como es el caso de D.
Denitrificans, es decir, las especies encontradas podrian comportarse como las
especies clave en sistemas acuaticos como sumideros de 15N2O con bajas
entradas de N.

La abundancia del clado Il ha sido evidenciada en varios estudios; por ejemplo,
(Juhanson, Hallin, Séderstréom, Stenberg, & Jones, 2017) reportaron que a través
de un muestreo en 44 hectéreas de cultivo, a 10 cm del suelo, la abundancia del
clado Il fue superior y se correlacion6 con factores ambientales, como la cantidad
de carbon disuelto, Cu, contenido de fésforo y agua. Sin embargo, lo mas destacado
de este hallazgo fue la composicion de la comunidad microbiana, la cual dentro del
clado Il, se encontr6 que la mayoria de lecturas, alrededor de un 45 % fueron del
filo de Gemmatimonadetes y s6lo un 12% pertenecientes a Bacteroidetes. Estos
hallazgos, apoya los resultados obtenidos en esta tesis a nivel de filo, si bien no se
evalu6 toda la comunidad, se destaca la presencia del filo Bacteroidetes como
predominante y con presencia del gen nosZ Il

De manera general, algunos autores describen que el clado | de nosZ es
predominante en varios ambientes, debido a que estos microorganismos se
agrupan dentro de los desnitrificantes convencionales. Por otro lado, se ha
documentado que el clado Il es mucho menor es sedimentos costeros (Wittorf et al.,
2016) (Dini-Andreote, Brossi, van Elsas, & Salles, 2016), pero puede tener mayor
relevancia en cuanto a la capacidad de definir si un sitio funge como sumidero de

N>O en sistemas acuaticos.

En otros trabajos como el de Jones, C.M. y colaboradores (2014) sugierem que la

capacidad de un suelo de actuar como sumidero de N2O se ve incrementada
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términos de abundancia del clado Il con respecto al Clado |. Factores como la
relaciéon C/N, textura del suelo, Ph y siendo este dlyimo un factor que influye en
mayor medida en la abundancia del Clado Il, ademas, un analisis filogenético de 47
suelos, sobre el gen nosZ arroj6 que del total de muestars analizadas, el 40% eran
similares a secuencias de nosZ del filo Bacteroidetes, o que apoya los resultados
de esta tesis, aunque necesitariamos mapear toda la poblacion y no sélo dirigirnos
al gen funcional para, tomar este dato como referencia, sin embargo esta claro que
este filo destaca dentro del nicho de bacterias reductoras de éxido nitroso, al menos

en nuestro sistema.

Finalmentem, debido al tiempo requerido para la obtencién de clonas, en este
trabajo no fueron incluidos los genes pmoA y mcr mismo que son marcadores para
describir comunidades metanotréficas, por lo tanto, esta vertiente nos deja la
incertidumbre de quiénes podrian estar participando en este sistema cometabdlico
propuesto.
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Figura 13. Relaciones evolutivas de los taxones basadas en el clado Il del gen

nosZ*.

*La historia evolutiva se infirid utilizando el método de union de vecinos [1]. Se muestra el arbol 6ptimo con la

suma de lalongitud de rama = 4.26273573. (junto a las ramas). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando

el método de correccion de Poisson [2] y estan en unidades del nimero de sustituciones de aminoacidos por

sitio. El andlisis involucrd 31 secuencias de aminoacidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen

huecos y datos faltantes. Hubo un total de 209 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos

se realizaron en MEGA7 [3].
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7.8 Relaciones evolutivas
Se secuenciaron un total de 80 clonas, con las cuales se obtuvieron los
resultados desglosados de la Tabla 11. A partir de las secuencias obtenidas por
secuenciacion, fue posible hacer un analisis comparativo a nivel de proteina, con
base en el gen nosZll, construyéndose el arbol filogenético mostrado en la Figura
12 con el Software MEGA 7.

La Figura 11, muestra las relaciones filogenéticas a nivel de la proteina de las clonas
aisladas de cada tratamiento. Todas las secuencias presentaron similitud con la
proteina éxido nitroso reductasa dependiente de Sec o TAT reportada en la base de
datos del NCBI, con 653 a 655 a.a. Esta proteina es la encargada de catalizar la
reaccion de N2 O a N, la cual a través del dominio TAT o Sec, seré traslocada
a la periferia de la membrana celular para su llevar a cabo su funciéon. Las
secuencias de las proteinas encontradas en esta investigacion fueron alineadas a
través de BLASTy Yy las especies encontradas que contenian una secuencia similar
al menos en un 80% de identidad con la nuestra muestra, fueron seleccionadas y
se encuentran marcadas con un circulo en color azul e. Las demas especies son
cepas encontradas en la literatura que se han reportado como portadoras del gen
nosz Il y posibles candidatas del sumidero de N>O como el caso de A. dehalogenes
gue ha sido previamente caracterizada y crecida en N2O como Unica fuente de

energia.
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Tabla 14. Caracterizacion filogenética de la composicion de muestras de sedimento por tratamiento.

TRATAMIENTO

Filo

Familia

Género

Especie

No. de
especies

Sed-PP+13CH4 +15N20

Sed+PP + *N,0

Sed+PP

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

Bacteroidetes

Flavobacteriaceae
Flavobacteriaceae
Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Flavobacteriaceae
Flavobacteriaceae
Flammeovirgaceae

Flavobacteriaceae

Arenibacter
Gillisia
Ludibacter

Arenibacter

Arenibacter

Mauricauda

Mauricauda

Arenibacter

Arenibacter
Aequorivita
Marivirga

Arenibacter

Arenibacter algicola
Gillisia limnaea

Lutibacter sp. SM1352

Eudoraea adriatica

Arenibacter certesii

Bacteroidetes bacterium

MedPE-SWsnd-G1

Muricauda taeanensis

Muricauda antarctica

Arenibacter
P308M17
Arenibacter algicola

sp.

Aequorivita aquimaris_

Marivirga tractuosa

uncultured bacterium
uncultured bacterium

Arenibacter algicola

8
1
1

[ —
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Tabla 14. Continuacién.Caracterizacion filogenética de la composicion de muestras de sedimento por tratamiento.

TRATAMIENTO Filo Familia Género Especie No. de
especies
Bacteroidetes Flavobacteriaceae Arenibacter Arenibacter algicola 5
Chloroflexi Ardenticatenaceae Ardenticatena Ardenticatena maritima 1
Bacteroidetes .- - Bacteroidetes bacterium 1
Sed+®CH4 +®N,O  Balneolaeota Balneolaceae Gracilimonas Gracilimonas amylolytica 1
Bacteroidetes .- - Bacteroidales bacterium 6E 1
: Synechococcus  sp.
Cyanobacteria Synechococcaceae Synechococcus PCC 7335 1
Bacteroidetes Flavobacteriaceae Arenibacter Arenibacter algicola 6
Sed+15N,0 Bacteroidetes  Flavobacteriaceae Arenibacter Arenibacter troitsensis 1
-m—-- -m—-- -m—-- uncultured bacterium 1
Bacteroidetes = Paludibacteraceae Paludibacter Paludibacter sp. SCN 50-10 1
Bacteroidetes Flavobacteriaceae Arenibacter Arenibacter algicola 2
Chloroflexi No _ clasificada No Clasificada Anaerolineae bacterium 1
Anaerolineae SG8 19
Sedi . Bacteria Bacteria no
edimento  _____ o .
clasificada cIa_S|f|cada Bacterium 107 1
(miscellaneous)
No clasificada Bacteroidales bacterium
Bacteroidetes Bacteroidales Bacteroidales 36-12 2

(miscellaneous)
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8 Diagramade Venn

El diagrama de Venn es la muestra grafica, practica y representativa de
evidenciar lo que ya se habia descrito en secciones anteriores, que la especie
Arenibacter algicola se present6 en todas las condiciones evaluadas para el gen
nosZll a las que expusimos los microcosmos. Este hallazgo esta representado a
través de la Figura 14. Donde, para esta evaluacién, sélo los tratamientos 1, 3, 8y
6 se designaron como un todo, para que de esta manera contemplar qué elemento,

en este caso especie dentro de la poblacion, se comparte entre ellos.

Trat.6 Trat.3

Figura 14. Diagrama de Venn que contempla dos tratamientos con SH (tratmiento
1y 3) y dos sin SH (tratamiento 6 y 8), donde cada objeto representa el nUmero de
especies encontradas por muestreo dentro de cada tratamiento.

En este caso a través del diagrama de Venn y con base en las teorias de conjuntos
se observa indudablemente que un sdélo un objeto, la bacteria Arenibacter algigola,
representada por un bajo porcentaje (5.9%). Si contemplamos soélo el sistema
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utilizado en esta tesis, pudiera decirse que A. algicola podria desempefiarse como
una especie generalista, es decir, que a pesar de las fluctuaciones del sistema,
(cambio de atmosfera, fuente de carbono, SH externas o adicion de metano y 6xido
nitroso) ésta siempre va a estar presente debido a su versatlidad en el
aprovechamiento de recursos. Muy posiblemente, el hecho de que se encuentre en
diferentes condiciones, pueda deberse a su amplio espectro nutricional, al
momento, se ha reportado que esta especie es capaz de metabolizar sustratos
como glucosa, arabinosa, m-inositol, fructuosa, Tween 20, glicerol, D-sorbitol,
dextrina entre motros. Ademas, es capaz de crecer con sustratos como fenol,
naftaleno y fenantreno pertenecientes al grupo de hidrocarburos poli ciclicos
aromaticos, aunado presenta ligera halotolerancia, creciendo hasta en una
concentracion de 6% de NaCl (Gutierrez, T. et al., 2014) lo que apooya la presencia
de la especie en este sediemnto, ya que este humedal es costero y tiene presencia

de entradas oceanicas al sistema.

Finalmente, los factores ambientales, especialmente edaficos en ambientes
acuaticos, juegan un rol importante dentro del ensamblaje y diferenciacion de nicho
de las comunidades. Las caracteristicas dinamicas como, fluctuaciones de
temperatura, reciclaje de nutrientes, salinidad, pueden ejercer presion sobre la
diferenciacién en la estructura de la poblacién microbiana haciéndolas por un lado
especies generalistas, fendbmeno observado en comunidades bacterianas de las
costas, quiienes son capaces de metabolizar una vasta cantidad de comouestos

orgénicos, o especialistas formando redes sintroficas (Mou, X. et al., 2008).

En esta investigacion es complicado definir el rol que juega la bacteria A.algicola,
debido a que no conocemos el resto de la estructura de la poblacién pero, hasta
este momento, esta es el la primer evidencia que apunta a este especie como
probable candidata para actuar como sumidero de N>O en humedales costeros

Mexicanos.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La evidencia analitica (mineralizacion de metano y reduccién de oOxido
nitroso) demuestra que la adicion de SH externas, permiti6 aumentar la velocidad
de consumo de Oxido nitroso hasta 4 veces con respecto al tratamiento sin SH, en
la condicion de supresién simultdnea de metano y 6xido nitroso. Por lo que, hasta
la fecha, este es el primer reporte que muestra el papel que podrian desempefiar
las SH en este tipo de ecosistemas enlazando a través de estos gradientes
energéticos a dos comunidades especialistas en su nicho.

Finalmente, a través del ciclo Il se puede deducir que el Oxido nitroso es
transformado en un 81% a nitrdgeno gas y a traves la mineralizacién del metano el
proceso fue 100% sustentado. Por otro lado, es posible que en ambientes con estas
caracteristicas, ese alto porcentaje de N2O sea suprimido en el sitio antes de ser
liberado a la atmoésfera.

Hallazgos importantes en funcion del gen nosZ del clado Il se hicieron evidentes,
éste fue observado en los sedimentos del humedal Sisal en todos los tratamientos
evaluados, los datos arrojados nos evidencian que las especies no presenta
diversidad dentro de nuestro sistema, sino que apunta a A. algicola como una
posible especie generalista y reductora de N2O.

A la fecha solo existe un reporte sobre la oxidacion anaerobia de metano
dependiente de 6xido nitroso, la cual fue llevada a cabo en microcosmos similares
a los descritos en esta tesis y derivada de actividad de sedimentos de un humedal
artificial, dicha investigacion sugiere que a través de datos meta genomicos, es
posible que una especie microbiana no identificada sea la responsable por la

oxidacién de metano.
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9.1.

Perspectivas

Para tener una mayor certeza del proceso complejo que se quiere evaluar,
es necesaria un mayor numero de muestras del sitio para que los resultados
puedan ser mas cercanos a la realidad. Por lo que un mayor nimero de

muestras debe ser contemplada.

Debido a la complejidad del sedimento, no se pudo detectar el gen funcional
nosZl, el cual complementaria la informacion acerca de la comunidad
microbiana. En este sentido, se sugiere explorar mas métodos de limpieza
de muestras con alto contenido de materia organica o probar con otro disefio

de primers, ya sean reportados en la bibliografia o disefiar los propios.

Conocer la composicion de la comunidad microbiana a mayor escala, es un
reto clave para entender la dinamica de este tipo de sistemas complejos, por
lo que el estudio meta gendmico del sedimento Sisal través de PCR
cuantitativa, nos arrojaria resultados contundentes sobre su papel como

sumidero o emisor.

Experimentos en dos fases, primero de oxidacion de metano y al finalizar,
inyectar el 6xido nitroso, debieron ser evaluados para esclarecer el grado de
reduccion u oxidacion de las sustancias humicas, en este sentido, valdria la

pena explorar técnicas fisicoquimicas mas finas como voltamperometrias.

Por otro lado, la exploracion de minerales en los sedimentos, nos brindara
una mayor comprension de la disponibilidad de los elementos para los
microrganismos y como los ciclos biogeoquimicos del C y N pueden llegar a
unirse. Para esta etapa los analisis de XRD y XPS seran necesarios.
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11 Anexos

Anexo | Resumen de mineralizaciéon de metano reflejado como 3CO en milimoles

TRATAMIENTO CiCLO 1 CICLO 2
dia 4 dia 9
Consumo Produccion Consumo Produccion
3CH, 13Co, 3CH, 13co;,
SH-PP + >N,0 1.24 0.53 0.54 0.76
+ 1E"CHq,
SH-PP + 3CH, 0.13 0.00 0.69 0.00
SH-PP + >N,0 0 0.00 0.00 0.40
SH-PP 0 0.00 0.00 0.00
SH-PP + >N,0 0.13 0.00 0.29 0.00
+ 1E"CHq,
(ESTERIL)
SEDIMENTO + 0.07 0.00 0.21 0.00
5N,0 + "*CH,
SEDIMENTO + 1.25 0.00 0.05 0.00
13CH4
SEDIMENTO + 0 0.00 0 0.00
15N20
SEDIMENTO 0 0.00 0 0.00
SEDIMENTO + 0.34 0.00 0.00
5N,0 + *CH, 0.56
(ESTERIL)

En la tabla anterior se reportan los valores de metano y dioxido de carbono
obtenidos al dia 4 para el ciclo | y al dia 9 para el ciclo Il. Observandose que sélo
dos tratamientos llegaron hasta la mineralizacion, por un lado el tratamiento que
contenia ambos gases y sustancias humicas externas. (Tartamientol) y por otro
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lado, el tratamiento 3, quién no presenté adicidbn de me metano marcado, por lo que

este diéxido marcado es derivado de la fraccion labil de las sustancias humicas.

Anexo Il.Resumen de la reduccion de °N2O reflejada como®Nz en milimoles

Tratamiento CiICLO 1 CICLO 2
dia 4 dia 9
consumo Produccion consumo Produccion
15N20 15N2 15N20 15N2
SH-PP + >N,0 13.18 8.32 5.53 4.50
+ 1E"CHq,
SH-PP + 3CH, 0.02 0.68 0.01 -0.66
SH-PP + >N,0 7.78 8.12 4.23 5.03
SH-PP 0.00 0.68 0.00 0.00
SH-PP + >N,0 2.19 0.68 1.24 0.00
+ 1E"CHq,
(estéril)
Sedimento + 3.16 1.80 1.25 0.66
15N20 + 13CH4
Sedimento + 0.00 0.68 0.02 0.00
13CH4
Sedimento + 3.56 4.86 -0.92 3.70
15N20
Sedimento 0.00 0.68 0.01 0.01
Sedimento + 1.56 0.68 0.65 0.00
15N20 + 13CH4
(estéril)

Se reportan los valores de consumo de 6xido nitroso y produccion de nitrégeno para

el dia 4 en la caso del ciclo | y al dia 9 para el cilco |l.
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Anexo lll. Vector pGEM T easy.

Xmnl 2009
171
Scal 1890 Nael 2707 Apal 11 start
\ Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZl 31
MNcol 37
Ao BstZl 43
mp MNotl 43
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector r T EcoRl | 52
(3,015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
MNdel 97
Sacl 109
BstXl [118 &
Nsil 127 8
141 2
T spe 5

Figura Al. Mapa del vector pGEM-T Easy utilizado para la transformacién de la
linea celular E. coli DH5a. En la imagen es posible observar el sitio multiple de
clonacion (10-128 pb), el promotror de la SP6 RNA polimerasa (139-158), El sitio
de uniéno al oligo reverso para secuenciacion pUC/M13 (176-197) el codén de
iniciacion de lacZ (180), el sitio de unién al oligo delantero para secuenciacion
(2949-2972), asi como el gen de resistencia a ampicilina Amp .
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Anexo IVEvidencia de la amplificacion del gen funcional nosZ clado | y Il

650 pb
500 pb

Figura A2. Productos de amplificacion de PCR para el gen nosZl. Las bandas se
visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Los pozos
estan en el siguiente orden: 1- Marcador de peso molecular 1kb plus; 2-control
negativo; 3- Sed-HS+ ¥CH4 +1°N20; 4- Sed-HS+°N0; 5- Sed + 3CH4 +'°N.0; 6-
Sed +°N,O

v' Geles de agarosa al 1.5y 2% donde se aprecia la visualizacion de productos
nosZl y nosZlII

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

850 pb

650 pb

Taq de Thermo Taq de
Scientific Laboratorio




Figura Al. Visualizacién del gen nosZll con un tamafio de banda esperado de ~
750 pb en gel de agarosa 1.5 %. Los pozos contenian lo siguiente: 1; Marcador de
peso molecular 1Kb plus, 2; control negativo 3; tratamiento 1, 4; tratamiento 2, 5;
tratamiento3, 6;tratamiento 4, 7;tratamiento5; 8;tratamiento6, 9;control negativo,

10:trat-1, 11:trat-2, 12:trat-3, 13;trat-4, 14:trat-5, 15;trat-6.
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Figura A2. Cajas de cultivo de células quimicamente competentes DHAS en medio
Lby. Enlaimagen A), B) y C) se aprecia la presencia de clonas positivas (En color
blanco) y clonas negativas (color azul). Las imgenes D) y F) son los archivos que
contenias la seleccion de clonas supuestamente positivas a simple vista, sin
embargo en la imagen D) se aprecian marcas en color verde, designadas a clonas
positivas tras la comprobacion del inserto a través de PCR con los primers

universales M13R y M13F.
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Figura A3. Verificacion del inserto por visualizacion del producto de PCR clonado con
primers M13R y M13F. En ambas im&genes se puede apreciar que el éxito de clonacion
era baja, por ejemplo en el panel F, se muestran 5 muestras de los tratamientos 1, 3, 6 y
9 observandose en algunos casos s6lo 1 o 2 insertos.En el panel G se muestran 13
muestras provenientes del tratamiento 1, donde soélo se obtuvo una clona positiva de 13
analizadas, situacion que fue determinante para alcanzar el nimero de clonas propuestas
para secuenciar que se fij6 en 10 por tratamiento. Por lo que el esfuerzo de muestreo en
particular para el tratamientol fue de alrededor de 100 colonias para alcanzar un total de

10 y enviar a secuenciacion para su identificacion. Tamafio esperado ~ 850 -1000 pb
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