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Resumen

Estudio de los procesos de metanogénesis y sulfato reduccién, en tapetes microbianos de
ambientes hipersalinos

En ambientes hipersalinos, la metanogénesis ocurre tipicamente a partir de compuestos
metilados, principalmente trimetilamina y metanol, los cuales han sido denominados como
sustratos “no competitivos”. En el presente trabajo, a través de incubaciones de
microcosmos, se evalud la competencia por diferentes sustratos entre arqueobacterias
metanogénicas y bacterias sulfato reductoras, en tapetes microbianos de ambientes
hipersalinos de Guerrero Negro, Baja California Sur, México. Los sustratos que mas
estimularon la sulfato reduccion fueron el acetato y el lactato, con tasas respiratorias
maximas de 5.88 y 2.57 mmol por gramo de sedimento por dia (mmol/gsed —d) cada uno,
mientras que, los sustratos preferentes para la metanogénesis, fueron la trimetilamina y el
metanol, con tasas respiratorias de 1.09 y 0.92 mmol/gsed —d, respectivamente. Se
encontré que tanto la trimetilamina como el metanol, son sustratos potenciales para la
sulfato reduccién en estos ecosistemas. Por otro lado, en las incubaciones donde el
sulfato fue retirado, se detectod actividad metanogénica acetoclastica, la cual no habia sido
previamente reportada en ecosistemas hipersalinos. El presente estudio aporta nueva
informacion sobre el uso de sustratos por arqueobacterias metanogénicas y bacterias
sulfato reductoras en ambientes hipersalinos y sobre la comparticién de sustratos por
ambos grupos microbianos, sugiriendo abrir de nuevo la discusion si realmente existen

sustratos exclusivos para la metanogénesis en estos ecosistemas.

PALABRAS CLAVE: Ambientes hipersalinos, tapetes microbianos, metanogénesis, sulfato
reduccion.



Abstract

Study of methanogenesis and sulfate reduction processes in hypersaline microbial mats

Methanogenesis in hypersaline environments typically occurs from methylated
compounds, mainly trimethylamine and methanol, which have been called as "non-
competitive" substrates. In this work, through microcosm incubations, competition of
different substrates was evaluated between methanogenic archaea and sulfate-reducing
bacteria in hypersaline microbial mats from Guerrero Negro, Baja California Sur, Mexico.
Acetate and lactate promoted sulfate reduction with maximal respiratory rates of 5.88 and
2.57 mmol per gram of sediment per day (mmol/gsed-d). Preferred substrates for
methanogenesis were trimethylamine and methanol, with respiratory rates of 1.09 and
0.92 mmol/gsed-d, respectively. We found that both trimethylamine and methanol, are
potential substrates for sulfate reduction in these ecosystems. Furthermore, in incubations
where sulfate was removed, acetoclastic methanogenic activity was detected, which had
not previously been reported in hypersaline ecosystems. This study provides new
information on the use of substrates by methanogenic archaea and sulfate-reducing
bacteria in hypersaline environments and sharing substrates by both microbial groups,
suggesting reopen the discussion if there really exist “non-competitive” substrates for
methanogenesis in these ecosystems.

KEY WORDS: Hypersaline environments, microbial mats, methanogenesis, sulfate
reduction.

Xl



1 Marco Teérico
1.1 Ambientes hipersalinos

En nuestro planeta podemos encontrar una gran diversidad de ecosistemas
naturales. Un tipo de ecosistema es el hipersalino, el cual se caracteriza por
presentar altas concentraciones de sales. La salinidad en el agua de mar es de
alrededor de 3.5 g/I, siendo el cloruro de sodio el principal componente. Se define
como ambiente hipersalino aquél en donde la sal cristalice por saturacién o donde
la concentracion de sal sea mayor al agua de mar (Litchfield 1998 y McGenity
2010).

Los ambientes hipersalinos se forman a través de distintos procesos naturales.
Pueden existir en forma de yacimientos geologicos de cloruro de sodio
superficiales (como las minas de sal) o de profundidades oceanicas. También
pueden presentarse como lagos en regiones ricas en sales y minerales, en la
haloclina y en lagunas costeras someras que funcionan como pozas de
evaporacion de agua de mar. Se clasifican de acuerdo a la composicion ionica de
su salmuera; cuando predominan sales y minerales provenientes del agua marina
son llamados thalosalinos, mientras que si su origen fue a partir de evaporacién de
agua dulce (iones de magnesio y potasio) se denominan athalosalinos (Litchfield
1998).

Los ecosistemas hipersalinos han llamado la atencion de la comunidad cientifica
debido a que su origen data desde tiempos Precambricos, por lo que su estudio
permite entender su funcionamiento y contribucion ecoldgica en nuestros tiempos
y en el pasado geologico remoto (Javor 1989). Por otro lado, en estos ambientes,
las unicas formas de vida que han sido capaces de sobrevivir a altas salinidades,
son los microorganismos y sorprendentemente, en estos ecosistemas se ha
encontrado una alta diversidad filogenética y funcional de microbios, por lo que
son considerados entre los ecosistemas mas diversos de nuestro planeta (Ley et
al. 2006). Asi, el estudio de estos ambientes extremos en salinidad es una



excelente opcion para la bio-prospeccidon de microorganismos con potencial

biotecnolégico (Margesin y Schinner 2001).

Los ambientes hipersalinos estan distribuidos alrededor del mundo. En la Figura 1
se muestra un mapa donde se observan los ambientes hipersalinos mas
reconocidos en el mundo. Algunas localidades son identificadas como modelo de
estudio debido a que son lugares con una alta estabilidad y conservacion del
ecosistema, tal es el caso de la salinera solar mas grande de México, Exportadora
de Sal, en Guerrero Negro, B.C.S. Esta localidad es identificada como uno de los
mejores sitios para el estudio de los ambientes hipersalinos a nivel mundial debido
a que en este lugar existen pozas de evaporacion artificiales en un gradiente de
salinidad de 4.5% a 28%, funcionando como un macro experimento a mega escala
para el estudio de estos ecosistemas (Des Marais 2010).
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Figura 1: Localidades de ambientes hipersalinos reconocidos alrededor del mundo
(McGenity 2010).



1.2 Tapetes microbianos de ambientes hipersalinos

Las comunidades microbianas que habitan los ambientes hipersalinos se
desarrollan sobre el bentos secretando una matriz mucilaginosa extracelular de
polisacaridos que los mantiene embebidos a los granos del sedimento, dando un
aspecto de una alfombra sobre el suelo de milimetros a centimetros de espesor.
Formalmente, a estas estructuras se les denomina tapetes microbianos (Gerdes
2007 y Chacon 2010). Los microorganismos que forman estas macroestructuras,
se organizan espacialmente en estratos horizontales bien diferenciados, como
consecuencia de su adaptacion a la disponibilidad de la luz, tolerancia de oxigeno
y sulfuros (Stal 1995 y Severin y Stal 2010). Ademas, otros factores como la
temperatura ambiental, la disponibilidad del agua, concentracion de sal y tamafno
del grano del sedimento, son determinantes para el desarrollo 6ptimo de los
tapetes microbianos (L6épez-Cortés 1998).

1.2.1 Procesos microbianos en tapetes microbianos de ambientes
hipersalinos

Los tapetes microbianos son ecosistemas completos y autosustentables con una
alta diversidad funcional de microbios autotrofos y heterétrofos. De hecho, se cree
que en estas estructuras estan presentes la mayoria, si no es que todos, los
procesos biogeoquimicos que existen en los ecosistemas acuaticos (Ley et al.
2006 y Abed et al. 2015).

Los tapetes microbianos tienen un desarrollo en laminaciones horizontales, donde
cada uno de los estratos posee una comunidad microbiana particular con un nicho
trofico y ecologico distinto. De tal manera que, en unos pocos milimetros,
interaccionan una gran cantidad de ciclos biogeoquimicos (Des Marais 1993,
Gerdes 2007 y Chacon 2010). En la parte mas superficial del tapete se ha
reportado una alta actividad fotosintética originada por diatomeas y cianobacterias,
principalmente. En la mayoria de los tapetes microbianos, las cianobacterias
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llegan a constituir la mayor parte de la biomasa, por lo que contribuyen
significativamente en la produccion primaria y por lo tanto en la incorporacién de
materia organica. Ademas, durante las noches fijan nitrogeno atmosférico
haciendo disponible este elemento dentro del tapete (Des Marais 2010 y Oren
2015).

Unos milimetros por debajo del tapete, donde no llega la luz, se ha encontrado
actividad fotosintética en ausencia de oxigeno, por bacterias verde y purpura del
azufre, las cuales utilizan donadores de electrones alternos como lo son Hy,
compuestos organicos o compuestos de azufre (Ollivier 1994). También, se lleva a
cabo la degradacion de la materia organica principalmente por fermentacion,
sulfato reduccion y metanogénesis, dando como resultado una conspicua
liberacion de hidrogeno y CO, y una moderada, pero constante, liberacion de
metano (Des Marais 2003).

La coexistencia entre la metanogénesis y la sulfato reduccidon en ambientes
hipersalinos ha llamado la atencion de la comunidad cientifica debido a que en
otros ecosistemas se ha encontrado que estos metabolismos presentan una fuerte
competencia por los mismos sustratos, por lo cual son considerados como
procesos metabodlicos mutuamente excluyentes (Oremland y Polcin 1982 y King
1988). Pese a ello, ha sido documentado que en ecosistemas hipersalinos la
produccion de metano es abastecida por sustratos denominados “no competitivos”
entre bacterias sulfato reductoras y metandgenas, tales como aminas metiladas,

metanol y dimetil sulfuro (Garcia-Maldonado 2012 y Kelley et al. 2015).

1.3 Competencia entre metanogénesis y sulfato reduccién

La metanogénesis y la sulfato reduccidn son nichos tréficos terminales en la
degradacion de la materia organica (Oremland y King 1989), lo que significa que,
para que se lleven a cabo estos procesos, primero participan una gran diversidad

de microorganismos anaerobios en una serie de pasos previos.



Primero las macromoléculas como proteinas, carbohidratos y lipidos son
hidrolizados en sus unidades elementales (aminoacidos, monomeros y acidos
grasos) por enzimas producidas por bacterias hidroliticas. En una segunda fase,
los compuestos hidrolizados son fermentados y transformados en acidos grasos
volatiles (acetato, butirato, propionato, lactato etc.) e hidrogeno en un proceso
denominado acidogénesis (Bodelier y Steenbergh 2014). Posteriormente, se lleva
a cabo la acetogénesis, donde los acidos grasos volatiles se convierten en acido
acético, hidrogeno y didxido de carbono. Luego, en presencia de sulfato, las
bacterias sulfato reductoras utilizan estos productos. Cuando en el ecosistema el
sulfato no esta presente, estos sustratos son consumidos principalmente por

microorganismos metanogeénicos (Muyzer y Stams 2008, Fig. 2).

Moléculas organicas Moléculas organicas
(proteinas, polisacaridosy lipidos) (proteinas, polisacaridosy lipidos)
1 Hidrélisis 1 Hidrélisis
Mondmeros Mondmeros
(aminoacidos, azticares y acidos grasos) (aminodacidos, azticaresy acidos grasos) 50,2
F tacio i
l ermentacion 1 Fermentacion sulfato
reduccion
Compuestos reducidos Compuestos reducidos
(lactato, butirato y propionato) (lactato, butirato y propionato) s

1 1 1 so2 Sulfato l
4 -z
Acetogénesis reduccion
H,y CO, ‘ Acetato Sulfato Acetato
reduccion

Sulfato
S= reduccion
Metanogénesis

CH,y CO, o,

Figura 2: Degradacion de la materia organica en presencia y ausencia de sulfato.
Tomado de Muyzer y Stams (2008).

Los sustratos ecolégicamente mas comunes por los cuales compiten las bacterias
sulfato reductoras y las arqueobacterias metanogénicas son el hidrégeno y el
acetato, aunque se pueden incluir otros como el metanol. Esta exclusion

metabdlica se explica debido a que comparando el uso de los sustratos, la sulfato-
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reduccion es termodinamicamente mas favorable sobre la metanogénesis (Tabla

1).

Tabla I: Reacciones y energias de reaccion para la metanogénesis y la sulfato

reduccion utilizando distintos sustratos ecolégicamente relevantes. (-) El lactato no

es un sustrato para la metanogénesis. *Reaccion propuesta en el presente trabajo.

Se utiliza la forma protonada de la trimetilamina debido a que el pKa de dicho

compuesto es de 9.8.

Metanogénesis

Sulfato reduccion

Sustrato/ Ecuacién AG®’ Ecuacién AG®’
Proceso (kJ - mol -1) ( kd - mol -1)
Hidrégeno | 4Hx+HCO™ + H+ -33.9 4H,+SO*H" > HS + -37.9
> CH, + 3H,0 4H,0
Acetato CH3COO™ +H,0 > -31.0 CH3COO +S0, > > -47.6
CH4 +HCO3 2HCO; +HS
CH3CH(OH)CO,~
Lactato - - + 0.580,%> -80.2
CH3COO + HCO3 +
0.5HS
Metanol | 4CH3;0H - 3CH, -79 4CH30H + 3S0,* > -91
+ HCO'; +H,0 + 4HCO3 + 3HS +
H* 4H,0+H"*
Trimetilamina | 4(CH3)sNH™+ -18.5 *4(CH3);NH" + 9 SO, * -308.3
6H,0 > 9CH4+ 3 +9H" > 12C0, + 9HS™+
CO; + 4NH, 4ANH," +12 H,0

Pese a ello se ha encontrado que en aquellos ecosistemas donde se encuentran

concentraciones importantes de sulfato, la metanogénesis puede existir utilizando

sustratos alternos como metilaminas, metanol, y dimetil-sulfoxido (Oremland vy
King 1989, McGenity 2010, Oren 2011 y Kelley et al. 2015).
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1.3.1 Metanogénesis y sulfato reducciéon en ambientes hipersalinos

La metanogénesis es un proceso estrictamente anaerobio, siendo el metano el
producto principal del metabolismo microbiano. La fisiologia de estos organismos
esta clasificada en tres rutas metabdlicas principales: (1) hidrogenotroficos, los
cuales metabolizan Hy; y COg; (2) acetoclasticos, que consumen acetato y (3)
metilotréficos, quienes utilizan sustratos metilados (Laloui-Carpentier et al. 2006 y
Whitman 2006). Todos los metandgenos conocidos pertenecen al phylum
Euryarchaeota y actualmente se han propuesto 7 Ordenes: Methanobacteriales,
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanopyrales,
Methanocellales y Methanomassiliicoccales (Liu 2010 y Borrel et al. 2013).

La produccibn de metano biogénico en ecosistemas hipersalinos ha sido
ampliamente documentada. Estudios con analisis isotopicos asi como
incubaciones experimentales, han demostrado que la ruta metanogénica
metilotréfica es predominante en estos ecosistemas (McGeniy 2010). Esto se
explica porque, muy probablemente, las bacterias sulfato reductoras desplazan a
las arqueobacterias metanogénicas por los sustratos hidrogeno y acetato. De
hecho, en ambientes hipersalinos hasta la fecha so6lo han sido reportados
microorganismos metanogénicos metilotréficos pertenecientes al orden
Methanosarcinales (McGeniy 2010, Oren 2011 y Garcia-Maldonado et al. 2015).

La coexistencia de la metanogénesis y la sulfato reduccién fue por primera vez
reportada por Oremland y Polcin (1982). En su trabajo utiliza incubaciones de
microcosmos de sedimentos estuarinos ricos en sulfato (salinidad 1.2% y sulfato
~10mM) para estimular ambos procesos metabdlicos. Encuentra que los sustratos
que mas estimularon la produccion de metano fueron la trimetilamina y el metanol,
ademas estos sustratos no estimularon la produccion de sulfuro, siendo asi
sustratos exclusivos para la metanogénesis. Adicionalmente, Oremland et al.
(1982) detectaron que la metanogénesis y la sulfato reduccion coexisten en
7



sedimentos marinos con concentraciones de salinidad y sulfato de 20% y 18 mM,
respectivamente, encontrando de nuevo que los sustratos que mas estimularon la
metanogénesis fueron la trimetilamina y el metanol. Ademas, en experimentos
donde la metanogénesis fue inhibida, encontr6 una acumulacion tanto de
trimetilamina como de metanol en las incubaciones, sugiriendo que estos sustratos
no eran utilizados por otros microorganismos. De esta manera, estos sustratos,
junto con otros sustratos metilados, han sido denominados como “no competitivos”
entre las arqueobacterias metanogénicas y las bacterias sulfato reductoras (King
1988, Oremland y King 1989, McGenity 2010 y Kelley et al. 2015).

1.3.2 Trimetilamina y metanol como sustratos en ambientes hipersalinos

Diversos estudios han evidenciado que la trimetilamina y el metanol son sustratos
ecologicamente relevantes en ambientes hipersalinos ya que juegan un papel
central en la metanogénesis, contribuyendo con 55-92% vy 8-40%,
respectivamente, del metano total generado en estos ecosistemas (Garcia-
Maldonado et al. 2012 y Kelley et al. 2015). La trimetilamina es un compuesto
abundante en ambientes acuaticos ya que se produce a partir de la
descomposicion de la materia organica de organismos marinos. Naturalmente se
encuentra de forma gaseosa y posee un caracteristico olor a putrefaccién marina.
Los principales precursores de la trimetilamina son el 6xido de trimetilamina, la
glicina betaina y la colina. Los dos primeros son importantes osmo-reguladores
producidos por una gran cantidad de organismos que van desde microbios, peces
y plantas. La colina es un componente importante en las membranas celulares que
brinda estabilidad y resistencia (Oren 1990 y Welsh 2000). El metanol dentro del
ecosistema es atribuido principalmente a la degradacion de la pectina y lignina, los
cuales son componentes principales de las paredes celulares de cianobacterias,
algas y plantas. Asi mismo, se ha encontrado que algunos organismos como el
fitoplancton, diatomeas y cianobacterias, pueden producir metanol como
metabolito secundario (Aicher y Mincer 2014).



Pese a que el metanol y la trimetilamina son considerados sustratos no
competitivos entre la metanogénesis y la sulfato reduccion en ambientes
hipersalinos, existen reportes del uso de estos sustratos por bacterias sulfato
reductoras en otros ecosistemas donde estos sustratos también son
ecologicamente relevantes y se encuentran disponibles. Es bien conocido que en
plantas de tratamiento de aguas residuales pueden existir bacterias sulfato
reductoras que utilizan el metanol como fuente de energia. De hecho, la sulfato
reduccion, utiizando metanol como donador de electrones, es
termodinamicamente mas favorable que la metanogénesis utilizando el mismo
sustrato (Tabla I). Diversos microorganismos sulfato reductores capaces de crecer
con metanol como fuente de carbono han sido documentados y en la actualidad
existen cultivos puros de estos microorganismos (Nanninga y Gottschal 1986,
Liamleam y Annachhatre 2007 y Muyzer y Stams 2008).

Con respecto a la trimetilamina, el unico reporte del uso de este sustrato por
bacterias sulfato reductoras fue realizado por King (1984). En dicho trabajo realiza
enriquecimientos en microcosmos, adicionando trimetilamina como sustrato, y
encuentra una importante produccion de sulfuro de hidrégeno mayor a la de los
controles sin sustrato. Ademas, en incubaciones donde la metanogénesis fue
inhibida, encontré un decremento de trimetilamina de hasta 25% de la cantidad
inicial suministrada, mostrando que este consumo del sustrato pudo haberse
dirigido hacia sulfato reduccion o incluso ser empleada por diferentes

microorganismos.

Recientemente, no existen estudios enfocados a la competencia de sustratos por
bacterias sulfato reductoras y arqueobacterias metanogénicas en ecosistemas
hipersalinos. Pese a que han sido reportados microorganismos sulfato reductores
capaces de utilizar los sustratos denominados “no competitivos” para la
metanogénesis (trimetilamina y metanol) en otros ecosistemas donde estos
sustratos son ecolégicamente relevantes, actualmente se consideran a estos
sustratos como exclusivos para la metanogénesis (Oren 1999, McGenety 2010 y
Kelley et al. 2015).



La informacion sobre bacterias sulfato reductoras capaces de utilizar los sustratos
denominados no competitivos es limitada, de esta manera el objetivo del presente
trabajo es evaluar la competencia entre la metanogénesis y la sulfato reduccion en
ambientes hipersalinos, evaluando 5 diferentes sustratos ecoldégicamente

relevantes: hidrogeno, lactato, acetato, metanol y trimetilamina.
Justificacion

Aunque en la actualidad se consideran a la trimetilamina y el metanol como
sustratos no competitivos para la metanogénesis (Oren 1999, McGenety 2010 y
Kelley et al. 2015), existe una cantidad considerable de antecedentes donde
describen a bacterias sulfato reductoras capaces de utilizar dichos sustratos (King
1984, Nanninga y Gottschal 1986, Liamleam y Annachhatre 2007 y Muyzer y
Stams 2008). Por ello, es necesario un conocimiento mas profundo sobre la
competencia entre ambas rutas metabdlicas que representaria un flujo de energia
previamente no considerado para el entendimiento de los ecosistemas
hipersalinos. Por otro lado, los ambientes hipersalinos han sido descritos como
uno de los ecosistemas con mayor diversidad funcional y filogenética de
microorganismos (Ley et al. 2006, Gerdes 2010 y Chacon 2010), por lo que
pareceria inverosimil asegurar que existen “sustratos exclusivos® o “no
competitivos” para un solo grupo microbiano. Asi, resulta imprescindible cuestionar
este paradigma si es que en realidad es posible que existan “sustratos no
competitivos” en un ecosistema tan diverso como lo es el hipersalino. El presente
trabajo aportara informacion para un mayor entendimiento sobre la contribucién de
cinco metabolitos de relevancia ecoldgica (hidrogeno, lactato, acetato, metanol y
trimetilamina), como sustratos para los procesos de metanogénesis y sulfato
reducciéon en ambientes hipersalinos, con ello, en el futuro se podran hacer
estimaciones mas acertadas sobre los flujos de energia que prevalecen en estos

ecosistemas y evaluar su potencial contribucion a escala global.
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2. Objetivos e Hipotesis

2.1. Objetivos

2.2 Objetivo General

Evaluar la contribucion del hidrégeno, lactato, acetato, metanol y trimetilamina
como sustratos para los procesos de metanogénesis y sulfato reduccion en

muestras de tapetes microbianos de ambientes hipersalinos.

2.3 Objetivos particulares

Evaluar si los sustratos hidrogeno, lactato, acetato, metanol y trimetilamina pueden
ser utilizados para la metanogénesis y sulfato reduccion en muestras de tapetes

microbianos de ambientes hipersalinos.

Estudiar la competencia entre los procesos de metanogénesis y sulfato reduccion
por sustratos ecolégicamente relevantes (hidrogeno, lactato, acetato, metanol y

trimetilamina) en muestras de tapetes microbianos de ambientes hipersalinos.

2. 4 Hipoétesis

El proceso de la sulfato reduccion prevalecera sobre la metanogénesis, en el uso
de los sustratos probados, hidrégeno, lactato, acetato, metanol y trimetilamina,

debido a que termodinamicamente la reaccién es mas favorable.

Basado en principios termodinamicos, se postula que los sustratos denominados
‘no competitivos” para la metanogénesis (metanol y trimetilamina), pueden ser
utilizados por bacterias sulfato reductoras, en ecosistemas donde estos sustratos

son relevantes, como los ambientes hipersalinos.
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3. Metodologia
3.1 Trabajo de campo

En Febrero del 2015 se recolectaron muestras de tapetes microbianos en la
salinera solar Exportadora de Sal, en Baja California Sur, México. La empresa esta
comprendida por una serie de pozas de evaporacion interconectadas que toman el
agua de mar de la Laguna Ojo de Liebre. Para la produccion de sal el agua marina
es bombeada a través de 13 estanques (denominados “Areas”) donde se evapora
el agua, promoviendo un gradiente creciente de concentracion de sal que va
desde 6-13%. El sitio seleccionado para el muestreo corresponde a Area 4, con
concentraciones de salinidad y sulfato de 8.5% y 55mM respectivamente (Fig. 3).
Se selecciono esta localidad como sitio de estudio debido a que estas condiciones
son optimas para la vida haldfila (Des Marais 2010 y Oren 2011).

Figura 3: Salinera solar Exportadora de Sal, Guerrero Negro, BCS, México. Se
observan la serie de pozas de evaporacion y su numeracion. El punto rojo indica el

sitio de muestreo en Area 4.
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3.2 Trabajo experimental

Los tapetes microbianos recolectados de Area 4 fueron incubados en
microcosmos. Se utilizaron viales serologicos de 120 ml previamente esterilizados
para contener el cultivo en una atmdsfera anaerobia. Las condiciones anaerobias
se obtuvieron intercambiado las atmosferas de los microcosmos por N2 (99.9%) y
sellando los viales con tapones de caucho y con anillos de aluminio. Se utilizaron
aproximadamente 3 g de indéculo de tapete microbiano, las incubaciones fueron

hechas sin agitacion y en obscuridad a 28°C durante un tiempo total de 58 dias.

Para cada microcosmos se utilizaron 100 ml de salmuera artificial como medio
basal conteniendo (g/L): NaCl (72.8), KCI (2), MgCI*6H,0 (29.33), CaCl;*2H,0 (3),
KBr (0.28), NaHCO3 (0.21), NaxSO4 (9.94) (Bebout et al. 2004) y 1 ml/L de una
solucion de elementos traza (mg/L): FeCly>4H20 (2,000), H.BO3 (50), ZnCl; (50),
CuCly'6H20 (90), CoCly,'6H20 (2000), NiCl-6H,O (920), Na,SeO-5H,0 (162),
(NH4)6Mo7024 (500), EDTA (1,000), Na;WO4-H,0 (100) y 1 mL de HCI al 36%. El
pH final del medio de cultivo fue de 7.5.

Para evaluar la competencia entre bacterias sulfato reductoras y arqueobacterias
metanogénicas, se evaluaron 5 diferentes sustratos potenciales para la
estimulacion de ambos procesos: hidrogeno, acetato, lactato, metanol vy
trimetilamina. Las incubaciones se realizaron por triplicado, utilizando los mismos
equivalentes de electrones, en términos de demanda quimica de oxigeno (DQO),
para todos los sustratos (0.976 g DQO/L). Para evaluar el uso de los sustratos
para la sulfato reduccion, para cada caso se montd un experimento control
inhibiendo la metanogénesis con acido bromoetanosulfénico (BES) a una

concentracion final de 50 mM.

Para cada experimento se adicionaron un total de 3 pulsos de cada sustrato a
distintos tiempos (tiempo cero, dia 20 y dia 39) con la concentracion inicial
utilizada. Ademas para cada caso se consideré un control sin aceptor de
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electrones (sulfato) (Tabla 2). Las concentraciones de salinidad y sulfato utilizadas

fueron las originales de la localidad (8.5% y 55mM, respectivamente).

Tabla 2: Disefio experimental con los distintos sustratos evaluados. Para cada
sustrato se considero un tratamiento con sulfato (SO4) y uno sin sulfato (wSO4).

Localidad/Sustrato | Control Hidrégeno | Lactato Acetato Metanol Trimetilamina
sin
sustrato
Area4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4
Area4+BES 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4 804 WSO4

3.3 Métodos analiticos

Las concentraciones de los gases producidos (metano e hidrogeno) en los
experimentos fueron cuantificadas por cromatografia de gases (Agilent 6850
Series GC System) con detector de conductividad térmica a 250°C, equipado con
una columna empacada (HAYESEP D 100/120 de 10" x 1/8" x 0.085" SS) a 250°C,
utilizando nitrogeno como gas acarreador. Todas las muestras fueron

directamente inyectadas al cromatografo (100 uL) sin previa preparacion.

La produccion de sulfuro de hidrégeno (H.S) fue cuantificada regularmente a
través del método colorimétrico de cobre-sulfato (Cord-Ruwisch 1985). Ademas,
se cuantificd el amonio producido en los experimentos de trimetilamina, utilizando
la técnica colorimétrica de fenol-hipoclorito, descrita en Standard Methods (Eaton
et al. 1998). Para determinar diferencias significativas sobre la produccién de
metano y HyS entre el control y las condiciones manipuladas, se llevé a cabo

analisis de varianza de una via y una prueba a posteriori Tukey.
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4 Resultados
4.1 Incubaciones con hidrégeno

Los experimentos con hidrogeno mostraron actividad sulfato reductora hasta el
segundo pulso de sustrato (dia 19). En total, se observd una produccion entre 12-
14 mM de H,S a lo largo de 58 dias de incubacién (Fig. 4), con una tasa
respiratoria maxima de 0.94 mmol por gramo de sedimento por dia (mmol/gsed —
d) (Tabla 3). Ademas, el balance energético al final del experimento, mostré que
aproximadamente 25% del hidrogeno adicionado derivd en sulfato reduccion
(Tabla 4). No se detectdé la produccion de metano e hidrogeno en etas
incubaciones, mientras que en los experimentos adicionados con BES, no se

detecto actividad sulfato-reductora ni metanogénica.
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Figura 4: Produccion de sulfuro de hidrogeno en los enriquecimientos con
hidrogeno (H2S0O4). Control sin sustrato (CSS+SO04). Las lineas verticales
punteadas muestran los dias en que se suministraron pulsos adicionales de

sustrato.

4.2 Incubaciones con lactato

En los enriquecimientos con lactato, sin el inhibidor metanogénico BES, se detecto

actividad sulfato reductora desde el primer pulso de sustrato, obteniendo un rango
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de produccion entre 35-40 mM de H»S (Fig. 5a), con una tasa respiratoria maxima
de 2.57 mmol/gsed —d (Tabla 3) Con ello, el balance energético mostro que el 84%
del sustrato adicionado derivo en sulfato reduccion (Tabla 4). También, se detecto
una produccion de gas hidrogeno a partir del dia de incubacion 21, alcanzando
una acumulacion total de 0.35 mM de H (Fig. 5b).

Por su parte, en los tratamientos endogenos sin sulfato como aceptor de
electrones, se encontré una acumulaciéon maxima de 0.74 mM de H; a los 46 dias
de incubacion, la cual disminuyd progresivamente con el tiempo hasta llegar a
0.35 mM de Hy,

Destacadamente, en la etapa final de estos experimentos, se registrdo produccion
de metano a partir del dia 46, con una acumulacion total de 2.50-2.9 mM de CH,4
al final de la incubacion (Fig. 5b).

En contraste, los experimentos con el inhibidor BES adicionado, mostraron una
escaza actividad sulfato reductora, con acumulacion total de hasta 15 mM de H,S
(Fig. 5¢c). Respecto a la produccion de gases, en los experimentos sin sulfato
como aceptor de electrones, se detectdé una acumulacion de hidrogeno maxima al
dia 42 con 2.1 mM de H,. Posterior a este dia, la concentracion de este gas en el
espacio de cabeza disminuy6 hasta llegar a ~0.5 mM de H; (Fig. 5d).
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Figura 5: Metanogénesis y sulfato reduccion en enriquecimientos con lactato. a)
produccion de sulfuro de hidrogeno en experimentos sin el inhibidor BES; b)
produccion de hidrogeno y metano en experimentos sin inhibidor BES (lineas
discontinuas en eje secundario corresponden a la producciéon de metano); c)
produccion de sulfuro de hidrégeno en experimentos con el inhibidor BES; d)
produccion de hidrégeno en experimentos con el inhibidor BES. Lactato y sulfato
(LacSO4), lactato sin sulfato (LacwSO4), control sin sustrato (CSS+S0O4). Las
lineas verticales punteadas muestran los dias en que se suministraron pulsos

adicionales de sustrato.
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4.3 Incubaciones con acetato

La produccién de H,S en las incubaciones con acetato, ocurrié principalmente
durante los primeros 24 dias de incubacion, alcanzando hasta 31 mM de H,S. En
estos experimentos, se registro la tasa de actividad sulfato reductora mas alta con
5.88 mmol/gsed —d (Tabla 3) con un balance del uso de sustrato por este proceso
de hasta 70% (Tabla 4). Posterior al dia 24, se observé una potencial inhibicidon de
la sulfato reduccion, produciendo 35-38 mM de H,S a lo largo de 58 dias de
incubacion (Fig. 6a).

Destacadamente, sélo en los experimentos enddgenos con acetato sin sulfato en
el medio, se detectdé una acumulacion de metano de hasta 1.7 mM de CH4 Esto
ocurrid durante una etapa tardia de la incubacion a partir del tercer pulso de
sustrato (Fig. 6b). Por otro lado, en los experimentos adicionados con el inhibidor

BES, no se detecto actividad metanogénica ni sulfato reductora.
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Figura 6: Metanogénesis y sulfato reduccion en enriquecimientos de acetato. a)
produccion de sulfuro de hidrégeno; b) produccion de metano. Acetato y sulfato
(AceS04), acetato sin sulfato (AceWSO4), control sin sustrato (CSS+S04). Las
lineas verticales punteadas muestran los dias en que se suministraron pulsos

adicionales de sustrato.
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4.4 Incubaciones con metanol

En los microcosmos con metanol como donador de electrones se detecto actividad
sulfato reductora desde el primer pulso de sustrato, resultando en una
acumulacion de hasta 6mM de H,S al final de la incubacion (Fig. 7a), con un tasa
de actividad maxima de 0.28 mmol/gsed —d (Tabla 3) y un uso del sustrato por
este proceso de ~10% (Tabla 4). Asi mismo, este sustrato mostré ser un eficiente
precursor metanogénico, ya que desde el primer pulso de sustrato se detectd
produccion de metano, alcanzando hasta ~10 mM de CH4 en ambos experimentos
con y sin sulfato como aceptor de electrones (Fig. 7b), representando un uso del
sustrato de hasta 23% por metanogénesis (Tabla 4). En tanto a los experimentos
adicionados con BES, no mostraron actividad sulfato-reductora ni metanogénica.
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Figura 7: Metanogénesis y sulfato reduccion en enriquecimientos con metanol. a)
produccion de sulfuro de hidrogeno; b) produccion de metano. Metanol y sulfato
(MetSO4), metanol sin sulfato (MetwSO4), control sin sustrato (CSS+S0O4). Las
lineas verticales punteadas muestran los dias en que se suministraron pulsos

adicionales de sustrato.
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4.5 Incubaciones con trimetilamina

Los enriquecimientos con trimetilamina como sustrato mostraron actividad sulfato
reductora y metanogénica. La produccion de H,S comenz6 desde el primer pulso
de sustrato, con un total de 8.7 mM de H,S durante el periodo de incubacion (Fig.
8a), con un balance de uso de sustrato de 15.6% por este proceso (Tabla 4).
Ademas, la tasa respiratoria maxima ocurrié durante el tercer pulso de sustrato
con 0.531 mmol/gsed —d (Tabla 3).

Por otro lado, se detectd actividad metanogénica en ambos experimentos con y
sin sulfato desde la etapa final del primer pulso de sustrato, alcanzando en ambos
casos hasta 12 mM de CH4 (Fig. 8b) al final del tiempo de incubacion, con un uso
del sustrato del 17.6% por metanogénesis (Tabla 4)

Por su parte, la concentracién de amonio comenzo6 a ser cuantificable a partir del
segundo pulso de sustrato (dia 19), registrando una acumulacién de hasta 310 mg
N-NH, al final del experimento (Fig. 9), lo cual representa un 44% de la
trimetilamina total adicionada. De nueva cuenta, los experimentos adicionados con

BES no mostraron actividad sulfato-reductora ni metanogénica.
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Figura 8: Metanogénesis y sulfato reduccibn en enriquecimientos con
trimetilamina. a) produccion de sulfuro de hidrégeno; b) produccion de metano.
Trimetilamina y sulfato (TMASO4), trimetilamina sin sulfato (TMAwSO4), control
sin sustrato (CSS+S04). Las lineas verticales punteadas muestran los dias en que

se suministraron pulsos adicionales de sustrato.
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Figura 9: Produccion de amonio (mg N-NH4) en experimentos de trimetilamina.
Trimetilamina y sulfato (TMASO4), trimetilamina sin sulfato (TMAwSO4), control
sin sustrato (CSS+S0O4). La linea vertical punteada muestra el dia en que se

suministré pulso adicional de sustrato.

4.6 Comparacion de procesos sulfato-reductores

Se evaluaron 5 potenciales sustratos para estimular la sulfato reduccién en
tapetes microbianos de ambientes hipersalinos: hidrogeno, lactato, acetato,
metanol y trimetilamina Todos los sustratos mostraron una produccion total de H,S
estadisticamente diferente al control sin sustrato (P<0.005), siendo el lactato y el
acetato los sustratos que mas estimularon la sulfato reduccién, con tasas
respiratorias de 5.88 y 2.57 mmol/gsed —d respectivamente. (Tabla 3).
Posteriormente, el sustrato que mas promovidé la produccion de H,S fue el

hidrogeno, seguido de la trimetilamina y el metanol (Fig. 10).
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Figura 10: Uso de sustratos para la sulfato reduccion. Produccion de sulfuro de
hidrogeno (mM) en enriquecimientos con hidréogeno (H2SO4), lactato (LacSO4),
acetato (AceSO4), trimetilamina (TMASO4), metanol (MetSO4) y control sin
sustrato (CSS+S04). Las lineas verticales punteadas muestran los dias en que se

suministraron pulsos adicionales de sustrato.
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Tabla 3: Tasas respiratorias maximas sulfato reductoras y metanogénicas
utilizando distintos sustratos en muestras de tapetes microbianos de ambientes

hipersalinos. ND= no detectada.

Metanogénesis Sulfato reduccion
Sustrato/Proceso Tasas respiratorias Tasas respiratorias
(mmol/gsed —d) (mmol/gsed —d)
Experimentos | Experimentos | Experimentos con
con sulfato sin sulfato sulfato
Hidrogeno ND ND 0.94
Acetato ND 0.16 5.88
Lactato ND 0.19 2.57
Metanol 0.92 0.88 0.28
Trimetilamina 1.09 0.97 0.53

4.7 Comparacion de procesos metanogénicos

De la misma manera, se probaron los mismos sustratos para estimular la
metanogénesis en tapetes microbianos de ambientes hipersalinos. Entre todos los
experimentos, el unico en el que no se detectd produccion de metano fue en el
enriquecimiento con hidrogeno, destacando que en las incubaciones con lactato y
acetato, la produccion de metano sélo ocurrié cuando el sulfato fue retirado del
medio (Fig. 11).

Los sustratos preferentes para la metanogénesis fueron trimetilamina y metanol
con tasas respiratorias de 1.09 y 0.92 mmol/gsed —d respectivamente (Tabla 3).

Ademas, con dichos sustratos se estimulé la producciéon de metano en etapas
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tempranas de la incubacién, aun en ausencia de sulfato en el medio, con tasas de

actividad similares (Tabla 3).

En las incubaciones con lactato y acetato, se detectd produccion de metano sélo
en los experimentos sin sulfato, con tasas respiratorias de 0.19 y 0.16 mmol/gsed
—d, respectivamente (Fig. 11 y Tabla 3). Esto se present6 hasta el tercer pulso de

sustrato durante una etapa tardia de la incubacion (Fig. 11).
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Figura 11: Uso de sustratos para la metanogénesis. Produccion de metano (mM)
en enriquecimientos de trimetilamina (TMASO4), trimetilamina sin sulfato
(TMAwSO4), metanol (MetSO4), metanol sin sulfato (MetwSO4), lactato sin sulfato
(LacwSO4), acetato sin sulfato (AcewSO4), hidrégeno (H2S0O4) y control sin
sustrato (CSS+S04). Las lineas verticales puntuadas muestran los dias en que se

suministraron pulsos adicionales de sustrato.

El balance energético al final del experimento mostré que los sustratos que mas
derivaron en el producto de la sulfato reduccion fueron el lactato y el acetato, con
un uso de hasta el 84% y 70% respectivamente. Para la metanogénesis, los
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principales precursores mostraron ser la trimetilamina y el metanol con 17 y 22%

cada uno.

Tabla 4: Balance de DQO (expresado en mg DQOJ/L) del uso de distintos sustratos
por tapetes microbianos hipersalinos después de 58 dias de incubacion. ND = no
detectado. Balance= (productos identificados- DQO endogeno)/ (DQO

suministrado).

Tratamiento/ Metano | Sulfuro de | Hidrogeno | Amonio Balance
Producto Hidrégeno (%)
Hidrégeno ND 733.77 ND ND 25
Acetato ND 2082.8 ND ND 70.3
Acetato sin sulfato 11 ND ND ND 0.3
Lactato ND 2476 608 ND 84
Lactato sin sulfato 16 ND ND ND 0.5
Metanol 674 281.6 ND ND 32.5
Trimetilamina 500 458.24 ND 310 87
5. Discusidn

5.1 Incubaciones con hidrégeno

Diversos estudios en tapetes microbianos hipersalinos han mostrado que en estos
ecosistemas el hidréogeno juega un papel central dentro de los metabolismos
microbianos (Ollivier 1994). Altos flujos de hidrégeno y una produccién neta
sustancial de este gas durante periodos de oscuridad, han sido ampliamente
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documentados en estos ambientes, sugiriendo que la participacion de los tapetes
microbianos en el flujo del hidrogeno, ha impactado la evolucion de la atmdsfera
terrestre durante millones de afios (Hoehler et al. 2001, Burow et al. 2012, Burow
et al. 2014, Lee et al. 2014 y Hoffman et al. 2015). Por ello, la ecologia del ciclo del

hidrégeno en estos ecosistemas continua siendo investigada.

En el presente trabajo se encontré que el hidrogeno es un potencial sustrato para
la sulfato reduccidn. La actividad sulfato-reductora hidrogenotréfica ha sido
escasamente investigada en ecosistemas hipersalinos. El unico caso reportado es
el de Burow et al. (2014), quienes realizan enriquecimientos de microcosmos
adicionados con hidrégeno e inhibiendo la sulfato reduccion y encuentra un
incremento significativo en el eflujo del hidrogeno, sugiriendo asi que las bacterias
sulfato reductoras representan importantes hidrogendétrofos dentro de los tapetes
microbianos de la Bahia Monterey, California. En su trabajo, reportan
microorganismos pertenecientes a los Desulfobacterales como los principales
consumidores de hidrégeno, con una produccion de sulfuro durante periodos de
oscuridad.

El balance energético al final de nuestro experimento mostré que el 25% del
hidrogeno proporcionado derivo en el producto de la sulfato reduccion (Tabla 4).
Este porcentaje es sustancialmente mayor al reportado en sedimentos marinos
que oscila entre 5-10% (Sorensen et al. 1981). Es bien conocido que el flujo del
hidrégeno juega un rol importante en la formacion de las comunidades
microbianas y basado en el potencial redox, este gas representa un sustrato
importante para una amplia variedad de procesos metabdlicos anaerobios (Olliver
1994, Hoehler et al. 2001 y Burow et al. 2014). Evidencia isotdpica sugiere que, en
particular, microorganismos homoacetogénicos podrian contribuir
significativamente en el consumo de hidrogeno dentro de estos ecosistemas
(Kelley et al. 2006 y Oren 2011), por lo que consideramos que este metabolismo
podria estar ocurriendo en nuestros microcosmos. Investigaciones mas profundas

con métodos de biologia molecular son necesarias para elucidar la diversidad
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microbiana predominante dentro de estos microcosmos y asi identificar otros
miembros hidrogenotréficos que estan contribuyendo en el ciclo del hidrogeno

dentro de estos ecosistemas.

Por otro lado, los enriquecimientos de hidrogeno no mostraron actividad
metanogénica. Lo cual concuerda con estudios previos que han demostrado la
ausencia de metanogénesis hidrogenotrofica en ambientes hipersalinos (McGenity
2010, Oren 2011 y Garcia-Maldonado et al. 2012). Es bien conocido que la
metanogénesis se encuentra en competencia con la sulfato reduccion por los
productos de fermentacion hidrogeno y acetato. Ademas, dado que los ambientes
hipersalinos se caracterizan por poseer concentraciones importantes de sulfato, la
disponibilidad y afinidad por este aceptor de electrones favorece la sulfato
reduccion desplazando a la metanogénesis (Oremland y Polcin 1982, Oremland et
al. 1982 y King 1989). Recientemente han sido reportados metandgenos
potencialmente hidrogenotréficos en tapetes microbianos en Guerrero Negro
B.C.S, a salinidades de 6.5% (Area 1) (Garcia-Maldonado et al. 2015); sin
embargo, no existe evidencia contundente de que estos microorganismos
persistan en altas salinidades dentro de la misma localidad (Smith et al. 2008), lo

que representaria uno de los limitantes bioldgicos para esta actividad.

5.2 Incubaciones con lactato

El lactato es uno de los principales productos de la acidogénesis durante la
degradacion de la materia organica. En ambientes hipersalinos es producido
principalmente por la degradaciéon del glicerol, el cual es un compuesto
osmoregulador comun y abundante en estos ecosistemas (Oren y Gurevich 1994).

El lactato ha sido descrito como uno de los donadores de electrones preferido por
bacterias sulfato reductoras y un amplio espectro de estos microorganismos son
capaces de crecer con esta fuente de energia (Liamleam y Annachhatre 2007 y
Muyzer y Stams 2008). El balance energético mostré que el 84% de este sustrato
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derivd en sulfato reduccion. En este sentido, una gran diversidad de
microorganismos sulfato reductores, haldfilos, oxidadores completos e incompletos
de lactato, han sido reportados (Oren, 1999 y Oren 2011). Teske et al. (1998)
describen las comunidades de bacterias sulfato reductoras en Solar Lake, Egipto,
y encuentra que los microorganismos capaces de utilizar lactato se encuentran en
densidades poblaciones similares a distintas profundidades de los tapetes
microbianos, sugiriendo asi que este sustrato representa una importante fuente de

carbono en estos ecosistemas.

Paralelamente, en las incubaciones adicionadas con lactato, se detecto
produccion de gas hidrégeno en ambos experimentos con y sin sulfato como
aceptor de electrones (Figura 5b). Diversos estudios han mostrado que en tapetes
microbianos hipersalinos, las cianobacterias constituyen el principal grupo de
hidrogenégenos (Hoehler et al. 2001, Burow et al. 2012, Lee et al. 2014 y
Hoffman et al. 2015). Es bien conocido que las cianobacterias son capaces de
producir hidrogeno como subproducto de la fermentacion de sus propias reservas
energéticas de carbono almacenadas durante la fotosintesis asi como durante la
fijacion de nitrogeno (Bothe et al. 2010 y Oren 2015). Burow et al. (2012) realizan
un estudio sobre el ciclo del hidrogeno en tapetes microbianos de la bahia
Monterey, California y a través de evidencia biogeoquimica y molecular,
determinan que la contribucion de otros microorganismos diferentes a las

cianobacterias, en la produccion de hidrogeno, es probablemente minima.

5.3 Incubaciones con acetato

El acetato es un intermediario comun en la degradacion de la materia organica.
Esta fuente de carbono funciona como donador de electrones y suele acumularse
en el ecosistema en ausencia de aceptores de electrones con alto potencial
reductor, como el nitrato o iones de hierro. De esta manera, la oxidacion anaerobia

de acetato, con aceptores de electrones con bajo potencial reductor, como los
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compuestos sulfurados, representa un importante flujo de energia que liga el ciclo
del carbono y el azufre (Sorokin et al. 2016).

En los enriquecimientos de acetato se encontrd subita produccion de H,S durante
los primeros 24 dias de incubacion, registrando la tasa de actividad sulfato
reductora mas alta entre todos los sustratos probados. El acetato ha sido
reportado como el principal sustrato para la sulfato reduccién en sedimentos
hipersalinos. Skyring (1988) realiz6 un estudio en el Lago Eliza, Australia y
encuentré que entre el 85-90% del acetato mineralizado fue utilizado por bacterias
sulfato reductoras.

Cabe senalar que, después de 24 dias de incubacion, la actividad sulfato
reductora acetoclastica se detuvo (Fig. 6a) y mostré una aparente inhibicién con
las concentraciones de acetato utilizadas (3 pulsos de 0.976 gDQO/L equivalentes
a 52.2 mM). En este respecto, Koschorreck et al. (2004) reporta en un bioreactor
de aguas residuales, una inhibicion de la actividad sulfato reductora con
concentraciones de acetato encima de 15 mM, aunque no especifica los
mecanismos de la inhibicién. Adicionalmente, las bacterias sulfato reductoras
acetoclasticas han sido reportadas como mas susceptibles a inhibicion por sulfuro
que otros grupos de microorganismos sulfato reductores (Maillacheruvu y Parkin
1996 y Koschorreck et al. 2004).

En los experimentos enddgenos de acetato, sin sulfato como aceptor de
electrones, se detectd una produccién de metano durante la etapa tardia de la
incubacion. La actividad metanogénica acetoclastica no ha sido previamente
registrada en ecosistemas hipersalinos. El actual limite de tolerancia de salinidad
reportado para metandgenos acetoclasticos es de 6% (Oren 2011). Potter et al.
(2009) a través de analisis isotopicos sobre el metano biogénico generado en
tapetes microbianos de Guerrero Negro, BCS, encuentra un cambio en la ruta
metabodlica metanogénica predominante a través de un gradiente de salinidad,
reportando que a salinidades de 12% (Area 6) la ruta metanogénica metilotréfica
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deja de ser dominante; sin embargo en su trabajo le no es posible distinguir si el
novedoso sustrato para la metanogénesis es el acetato o el dimetil sulfuro.

La actividad metanogénica acetoclastica se detectd exclusivamente en los
enriquecimientos con acetato sin sulfato como aceptor de electrones. Se ha
reportado que la riqueza bacteriana disminuye conforme las condiciones del
ecosistema son mas energéticamente demandantes (Rothrock y Garcia-Pichel
2005), de esta manera al anular el sulfato de los experimentos con acetato, no
sélo se elimina la competencia del acetato por bacterias sulfato reductoras, sino
que ademas se disminuye el estrés osmotico que el sulfato genera en estos
ambientes, permitiendo la proliferacidn de bacterias menos abundantes en el
ecosistema. En este sentido, se ha encontrado que microorganismos del Orden
Halobacteriales y del Filo Chloroflexi son importantes participantes en el consumo
del acetato en ambientes hipersalinos (Oren 1995, Oren 2006 y Lee et al. 2014) y
mas recientemente han sido reportados novedosos linajes de microorganismos
haldfilos dependientes de acetato (Sorokin et al. 2016). Por ello, es necesario
realizar investigaciones mas detalladas sobre la diversidad microbiana
predominante en estos experimentos para conocer los cambios en la estructura de
la comunidad, generados por la adicion de este sustrato y asi entender a mayor
profundidad el papel del acetato en estos ecosistemas.

5.4 Incubaciones con metanol

Los alcoholes volatiles, como el metanol y el etanol, son importantes metabolitos
en ambientes salinos. Bajo condiciones aerobias y anaerobias, el metanol puede
ser producido por la descomposicién de la lignina o pectina (Schink y Zeikus
1980). Diversos microorganismos como Clostridium, Erwinia y Pseudomonas han
sido reportados como principales productores de metanol en ambientes andxicos a
través de la degradacion de la pectina (Schink y Zeikus 1982).
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Los resultados obtenidos mostraron que el metanol es un sustrato potencial para
la sulfato reduccion. Diversos microorganismos sulfato reductores que utilizan el
metanol como fuente de energia han sido reportados y aislados de efluentes de
plantas de tratamiento de aguas (Nanninga y Gottschal 1986, Liamleam vy
Annachhatre 2007 y Muyzer y Stams 2008); no obstante, el uso del metanol por
bacterias sulfato reductoras en ambientes hipersalinos ha sido escasamente
estudiado. Kjeldsen et al. 2007 realizaron enriquecimientos selectivos de bacterias
sulfato reductoras de Great Salt Lake, Utah y en incubaciones adicionadas con
metanol describen microorganismos pertenecientes al Orden Desulfovibrionales y
Desulfobacterales. Adicionalmente, algunos microorganismos metilotroficos
haléfilos han sido caracterizados (Tambekar et al. 2016 y Zhilina y Zavarzin 1990);
sin embargo, hasta nuestro conocimiento, no existe un estudio que esté dirigido a
elucidar el papel del metanol en ecosistemas hipersalinos. Asi, resulta
imprescindible caracterizar a los microorganismos habitantes en estos
enriquecimientos para conocer a mayor profundidad cual es el destino del metanol

dentro de estos ambientes y la diversidad microbiana asociada a este sustrato.

5.5 Incubaciones con trimetilamina

Una gran serie de estudios han mostrado la importancia de la trimetilamina en
ambientes hipersalinos (King 1989 y Oren 1990). Este compuesto organico
representa el principal precursor metanogénico en estos ecosistemas y en la
actualidad se considera a este sustrato como exclusivo para la metanogénesis
(McGenity 2010 y Kelley et al. 2015).

Las incubaciones con trimetilamina mostraron una produccion de H,S
estadisticamente mayor a los controles sin sustrato. Esta evidencia sugiere que
este compuesto estimuld directa o indirectamente la sulfato reduccion. El unico
reporte previo sobre bacterias sulfato reductoras capaces de utilizar trimetilamina
como sustrato fue realizado por King (1984), sin embargo en su trabajo no
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describe a los microorganismos que llevan a cabo dicho proceso ni los

mecanismos de reaccion.

Nosotros proponemos la siguiente ecuacion como un potencial mecanismo de

reaccion del uso de trimetilamina por bacterias sulfato reductoras:

4(CH3)sNH* + 9 SO4 Z +9H* > 12C0O, + 9HS™+ 4NH4* +12 H,0
AG°'=-308.3 -mol’' TMA

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran evidencia que sugiere
un potencial uso de la trimetilamina por sulfato reduccién, sin embargo, para
corroborar dicho hallazgo es necesario obtener mayor informacién a través de
multiples estrategias, tales como amplificaciones de genes funcionales de sulfato
reduccion (drsA/B 6 Hyd) a partir de ARN, uso de carbono isotopico marcado y
visualizacion de los consorcios a través de técnicas de biologia molecular como
FISH. Con ello, se podra esclarecer con mayor precision si realmente existe
competencia por este sustrato en ambientes hipersalinos entre bacterias sulfato
reductoras y arqueobacterias metanogeénicas.

Por otro lado, pese a que toda la discusion histérica se centra en la competencia
de la trimetilamina entre bacterias sulfato reductoras y arqueobacterias
metanogénicas, no han sido considerados otros organismos miembros del
ecosistema que podrian ser capaces de utilizar la trimetilamina como sustrato y
con los cuales también podria existir competencia. En este sentido, distintos
microorganismos halofilos han sido reportados como capaces de crecer utilizando
trimetilamina. Colby y Zatman (1973) reportan 12 cepas de microorganismos que
utilizan este sustrato como fuente de carbono en donde destacan bacterias
metilotréficas pertenecientes a los Géneros Arthrobacter y Pseudomonas. Meiber
y Harder (1978) describe el metabolismo aerobio y anaerobio de la degradacion de
trimetilamina por una cepa de Hyphomicrobium. Asi mismo, han sido reportados

novedosos microorganismos desnitrificantes haldfilos, pertenecientes al género
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Paracoccus, que metabolizan trimetilamina de manera aerobia y anaerobia (Song-
Gun ef al. 2001 y Song-Gun et al. 2003). Evidentemente, el consumo de
trimetilamina por otros microorganismos diferentes a arqueobacterias
metandgenas, en tapetes microbianos hipersalinos, es un tema no esclarecido,

pese a que actualmente se considera como sustrato no competitivo.

5.6 Incubaciones con BES

Durante el presente trabajo se probaron 5 diferentes sustratos para la estimulacion
de la metanogénesis y la sulfato reduccion: hidrogeno, lactato, acetato, metanol y
trimetilamina. Para descartar el uso de estos sustratos por arqueobacterias
metanogénicas, se realizaron las mismas incubaciones incluyendo el inhibidor
selectivo de la metanogénesis, acido bromoetanosulfonico (BES) (Tabla 2). La
adicidon de este compuesto mostré una eficiente inhibicién sobre la metanogénesis,
sin embargo, también inhibid la sulfato reduccion en casi todos los experimentos
con excepcidon del lactato. El unico antecedente que en nuestro conocimiento
presenta evidencias de una inhibicion similar, fue realizado por Kjeldsen et al.
(2007), quienes cuantificaron la produccion H>S en incubaciones de tapetes
microbianos adicionados con distintos sustratos y encuentran diferencias entre los
enriquecimientos de metanol y metanol+BES, reportando una produccion de 1.1y
0.3 mM de H,S, respectivamente. Sin embargo, en su trabajo no discuten los

mecanismos que podrian explicar estos resultados.

El BES es un inhibidor selectivo de la metanogénesis debido a que este
compuesto es estructuralmente analogo a la Coenzima-M (2-mercapto-etano
sulfonato), la cual en el paso final de la metanogénesis transfiere un grupo metil a
la metil-coenzima M reductasa. La Coenzima-M es un compuesto abundante en
las arqueobacterias metanogénicas, por lo que se cree que cuando existe la lisis
celular de estos organismos, la Coenzima-M puede ser liberada en cantidades
sustanciales en el ecosistema, representando un potencial sustrato para otros

microorganismos. De esta forma, se ha encontrado el uso del BES (por ser
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analogo de la Coenzima-M) como aceptor de electrones (Ettwig 2006). Los
resultados muestran que aparentemente la adicion de BES inhibi6 la actividad
sulfato reductora o en su defecto, que la adicibn del BES promovioé otros
metabolismos dentro de los microcosmos. En la actualidad el uso de BES como
sustrato es un tema poco estudiado y el conocimiento es exiguo al respecto. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que los ambientes
hipersalinos representan un excelente sitio de estudio para analizar el papel del
BES durante la degradacion de la materia organica en el ecosistema.

5.7 Comparacion de procesos sulfato-reductores

La sulfato reduccion es un proceso ecologico y biogeoquimico de importancia en
ambientes hipersalinos. Las tasas sulfato reductoras mas altas reportadas en la
literatura han sido medidas en estos ecosistemas (Brandt et al. 2001). Se estima
que este proceso puede ser responsable de ~80% de la oxidacidén de carbono en
ambientes salinos (Baumgartner et al. 2006).

Todos los sustratos probados en el presente estudio, mostraron una produccion de
H.S estadisticamente mayor que la del control sin sustrato (P<0.005) (Fig. 10,
Tabla 3), sugiriendo que todos los sustratos probados potencialmente podrian
haber sido utilizados por bacterias sulfato reductoras. Particularmente, el metanol
y la trimetilamina, son sustratos que no habian sido reportados para sulfato
reduccién en ambientes hipersalinos, por lo que el presente estudio aporta nueva
informacion a la discusion entre la competencia por los mismos sustratos entre
arqueobacterias metanogénicas y bacterias sulfato reductoras, mostrando un
potencial flujo de energia entre ambos grupos microbianos, no considerado

previamente para el entendimiento de los ecosistemas hipersalinos.

Dado que los sustratos que mas estimularon la sulfato reduccién fueron el lactato
y el acetato, esta evidencia sugiere que las comunidades sulfato reductoras

naturales se encuentran limitadas en carbono (Brandt et al. 2001). Posteriormente,
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el hidrégeno fue el sustrato que mas estimuld la produccién de sulfuro. En
concordancia, se ha encontrado que las bacterias sulfato reductoras constituyen
los principales grupos de hidrogenotréficos en estos ecosistemas (Burow et al.
2012 y Lee et al. 2014) Por ultimo, los resultados indican que la trimetilamina y el
metanol, pueden ser utilizados por bacterias sulfato reductoras, aunque en menor
proporcion comparado con los otros sustratos estudiados, probablemente, debido
a que existen otros miembros de la comunidad que también estan utilizando
dichos sustratos. Nuestros resultados sugieren abrir de nuevo la discusion si
realmente existen sustratos “no competitivos” en ambientes hipersalinos. Por ello,
estudios mas profundos son necesarios para elucidar el destino real de estos
sustratos de relevancia dentro del ecosistema y conocer la diversidad microbiana
asociada a su degradacion.

5.8 Comparacion de procesos metanogénicos

La metanogénesis en ambientes hipersalinos es un proceso bien documentado
(McGenity 2010). En el presente trabajo, los sustratos que mas estimularon la
actividad metanogénica fueron la trimetilamina y el metanol. En concordancia,
multiples evidencias ha demostrado que la ruta metanogénica metilotrofica es
predominante en estos ecosistemas, debido a la fuerte competencia por los
sustratos hidrégeno y acetato con bacterias sulfato reductoras (King 1989, Oren
1990 y McGenity 2010). Kelley et al. (2015), a través de analisis isotopicos,
determinaron que la trimetilamina y el metanol contribuyen entre 55-92% y 8-40%,

respectivamente, del metano total generado en estos ecosistemas.

Inesperadamente, en los experimentos con lactato (el cual puede ser convertido a
acetato por acetogénesis) y acetato, se observd produccion de metano
estadisticamente diferente al control sin sustrato (P<0.005), sugiriendo una
actividad metanogénica acetoclastica. El unico antecedente que reporta una
potencial actividad metanogénica acetoclastica en ambientes hipersalinos fue
realizado por Potter et al. (2009); sin embargo, la identidad de los
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microorganismos que lleva a cabo la metanogénesis, en funcién del sustrato

utilizado, permanece incomprendida.

6 Conclusiones

Durante el presente trabajo se evalué la competencia por diferentes sustratos
entre la metanogénesis y la sulfato reduccion en ambientes hipersalinos. Se
probaron 5 diferentes sustratos de relevancia ecoldgica: hidrégeno, lactato,
acetato, metanol y trimetilamina. Los resultados mostraron que los 5 sustratos
probados potencialmente pueden ser utilizados para la sulfato reduccion. Asi, se
evidencid una potencial competencia por los sustratos denominados no
competitivos trimetilamina y metanol, por bacterias sulfato reductoras vy
arqueobacterias metandgenas. Dado que la trimetilamina no habia sido reportada
previamente como sustrato para bacterias sulfato reductoras en ambientes
hipersalinos, se propone la ecuacidn estequiométrica como potencial mecanismo
de reaccion. No obstante, para corroborar estos resultados, es necesario
profundizar con distintas aproximaciones isotopicas y moleculares que

complementen esta informacion.

Por otro lado, se corrobor6 que la ruta metanogénica metilotrofica es
predominante en estos ecosistemas, siendo la trimetilamina y el metanol los
sustratos que mas estimularon la produccién de metano. Adicionalmente, se
encontré una produccion de metano en los experimentos de lactato y acetato solo
cuando el sulfato fue retirado del medio, siendo asi el primer reporte de una
potencial actividad metanogénica acetoclastica en ambientes hipersalinos.
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