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lineas de unién del arbol representan el porcentaje de

“resampling” por “bootstrap” basado en 1000 arboles
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GLOSARIO

AG® Energia libre de Gibbs estandar

1032F-1434RGC Primer utilizado en la PCR anidada para el gen 16S RNAr

16S RNAr Secuencia empleada como marcador molecular en
estudios filogenéticos

25F-1492R Primer que amplifica 1500 pb de la region 16S rDNA de
arqueas

AGV Acidos grasos volatiles

AICl3.6H,0 Cloruro de aluminio hexahidratado

Amplicon Es una pieza de DNA formada como el producto de
eventos de amplificacion natural o artificial

APS Persulfato de amonio, en inglés

Arquea Microorganismo que pertenece al domino Argueobacteria

Arqueas Microorganismos generadores de metano como producto

metanogénicas

final de su metabolismo

Arquea Dominio filogenético

BLAST Basic local alignment search tool, en inglés

bootstrap Estimador del nivel de confianza (robustez estadistica) de
las hipotesis filogenéticas. Consiste en generar
pseudomuestras de secuencias cambiando al azar los
nucledtidos de sitio en la muestra original, con
reemplazamiento (el mismo sitio puede ser muestreado
nuevamente con igual probabilidad)

BSA Albumina de suero bovino, en inglés

CaCl, Cloruro de calcio

CH, Metano

CO2 Di6xido de carbono

Co-B Coenzima B

CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado

CoM

Coenzima M
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CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado

DGGE Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, en
inglés

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico, en inglés

DNA metagendmico

DNA extraido de una muestra ambiental y que contiene el
material genético de una gran diversidad de organismos

y/o microorganismos

dNTP desoxinucleétidos trifosfato, en inglés

DQO Demanda quimica de oxigeno

Fa20 Coenzima 420

Fa30 Coenzima 430

Fe(NH4)2(S04)2 Sulfato ferroso amoniacal

Formamida Agente desnaturalizante del DNA

H3BO3 Acido boérico

HCI Acido clorhidrico

KoHPO4 Fosfato de potasio monobasico

kb kilobase

KOH Hidréxido de potasio

mcrA, MCRA Gen relacionado con la subunidad alfa de la metil
coenzima M reductasa. Se utiliza como marcador
molecular para estudios de organismos metanogénicos

ME1/ME2 Primer que amplifica 750 pb de la subunidad alfa de la
metil coenzima M reductasa (Co-M o MCRA)

MEB Microscopia electronica de barrido

Metagendmica

Estudio del conjunto de genomas de un determinado

entorno

Metanogénesis

Ruta metabodlica que implica la generacion de metano
como producto final. Es un proceso bioquimico

caracteristico de arqueas metanogénicas
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MF Metanofurano

MgCl, Cloruro de magnesio

MnS04.2H,0 Sulfato de manganeso dihidratado

MP Metanopterina

Na,SeOs; Seleniuro de sodio

NaHCO3; Bicarbonato de sodio

NCBI National Center for Biotechnology Information, en inglés

NH,CI Cloruro de amonio

NiCl,.6H,0 Cloruro de niquel hexahidratado

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa, en inglés

PCR anidada PCR en donde se obtiene un nuevo amplicén a partir de
uno previamente obtenido por un primer proceso de PCR

PIB Producto interno bruto

Primer Oligébmero corto (en este caso de nucledtidos) a los que
una enzima adiciona nuevas subunidades monoméricas

RALLFA Reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente

RNA Acido ribonucleico, en inglés

SDS Dodecilsulfato de sodio, en inglés

TAE Tris-acetato-EDTA utilizado como amortiguador

Taq polimerasa

DNA polimerasa proveniente de Thermophilus aquaticus

TEMED

Tetrametiléndiamina, en inglés

™™ Temperatura de fusion, en inglés

TRH Tiempo de residencia hidraulica

UASB Upflow anaerobic sludge blanket, en inglés

Urea Agente desnaturalizante del DNA

uv Ultravioleta

Vinaza Residuo obtenido a partir de la destilacién alcohdlica
ZnS0,4.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado
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RESUMEN

En esta investigacion se dio a conocer la diversidad filogenética de arqueas
metanogénicas presentes en tres reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo
ascendente (RALLFA) operando a 45, 55 y 65°C. Dichos reactores se encargan de
tratar un agua residual conocida como vinaza proveniente del proceso de
destilacion alcohdlica. Las vinazas poseen un alto contenido de materia orgénica e
inorganica medida como demanda quimica de oxigeno (DQO) (80 a 120 g L™),
sulfatos (4 a 6 g L™), potasio (6 a 8 g L™, nitrégeno total (446 g L™), ién amonio
(730 g L™, entre otros. Dentro de cada RALLFA se lleva a cabo un proceso de
degradacion anaerobia o0 digestibn, en donde participan diferentes
microorganismos encargados de degradar los contaminantes. Las arqueas
metanogénicas son capaces de llevar a cabo un proceso llamado metanogénesis,
el cual es el Ultimo paso de la degradacion anaerobia. El primer estudio llevado a
cabo en esta investigacién fue de microscopia confocal espectral, en donde la
autofluorescencia de las arqueas metanogénicas a 420 nm determiné su
presencia en muestras de lodo obtenidas de cada RALLFA. También se llevo a
cabo un estudio de microscopia electronica de barrido. En éste no se logra
confirmar presencia de arqueas metanogénicas en la muestra de lodo pero si dej6é
ver la morfologia de los microorganismos presentes en la muestra ambiental y asi
se encontr0 que éstas son poco variadas. En cada muestra se observan
morfologias semi-homogéneas, lo que puede ser un indicativo de poca diversidad
microbiana en la muestra o bien la dominancia de cierto tipo de microorganismos.
Para conocer los filotipos de arqueas metanogénicas presentes en cada RALLFA
se desarroll6 una metodologia. En primer lugar, se extrajo el DNA (&cido
desoxirribonucléico) metagendmico del lodo proveniente de cada reactor,
empleando un kit de extraccion de DNA llamado “Power Soil® DNA Isolation Kit.
Mo Bio Laboratories”. Seguido de esto, se procedié a amplificar mediante PCR
(reaccibn en cadena de la polimerasa, en inglés) el DNA de arqueas
metanogénicas obtenido de cada RALLFA. Se utilizaron dos juegos de primers:
25F-1492R y ME1/MEZ2. El primero amplifica 1.6 kilobases (kb) de la region 16S

del rDNA (acido desoxiribonucleico) de arqueas, mientras que el segundo par de



primers amplifican 0.75 kb del gen mcrA que codifica para la subunidad alfa (o) de
la metil coenzima M reductasa, conocida como MCR o Coenzima M (CoM),
implicada en el ultimo paso de la metanogénesis. Una vez amplificado el material
genético de arqueas metanogénicas se procedié a realizar la técnica de DGGE
(gel de gradiente con agente desnaturalizante, en inglés) con la finalidad de
obtener diferentes bandas correspondientes a filotipos de arqueas metanogénicas.
Veintiocho bandas cortadas de los geles desnaturalizantes fueron enviadas a
secuenciar, de estas 28 secuencias fueron seleccionadas 16 y con ellas se
elaboraron dos arboles filogenéticos. El primero con las secuencias relacionadas
al gen 16S RNAr y el segundo con las relacionadas al gen mcrA. El andlisis
filogenético mostré que dentro de los RALLFA existen dos oOrdenes de arqueas
metanogénicas que predominan: se refiere al orden Methanomicrobiales y
Methanobacteriales. EI orden Methanomicrobiales mostr6 ser dominante y
encontrarse en mayor proporcion de los generos Methanoculleus, seguida de
Methanospirillum, Methanofollis 'y  Methanocorpusculum. Del orden
Methanobacteriales los géneros presentes fueron Methanobacterium vy
Methanothermobacter. Las especies encontradas en la filogenia de los RALLFA
correspondié mayoritariamente a arqueas metanogénicas hidrogenotroéficas, esto
significa que la formacion de metano en los RALLFA es a partir de CO; e Hy,
dejando en una proporcion muy pequefia la metanogénesis a partir de acetato y

de compuestos metilados.



CAPITULO 1. PROBLEMATICA

1.1. Introduccion

En la actualidad los problemas de indole ambiental se han convertido en un riesgo
no solamente para el ambiente, sino también, para la poblacion humana. Es por
ello que hoy en dia existen diversas propuestas y proyectos enfocados en la
prevencion y remediacion de problemas por contaminacion ambiental, uno de ellos
es la biorremediacion o biotransformacion. Esta es una estrategia utilizada para
eliminar y/o degradar contaminantes de ambientes tanto de la atmdsfera,
hidrosfera, litosfera y geosfera, que han sido dafiados por diversos agentes. Un
proceso de biorremediacion es un proceso espontaneo o estimulado, basado en el
uso de microorganismos y las enzimas que ellos producen para degradar y
eliminar agentes contaminantes ya sea de origen quimico o bioldgico. Los
organismos pueden ser nativos del sitio a remediar o adicionados al sistema
(lman, 2006). El disefio sistemético y aplicacion de microorganismos para el
tratamiento de agua residual tiene alrededor de cien afos, sin embargo la
biorremediacion in situ (estimulada) se ha venido utilizando desde hace poco
tiempo. Este avance logré solidez y aceptacion una vez que se comprobo6 que bajo
condiciones adecuadas ciertos microorganismos son capaces de degradar uno o
varios componentes que suelen ser contaminantes.

En este trabajo de investigacién se estudié un proceso de biorremediacion en
donde al utilizar tres reactores anaerobios de lecho de lodos de flujo ascendente
(RALLFA) operando a 45, 55 y 65°C respectivamente, ofrecen un tratamiento
biol6gico a un agua residual proveniente de la industria azucarera-alcoholera
conocido como vinaza, que es un efluente que se descarga a temperaturas entre
55 y 80°C. Las vinazas tratadas en el laboratorio provienen de un ingenio
azucarero cooperante ubicado en el estado de Veracruz.

Por todo lo expuesto, el interés de este trabajo recae directamente en el estudio
de las poblaciones de arqueas metanogénicas presentes en cada uno de los
reactores tipo RALLFA.



1.1.1. Planteamiento del problema

Las vinazas contienen materia organica abundante que, a la fecha, no se ha
determinado con exactitud puesto que ésta varia segun el origen, el tipo de
materia prima utilizada y las condiciones de operacion de los procesos. En
general, se sabe que contiene compuestos carbonosos que incluyen fenoles y
polimeros naturales, mas otros como amonio, sulfatos y potasio. Debido a que las
vinazas provienen de un proceso de destilacion, su temperatura de evacuacion es
entre 55 y 80°C que, al ser desechadas, incrementan la temperatura de los
cuerpos receptores (cuerpos de agua o suelo) perdiendo su energia calorifica y
disminuyendo la cantidad de oxigeno disuelto disponible. Por otro lado al poseer
un pH de caracter acido (entre 5 y 5.5) acidifican el cuerpo receptor, lo cual puede
disolver algunos metales y volverlos biodisponibles (Bernal-Gonzalez et al., 2002).
Todo esto ha llevado a desarrollar tratamientos anaerobios en biodigestores para
degradar gran parte de los componentes de las vinazas y al mismo tiempo en
estos procesos se obtiene biogas rico en metano que puede ser utilizado como
energia para producir vapor de agua para el proceso de destilacion del etanol,
logrando asi un ahorro de combustible que genera CO, contaminacion ambiental.

1.1.2. Justificacion del trabajo

Ya que las vinazas son generadas a temperaturas muy altas (55 a 80°C) se debe
aplicar un tratamiento anaerobio termofilico en reactores tipo RALLFA que operen
en dichas condiciones y en donde se encuentren consorcios microbianos de
arqueas metanogénicas los cuales asumen un importante papel en el proceso de

degradacion anaerobia llevando a cabo la metanogénesis.



1.1.3. Hipotesis

En los reactores anaerobios o biodigestores tipo RALLFA, reactores anaerobios de
lecho de lodos de flujo ascendente que operan a 45, 55 y 65°C, se encuentran
consorcios de arqueas metanogénicas ocluidas en los lodos de cada reactor y, a
Su vez participan en la ultima etapa de la degradacion anaerobia generando

metano como producto final de su metabolismo.

1.1.4. Objetivos

1.1.4.1. Objetivo general

Estudiar la diversidad filogenética de arqueas metanogénicas presentes en tres
reactores tipo RALLFA operando en condiciones termofilicas a 45, 55 y 65°C,
encargados del tratamiento de aguas residuales conocidas como vinazas

provenientes de la industria alcoholera.

1.1.4.2. Objetivos particulares

Realizar un estudio de microscopia confocal espectral y microscopia electrénica
de barrido de consorcios microbianos de arqueas metanogenicas.

Extraer y purificar el DNA metagenomico a partir de los lodos presentes en cada
uno de los RALLFA.

Amplificar mediante PCR el DNA de argueas metanogénicas utilizando dos
primers: 25F-1492R y ME1/ME2.

Realizar un analisis por electroforesis en gel de gradiente con desnaturalizacién
(DGGE) para estudiar la diversidad filogenética en cada RALLFA.

Secuenciar los filotipos encontrados a partir del estudio de DGGE y obtener la

secuencia nucleotidica de éstos.

Hacer un analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, elaborar arboles
filogenéticos con el programa Seaview y la plataforma bioinformatica ATGC:
Montpellier Bioinformatics platform.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1. Industria azucarera

La cafia de azucar (Saccharum officinarium) es uno de los cultivos mas viejos en
el mundo. Se cree que comenzo6 hace aproximadamente 3,000 afios como un tipo
de césped en la isla de Nueva Guinea y de ahi se extendié a Borneo, Sumatra e
India. En el Atharvaveda, libro sagrado hindu escrito aproximadamente en el afio
800 a.C., se describe una corona hecha de cafia de azucar. Tiempo después en el
afio 1493 Cristobal Colén introduce la cafia de azucar en la Isla de La Espafiola;
sin embargo, las plantas no prosperaron. No fue sino hasta el afio 1501, cuando la
cafia de azUcar se llevd y plantd en la ciudad de Santo Domingo de la hoy
Republica Dominicana, que logr6 adaptarse al ecosistema y crecer
adecuadamente. El éxito de su plantacién en ese pais logré que el cultivo se
llevara a lo largo del Caribe y América del sur (Mora, 1998). Cortés la trajo a
México y su cultivo en el hoy estado de Veracruz es muy extendido contando este
estado con el mayor nimero de fabricas que la procesan. La industria azucarera
tiene una tecnologia con 450 afios de antigiiedad en promedio (Duran-de-Bazula,
2007).

A lo largo de estos afios, esta industria ha sido un ejemplo en donde se aplican
técnicas de “costos conjuntos”, esto significa que en diferentes puntos del proceso
se obtienen multiples productos tales como azucar, miel, bagazo, cachaza, entre
otros. La produccién de la industria azucarera puede considerarse compleja por la
variedad de productos y subproductos que en ella se obtienen, asi como por las
multiples operaciones que constituyen la cadena productiva principal y auxiliar
(Fiandor-Rosario, 2008). La industria azucarera representa una parte muy
importante de la economia los paises que la poseen. Sin embargo, en los ultimos
afios, en el mercado azucarero no se han logrado precios competitivos, mientras
que los de la energia y otros productos han ido en aumento. En la Fig. 1 se
muestra el proceso de obtencion de azucar y otros productos; se puede observar

gue es un proceso largo y complejo y consta de varias etapas.
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Fig. 1. Proceso industrial de obtencién de aztcar (Acondicionamiento Quimico, 2011)

2.1.1. Panorama nacional e internacional

En el continente americano, los principales paises productores de azucar se
encuentran en América Latina y en la region del Caribe. Entre ellos se encuentran
México, Cuba, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Nicaragua, Brasil, Republica
Dominicana. Estos paises constituyen la principal regién azucarera del mundo,
con mas del 30% de produccion de azucar y el 45% de las exportaciones
mundiales de ese producto, destinandose para cada region alrededor de 7
millones de hectareas para el cultivo de cafa de azlcar (CEFP y Comité de la
Agroindustria Azucarera, 2001).

Otro pais con gran produccion de azucar es Australia, que cuenta con 27 ingenios
azucareros y 7 puertos de embarque de azucar a granel; la produccién de azlcar



equivale al 3.5% del PIB agricola del pais y es la quinta industria rural después de
la carne de res, trigo, lana y productos lacteos. Mundialmente produce el 4.5% de
azUcar y participa con el 15% del mercado libre mundial de azicar (PROCANA,
2005).

A partir de la entrada en vigor del TLC-AN en enero de 1994, México acordo la
exportacion a Estados Unidos de 25 mil toneladas de azucar durante los primeros
6 aflos de operacion del tratado, exportando sin limite la sobre-produccion de
azucar a ese pais. Sin embargo, en el afio 2000 Estados Unidos anuncié que la
cuota maxima de exportacion de azlcar originaria de México seria de 116 mil
toneladas, violando los acuerdos firmados. Nada ha pasado sin embargo, ya que
los gobiernos mexicanos no han cancelado el tratado, a pesar de las multiples
violaciones por parte de los EEUU. En el afio 2001 el mercado de azucar enfrentd
problemas originados por la apertura comercial, puesto que el costo de produccion
de una tonelada de azucar estandar o refinada en México estaba entre 400 y 500
dolares, mientras que en el mercado internacional el promedio era de 194 doélares.
Por consecuencia, en ese mismo afio la industria azucarera enfrentd problemas de
financiamiento y de pagos a cafieros, por lo que el gobierno federal tomoé la
decision de privatizar 27 de los 60 ingenios que funcionaban en el pais (Fig. 2).
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Fig. 2. Sesentaingenios azucareros en México, de los cuales 27 formaron parte del acuerdo
de expropiacién (CEFP y Comité de la Agroindustria Azucarera, 2001)



2.1.2. Problematica de contaminacién ambiental causada por la industria

azucarera-alcoholera

Una vez que la cafia de azlcar es cortada se destina a su procesamiento, del cual
se obtienen diferentes productos como se observa en la Fig. 3. Un producto de
gran interés mundial es el etanol. Segun datos estadisticos, el 46% del etanol
generado a nivel mundial se obtiene del azucar y el 54% restante de granos como
maiz (INE, 1997). La cifra promedio de produccion de etanol anualmente es de 50
mil millones de litros, mostrando como principales productores de etanol a Estados
Unidos, Brasil, China e India. Sin embargo, como en todo proceso industrial existe
generacion de residuos, en este caso el residuo generado lleva el nombre de
vinaza. Al inicio del proceso el medio de cultivo debe ser acidulado hasta valores
de pH de 3.0 para reducir la actividad de organismos que compitan con las
levaduras para consumir la fuente de carbono (generalmente se hace con acido
sulfurico), después de 24 horas de fermentacion, el alcohol etilico obtenido en el
mosto fermentado o vino, debe ser concentrado mediante una destilacion, desde
10 o0 12 hasta 96% v/v. En este proceso se generan entre 12 y 14 litros de aguas
residuales por litro de alcohol destilado, estas aguas residuales son conocidas
como vinazas (Castro-Gonzalez et al., 2004; 2001).

2.1.3. Vinazas

Las vinazas se caracterizan por tener un pH &acido entre 3 y 4, un elevado
contenido de materia organica e inorganica disuelta, coloidal y en suspension
(medida como demanda quimica de oxigeno: 80-120 g DQO L™), sulfatos: 4-6 g L°
! potasio: 6-8 g L™, solidos totales: 80-120 g ST L™ y temperatura de evacuacion
superior a 55 a 80°C. La disposicion gque se le da a esta agua residual resulta ser
en suelo o cuerpos de agua, de manera que la disposicibn mas comun es el riego
de las plantaciones de cafa con vinazas, ya sean diluidas con agua de riego o con
otras aguas de proceso o, incluso, “crudas”. También suelen ser desechadas

directamente en cualquier cuerpo de agua ya sea rio 0 mar.
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Una vez desechadas las vinazas, existe la posibilidad de que los microorganismos
presentes logren degradar los compuestos mediante procesos anaerobios y/o
aerobios, sin embargo la mayoria de los microorganismos son mesofilicos, es
decir, su temperatura 6ptima de proliferacion y trabajo es entre los 30 a 37°C vy las
vinazas son desechadas a temperaturas mayores a los 55 a 80°C de tal suerte
que no solo no permite que los microorganismos no degraden los compuestos sino
gue también provoca la muerte de gran parte de éstos, puesto que son sometidos
a un estrés fisioldgico y ambiental. Con el paso del tiempo, la salinidad y acidez en
el cuerpo receptor se altera y se desestabiliza, ademas de que la cantidad de
oxigeno disuelto disminuye considerablemente (Castro-Gonzalez et al., 2004,
2001). En consecuencia, los suelos de buena calidad agricola se convierten en
suelos infértiles, la disminucion de pH en un cuerpo acuifero afecta directamente a
la flora y fauna de dicho ecosistema. El impacto consecuente al proceso de
contaminacion y degradacion ambiental por la inadecuada disposicion de vinazas
obliga a plantear una alternativa que dé solucion a esta problematica a manera de
que los efectos negativos disminuyan y se mejore la calidad de suelo, agua y

ambiente en general.

2.2. Conceptos basicos de un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo
ascendente (RALLFA)

Como propuesta para el tratamiento de las vinazas se ha sugerido el uso de un
reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente mejor conocido como
RALLFA o UASB (por sus siglas en inglés upflow anaerobic sludge blanket). El
proceso de tratamiento anaerobio es reconocido y utilizado como uno de los
principales métodos y tecnologias para proteccion y preservacion del ambiente,
ademas de que representa un método sustentable que se ha venido utilizando
principalmente en paises del continente europeo, Asia y América. Como
principales ventajas de los reactores tipo RALLFA se encuentra que su disefo es
simple y resultan ser muy eficientes removiendo contaminantes. Ademas, la

energia de consumo en el sistema es baja y el uso de equipo sofisticado es
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minimo. Todas estas caracteristicas son de suma importancia, considerando que a
nivel industrial no solamente importa la eficiencia sino también los costos
(Seghezzo et al., 1998).

Los reactores RALLFA fueron desarrollados para el tratamiento de aguas
residuales industriales o bien efluentes domésticos con una concentracion de
materia organica media y elevada. De manera resumida se puede decir que es un
tanque en el cual las aguas residuales son introducidas en la parte inferior y salen
por la parte superior, estableciendo un flujo ascendente, siendo la mezcla del
sistema promovida por la turbulencia que genera el flujo ascendente del fluido y
por las burbujas de gas. Constan de tres partes principales:

1. Sistema hidraulico. En este proceso el agua residual entra al digestor por el
fondo y fluye hacia arriba a través de un lecho de lodos granulares
relativamente denso y de un manto de particulas de lodo floculado. Dentro
de esta zona se efectla principalmente la conversion de materia organica a
metano y didxido de carbono

2. Lecho de lodos granulares, es la parte bioquimicamente activa del reactor
gracias a los consorcios microbianos aqui presentes y

3. Una camara superior de acumulacién de gas (Diaz et al., 2002).

2.2.1. Generalidades de proceso anaerobio (digestion)

La digestion o degradacion anaerobia es el proceso metabolico a través del cual la
materia organica se degrada hasta moléculas sencillas por la actividad simultanea
o secuencial de bacterias anaerobias facultativas o estrictas. En la naturaleza
ocurre en las zonas de bajo o nulo contenido de oxigeno, como el rumen de los
herbivoros, lagos eutréficos, pantanos y fondos marinos. En forma controlada, la
tecnologia ambiental ha logrado obtener ventajas de las relaciones de
interdependencia que existen entre las bacterias, las cuales forman el consorcio
microbiano anaerobio (Zehnder, 1988). El proceso de digestibn consta de
multiples fases o subprocesos en donde se llevan a cabo reacciones en serie, en

la Fig. 4 se ilustran claramente las fases principales que componen al proceso.
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COMPUESTOS ORGANICOS COMPLEJOS
Proteinas, carbohidratosy lipidos

Bacterias hidroliticas:

“*Bacilus Hidrolisis

e Peptostreptococcus ‘

“sPropionibacterium OLIGOMEROS:

“*Bacteroides Azucares,

ssMicrococcus aminoacidos, péptidos
Bacterias acidogénicas: < 3 z
< Clostridium Acidogénesis

“*Propionibacterium

ACIDOS GRASOS DE CADENA LARGA
Propionico, butirico (volatiles); alcoholes, compuestos aromaticos (benzoato)

Bacterias acetogénicas: I |

ssClostridium Acetogenesis
ssAcetobacterium I
v A4
H, CO, | ﬂ 5008 Acido acético
4
BSR h":’”;“f""“"as; ACIDOACETICO |BSR acetotréfica:
. Desulfovibrio “*Desulfobacter
**Desulfomonas .
. **Desulfococcus
s*Desulfomaculum . 2
. **Desulfosarcina
**Desulfobulbus o
» CO,+H,S
Arqueas Metanogéncias
hidrogenotréficas: Arqueas Metanogénicas
*Metanobacterium . acetotroficas:
“*Metanoculleus *“*Methanosarcina
*Methanococcus **Methanosaeta
s*Methanomicrobium
e*Methanogenium CH,; CO,100%
Metanogénesis

Fig. 4. Diagrama del equilibrio del proceso anaerobio (Castro-Gonzalez et al., 2004)

2.2.2. Bioquimicay microbiologia de la digestién
2.2.2.1. Hidrolisis

Es el paso inicial de la degradacion anaerobia, consiste principalmente en la
ruptura de polimeros complejos (lipidos, proteinas, carbohidratos, &cidos
nucleicos) hasta oligdbmeros (péptidos, oligosacaridos, etc.) y mondmeros (acidos
grasos, aminoacidos, monosacaridos y bases nitrogenadas), como resultado de la
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actividad de las exoenzimas (e.g. celulasas, amilasas, proteasas y lipasas) de las
bacterias hidroliticas. En esta etapa se encuentran bacterias anaerobias estrictas y
facultativas como el género Bacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Bacteroides, Micrococcus, etc.

Esta etapa es muy importante ya que constituye un paso limitante para el proceso
de digestion o degradacién anaerobia, sobre todo cuando se trata de residuos con
alto contenido de sdlidos y da inicio a la transferencia de masa interespecie al
solubilizar los polimeros complejos que se encuentran en el medio circundante
(Madigan et al., 2003).

2.2.2.2. Acidogénesis

Debido a la biodegradacion de los monémeros obtenidos en la etapa anterior, se
producen acidos grasos volatiles de cadena corta y larga, como &cido propionico,
butirico, n-valérico y caproico. El grupo fisiolégico de bacterias que lleva a cabo
este proceso esta conformado por anaerobias estrictas, y los productos originados
varian con el tipo de bacterias, sustratos y las condiciones de cultivo,
principalmente temperatura, pH y potencial redox (Bitton, 1994). Algunas de las
especies capaces de llevar a cabo esta funcién son Acetovibrio cellulolyticum,
Butyrivibrio sp., Clostridium sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Escherichia

sp., Micrococcus sp., Propionibacterium sp., Ruminococcus sp. y Bacteroides sp.

2.2.2.3. Acetogénesis

Durante esta etapa se genera acido acético como uno de los principales productos
finales de la misma, asi como formato, CO, y H,. Existen dos vias para la

acetogénesis:
o Via homoacetogénica: transformacion solamente en acetato a partir de
alcoholes, acidos grasos volatiles (AGV) o diéxido de carbono (CO;) e

hidrogeno (H,), esto se conoce como acetogénesis por hidrogenacion e
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intervienen microorganismos como Clostridium aceticum y Acetobacterium
woodii (Madigan et al., 2003).

o Via heterodegradadora: produccion principalmente de acetato a partir de
CO. y H; (acetogénesis por deshidrogenacion), principalmente por actividad
de la enzima carbono monoéxido deshidrogenasa (Madigan et al., 2003).

Las estequiometrias para ambas vias se ejemplifican con las siguientes
reacciones 1y 2:
CsH120s6 —» 3 CH3COOH (AG®= -310 kJomoI'l) 1)
2CO;+4H, —» CHsCOOH+2H,0 (AG®=-95klemol!) (@

2.2.2.4. Metanogénesis

Es la etapa final del proceso de digestidon o degradacion anaerobia, en ésta se
“‘mineraliza” la materia organica hasta metano y dioxido de carbono gracias a la
actividad de las arqueas metanogénicas que toman como sustrato al acetato, CO,,
formato, metanol y algunas metilaminas. La metanogénesis tiene lugar a través de
tres vias: metanogénesis hidrogendfila, metanogénesis acetoclastica y
metanogénesis a partir de compuestos metilados. Cada una de estas vias implica
un cambio energético de reaccion medido en AG®. En la Tabla 1 se describen

algunas de las principales reacciones llevadas a cabo en la metanogénesis.

a) Metanogénesis hidrogendfila

Es una via autotrofica en donde participan bacterias metandgenas hidrogendfilas
como Methanospirillum sp., Methanobacterium sp., Methanococcus sp. y
Methanopyrus sp. Por esta via, a partir de la reduccién de diéxido de carbono, se
genera metano.

La reduccion de CO, a CH4 se realiza a través de la ruta de coenzimas portadoras
de compuestos de un atomo de carbono (C;). En la Fig. 5 se muestra la via de la
metanogénesis a partir de CO, y la participacion de las coenzimas involucradas en

esta via.
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Tabla 1. Reacciones implicadas en la metanogénesis y sus respectivos valores
energéticos en energia libre de Gibbs estandar (Whitman et al., 2006)

Reaccion AG?
(kJ mol™ metano)

4 H, + CO, >CH4 + 2 HO -135.6
4 Formato >CH4 + 3 CO2+ 2 H20 -130.1
4 2-Propanol + CO2 > CH4 +4 Acetona + 2 H20 -36.5
2 Etanol + CO, > CHy+ 2Acetato -116.3
Metanol + H2 >CHa4 + H20 -112.5
4 Metanol =2 3CH4 + CO2 + 2 H20 -104.9
4 Metilamina + 2 H20 = 3CHa4 + CO2 + 4 NH4" -75.0
2 Dimetilamina + 2 H20 = 3CHa + CO2 + 2NH4" -73.2
4 Trimetilamina + 6H20 - 9CH4 + 3CO2 + 4NH4" -74.3
2 Dimetilsulfito + 2H20 - 3CH4 + CO2 + H2S -73.8
Acetato > CH4 + CO2 -31.0

b) Metanogénesis acetoclastica

Es una via acetotrdéfica, es decir, a partir de la reduccién de acetato se genera
como producto final metano. Esta via es muy importante en ambientes naturales,
ya que aproximadamente el 70% del metano producido proviene de ésta puesto
que el acetato estd presente en muchos ambientes. El mas comun es en
ambientes andxicos en agua dulce, en donde el catabolismo del acetato por otros
anaerobios es limitado por la disponibilidad de aceptores de electrones
alternativos como el sulfato o nitrato.

Las bacterias que llevan a cabo este proceso son bacterias acetoclasticas que se
ubican en el grupo de las bacterias quimioorganotrofas puesto que obtienen su
energia y fuente de carbono a partir de compuestos organicos. Dos de los géneros
caracteristicos son: Methanosarcina sp. y Methanosaeta sp. (Whitman et al.,
2006).
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Fig. 5. Esquema general para la metanogénesis hidrogendfila. MF, metanofurano; MP,
metanopterina; CoM, coenzima M; F4y, coenzima Fgy reducida; Fsz0, coenzima Fy30; Co-B,
coenzima B (Madigan et al., 2003)

Realizan la metanogénesis mediante la oxidacion del grupo carboxilo del acido
acético hasta dioxido de carbono y la reduccién del grupo metilo hasta metano.

El acetato se activa como acetil-CoA por catélisis de la acetil-CoA sintetasa. El
complejo CODH cataliza la ruptura del acetil-CoA; este complejo posee un
componente hierro-cobre y otro hierro-azufre, los cuales le permiten tener niveles
de oxidacién adecuados. También se utiliza para sintetizar compuestos

carbonosos a partir de CO; (Fig. 6) (Madigan et al., 2003).
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Fig. 6. Esquema general para la metanogénesis acetoclastica. CH;-COS-CoA, acetil
coenzima A; CODH, monéxido de carbono deshidrogenasa; Corr, C;-portador de proteina
corrinoide; CoM, coenzima M; CH3-CoM, metil coenzima M (Madigan et al., 2003)

c) Metanogénesis a partir de compuestos metilados

Estos compuestos, como el metanol, son catabolizados pasando grupos metilo a
una proteina corrinoide, formando CHs-corrinoide. Este complejo cede el grupo
metilo a la CoM, dando CH3-CoM y a partir de éste se forma metano de la misma
manera que en el paso final de la reduccibn de CO, en la metanogénesis

hidrogendfila.

2.3. Argueas metanogénicas

Si bien es importante saber que la metanogénesis es la Ultima etapa del proceso
de degradacion anaerobia también es importante conocer quiénes son los
encargados de llevar a cabo este proceso. Es asi como se llega a las arqueas
metanogénicas, las cuales producen metano como uno de los productos finales de

su metabolismo energético (Fig. 7).
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Fig. 7. Esquema general de la metanogénesis a partir de compuestos metilados. MF,
metanofurano; MP, metanopterina; CoM, coenzima M; Corr, Ci-portador de proteina
corrinoide; CODH monoxido de carbono deshidrogenasa (Madigan et al., 2003)
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El habitat de los metandégenos suele ser sedimentos andxicos como fangos
pantanosos, sedimentos de lagos o bien suelos saturados con alta humedad. Por
otra parte también pueden encontrarse en tractos digestivos de animales como
vacas, ovejas, camellos, ciervos e insectos celuloliticos. Se llegan a encontrar en
humedales, biodigestores y en fuentes hidrotermales submarinas aunque esta
altima fuente ha sido la menos estudiada (Whitman et al., 2006).
Las argueas metanogénicas pertenecen al dominio Arquea o Arqueobacteria, sin
embargo no siempre se clasificaron dentro de este dominio. En un principio se les
consideraba parte del dominio Bacteria. Para el afio de 1972 existia el reporte de
al menos 6 organismos metanogénicos: Methanococcus  vanniellii,
Methanobacterium ruminantium, Methanobacterium mobilis, Methanobacterium
formicicum, Methanosarcina barkeri y Methanobacterium thermoautotrophicus. Sin
embargo estos microorganismos reportados presentaban caracteristicas no
convencionales de bacteria. Fue hasta el afio de 1977 que Carl R. Woese junto
con George E. Fox, realizaron un estudio de secuenciacion de RNA ribosomal de
diferentes microorganismos, entre ellos el de metanégenos aislados
anteriormente. Este estudio filogenético reveld6 que existen tres lineas de
descendencia: eubacteria que comprende todas las bacterias tipicas,
arqueobacteria que contiene metandgenos y urcariontes, representado por el
componente de citoplasma de las células eucariotas (Woese y Fox, 1977).
Entre las principales caracteristicas del dominio Arquea que lo distinguen de
Bacteria, se encuentran las siguientes (Whitman et al., 2006):

e Capacidad de habitar en ambientes extremos, generalmente termofilos.

e Lipidos compuestos de éteres de glicerol, isoprenoides y tetraéteres

e La estereoquimica lipidica es 2,3-sn glicerol

e La pared celular estd compuesta por proteina, glicoproteina o

pseudomureina
e La sensibilidad a antibiéticos es muy diferente a la de eubacteria
e Formas de metabolismo energético Unicas, tales como la metanogénesis,
asi como presencia de la proteina bacteriorodopsina caracteristica de

Halobacteria en donde actia como bomba de protones.
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2.3.1. Taxonomia de las arqueas metanogénicas

Las arqueas metandgenas se clasifican dentro del dominio de las
Arqueobacterias. Las Archaeobacterias poseen un ancestro comun con las
bacterias, sin embargo las arqueas conservan la capacidad de vivir en las
condiciones reductoras que prevalecieron en la Tierra primitiva: una atmésfera rica
en diéxido de carbono, con poco hidrégeno y sin oxigeno libre. En consecuencia,
las arqueas son frecuentes en ambientes extremos tal como se menciono
anteriormente (Garcia, 1990; Woese, 1987).

Las arqueas metanogénicas actualmente se dividen en cinco 6érdenes:
Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales y
Methanopyrales. En la Fig. 8 se muestra esta division filogenética en cuanto a
dominio y érdenes (Brochier-Armanet et al., 2008), en tanto que en la Tabla 2 se
muestra también familias y géneros de este dominio.

Por su parte la Tabla 3 menciona algunas de las caracteristicas morfolégicas de

familias de arqueas metanogénicas.

2.3.2. Principales sustratos utilizados por las arqueas metanogénicas

Las argueas metanogénicas obtienen su energia de proliferacion a partir de la
conversion de diferentes sustratos, los principales son H,+CO,, formato, acetato y
en menor frecuencia trimetilamina, dimetilsufuro, alcoholes (metanol, isopropanol,
isobutanol, ciclopentanol y etanol). Todos estos sustratos son convertidos por
alguna de las vias de la metanogénesis, descritas en la seccion 2.2.2.4, en
metano. En la Tabla 4 se describen las reacciones implicadas en la
metanogénesis resultando el sustrato utilizado y sus respectivos valores

energéticos (Whitman et al., 2006).
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Fig. 8. Arbol filogenético en donde se muestra dominio y 6rdenes de las arqueas
metanogénicas (Brochier-Armanet et al., 2008)
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Tabla 2. Ordenes de arqueas metanogénicas, familias y géneros de las mismas
(Boone et al., 2001)

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Methanobacteria

Methanobacteriales

Methanobacteriaceae

Methanobacterium,
Methanosphaera

Methanobrevibacter,
Methanothermobacter

Methanothermaceae

Methanothermus

Methanococci

Methanococcales

Methanococcaceae

Methanococcus,
Methanothermococcus

Methanocaldococcaceae

Methanocaldococcus,
Methanotorris

Methanomicrobiales

Methanomicrobiaceae

Methanomicrobium,
Methanoculleus

Methanogenium,
Methanolacinia

Methanofollis,
Methanoplanus

Methanocorpusculaceae

Methanocorpusculum

Methanospirillaceae

Methanospirillum

Genera incertae sedis
Methanocalculus

Methanosarcinales

Methanosarcinaceae

Methanosarcina,
Methanococcoides

Methanolobus,
Methanohalophilus

Methanohalobium,
Methanosalsum,
Methanomicrococcus

Methanosaetaceae

Methanosaeta

Methanopyraceae

Methanopyrus

Methanopyri

Methanopyrales

Tabla 3. Caracteristicas de las familias de arqueas metanogénicas

(Whitman et al., 2006)

Familia

Caracteristicas

Methanobacteriaceae

Bacilos largos y cortos. Sustratos para metanogénesis: H,+CO,,
formato o alcoholes. Gram positivo, contienen pseudomureina

Methanothermaceae Bacilos. Sustrato para metanogénesis: H,+CO,. Gram positivo,
contienen pseudomureina. Termofilas extremas
Methanococcaceae Cocos irregulares. Sustrato para metanogénesis: H,+CO, y formato

Methanomicrobiaceae

Cocos irregulares, bacilos. Sustrato para metanogénesis: H,+CO, y
en algunos casos formato y alcoholes. Gram negativo

Methanocorpusculaceae

Cocos pequefios e irregulares. Sustrato para metanogénesis:
H,+CO,, en algunos casos formato y alcoholes

Methanosarcinaceae

Cocos irregulares, bacilos cortos. Sustrato para metanogénesis:
H,+CO,, acetato, compuestos metilados. Gram positivo y negativo
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Tabla 4. Principales sustratos utilizados por arqueas metanogénicas (Tabla 1

modificada) (Whitman et al., 2006; ATCC, 2011)

Sustrato Reaccion AG”
(kJ mol™ metano)

H,+CO, 4 H, + CO, >CH, + 2H,0 -135.6
Formato 4 Formato »>CH, + 3CO, + 2H,0 -130.1
Propanol 4 2-Propanol + CO, - CH, +4 Acetona + 2 H,O -36.5
Etanol 2 Etanol + CO, > CH,+ 2Acetato -116.3
Metanol Metanol + H, >CH, + H,O -112.5
Metanol 4 Metanol > 3CH, + CO, + 2 H,O -104.9
Metilamina 4 Metilamina + 2 H,0 = 3CH, + CO, + 4 NH, -75.0
Dimetilamina 2 Dimetilamina + 2 H20 > 3CH, + CO, + 2NH , -73.2
Trimetilamina 4 Trimetilamina + 6H20 > 9CH, + 3CO, + 4NH , -74.3
Dimetilsulfito 2 Dimetilsulfito + 2H,0 - 3CH, + CO, + H,S -73.8
Acetato Acetato > CH, + CO, -31.0

2.3.3. Medios de cultivo y aislamiento

Por ser anaerobias estrictas, las arqueas metanogénicas son extremadamente
sensibles al oxigeno. Esto hace que su aislamiento sea mas complicado y
riguroso. Cuando se desea aislar arqueas metanogénicas es muy recomendable
usar de inicio un medio de enriquecimiento (Tabla 5), es decir, aquel que posee
varias fuentes de carbono o sustratos ya conocidos para las metanogénicas. Lo
que permite utilizar dichos medios es que muy pocos son los microorganismos
capaces de aprovechar los sustratos para arqueas metanogénicas en condiciones
anaerobias. Se sabe que algunas de las bacterias capaces de aprovechar estos
mismos sustratos son las bacterias sulfato-reductoras, desnitrificadoras y
fotosintéticas, sin embargo éstas pueden ser excluidas si se omite adicionar al
medio sulfatos, sulfuros y nitratos, asi como mantener la incubacion en
condiciones de obscuridad (Whitman et al., 2006). Todo lo que se ha descrito es
crucial para la proliferacion de arqueas metanogénicas, es el primer paso para
aumentar la biomasa de los microorganismos y una vez que se logra esto se
puede proceder al empleo de medios de cultivo especificos y selectivos en donde
al reducir los tipos de fuentes de carbono o sustratos se va reduciendo la
diversidad de metanogénicas presentes hasta aislar un género o0 especie

determinado.
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Tabla 5. Composicion de (a) Medio de enriguecimiento para arqueas
metanogénicas; (b) Solucién de sales A; (c) Elementos traza; (d) Solucion de
vitaminas (Balch et al., 1979; Bryant et al., 1971; DSMZ, 2011; Whitman et al., 2006)

(a) Medio de enriquecimiento
Componente Cantidad
Extrato de levadura 2g
Tripticasa 2g
Solucion de sales A’ 10 mL
Solucién de fosfatos (200 g L™ K,HPO,.3H,0) 2 mL
Solucién de resarzurina (0.5 g L™ en agua) 2 mL
Solucién de acetato de sodio (136 g L™ de 10 mL
acetato de sodio. 3H,0)
Traza de elementos 10 mL
Solucién de vitaminas 10 mL
NaHCO; 59
Hidrocloruro de cisteina 05¢g
Sulfuro de sodio 0.001g
(b) Solucién de sales A (Ajustar a pH 4 con HCI)
Componente Cantidad (g en 1000 mL)
NH,CI 100
MgCl,.6H,0 100
CacCl,.2H,0O 40
(c) Elementos traza (Ajustar pH 6.5 0 7 con KOH)
Componente Cantidad (g en 1000 mL)
Acido nitrilotriacético 1.5
Fe(NH,),(S0,),.6H,0 0.2
Na,SeO; 0.2
CoCl,.6H,0 0.1
MnS0O,4.2H,0 0.1
Na,M00,.2H,0 0.1
Na,W0,.2H,0 0.1
ZnS0,.7H,0 0.1
AICl;.6H,0 0.04
NiCl,.6H,0 0.025
HsBO3 0.01
CuS0,.5H,0 0.01
(d) Solucién de vitaminas
Componente Cantidad (mg en 1000 mL)
Acido p-Aminobenzoico 10
Acido nicotinico 10
Pantotenato de calcio 10
Piridoxina (hidrocloruro) 10
Riboflavina 10
Tiamina (hidrocloruro) 10
Biotina 5
félico 5
Acido a-Lipoico 5
Vitamina B12 5




La segunda técnica corresponde al uso de antibidticos dirigidos hacia
determinados grupos o familias de bacterias. Se puede hacer uso de antibiéticos
debido a que los sistemas enzimaticos de las metanogénicas no se ven afectados
por éstos, evitando asi el riesgo de perder al microorganismo deseado que, en
este caso, son arqueas metanogénicas. La Tabla 6 enlista algunos de los

antibidticos comunmente utilizados en cultivos para metanogénicas.

Tabla 6. Uso de antibidticos para el aislamiento de arqueas metanogénicas
(DSMZ, 2011; Patel, 1984; Touzel et al., 1985; Zhao et al., 1989; Zinder y Mah, 1979

Antibiético (ug mL™) Arquea metanogénica aislada
Vancomicina 200 Methanosarcina sp.
Vancomicina 500 M. mazei
Cicloserina 100
penicilina G 2000 Methanosarcina thermophila
Penicilina G 2000 Methanobacterium sp.
Kanamicina 100 Methanosaeta concilii
Vancomicina 150
Penicili_ne_x 150 Methanoplanus limicola
Kanamicina 150
Tetraciclina 100

En cualquier técnica de aislamiento microbiologico se debe tener presente que el
medio de cultivo tiene que simular la fuente o el medio de donde se obtuvo la
muestra (nicho ecolégico). Es por esto que resulta indispensable tomar en cuenta
no solo los sustratos o nutrientes adicionados, sino también deben ser

considerados otros parametros como la concentracion de sales, pH y temperatura.

2.3.4. Microscopia confocal espectral y microscopia electronica de barrido

La microscopia confocal consta de una fuente de iluminacion puntual que ilumina
una region del objeto y el detector recibe la radiacion de esta area-objeto. La
imagen se construye por el barrido sincronizado de la fuente y el detector. La
calidad de las imagenes resultantes es mejor que la de microscopia confocal. Esto
se debe a la omision de toda la informacion Optica fuera de foto. La microscopia
confocal permite obtener secciones Opticas en profundidad que generan imagenes

tridimensionales de la morfologia de una muestra. Particularmente, en la
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microscopia confocal espectral un haz de luz incide directamente en la muestra y,
a su vez, la luz que ésta emite es separada en bandas espectrales de modo que
puedan ser detectadas en forma de fluorescencia. Algunas células poseen
sustancias fluorescentes naturales, dando como resultado un fenomeno de
autofluorescencia (Doddema y Vogels, 1978). Dadas las caracteristicas de las
arqueas metanogenicas la microscopia confocal es una técnica util para detectar
la presencia de éstas en un cultivo puro y/o en una muestra ambiental (arqueas
sin previo aislamiento). La propiedad de autofluorescencia en metanogénicas es
debida a la abundancia de la coenzima Fjy0, implicada en su metabolismo
(metanogénesis). La coenzima F4y0 es derivada de la flavina que participa en el
proceso de transporte de electrones en el citoplasma de las arqueas. Fue aislada
en el afio de 1972 a partir de argueas metanogénicas y su estructura quimica fue
establecida 6 afios mas tarde. Esta coenzima debe su nombre gracias a la
absorcion de luz UV a una longitud de onda de 420 nm. Es por ello que para
obtener una fluorescencia exitosa de las arqueas metanogénicas la longitud de
onda de excitacién debe ajustarse entre 350 y 420 nm. Bajo estas condiciones las
arqueas metanogeénicas logran autofluorescer observandose en el microscopio de
fluorescencia con color verde o azul (Madigan et al., 2003).

Cuando en una muestra sélo se pretenden estudiar las estructuras externas de un
organismo y no son necesarios los cortes finos se puede utilizar el microscopio
electrénico de barrido. A diferencia de la microscopia de fluorescencia en este
caso la muestra si requiere un tratamiento para ser observada; en primer lugar
debe ser fijada utilizando alcohol y acetona en diferentes concentraciones,
enseguida la muestra ya fijada se recubre con una fina capa de un metal pesado
gue en este caso es oro. El haz de electrones del microscopio electrénico de
barrido barre la superficie de la muestra y los electrones desviados por la capa de
metal son recogidos y proyectados sobre una pantalla que produce una imagen.
En esta técnica Unicamente se puede observar la superficie de los objetos, sin
embargo una gran ventaja que existe es el amplio intervalo de aumentos, desde
15 hasta 100 000 veces. Las imagenes obtenidas a partir de esta técnica se

denominan micrografias electronicas (Madigan et al., 2003). Estas técnicas siguen
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siendo herramientas muy valiosas en la microbiologia, sin embargo en la
actualidad el uso de las técnicas moleculares arroja resultados mas precisos en
cuanto a la identificacion de microorganismos como se describira en el siguiente

apartado.

2.4. MetagenOmica: herramienta clave en el estudio de diversidad

filogenética de muestras ambientales

Sin duda los inicios de la microbiologia estan asociados a la invencion del
microscopio. A su vez, la necesidad de observar y estudiar a los microorganismos
desarrollo la técnica de cultivo y obtencion de colonias puras. Con el paso del
tiempo los investigadores notaron que no todos los microorganismos podian ser
cultivables en el laboratorio, sobre todo aquellos que provenian de nichos en
condiciones extremas ya sea de temperatura, presion o pH. De esta manera los
investigadores comenzaron a dividir los microorganismos en cultivables y no
cultivables, dando prioridad de estudio a los primeros, valiéndose de diversas
técnicas de microscopia que a la par fueron avanzando. Pronto se dieron cuenta
de que la obtencion de cultivos puros no era suficiente para el estudio completo de
la microbiologia, en especial de la microbiologia ambiental, es asi como al surgir la
necesidad y el interés de estudiar los microorganismos clasificados como no
cultivables, inicia una etapa de lo que hoy se conoce como microbiologia moderna
(Handelsman, 2004).

La metagendmica o gendmica de comunidades es una disciplina que busca de
manera rapida entender los sistemas microbianos estudiando el contenido
gendmico de los microorganismos constituyentes de una comunidad natural. Esta
disciplina proporciona herramientas muy Utiles e importantes puesto que se sabe
que solamente el 1% de los microorganismos existentes en diferentes ambientes
naturales son cultivables en el laboratorio, lo cual limita su estudio. La
metagendmica permite conocer el tipo de microorganismos presentes en un
ambiente natural sin la necesidad de cultivarlos y aislarlos. Esto se ha logrado

mediante una serie de técnicas conocidas como técnicas independientes de
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cultivo. De manera simple lo que se lleva a cabo en un estudio metagenémico es:
1) extraccion del material genético de una muestra colectada a partir de un
ambiente natural, 2) purificaciéon y amplificacion de dicho material genético y 3)
secuenciacion. La informacion que se arroja es de dos tipos, la primera
taxondmica: ¢Quiénes estan presentes? y la segunda de contenido funcional:

¢, Qué es lo que hacen? (Dell’Anno et al., 2002).

2.4.1. Extraccion de DNA

Varios son los métodos empleados para la extraccion de DNA, se puede recurrir al
uso de agentes detergentes, lisis enzimatica, extraccion con solventes o
agitaciones multiples. En cualquiera de los casos lo que se busca es alterar el
estado natural de la célula para generar una ruptura y, finalmente, obtener el
material genético inmerso en ella. Hoy en dia estas técnicas se han mejorado,
inclusive en la extraccibn de DNA proveniente de muestras de suelo en donde
anteriormente la presencia de compuestos inhibidores tales como los acidos
hamicos y minerales de arcilla, resultaban ser un problema en el procedimiento.
Dentro de las técnicas de extraccion se deben considerar dos puntos muy
importantes, el primero es la lisis celular en donde se hace uso de enzimas o
agentes disruptores capaces de lisar la célula. Entre los mas comunes se pueden
encontrar el dodecilsulfato de sodio, SDS, proteinasa K, enzima lisozima. El SDS,
por ejemplo, es un detergente de naturaleza aniénica que logra romper los acidos
grasos Y lipidos asociados a la membrana celular de tal forma que la desestabiliza
y, finalmente, se rompe. El segundo punto es la precipitacion del DNA utilizando
disolventes quimicos como fenol y cloroformo. Este paso es muy importante ya
que se logra reducir la contaminacion de agentes organicos e inorganicos que
puedan alterar la pureza del DNA de interés. La importancia de llevar a cabo una
buena extraccion de DNA es asegurar el siguiente paso que sera la amplificacion
del material genético (DNA) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Griffiths et al., 2000).
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2.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método utilizado para amplificar una
secuencia especifica de DNA in vitro por repetidos ciclos de sintesis especificos
utilizando cebadores y DNA polimerasa. Se fundamenta en el mecanismo de
replicacion natural del DNA de las bacterias y esto permite obtener una elevada
cantidad del fragmento o fragmentos deseados. El tamafio de los fragmentos
amplificados esta determinado por la distancia entre las posiciones que ocupan los
cebadores o “primers” sobre la molécula de DNA, siendo la secuencia de estos
cebadores conocida y complementaria al gen o a la regiébn que se pretende
amplificar. La PCR permite una deteccién altamente sensible del gen considerado,
incluso en muestras heterogéneas de DNA como son el lodo o el suelo. Las
etapas de amplificacion del DNA en la PCR son las siguientes: 1)
desnaturalizacion de las cadenas de DNA, 2) alineamiento de los cebadores con
las cadenas diana y 3) sintesis de las cadenas complementarias por medio de la
enzima DNA polimerasa termoestable. Los componentes principales en la mezcla
de reaccion de PCR son la DNA polimerasa (por ejemplo, Taq Polimerasa, de
Thermophilus aquaticus), los primers (oligdbmero corto de nucleétidos a los que
una enzima adiciona nuevas unidades monoméricas) especificos, los
desoxirrobonucleétidos trifosfato libres (dNTP), el DNA molde e iones de magnesio
(Mg?"). Es importante mencionar que, en la PCR, cada ciclo duplica el contenido
original de DNA diana o molde. En la practica suelen hacerse de 20 a 30 ciclos,
lograndose incrementar entre 10° y 10° veces el material genético. La Fig. 9

muestra un diagrama general de la PCR (Madigan et al., 2003; Mullis et al., 1994).
2.4.3. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, en inglés) hace
uso de una de las propiedades del DNA la cual implica su organizacion en los
dominios de fusion de alta y baja temperatura. Si una molécula de DNA es

sometida a un incremento de temperatura 0 a determinada concentracion de un

30



agente desnaturalizante, el dominio de fusion de baja temperatura se convertira en
una sola cadena a una temperatura especifica 0 a una concentracién de
desnaturalizante. Las condiciones de desnaturalizacion en las que un dominio se
fusiona son totalmente dependientes de la secuencia, de tal manera que una
sustitucion de un solo par de bases alterard el punto en el cual la transicion del
estado de fusidn ocurre, es asi como un fragmento de DNA de la misma longitud
pero diferente secuencia de pares de bases puede ser separado en un gel con un
gradiente de desnaturalizaciébn (Muyzer et al., 1993). La DGGE generalmente
emplea un gradiente lineal de urea/formamida (agentes desnaturalizantes) en un
gel de poliacrilamida; de esta manera, el DNA migra en una concentracion
creciente de desnaturalizante. La molécula de DNA entra al gel en forma helicoidal
y viajara a través de éste conservando dicha forma hasta que encuentre la
concentracion de desnaturalizante a la cual el dominio de fusiébn de baja
temperatura se convierta en una cadena sencilla y asi el DNA adquirira una forma

lineal. La Fig. 10, muestra el principio de la DGGE (Cariello y Skopek, 1993).

pia
e e
|
Moo [ ——
cebadores Tenp. varable

|

ADN polimerasa % 72°C (Taq Pol)
zu-zﬁl'ciclc.s

itiolescopias [

Fig. 9. Diagrama general de lareaccion de PCR (Madigan et al., 2003)
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Fig. 10. Principio de la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Tm
indica la temperatura de fusién, sus siglas son del inglés “melting temperature” (Cariello y
Skopek, 1993)

Hoy en dia la técnica de DGGE es muy util para evaluar la composicion de
comunidades microbianas en muestras ambientales. Como ya se describio
anteriormente, el principio de la DGGE es el cambio conformacional del DNA al
someterlo a un gradiente de desnaturalizacion; este cambio provoca la
disminucién de la migracion del DNA dentro del gel, haciendo que éste se quede
en un solo sitio dentro del gel. Luego de una electroforesis de 20 a 24 horas con
un voltaje de 120 V a 60°C, el gel puede revelarse y posteriormente observarse
bajo luz UV. Al analizar las imagenes del gel se pueden observar una serie de
bandas que corresponden al DNA que sufrié cambios conformacionales segun su
secuencia debido al agente desnaturalizante. De esta manera se presume que
cada banda corresponde a un filotipo diferente, es decir, diferentes
microorganismos. El analisis de bandas en el gel de DGGE puede ser mas
detallado con la finalidad de distinguir la similitud, diferencia y abundancia de los
patrones de bandas en éste, otorgando una deteccién rapida de especies y
cambios en la composicion microbiana de la muestra extraida de un ambiente
natural. La Fig. 11 muestra imagenes de DGGE bajo diferentes combinaciones de
tiempo de corrida y voltaje a las que fueron sometidos. Esto permite apreciar la
resolucion de las bandas segun dichos parametros asi como la aparicion de
diferentes bandas en cada gel siendo la misma muestra analizada (A, B y C)
(Sigler et al., 2004).
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Fig. 11. Anélisis de DGGE de tres muestras diferentes (A, B, C) bajo diferentes
condiciones de tiempo de corrida (horas) y diferente voltaje (V) (Sigler et al., 2004)

2.4.4. Secuenciacion

Entre los métodos de secuenciacion existen dos que son los mas utilizados.
Ambos fueron desarrollados casi a la par; sin embargo, su fundamento es
diferente. Son conocidos como: a) Método de degradacién quimica y b) Método

enzimatico.
a) Método de degradacion quimica (De Necochea y Canul, 2004)

En 1977, Allan Maxam y Walter Gilbert dieron a conocer el método de degradacion
quimica. En este método, un fragmento de DNA de cadena doble o sencilla se
marca en los extremos 5" 0 3" de una o ambas hebras con Fésforo 32 (*2P).
Posteriormente, la muestra de DNA se divide en cuatro alicuotas y se fragmenta
en cuatro reacciones quimicas distintas. Los fragmentos de DNA generados
pueden ser separados por electroforesis en cuatro carriles distintos con base en
su tamafo. Conociendo el nucleétido en el que se realizaron los cortes, se puede
inferir la secuencia de la molécula original. Las reacciones quimicas que se utilizan

para fragmentar la molécula de DNA son las siguientes:
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1. Corte de las purinas. Las purinas adenina y guanina se metilan con dimetil
sulfato (DMS). La reaccion es tratada en condiciones alcalinas; la molécula
de DNA se fragmenta en las purinas metiladas; como resultado se obtiene
una serie de bandas oscuras que corresponden a las guaninas (las cuales
se metilan 5 veces mas rapido), y bandas claras que corresponden a las
adeninas

2. Corte de adeninas. En esta reaccion las purinas metiladas se tratan
inicialmente con un acido diluido, lo que favorece el corte de las adeninas
metiladas. Posterior a un tratamiento alcalino las guaninas también son
cortadas. Este tratamiento genera una serie de bandas oscuras y claras
gue también corresponden a las adeninas y guaninas, respectivamente

3. Corte de pirimidinas. Esta reaccion utiliza hidracina, encargada de cortar las
bases citosina y timina

4. Corte de citosina. La presencia de NaCl 2M inhibe la reaccion de hidracina
con tiamina, y el tratamiento posterior con piperidina, produce solamente

fragmentos que terminan en citosina.

b) Método enzimatico (Sanger et al., 1977)

En el mismo afio en que Maxam y Gilbert publicaron su trabajo de secuenciaciéon
por degradacién quimica, Frederick Sanger y su grupo de trabajo dieron a conocer
otro método de secuenciacion basado en reacciones enziméticas. El método de
Sanger se basa en el uso de la DNA polimerasa para sintetizar cadenas de DNA
con una terminacién especifica. Con este método se generan fragmentos de DNA
de todos los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, por el tipo de
marcaje que llevan o por la incorporacion de un terminador especifico. La DNA
polimerasa es una enzima que requiere de un templado de DNA de cadena
sencilla y de esta forma, logra realizar la sintesis de la hebra complementaria
extendiéndola a partir de un iniciador en direccion 5 a 3'. Entre los componentes
de la reaccion se incluyen nucleétidos que no tienen un grupo hidroxilo en su

extremo 3’ (ANTP) para poder obtener una terminacion especifica en las cadenas.
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Una vez que el dNTP se incorpora como el residuo terminal, evita que la cadena
de DNA sintetizada continle extendiéndose. La incorporacion de los dNTP es al
azar, de tal forma que se obtienen fragmentos de todos los tamafos posibles que
terminan en un residuo especifico.

En el método de Sanger la estrategia es hacer cuatro reacciones diferentes de
sintesis de DNA, utilizando un dNTP distinto en cada tubo. Con la mezcla del
nucleétido normal (ANTP) y su terminador (dNTP), se pueden generar fragmentos
complementarios de diferentes tamafios que terminan en el mismo nucledtido.
Posteriormente, estos fragmentos se pueden separar en un gel de electroforesis
con cuatro carriles distintos, para determinar la secuencia del templado.

El método de Sanger tiene varias ventajas sobre el método de Maxam-Gilbert. Las
reacciones de secuenciacion del método enzimatico se pueden realizar en unas
horas, en cambio las del método de Maxam-Gilbert tardan al menos un dia. Las
reacciones del método de Sanger son mas puras, con menos contaminantes que
puedan afectar la resolucién del gel. Hoy en dia, el método mas utilizado para la
secuenciacion de acidos nucléicos es el método de Sanger, sin embargo, debe
mencionarse que el método de Maxam-Gilbert es el mas adecuado para
determinar la secuencia de fragmentos cortos de DNA debido a que puede
determinar la secuencia desde la primera base. En cambio, el método de Sanger
s6lo permite la lectura a partir de la base 10-20. En la actualidad el método Sanger
ha mejorado gracias a avances en técnicas de biologia molecular tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la polimerasa termoestable para el
procedimiento de PCR, el marcaje de DNA y el desarrollo de secuenciadores
automaticos con la capacidad de determinar la secuencia de miles de pares de

bases por dia (De Necochea y Canul, 2004).
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Diagrama de bloques

El diagrama de la Fig. 12 muestra la metodologia empleada en este trabajo de

investigacion.

Extraccion de muestras de
lodo de RALLFA operado a
45,55y 65°C
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confocal de la metagenémico de cada
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Fig. 12. Diagrama general de experimentos llevados a cabo
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3.2. Caracteristicas de los reactores tipo RALLFA utilizados

Es importante dar a conocer las caracteristicas fundamentales de los reactores
tipo RALLFA utilizados en esta investigacion. Para ello se pueden enumerar tres
sistemas principales con los que cuentan:

1. Sistema hidraulico. El agua residual a tratar (en este caso vinaza) entra al
digestor por la parte inferior. Esta fluye hacia arriba a través de un lecho de
lodos granulares denso y un lecho de lodo floculado.

2. Lecho de lodos. Es en esta zona en donde se encuentran los consorcios
microbianos encargados de llevar a cabo los procesos bioquimicos de la
degradacion anaerobia.

3. Camara superior de acumulacion de biogéas. Es un sistema que pretende
recapturar el metano generado al final del proceso de degradacion
anaerobia. Una vez que se recaptura se puede cuantificar y/o aprovechar
energéticamente.

La Fig. 13 muestra tres imagenes de uno de los reactores que operan en el
laboratorio y de donde fueron tomadas las muestras de lodo para los diversos
andlisis microbiologicos. Mientras tanto, en la Tabla 7 se enlistan las

caracteristicas de cada reactor operando en el laboratorio (45, 55 y 65°C).

Enchaquetado- Recubrimiento-con-
con-fibra-de- lamina-de-aluminio-
vidrio¥ inoxidable¥

Salida-de-
efluente¥

Cama-de-
lodos®

Entradade-
agua-
residualf|
(Influente)

Fig. 13. Reactor tipo RALLFA visto desde la cama de lodos, el enchaquetado y el
recubrimiento con lamina de aluminio inoxidable. También se muestra la entrada de
influente y la salida de efluente
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Tabla 7. Caracteristicas de cada uno de los reactores

Pardmetro Dimension
Volumen de trabajo (m>) 0.0016
Diametro interno (cm) 10.1
Espesor de la pared (mm) 2
Altura (cm) 35
Altura de la chaqueta (cm) 35
Diametro interno de la chaqueta (cm) 20

3.2.1 Tomade muestra

1. Colectar en un tubo Falcon estéril un aproximado de 3 a 5 mL de lodo de
cada uno de los tres reactores
2. Cerrar correctamente el tubo y recubrirlo con papel aluminio

3. Congelar la muestra a -20°C hasta que sea utilizada.

3.3. Microscopia confocal espectral

Se obtienen muestras de lodo de cada RALLFA que opera a 45, 55 y 65°C. Bajo
condiciones estériles se coloca una asada de la muestra de lodo en un
portaobjetos y sobre éste un cubreobjetos. Colocar cada muestra en el
microscopio Confocal FluoView&tradel000 OLYMPUS, ajustado previamente a
una longitud de onda de 420 nandmetros (nm). Observar las muestras y obtener

las micrografias correspondientes.

3.4. Microscopia electronica de barrido

3.4.1. Preparacion de las muestras: fijacion, deshidratacién, secado a punto

critico y recubrimiento con oro

Fijar la muestra con glutaraldehido al 3% y centrifugar a 3000 rpm durante 5
minutos. Desechar el sobrenadante y conservar la pastilla obtenida.
Posteriormente, lavar 3 veces con solucion amortiguadora (buffer, en inglés) de

fosfatos y centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos entre cada lavado. Desechar el
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sobrenadante de cada centrifugacion y conservar la pastilla. A continuacion,
colocar sobre la pastilla etanol al 30% y dejar reposar durante 10 minutos.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos y desechar el sobrenadante. Adicionar
etanol al 50% y dejar reposar 10 minutos. Finalmente, centrifugar a 3000 rpm
durante 5 minutos y desechar el sobrenadante. Repetir este procedimiento con
etanol al 70% y al 100%. Terminados los lavados la muestra es secada a punto
critico utilizando el equipo SPI#13218-AB Modelo CPD 7501. El ultimo paso es el
recubrimiento con oro, en el cual la muestra se monta en un porta-objetos sobre
un disco de acero de 10 mm de diametro, ésta se recubre por evaporacion con
una capa de oro de 20 nm utilizando un metalizador tipo Balzers SCD. La muestra
ya esta lista para observarse en el microscopio electrénico de barrido JEOL
modelo JSM-5800 con un sistema de microanalisis OXFORD modelo ISIS 486.

Este procedimiento se repite con cada una de las muestras.

3.5. Pruebas moleculares para el estudio de filogenia de arqueas

metanogénicas en los RALLFA

3.5.1. Extraccion de DNA metagenomico

El DNA extraido de las muestras provenientes de cada reactor se denomina DNA
metagendémico ya que se obtiene el material genético de diversos grupos
microbianos que se encuentran ocluidos en los lodos. Para extraer el DNA
metagendmico se utilizd un kit de extraccion denominado “Power Soil® DNA
Isolation Kit. Mo Bio Laboratories”. La metodologia detallada se encuentra descrita
en el Anexo 1 de este documento.

Al finalizar este proceso se obtendran tres muestras de DNA metagendmico, cada
uno correspondiente a un RALLFA operando a 45, 55 y 65°C.

Hacer 4 alicuotas de 25 pL y cada una colocarla en un tubo Eppendorf de 1500 uL

para rcongelarlas a -20°C.

39



3.5.2. Amplificacién de DNA de argueas metanogénicas mediante PCR, a
partir del DNA metagendmico extraido

El DNA metagendmico extraido corresponde a diversos tipos de microorganismos
presentes en la muestra obtenida del reactor anaerobio, tanto del dominio bacteria
como del dominio arquea; sin embargo, el DNA que desea amplificarse es de
arqueas metanogénicas. Esto se logra seleccionando primers especificos que nos
permiten la region de interés. El punto 3.5.2.1. describe detalladamente las

caracteristicas de los primers asi como las condiciones de la reaccién de PCR.

3.5.2.1. Seleccién de primers

Para la amplificacion de DNA de arqueas metanogénicas fueron utilizados dos
tipos de primers.
1) 25F-1492R (16S rRNA arquea)

Amplifica 1.5 kilobases (kb) de la secuencias 16S rRNA de arqueas.

2) MEly ME2
Designados para amplificar 0.76 kb de la subunidad o del gen que codifica para la
metil coenzima M reductasa, conocida como MCR o Coenzima M (CoM) implicada

en la metanogénesis.

En la Tabla 8 se muestran los primers utilizados en todo el experimento, asi como
algunas de sus caracteristicas tales como tamafio, nombre del gen, secuencia y la

referencia de donde fueron reportados por primera vez.

3.5.2.2. Componentes de la PCR

Debido a que se utilizan dos diferentes primers para arqueas metanogénicas, se
deben formular dos reacciones diferentes, en donde los componentes de PCR y

las cantidades de éstos cambian. La Tabla 9 los enlista.
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Tabla 8. Primers utilizados a lo largo del experimento y sus caracteristicas principales como
nombre del gen, secuencia, tamafio de amplificacién esperado y la referencia bibliografica

Gen Nombre Loc* Secuencia5 — 3’ Tamafio T’ Referencia
del esperado | (°C)
primer (pb)
16S A1032F Fw® GGR AAC GAG CGA GACCY 400 55 | Valenzuela et al.,
rDNA A1098F Modificado: 2008
GGC AAC GAG CGM GAC CC

Arquea Al434R RV GGTTACCTTGTTACGACTT Turner et al., 1999
mcrA ME1 Fw GCMATGCARATHGGWATGTC 760 55 | Hales et al., 1996

ME2 Rv TCATKGCRTAGTTDGGRTAGT Hales et al., 1996

1: Localizacion o direccion de alineamiento del primer; 2: Temperatura de fusion; 3: Forward (derecho); 4: Reverse
(reverso); pb: pares de bases; °C: grados Celsius

Tabla 9. Componentes y cantidades para cada reaccion de PCR segun el primer
utilizado (ME1/ME2 y 25F-1492R)

Primer
Componente ME1/ME2 | 25F-1492R
Cantidad (yL)
PCR Buffer (10X) 2.50 2.50
MgCl, (50mM) 0.75 1.25
Primers (10 uM) 3.20 1.00
DMSO (5%) -- 1.25
BSA (10 mg ml™) 3.00 3.00
dNTPs (10 mM) 0.50 0.50
Taq polimerasa (5 U pl™) 0.15 0.15
DNA molde 2.00 2.00
H,O 15.1 13.35
Total 25.0 25.0

3.5.2.3. Ajuste de tiempos de amplificacion en la PCR

Para llevar a cabo este procedimiento se hace uso de un termociclador marca

ESCO. En este equipo se llevara a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa,

con la ventaja que se pueden establecer el nimero de ciclos asi como el tiempo y

temperatura de cada etapa de amplificacion. En la Tabla 10 se muestran las

caracteristicas de cada etapa de amplificacion.

41




Tabla 10. Temperaturas y tiempos asighados para la amplificacion de DNA
utilizando primers ME1/ME2 y 25F-1492R

Primers
Etapa de amplificaCién ME1/ME2 25F-1492R
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (segundos) (°C) (segundos)

Desnaturalizacion de las 96 25 94 30
cadenas de DNA
Alineamiento de los 50 45 55 30
cebadores con las cadenas
diana
Sintesis de las cadenas 72 60 72 90
complementarias por medio
de Tag polimerasa
Tiempo de cada ciclo 2min10s 2min30s
Total de ciclos 35 35
Tiempo total 1h 16 min 1h 27 min

Una vez terminada la reaccion de PCR se habra obtenido un fragmento
amplificado de DNA de arqueas metanogénicas gracias a la especificidad de los
primers utilizados. En el caso de los primers ME1/ME2 se espera obtener un
fragmento de 0.75 kilobases (kb), mientras que en el caso del primer 25F-1492R
se obtendra un fragmento de 1.5 kb. Para comprobar que el DNA de arqueas
metanogénicas fue amplificado en la reaccion de PCR con el tamafio esperado se
debe realizar una electroforesis en gel de agarosa como se describe en el

siguiente punto.

3.5.2.4. Elaboracién de DNA

amplificadas, electroforesis, tincion y revelado del gel

de geles de agarosa para muestras

Para preparar agarosa al 1.5% pesar 1.5 gramos de agarosa y aforar a 100 mL
con agua destilada. Agregar 4 mL de Buffer TAE 25X (1M Tris acetato, 25 mM
EDTA). Calentar y agitar la solucion hasta que el agarosa se disuelva por
completo. Dejar enfriar la solucion aproximadamente 5 minutos y posteriormente
verterla en un molde con peine para marcar los pozos en donde posteriormente se
introducird cada muestra. Dejar enfriar de 20 a 30 minutos hasta que se forme un

gel. La Figura 14 resume este procedimiento a manera de esquemas.
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H,O Destilada
TAE 0.5X

Peine

T4 /

//
Molde para gel de agarosa

Fig. 14. Elaboracion de gel de agarosa 1.5% para llevar a cabo una electroforesis de
muestras de DNA amplificadas

1.5g Agarosa

NN

Fig. 15. Camara de electroforesis conectada a una fuente de poder (Voltimetro)

Una vez formado el gel de agarosa en el molde éste se introduce a la camara de
electroforesis (Fig. 14). Se adiciona buffer de corrida TAE 0.5X hasta la marca que
indica la camara. A continuacion se procede a introducir las muestras en cada
pozo del gel de agarosa. Con la ayuda de una micropipeta tomar 2 pL de la
muestra, mezclarla con 2 pL de buffer de carga'. Introducir la punta de la
micropipeta en uno de los pozos y colocar la muestra en él. Se lleva a cabo el
mismo procedimiento para cada una de las muestras por duplicado. En total seran
12 muestras las que se introduciran en el gel y ademas un marcador de masa
molecular de 3000 a 100 pares de bases para tener una referencia del tamafio de
los fragmentos por separar e identificar. La Figura 16 esquematiza el
procedimiento descrito.

'El buffer de carga contiene sacarosa o glicerol que proporciona masa a la muestra para que el
DNA se precipite al fondo de los pozos del gel y también posee un colorante (azul de bromofenol,
cilen xilanol, naranja de acridina) que permite identificar la muestra una vez que esta dentro del gel
durante el proceso de electroforesis o corrida (Devlin, 1992)
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o Micropipeta con
muestra

M M1 M1° M2 M2" M3 M3™ mt m1”  m2 m2° m3 m3’

Gel de agarosa

Pozo 1

Fig. 16. Introduccién de muestras de DNA amplificado en cada pozo del gel de agarosa
elaborado. La nomenclatura de la imagen es la siguiente. M: marcador; M1: DNA
amplificado de reactor 45°C, primer 25F-1492R; M1": duplicado de M1; M2: DNA amplificado
de reactor 55°C, primer 25F-1492R; M2": duplicado de M2; M3: DNA amplificado de reactor
65°C, primer 25F-1492R; M3": duplicado de M3; m1l: DNA amplificado de reactor 45°C,
primer ME1/ME2; m1": duplicado de m1; m2: DNA amplificado de reactor 55°C, primer
ME1/ME2; m2": duplicado de m2; m3: DNA amplificado reactor 65°C, primer ME1/ME2; m3’:
duplicado de m3

Una vez que se introducen las muestras en el gel se conecta la camara
electroforética a un voltimetro (Fig. 15) ajustando la corriente eléctrica a 110 volts
(V). El proceso de electroforesis se detiene hasta que las muestras migren a lo
largo de todo el gel (aproximadamente 30 minutos). Posteriormente, el gel debe
ser tefiido con solucién bromuro de etidio® y se observa bajo una lampara de luz
UV en un fotodocumentador. En la imagen obtenida se podran observar bandas
correspondientes a los fragmentos de DNA de arqueas metanogénicas
amplificados por PCR al utilizar dos diferentes primers: ME1/ME2 y 25F-1492R.
Una vez comprobada la presencia de DNA de arqueas metanogénicas el DNA

amplificado debe ser purificado.

3.5.3. Purificacion de amplicones (producto de la PCR)

Después de someter el DNA a un proceso de amplificacion mediante PCR, los
productos implicados en dicha reaccion (enzimas, primers o dNTPs) deben ser
eliminados. Existen substancias encargadas de remover estos componentes y asi

purificar el DNA. En este caso se utilizO un kit de purificacion denominado

% El bromuro de etidio se utiliza para “colorear” moléculas de DNA o RNA, esto es posible debido a
gue se intercala entre las cadenas complementarias de la doble hélice o en las regiones de
estructuras secundarias del DNA de cadena sencilla o del RNA. Emite color naranja ante luz UV.
Cabe sefialar que es un producto altamente toxico por su caracter mutagénico, es por ello que al
realizar un procedimiento de laboratorio en donde se tendra contacto con él se deben utilizar
guantes de seguridad (Devlin, 1992)
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“‘UltraClean® PCR Clean-Up Kit Mo Bio Laboratories”. En el Anexo 2 se describe
detalladamente la metodologia de purificacion de DNA. Se lleva a cabo la
purificacion de las seis muestras de DNA de arqueas metanogénicas amplificadas.
Debe recordarse que son tres las muestras procedentes de los reactores tipo
RALLFA operando a 45, 55 y 65°C, y de cada muestra se llevaron a cabo dos
amplificaciones, una de ellas utilizando el primer 25F-1492R y la otra utilizando el
par de primers ME1/ME2.

3.5.4. PCR anidada

En esta técnica se utiliza el producto amplificado y purificado previamente
obtenido como molde para realizar una segunda amplificacion. Tal como se
muestra en la Fig. 17, el primer amplicon (obtenido en el punto 3.3.4), que es una
pieza de DNA formada como el producto de eventos de amplificacion natural o
artificial, sera el DNA molde para la PCR anidada. Los primers por utilizar son los
mismos en el caso de la amplificacion con ME1 y ME2, pero para el caso de los
amplicones de 25F-1492R se utiliza el primer A1032F-1434R-GC. La Tabla 11
enlista los componentes y cantidades para cada reaccion de PCR anidada,
mientras que la Tabla 12 describe las caracteristicas de cada etapa de
amplificacion.

Tabla 11. Componentes y cantidades para cada reaccién de PCR anidada

Primer
Componente ME1/ME?2 | A1032F -1434 R- GC
Cantidad (uL)
PCR Buffer 10X 3.0 3.0
MgCl, 50mM 0.9 1.5
Primer (10uM) 3.8 1.2
DMSO -- 1.5
BSA (10 mg mL™) 3.6 3.6
dNTPs (10mM) 0.6 0.6
Taq polimerasa (5 U mL™) 0.18 0.18
DNA molde 1.0 1.0
H,O 16.8 17.4
Total 30 30
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Tabla 12. Tiempos asignados para la amplificacién de DNA utilizando primers

ME1/ME2 y A1032F-1434 R

Etapa de amplificacion Primers
ME1/ME2 A1032F -1434 R- GC
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (segundos) (°C) (segundos)
Desnaturalizacion de las 96 25 94 30
cadenas de DNA
Alineamiento de los 50 45 55 30
cebadores con las
cadenas diana
Sintesis de las cadenas 72 60 72 30
complementarias por
medio de taq polimeras
Tiempo de cada ciclo 2 min 10s 1min30s
Total de ciclos 35 35
Tiempo total 1h 16 min 52min 30 s

Finalmente, luego de obtener los productos anidados éstos deben purificarse tal

como se describe en el punto 3.5.3. Una vez que se obtiene el DNA anidado

purificado, éste debe ser almacenado a -20°C hasta que su uso sea necesario.

3.5.5. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Fueron elaborados cuatro geles con gradiente desnaturalizante para llevar a cabo

la DGGE. Sin embargo, fueron utilizadas tres concentraciones diferentes de

agentes desnaturalizantes (se considera 100% de agentes desnaturalizantes a

una solucién con formamida 40% y urea 7M), de tal suerte que la composicion de

cada gel fue distinta. A continuacion se describe detalladamente el procedimiento

para la técnica de DGGE aplicada.

| .
Primena PCR con un par 08 cebadornes externos (aad) ‘ Segunda PCR con un par de cebadores internos (rojo)
; PE—— | R % T ——— mmmw ?
v M " || | —
3 5
| Primer amplcon = ‘
n motdedas - ) 5'| Segundo amplicon I 3
< LIITITTTTTITTTTTILT] . S RN RER RN
3 5

Fig. 17. PCR anidada a partir de un producto previamente amplificado por PCR
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a) Preparaciéon de gel con gradiente desnaturalizante (formamida y urea)

Se prepararon tres tipos de gradientes desnaturalizantes: a) 50%-80%, b) 40%-
60% Yy c) 40%-70%. Para elaborar el gel con gradiente 50%-80% se etiquetan dos
tubos Falcon de 50 mL. En el primer tubo, que contendra la solucion
desnaturalizante al 50%, se adicionan 4.62 g de urea, 4.4 mL de formamida, 5.86
mL de acrilamida:bisacrilamida (37.5:1) al 30%. y 0.88 mL de TAE 25X, Tris
acetato EDTA (Tabla 13). Agitar la solucion por 3 segundos en el “vortex” para,
posteriormente, adicionar agua estéril (SIGMA) hasta la marca de 25 mL del tubo.
En el segundo tubo Falcon (que contendra la solucion desnaturalizante al 80%)
adicionar 7.4 g de wurea, 7.04 mL de formamida, 5.86 mL de
acrilamida:bisacrilamida (37.5:1) al 30% y 0.88 mL de TAE 25X (Tabla 13). Agitar
durante 3 segundos en el “vortex” y, posteriormente, aforar con agua estéril
(SIGMA) hasta la marca de 25 mL del tubo Falcon. Finalmente, adicionar 80 uL de
persulfato de amonio, APS (100 mg mL™), en inglés y 10 pL de
tetrametiléndiamina, TEMED, en inglés, a cada tubo. Agitar las soluciones e
inmediatamente verterlas en una camara dispensadora la cual conducira la
solucién con gradiente desnaturalizante hacia el molde® para formar el gel.
Después de dos horas se prepara un segundo gel que se encontrara en la parte
superior para formar los pozos. Agregar 1.75 mL de acrilamida al 30% en un tubo
Falcon, aforar con agua estéril SIGMA hasta la marca de 7 mL del tubo, agitar la
solucién y finalmente agregar 7.5 yL de TEMED y 100 puL de APS. Agitar la
solucion rapidamente e introducirla en el mismo molde donde se encuentra
todavia el primer gel. Insertar el peine para formar los pozos en los que
posteriormente se introducira cada muestra. Después de 20 minutos retirar

cuidadosamente el peine del gel.

* El molde debe ser armado previamente a la preparacion de las soluciones, asegurandose de que
esté bien sellado para asi evitar fugas una vez que se introduce la solucién desnaturalizante
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Tabla 13. Composicién del gel con gradiente desnaturalizante 50% formamida-80% urea

Componente Concentracién (%)
100% 50% 80%

Formamida 8.8 mL 4.4 mL 7.04 mL
Urea 9.25 g 4.62 g 749
TAE 25X 0.88 mL 0.88 mL 0.88 mL
Acrilamida 30% 5.86 mL 5.86 mL 5.86 mL
10 yL TEMED
80 uL APS

TAE=Tris-acetato-EDTA; TEMED=Tetrametiléndiamina; APS=Persulfato de amonio

b) Introduccion de gel para DGGE en cdmara electroforética y adicion de

muestras

Ya que el gel esta terminado se introduce en la camara electroforética (Fig. 18) la
cual contiene como solucién amortiguadora (buffer) de corrida 20 litros de agua
destilada y 400 mL de TAE 25X a una temperatura de 60°C que se mantiene
constante durante todo el proceso de electroforesis. Una vez que el gel esta
dentro de la cAmara se introducen las muestras en cada uno de los pozos. Las
muestras a introducir corresponden al DNA de arqueas metanogénicas anidado y
purificado obtenido en el punto 3.5.4. Con la ayuda de una micropipeta mezclar 5
pL de buffer de carga y 15 pL de la muestra de DNA. Estos 20 uL se introducen en
uno de los pozos del gel. Realizar el mismo procedimiento con el resto de las
muestras. Una vez que éstas han sido colocadas en cada pozo del gel se da inicio

a la electroforesis utilizando un voltaje de 60 V a 60°C durante 20 horas.

Fig. 18. Camara de electroforesis para gel desnaturalizante. Se observa el regulador de
temperatura, la resistencia termoeléctrica para mantener constante la temperatura deseada
y el voltimetro que provee la corriente eléctrica que dé paso a la electroforesis
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c) Tincion y revelado de gel desnaturalizante

Terminadas las 20 horas de electroforesis el gel debe ser sacado de la camara y
del molde para tefirlo y posteriormente revelarlo. La solucion de tefiido contiene
300 mL de agua destilada, 6 mL de TAE 25X y 30 L del reactivo SYBR green®
10000X. La tincidon del gel tiene una duracién de aproximadamente 30 minutos.
Pasado este tiempo el gel se observa sobre una lampara de luz UV en donde se
identifican las bandas correspondientes a fragmentos de DNA de diferentes
arqueas metanogénicas. Las bandas son cortadas con navajas estériles, cada una
se coloca en un tubo Eppendorf estéril previamente etiquetado y se le agregan 40
ML de agua destilada. Los tubos son almacenados a -20 °C hasta que las
muestras sean enviadas a secuenciar. En total se elaboraron 3 geles
desnaturalizantes, el primero ya descrito, con un gradiente de 50%-80%, el
segundo con un gradiente de 40%-60% y el tercero con gradiente 40%-70%. La
Tabla 14 muestra las cantidades a utilizar de los componentes para cada gel con
su respectivo gradiente. El procedimiento para elaborar cada gel es el mismo
descrito en el punto 3.5.5.

Tabla 14. Composicién de geles con diferente gradiente desnaturalizante para

DGGE
Concentracion (%)
Componente 100% 50% 30% 40% 60% 40% 70%

Formamida 8.8 mL 4.4 mL 7.04mL [352mL |528mL [3.52mL |6.16 mL

Urea 9.25¢ 4.629g 7449 3.70 g 555¢ 3.70 g 6.48 g

TAE 25X 0.88 mL 0.88mL (0.88mL [(0.88mL |0.88 mL |0.88 mL |0.88 mL

Acrilamida 5.86 mL 586mL |586mL [5.86mL |586mL [5.86mL [5.86 mL
30%
10 yL TEMED

80 uL APS
TAE=Tris-acetato-EDTA; TEMED=Tetrametiléndiamina; APS=Persulfato de amonio

* Al igual que el bromuro de etidio, el reactivo SYBR green es un agente intercalante que se utiliza
en la tincion de DNA para andlisis por electroforesis de PCR. Es hasta 100 veces mas sensible que
el bromuro de etidio; sin embargo, también es un agente sumamente téxico. Para su manejo se
deben utilizar guantes
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3.5.6. Reamplificacion de bandas obtenidas en DGGE

Antes de enviar a secuenciar las bandas de DNA obtenidas de cada DGGE éstas
deben ser reamplificadas mediante PCR para verificar las condiciones en las que
el DNA se encuentra. El protocolo de amplificacion es el mismo que el establecido

en el punto 3.5.2.

3.5.7. Secuenciacidn Sanger

Las bandas obtenidas de cada DGGE corresponden a un filotipo de arqueas
metanogeénicas, una vez que éstas se han reamplificado son enviadas al
secuenciador de la Universidad de Washington con la finalidad de obtener la
secuencia nucleotidica de cada una y, posteriormente, realizar un analisis

filogenético de las secuencias.

3.5.8. Alineamiento del primer A1032F-1434R con secuencias de arqueas

metanogénicas

Se llevo a cabo un alineamiento del primer A1032F-1434R con 21 secuencias de
diferentes géneros y especies de arqueas metanogénicas. El alineamiento se llevo
a cabo con el software Seaview y las secuencias nucleotidicas de metanogénicas
fueron obtenidas de la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology
Information, 2012). Las secuencias de arqueas metanogénicas utilizadas para el
analisis fueron las siguientes: Methanobacterium bryantii, Methanobacterium
formicicum, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina vacuolata, Methanosarcina
mazeii, Methanosarcina lacustris, Methanosarcina horonobensis, Methanosarcina
semesiae, Methanosarcina thermoautotrophicum, Methanosarcina thermophila,
Methanothermobacter crinale, Methanothermobacter thermophilum,
Methanospirillum sp., Methanospirillum hungatei, Methanothrix soehngenii,
Methanosaeta sp., Methanobrevibacter arboriphilus, Methanobrevibacter sp.,
Methanobrevibacter arboriphilus SH4, Methanobrevibacter oralis,

Methanocorpusculum labreanum.
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3.5.9. Elaboracion de arboles filogenéticos empleando secuencias parciales
16S rDNA y mcrA

Una vez que se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de cada banda de DGGE
seleccionada, se utilizé el programa BLAST (basic local alignment search tool),
encargado de encontrar regiones similares entre secuencias de nucleétidos o
proteinas con secuencias que se encuentran en una base de datos. Ademas,
calcula estadisticamente la coincidencia significativa entre ellas (BLAST, 2012) y
con esto se puede conocer la identidad de las bandas en estudio. Con base en los
parametros estadisticos de coincidencia se eligieron secuencias de arqueas
metanogénicas y se elaboraron dos arboles filogenéticos uno correspondiente a
secuencias nucleotidicas de arqueas metanogénicas relacionadas con la
secuencia 16S de RNA ribosomal y otro con secuencias proteinicas de arqueas
metanogénicas relacionadas con McrA o Coenzima M.

Para la elaboracion de los arboles preliminares se utilizo el programa Seaview en
la modalidad PhyML. Los dos arboles definitivos se obtuvieron por PhyML con el
servicio de una plataforma bioinformatica de Francia llamada ATGC (2012):
Montpellier Bioinformatics platform. Esta base de datos proporciona analisis de
genética de poblaciones, evolucibn molécular, dinAmica gendmica, gendmica
comparativa y funcional y analisis filogenético (ATGC, 2012). Por ultimo, para la

edicién de los arboles se utilizé el programa FigTree version 1.3.1.
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4.1.

CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Microscopia confocal espectral y microscopia electrénica de barrido

La Tabla 15 muestra las micrografias obtenidas en las técnicas de microscopia

utilizadas en las muestras provenientes de cada RALLFA operando a 45, 55 y

65°C.

Tabla 15. Micrografias obtenidas de las muestras de cada RALLFA bajo dos
diferentes técnicas de microscopia: confocal espectral y electronica de barrido

Microscopia confocal espectral

Microscopia electronica de barrido

45°C
Descripcién En la parte inferior de la micrografia se | Bacilos cortos y anchos con extremos
pueden observar algunas estructuras en | regulares bien definidos.
forma de bacilos largos. No se observa | Medidas: 3um largo, 0.5 ym ancho
una agrupacion definida ya que por
tratarse de una muestra ambiental las
arqueas metanogénicas se encuentran
ocluidas en lodo.
55°C
Descripcién No se observan estructuras ni | Bacilos cortos y delgados con extremos
agrupaciones definidas. La fluorescencia | muy bien definidos.
emitida es menor que en la muestra del | Medidas:
RALLFA 45°C, esto puede deberse a que | 5um largo, 0.5 ym ancho
la densidad de metanogénicas es menor
en esta muestra o bien se presentd un
roceso de muerte celular.
65°C
Descripcion Estructuras y agrupaciones indefinidas e | Bacilos largos con extremos irregulares.

irregulares. La densidad microbiana o
cantidad de metanogénicas es menor que
la observada en la primer imagen.

Medidas:
6um largo, 0.4 um ancho
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Las micrografias mostradas en la Tabla 15 presentan la autofluorescencia de
arqueas metanogénicas encontradas en cada RALLFA. Dadas las caracteristicas
de las arqueas metanogénicas la microscopia confocal es una técnica Gtil para
detectar la presencia de éstas en un cultivo (arqueas aisladas) y/o en una muestra
ambiental (arqueas sin previo aislamiento). En este caso se realiz6 el estudio de
una muestra ambiental. La propiedad de autofluorescencia en metanogénicas es
debida a la abundancia de la coenzima F4,, implicada en la metanogénesis. La
coenzima F42 es la derivada de la flavina que participa en el proceso de
transporte de electrones en el citoplasma de las arqueas, esta coenzima debe su
nombre gracias a la absorcién de luz UV a una longitud de onda de 420 nm. En las
imagenes presentadas se pueden observar series de manchas o puntos verdes
los cuales corresponden a arqueas metanogénicas presentes en la muestra de
lodo de cada RALLFA.

Por su parte la microscopia electrénica de barrido es empleada cuando en una
muestra solo se pretenden estudiar las estructuras externas de un organismo y no
son necesarios los cortes finos. Es por ello que en este caso la muestra si requiere
un tratamiento para ser observada. En esta técnica se aprecia la morfologia de los
microorganismos; sin embargo, no se puede asegurar que se trate de arqueas
metanogénicas puesto que en la muestra se pudieran encontrar muchos otros
microorganismos. Es interesante destacar que a pesar de no ser un cultivo puro si
existe una regularidad en cuanto a morfologia. Este hecho puede indicar que la
diversidad microbiana es poca o bien que existen grupos microbianos dominantes
como puede ser el caso de bacterias sulfato-reductoras, que son anaerobias
estrictas y se encuentran ocluidas en los lodos. Ademas, se encuentran en
constante competencia con las arqueas metanogénicas (Rabus et al., 2006).

En los Anexos 3 y 4 se encuentra el resto de las micrografias obtenidas por las
técnicas de microscopia utilizadas ya que en este capitulo Unicamente se

presentaron las imagenes mas representativas de cada técnica.
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4.2. Extraccién de DNA metagendmico y amplificacion de DNA de arqueas

metanogénicas

Como se describié en el capitulo 3, la obtencion de DNA metagendmico de cada
lodo proveniente de los RALLFA operando a 45, 55 y 65°C, se realiz6 con un kit
de extraccion. Hasta este punto no se puede estar seguro de haber realizado una
correcta extraccion de DNA y tampoco de que éste pudiera ser amplificado con los
primers seleccionados. Seguido de ésto se procedid a amplificar el DNA de
arqueas metanogénicas utilizando dos tipos de primers: ME1/ME2 y 25F-1492R.
Para corroborar estos resultados se realizé una electroforesis en gel de agarosa
con las muestras de DNA amplificado. La electroforesis en gel de agarosa es un
método estandar utilizado para separar y/o identificar fragmentos de DNA. El
glicido agarosa extraido de las algas es un polimero linear compuesto
basicamente por D y L- galactosa. Este glucido forma una matriz que actia como
un cedazo molecular para separar fragmentos de DNA de diferentes tamafios. El
tamafio de los fragmentos analizados esta en el intervalo de los 150 pares de
bases a 2500 pb. La Fig. 19 muestra los resultados obtenidos en la amplificacion
de DNA de arqueas metanogénicas. En esta figura se observa claramente que el
DNA extraido del lodo de cada uno de los reactores RALLFA si logré ser
amplificado con los primers seleccionados. El primer 25F-1492R amplifica
selectivamente 1.5 kilobases de la region 16S rDNA de arqueas, dado que los
metanogénicos pertenecen a este dominio, el primer 25F-1492R lograra amplificar
la regidén que codifica la seccion 16S de RNA ribosomal. El analisis del gen 16S de
RNA ribosomal (16S rRNA) ha sido utilizado para estudiar la diversidad de
comunidades bacterianas y de arqueas que se encuentran en ambientes extremos
de pH, temperatura y concentracion de sales. El interés de estudio de estos
ambientes recae principalmente en conocer la diversidad microbiana de éstos, asi
como identificar nuevos microorganismos y entender el funcionamiento del

sistema (Valenzuela-Encinas et al., 2008).
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Por su parte los primers ME1 y ME2 fueron utilizados debido a que amplifican 0.75
kilobases de la subunidad o de la metil coenzima M reductasa (McrA), conocida
como MCR o Coenzima M (CoM). Esta implicada en el dltimo paso de la
metanogénesis a partir de compuestos metilados, en donde una molécula de
metilo (CH3) forma una molécula de metano (CH,4). La Coenzima M se encuentra
en un dominio conservado de las arqueas metanogénicas ya que es una enzima

clave en la metanogénesis. Todo esto justifica el uso de los primers ME1/MEZ2.

Fig. 19. Gel de agarosa que muestra la amplificacion de DNA de arqueas metanogénicas
proveniente de tres RALLFA operando a 45, 55y 65°C. En el carril nGmero 1 se encuentra el
marcador de masa molecular que indica el tamafio de las muestras amplificadas por PCR.
En los carriles 2, 3y 4 se observan 3 bandas a 750 pares de bases, éstas corresponden al
DNA de arqueas metanogénicas amplificado con los primers MEL/ME2. En los carriles 5, 6 y
7 se observan tres bandas a 1500 pares de bases las cuales corresponden a DNA de
arqueas metanogénicas amplificado con el primer 25F-1492R
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4.3. PCR anidada

En la PCR anidada, el producto de una amplificacion es utilizado como molde para
realizar una segunda amplificacion utilizando primers que se ubican dentro de la
primera secuencia amplificada, es decir, cuando se tiene el primer amplicon se
pueden unir los primers y asi obtener una nueva amplificacion dentro del amplicon
inicial. Este tipo de PCR tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad
evitando posibles hibridaciones inespecificas de los primers. Para el anidado de
las secuencias amplificadas con el primer 25F-1492R se utilizo el primer A1032F-
1434R-GC. Por su parte para el anidado de las secuencias amplificadas con los
primers ME1/ME2 se utilizaron éstos mismos.

Luego de realizar la PCR anidada y la electroforesis de estos productos se
observaron bandas a 750 pb utilizando ME1 y ME2 y 450 pb utilizando primer
A1032F-1434R-GC.

4.4. DGGE y secuencias obtenidas

a) Gradiente 50% - 80%

Amplicones primer A1032F-1434R-GC
b) Gradiente 40% - 60%

Amplicones primer A1032F-1434R-GC y Amplicones primer ME1/ME2
c) Gradiente 40% - 70%

Amplicones primer A1032F-1434R-GC y Amplicones primer ME1/ME2

En los geles mostrados se observan diferentes bandas que corresponden a
secuencias particulares de arqueas metanogénicas. En el gel de la Figura 20 se
definieron pocas bandas en cada carril ya que no hubo una resolucién adecuada.
Ademas, en la parte final de cada uno se observan bandas gruesas e intensas que
pueden resolverse con un gradiente desnaturalizante diferente. Es por ello que se
elabord un segundo gel (Fig. 21) con gradiente 40% - 60%. En este gel se obtuvo
una mayor cantidad de bandas definidas tanto para el DNA amplificado por
A1032F-1434R-GC y por ME1/MEZ2. El tercer gel elaborado con gradiente 40% -
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70% (Fig. 22) muestra un patron de bandas muy similar al del segundo gel, por
ello no se cortd ninguna banda de éste. La Tabla 16 indica las bandas
seleccionadas de cada DGGE enviadas a secuenciar, asi como la procedencia y
nombre de cada una. De esas 28 bandas se obtuvo su secuencia nucleotidica,

mismas que se encuentran en el Anexo 5 de este documento.

DGGE 50%.80%

RALLFA (45,55,65)
4 59 45 58 65 a5 55 65
451 55-1 65-1
= = 552
55.2 65-3
45-2 553 554

A B C

Fig. 20. DGGE con gradiente desnaturalizante 50% - 80% . A: se observan los tres carriles
correspondientes a las muestras de DNA de cada RALLFA (45, 55 y 65), asi como diferentes
bandas en cada carril correspondientes a filotipos de arqueas metanogénicas. B: bandas
cortadas del gel. C: esquema con el patron de bandas obtenido
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A1032F-1424R-GC ME1/ME2
45 55 65 45 55 65
F1
D1 E1 2
Al <1 ===
L —
A2 B2 c4
—B3—C5
—Bi_Cs
—B85—C7
c

Fig. 21. DGGE gradiente desnaturalizante 40%-60%. A: gel tefiido, en el primer carril del lado
izquierdo se encuentra el marcador molecular, en los siguientes tres carriles el DNA de
arqueas metanogénicas amplificado con el primer A1032F-1434R-GC; en los Ultimos tres
carriles se encuentran las amplificaciones con los primers ME1/ME2. B: bandas definidas

para cortar del gel. C: patrén de bandas obtenido

DGGE 40%-70%

RALLFA (45, 55, 65)
65 55 45 65 55 45 65 55 45 65 55 45 65 55 45 65 55 45
ME1/ME2 A1032F-1434R-GC ME1/ME2 A1032F-14HR-GC MEN/MEZ A1032F-1434R-GC
el AP, [, B
==
2 §= —1
5
6—
& 25
C

Fig. 22. DGGE con gradiente desnaturalizante 40%-70%. A: gel tefiido, los primeros tres
carriles muestran las bandas de DNA de arqueas metanogénicas amplificado con los
primers ME1/ME2, en los siguientes tres se encuentran las amplificaciones con el primer

A1032F-1434R-GC. B: bandas definidas en el gel. C: patrén de bandas
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Tabla 16. Bandas de DNA de arqueas metanogénicas procedentes de DGGE que
fueron enviadas a secuenciar
DGGE RALLFA Primer Nombre de la banda

° 45-1
45°C 152

55-1
55°C
°0-80% AL032F-1434R-GC [ 222
65-2
65°C 65-3
65-4
Al
A2
B1
B2
B3
B4
Cc1
c2
. c3
65°C <
40-60% c5
c7
D1
45°C D2
D3
El
55°C ME1/ME2 E2
E3
F1
65°C F2
F3

45°C

55°C

A1032F-1434R-GC

4 5. Anadlisis bioinformatico

4.5.1. Alineamiento del primer A1032F-1434R con secuencias de arqueas
metanogénicas
El objetivo fue justificar el uso de este primer en la amplificacion de DNA de
arqueas metanogénicas. Se sabe que éste amplifica la region 16S de RNA
ribosomal de arqueas, siendo ésta, una region estructural. Por su parte el primer
ME1/ME2 amplifica una region funcional que corresponde a la subunidad alfa de la
metil coenzima M reductasa (McrA) implicada en la metanogénesis. Podria
pensarse que el primer funcional posee mayor especificidad y fidelidad en la
amplificacion de metanogénicas que el primer estructural; sin embargo, los

alineamientos mostrados en la Fig. 23 a, b confirman que si es posible amplificar
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la region 16S RNAr de arqueas que son metanogénicas. Es asi como se justifica

el uso del primer A1032F-1434R en esta investigacion.

a)
Mbryantil i ogtoctgttaagtca acgocottagttaccago i 50
Mformicicu 1 cgtoctgttaagtca acgocottagttaccage 1 50
Mbarkeri 1 catoctgttaagtcea gtgococcactgttaccage 1 50
Mvacuolata ¢ catcctgttaagtca gtgcccactgttaccage ¢ S0
Mmazeii 1 catcctgttaagtea gtgcccactgttaccage 3 50
Mlacustris 3 catootgttaagtca gtgocoactgttaccago 3 50
Mhoronoben 1 catoctgttaagtca gtgooccactgttacoago 1 50
Msemesiae ! catcctgttaagtcea gtgecccactgttaccage 1@ 50
Mthermoaut : cgtcctgttaagtca acgoccettagttaccage ¢ 50
Merinale : cgtectgttaagtcea acgccottagttaccage 3 50
Mthermofle : cgtoctgttaagtca acgceoc tagttaccage @ S0
Mthermophi : cgtectgttaagtca acgeccttagttaccage ¢ 50
Mpirillum : catcotgtttagtca acgoegaccagttgecage 3 50
Mhungateil t catcctgtttagteoa acgogagoagttgeocage 3¢ 50
Msoehngeni 1 catcctgttaagtca acgeooracagttgocage 1 50
Methanosae : catcctgttaagtca acgtccacagttgeccage 49
Marboriphi : cgtectgttaagtca cottagttaccage ¢ 50
M=p i cgtcotgttaagtca acgocottagttaccatoe 50
Marbor t cgtoctgttaagtca acgocottagttaccage 1 50
Moralis 1 cgtoctgttaagtcea acgecccttagttaccage 1 50
Mlabreanum : CATCCTGTTAAGTCA ACAATTGCCAGC 3 50
Primer 103 1 sececmmemem———— GGRAACGAGCGAGACCY = e e e [ 7
PrimalZl%l D 2 -
b)
Mbryantii : ttgaggagggcg ‘gtagggga : 434
Mformicicu : ttgaggagggcy gtagggga : 434
Mbarkeri : gcaaggggggtt “gtagggga : 435
Mvacuolata : gcaaggggggtt gtagggga : 435
Mmazelii : gcaaggggggtt: ‘gtagggga : 435
Mlacustris : gcaaggggggtt gta=———— : 430
Mhorconoben : gcaaggggggtt s @ 0l e m e : 416
Msemesiae : gcaaggggggtt gtagggga : 435
Mthermoaut : ttgaggagggcg “gtagggga : 436
Mcrinale ! ttgaggagggegs UL C UL AN S A AgO L A0 C e ——— : 429
Mthermofle : ttgaggagggcgs: gtagggga : 435
Mthermophi : ttgaggagggcy gta-ggga : 435
Mpirillum : gcaaggggggtt gtagggga : 432
Mhungateil : gcaaggggggtt gtagggga : 432
Msoehngeni : gcaaggggggtt “gtagggga : 434
Methanosae : gcaaggggggtt gtagggga : 433
Marbeoriphi : ttgaggagggcg gtagggga : 436
Msp ! EEQARYGARGYGEG 00 0T T A ] ] : 422
Marbor : ttgaggagggogs o 0L D e s D L a0 D e : 428
Moralis : ttaaggagggcg ctagggga : 439
Mlabreanum : GTGAGGAGGEGTT. GTAGGGGA : 433
Primel 103 3 oo i o o o o o o o o o o o e H -
Primer 143 : ~-vemeeme——- AAGTCGTAACAAGGTAACC === === s 19

Fig. 23. Alineamientos de primer A1032F-1434R. La Fig. 23 a indica el alineamiento del forward o
derecho del primer (1032F). La Fig. 23 b indica alineamiento del reverse o reverso (1434R).
Mbryantii: Methanobacterium bryantii; Mformicicu: Methanobacterium formicicum; Mbarkeri:
Methanosarcina barkeri; Mvacuolata: Methanosarcina vacuolata; Mmazeii: Methanosarcina mazeii;
Mlacustris:  Methanosarcina lacustris; Mhoronoben: Methanosarcina horonobensis; Memeiae:
Methanosarcina semesiae; Mthermoaut: Methanosarcina thermoautotrophicum; Mthermophi:
Methanosarcina  thermophila;  Mcrinale: Methanothermobacter  crinale; Mthermophi:
Methanothermobacter thermophilum; Mpirillum: Methanospirillum sp.; Mhungatei: Methanospirillum
hungatei; Msoehngeni: Methanothrix soehngenii; Methanosae: Methanosaeta sp.; Marboriphi:
Methanobrevibacter arboriphilus; Msp: Methanobrevibacter sp.; Marbor: Methanobrevibacter
arboriphilus SH4; Moralis: Methanobrevibacter oralis; Mlabreanum: Methanocorpusculum
labreanum
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4.5.2. Arboles filogenéticos de arqueas metanogénicas en cada RALLFA

De las 28 secuencias obtenidas fueron seleccionadas 16. Esta seleccion se realizo

tomando en cuenta la calidad de la secuencia.

En el primer &rbol (Fig. 24), se analiza la filogenia de las secuencias relacionadas
con la subunidad 16S del rRNA de arqueas metanogénicas. Los géneros de
metanogénicas mas cercanas y con mayor coincidencia a las secuencias
analizadas  son Methanoculleus, Methanospirillum, Methanofollis vy
Methanocropusculum, todos ellos pertenecen al orden Methanomicrobiales. Se
puede apreciar en el arbol que las secuencias 45 1, 55 2, B3, B4, C4 y C7 se
encuentran mas cercanas al género Methanoculleus, de las cuales sus especies
predominan en el arbol. Por su parte las secuencias C1, C2 y C3 de este mismo
arbol se encuentran cercanas a arqueones pertenecientes al orden
Methanomicrobiales que hasta la fecha no han sido cultivados pero se han

encontrado en sedimentos y/o biodigestores.

Los géneros pertenecientes al orden Methanomicrobiales son arqueas
metanogénicas hidrogenotroficas. Esto significa que son capaces de reducir CO; a
CH, utilizando H, como donador de electrones. Esta ruta metabdlica inicia con la
formacién de N-carboximethanofurano que proviene de CO, y de metanofurano el
cual es inmeditamente reducido a formil-metnofurano. Esta reaccion es gracias al
cofactor F420 (8-hdroxi-5-deazaflavina) y enzimas hidrogenasas (Deppenmeier et
al., 1996). Segun Kudo et al. (1997), los reactores anaerobios asi como los lodos
activados son los habitats mas comunes de géneros y especies pertenecientes al
orden Metanomicrobiales, especialmente de Methanoculleus, Methanofollis,
Methanocorpusculum, Methanospirillum y Methanomicrobium. Segun la literatura
muchas de las especies pertenecientes a dichos érdenes han sido aisladas de
estos habitats (Liu, 2010).
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La filogenia analizada de la Fig. 24 demuestra que el uso de 16S rRNA como
marcador molecular filogenético es adecuado para esta investigacion. En la
literatura se ha reportado numerosas veces el uso de este gen para identificar
arqueas metanogeénicas (Nettmann et al., 2008).

602
792

905

511
451

| M%tz\momleus receptaculli, NR_043961 Methanoculleus

5 2
— Methanoculleus bourgensis, NR_042786
Methanoculleus mansnign, AF028693

+;—26 Methanoculleus sp., AB436897

Methanoculleus palmolei, NR_028253 ]
Methanospirillum hungatei, NC_007796-Methanospirillum
Methanofolis ethanolicus, NR_041669 —Methanofollis
Methanocorpusculum labreanum, NC_008942  —Methanocorpusculum

24

Arqueon no cultivable de reactor, JX101965

: Methanomassilicoccus luminyensis, HQ896499
Arqueon no cultivable de sedimento, AB538075

ﬁgmmammm,mwg

Aalsr;:eonmumwledew, FJ205782

Cenarchaeum symbiosum, NC_014820

No cultivables

0.04

Fig. 24. Relacién filogenética entre secuencias de 16S rRNA y bandas de arqueas metanogénicas
de reactores anaerobios tipo RALLFA, obtenidas mediante DGGE. El arbol fue construido con
secuencias relacionadas a los géneros Methanoculleus, Methanospirillum, Methanofollis y
Methanocorpusculum, todos ellos pertenecen al orden Methanomicrobiales. Como grupo externo
fue utilizado Cenarcheaeum symbiosum. Seguido de cada nombre de microorganismo se
encuentra su numero de acceso en la base de datos “GenBank” del NCBI. Los nimeros en los
nodos del arbol representan el valor del bootstrap en porcentaje. La barra inferior muestra una
escala correspondiente a 4% de divergencia
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Por su parte, McrA es un marcador molecular funcional ya que codifica para la
subunidad alfa de la metil coenzima M reductasa, enzima clave en la
metanogénesis. Es por ello que en esta investigacion también se utilizd este
marcador molecular filogenético. Las secuencias obtenidas a partir de éste son las
que se muestran en la filogenia de la Fig. 25. En este arbol se observa que D1,
D2, D3, E1, E2 y F2 son secuencias relacionadas con especies de los géneros
Methanobacterium y Methanothermobacter, que a su vez pertenecen al orden
Methanobacteriales. En la filogenia se muestran las especies Methanobacterium
thermoautotrophicum, Methanothermobacter marburgensis, Methanothermobacter
thermoautotrophicus, Methanobacterium alcaphilum y Methanothermobacter
wolfeii (Tabla 17). Segun la literatura, estas especies poseen un metabolismo
hidrogenotrofico (tal como especies del orden Methanomicrobiales), y su
temperatura 6ptima de proliferacion se encuentra en un intervalo termofilico de 40
hasta 65°C (Smith et al., 1997). El aislamiento de especies de estos géneros ha
sido mayoritariamente de reactores anaerobios, seguido de campos petroleros,
sedimentos marinos y tractos gastrointestinales de rumiantes. La secuencia F1 se
encuentra en el orden de Methanomicrobiales, cercana a los géneros
Methanoculleus y Methanospirillum, ésta ha coincidido con los resultados de la
filogenia de 16S rRNA (Fig. 24).

Este estudio ha mostrado que los Ordenes Methanobacteriales y
Methanomicrobiales corresponden a los metandgenos mas abundantes en cada
RALLFA. Esto, a su vez, indica que son las arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas las que predominan en la produccion de metano dentro de cada
reactor. Las temperaturas Optimas de proliferacion de las especies encontradas
coinciden con la temperatura de trabajo de cada reactor anaerobio en estudio (45,
55y 65°C respectivamente) (Tabla 17).
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Argueon no culivable de campo petrolero, ADC234S9
Methanabactenum hemoautobiophecum, 1HBM
ur'Mm.w_m
‘ [mmmoummns, NP 276202 — Mathanothemobacter @
1800 — Methancbacternum alcalphium, BAIGT035

‘ = Netancbaction sp ADVE16

' Methanothenmabiacter wollel, BALTZ740 — Methanothermobacter &
i Arquecn no culivale e glanta de bogas, ACHET =
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1000 | Ls

_J Methanobacterium

!
) L

<1002

’ Methanocudieus paimolel, BAFS6663 Methanoculleus

Methanasaela pelagica, BALB3105

02
Figura 25. Relacion filogenética entre secuencias de McrA (Coenzima M reductasa) y bandas de
arqueas metanogénicas de reactores anaerobios tipo RALLFA, obtenidas mediante DGGE. El
arbol fue construido con secuencias relacionadas a los géneros Methanobacterium,
Methanothermobacter, que pertenecen al orden Methanobacteriales, y también, los géneros
Methanoculleus y Methanospirillum que pertenecen al orden Methanomicrobiales. Como grupo
externo fue utilizado Methanosaeta pelagica. Seguido de cada nombre de microorganismo se
encuentra su nimero de acceso en la base de datos “GenBank” de NCBI. Los ndmeros en los
nodos del arbol representan el valor del bootstrap en porcentaje. La barra inferior muestra una
escala correspondiente a 4% de divergencia
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Tabla 17. Caracteristicas de las especies encontradas en la filogenia con 16S rDNA y McrA (ND: No determinado)

Arquea metanogénica (nUmero de Dimensione Fuente de aislamiento Sustratos para metanogénesis Temperatura pH (6ptimo) Referencia
acceso en GenBank) s (um) de
proliferacién
(6ptima) (°C)
Methanoculleus receptaculi | 0.8-1.7 Campo petrolero H, + CO,, isobutanol, butanol (50-55) 7.5-7.8 Cheng et al., 2008
(NR_043961)
Methanoculleus bourgensis | 1-2 Biodigestor (reactor | H, + CO,, formato 37-45 (35-40) 5.5-8.0 (6.7) Liu, 2010
(NR_042786) anaerobio)
Methanoculleus marisnigri 1.3 Sedimento marino H, + CO,, formato, 2-propanol, 2- | 10-45 (20-25) 5.8-7.6 Liu, 2010
(AF028253) butanol (6.2-6.6)
Methanoculleus chikugoensis | 1-2 Suelos de cultivo de | H, + CO,, formato, 2-propanol, 2- | 15-40 (25-30) | 6.7-8-0 Liu, 2010
(BAF46709) arroz butanol, ciclopentanol (6.7-7.2)
Methanoculleus thermophilus | 0.6-1.8 Sedimento de planta | H; + CO,, formato 37-65 (55-60) | 6.2-7.8 Liu, 2010
(BAF56662) nuclear (6.5-7.2)
Methanoculleus palmolei 1.25-2 Biodigestor (reactor | H, + CO,, formato, 2-propanol, 2- | 22-50 (40) 6.5-8.9 Liu, 2010
(NR_028253) anaerobio) butanol, ciclopentanol (6.9-7.5)
Methanobacterium 1-2 ND H; + CO, >65 (6.5-7.5) Pihl et al., 1994
thermoautotrophicum (1HBM)
Methanobacterium alcaliphilum | 2 Sedimento lacustre H; + CO, 35-45 (37) 7.8-9.2 (8.4) Worakit et al., 1986
(BAI67095)
Methanobacterium sp.(ADM52196) 0.3-0.5%2-5 Sedimento lacustre H, + CO,, formato 35-45 (37) 6.9-7.5 Zhu et al., 2011
Methanothermobacter 1-2 ND H, + CO, >65 (6.5-7.5) Pihl et al., 1994
thermautotrophicus (NP_276292)
Methanothermobacter wolfeii | 1-2 Sedimento de rio H, + CO; 55-65 6.5-7.9 Winter et al., 1985
(BAL72749) (6.9-7.5)
Methanospirillum hungatei | 0.4-0.5 Lodos activados H, + CO,, formato (30-37) (6.6-7.4) Liu, 2010
(AAK16835)
Methanofollis ethanolicus | 2-3 Campo de loto H, + CO,, formato, 1-propanol, 1- | 15-40 (37) 6.5-7.5 (7.0) Imachi et al., 2009
(NR_041669) butanol
Methanocorpusculum labreanum | 0.4-2-0 Sedimento lacustre H, + CO,, formato <45 (37) 6.5-7.5 (7.0) Liu, 2010
(NC_008942)
Methanomassiliicoccus luminyensis | ND Heces humanas H, + CO,, metanol 37 7.6 .
10806900, y @7 (7.6) Dridi et al., 2012
Arquedn no cultivable (JX101965) ND Biodigestor (reactor | Hy + CO; (35) (7.0) Cardinali et al. 2012
anaerobio) '
Arquedn no cultivable (AB598075) ND Sedimento marino H, + CO, (10) (7.0) Imachi et al., 2011
Arquedn no cultivable (AJ576219) ND Lixiviados H, + CO, ND 8.0-8.4 (8.2) Huang et al., 2003
Arquedn no cultivable (F1205782) ND Planta de biogas H, + CO,, alcoholes no determinados | (40) ND Kréber, 2009
y acetato

Arquedn no cultivable (ADC29459) ND Campo petrolero H, + CO,, alcoholes no determinados (55) ND Gieg et al., 2010
Arquedn no cultivable (BAD21104) ND Reactor anaerobio Acetato (37) (7.4)

Shigematsu et al., 2004
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Tomando en consideracién estos resultados se deja ver que la poblacion de
metanogénicas dentro de cada RALLFA es poco diversa ya que sélo se
encontraron especies de 2 de los 5 6rdenes de arqueas metanogeénicas. Sin
embargo, se debe tomar en consideracion que la composicion microbiana
depende de varios factores tales como el o los tipo(s) de sustrato(s) presentes en
el medio, la temperatura, pH, tipo de mezclado y geometria del biodigestor
(Chenguang et al., 2011; Nettmann et al.,, 2008). En esta investigacion, por
tratarse de reactores anaerobios tipo RALLFA termofilicos, la diversidad es
reducida pues son pocas las especies capaces de subsistir a altas temperaturas.
Una vez que se conoce la organizacion y el comportamiento de las mdltiples
comunidades, se puede optimizar y/o estabilizar el proceso de degradacion

anaerobia que se esta llevando dentro del biodigestor (Wirth et al., 2012).

Los filotipos encontrados en los tres reactores anaerobios tipo RALLFA
pertenecen a argueas metanogénicas hidrogenotréficas, esto implica que la
formacion de metano en cada reactor es mayoritariamente a partir de H, y COo,
dejando en menor proporcién la formacion de metano a partir de acetato

(metanogénesis acetoclastica) y de compuestos metilados.

A pesar de que no se encontraron especies que lleven a cabo metanogénesis
acetoclastica ni de compuestos metilados, no significa que no existan especies de
este tipo dentro de los RALLFA. Debe recordarse que hubo una serie de bandas
que no lograron ser resueltas ni vistas en los DGGE, éstas podrian tratarse de
filotipos distintos a los encontrados. Al mismo tiempo, no todas las secuencias
obtenidas fueron utilizadas puesto que de las 28 secuencias solo se recuperaron
16, el resto fueron omitidas debido al ruido y poca confiabilidad que se observé en

el analisis bioinformatico.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Basandose en el objetivo principal que fue estudiar la diversidad filogenética de
arqueas metanogénicas presentes en tres reactores tipo RALLFA operando en
condiciones termofilicas a 45, 55 y 65°C, encargados del tratamiento de un agua
residual conocida como vinazas provenientes de la industria alcoholera, se puede

concluir lo siguiente:

o Mediante la microscopia confocal, ajustando el haz de luz a una longitud de
onda de 420 nm, se lograron detectar arqueas metanogénicas en muestras
de lodo de cada RALLFA. No se observaron estructuras definidas ni
morfologia de las arqueas pero la autofluorescencia al ser caracteristica de
las metanogénicas comprueba su presencia en los tres reactores tipo
RALLFA

o La microscopia de barrido no es una técnica que en este caso logre
identificar arqueas metanogénicas puesto que se partid de un cultivo impuro;
sin embargo, se conoci6 la morfologia de microorganismos ocluidos en los
lodos de cada reactor. En cada muestra se observaron morfologias casi
homogéneas, lo que puede representar poca diversidad microbiana o bien la
presencia de familias de microorganismos con poblacion dominante en los
RALLFA. En este caso puede tratarse de bacterias sulfato-reductoras, que
son anaerobias estrictas y se encuentran en constante competencia con las

arqueas metanogeénicas
o Se logré extraer DNA metagendmico de los lodos de cada reactor anaerobio
en estudio utilizando el Kit Power Soil® DNA Isolation Kit. Mo Bio

Laboratories. A partir de este DNA, se amplificO el DNA de arqueas
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metanogénicas utilizando dos tipos de primers: 25F-1492R y ME1/ME2. Los
protocolos de amplificacion propuestos por Valenzuela-Encinas et al. (2008) y
Hales et al. (1996) fueron los adecuados para esta investigacion, obteniendo

amplicones de 750 y 1500 pb, respectivamente

Los amplicones obtenidos se sometieron a un proceso de electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Los mejores gradientes para
obtener bandas resueltas de DNA de metanogénicas fueron 50%-80% Yy
40%-60%

Se obtuvieron las secuencias de 28 bandas cortadas de dos DGGE. De estas
28, 16 fueron sometidas a un analisis bioinformético y filogenético; las
secuencias fueron: 45 _1, 55 2, B3, B4, C1, C2, C3, C4, C7, D1, D2, D3, E1,
E2, F1 y F2. Se elaboraron dos arboles filogenéticos, el primero con las
secuencias relacionadas con el gen 16S rRNA y el segundo con las

secuencias relacionadas al gen mcrA

Del estudio filogenético se encontré que las familias y géneros de los 6rdenes
Methanomicrobiales y Methanobacteriales son dominantes en la poblaciéon de
arqueas metanogénicas dentro de cada RALLFA. Los géneros con mayor
porcentaje de coincidencia fueron Methanoculleus, Methanospirillum,
Methanofollis y Methanocorpusculum. Los géneros pertenecientes al orden
Methanobacteriales fueron Methanobacterium y Methanothermobacter. Los
filotipos pertenecen a arqgueas metanogénicas hidrogenotroficas y esto indica

que en los RALLFA predomina la formaciéon de metano a partir de H,y CO..

Este estudio reporta por primera vez un analisis molecular de los filotipos de

arqueas metanogénicas presentes en tres reactores anaerobios tipo RALLFA que

operan a 45, 55 y 65°C encargados de tratar vinazas. En trabajos previos se

desarrolld6 una metodologia para el aislamiento arqueas metanogénicas partiendo

de siembras en medio general, especifico y selectivo, asi como tinciones de Gram
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(Vergara-Salgado, 2010), mientras que en la presente investigacion se utilizaron
técnicas moleculares independientes de cultivo, en donde a partir de una muestra
ambiental se estudio la composicion de determinados consorcios microbianos con
la ayuda de marcadores moleculares 16S RNAr y mcrA caracteristicos de arqueas

metanogénicas.

Este trabajo logra complementar satisfactoriamente los anteriores y deja paso para

nuevas investigaciones en relacion a este tema.

5.2. Recomendaciones

1. Debido a que en la técnica de DGGE no se lograron resolver algunas de las
bandas en los geles, se recomienda estudiar las concentraciones adecuadas de
agentes desnaturalizantes para amplicones 16S rRNA y otra concentracion para

amplicones del gen mcrA.

2. Aplicar otras técnicas moleculares independientes de cultivo, como la
clonacion-secuenciacion, para profundizar en la identificacion de los filotipos de

arqueas metanogénicas en los RALLFA.

3. Aislar las arqueas metanogénicas, para la obtencion de cultivos puros y
estudiar sus caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas, para su futuro empleo en la
inoculacion de los RALLFA, como una manera de mejorar la eficiencia del

proceso.

4. Estudiar la interaccion entre arqueas metanogénicas y bacterias sulfato-
reductoras dentro de los RALLFA, ya que éstas se encuentran en constante
competencia y de esto depende la formacion de metano o de &cido sulfhidrico

(H2S) como producto final de la degradacion anaerobia.
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ANEXO 1
Extraccion de DNA utilizando el Kit: Power Soil® DNA Isolation Kit- Mo Bio
Laboratories

1. Colocar aproximadamente 0.25 g de la muestra en un tubo que contiene
“perlas” (que se encargan de lisar la muestra) y una solucién amortiguadora
que dispersa las particulas de suelo, disuelve los acidos humicos y protege
los &cidos nucleicos de degradacion

2. Agitar los tubos ligeramente para hmogeneizar

3. Agregar 60 pL de la solucion C1 (SDS y agentes disruptores que
promueven la lisis celular)

4. Colocar los tubos de manera horizontal en un “vértex”, fijarlos a éste con
cinta adhesiva y agitarlos durante 10 minutos a la maxima velocidad posible
del aparato

5. Centrifugar los tubos a 10,000 rpm 1 minuto

6. Transferir el sobrenadante a un tubo colector limpio de 2 mL (Tubo
Eppendorf)

7. Agregar 250 pL de la solucion C2, la cual contiene agentes que precipitan
agentes organicos e inorganicos, acidos humicos y proteinas presentes en
la muestra. Agitar en “vortex” por 5 segundos e incubar a 4°C durante 5
minutos

8. Centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10,000 rpm

9. Desechar el “pellet” y transferir aproximadamente 600 uL del sobrenadante
a un tubo Eppendorf limpio de 2 mL

10. Agregar 200 pL de la solucion C3 la cual es un segundo agente que
precipita contaminacion organica e inorganica que puede existir todavia en
la muestra. Esta solucion logra incrementar la pureza del DNA que se
pretende extraer

11. Centrifugar los tubos durante 1 minuto a 10,000 rpm

12. Transferir no mas de 750 uL de sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf

sin acarrear precipitado
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13. Agregar 1200 uL de la solucion C4 y agitar en “vértex” 5 segundos. La
solucion C4 es una solucion concentrada de sales que permite que las
moléculas DNA casi puro se unan entre si dejando de lado material
organico e inorganico que pueda seguir presente en el medio

14. De la solucién anterior transferir aproximadamente 675 pyL en un tubo
Eppendorf con filtro (spin filter) y centrifugar por 1 minuto a 10,000 rpm.
Descartar el liquido y agregar nuevamente 675 uL de la solucion del punto
13, centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm. Colocar lo que resta de la solucion
del punto 13 nuevamente en el tubo con filtro para centrifugar 1 minuto a
10,000 rpm

15. Agregar 500 uL de solucién C5 que actda como solucién limpiadora, tiene
base en etanol y practicamente se encarga de remover sales residuales,
acidos humicos o cualquier otro tipo de contaminante remanente.
Centrifugar 30 segundos a 10,00 rpm

16. Descartar el liquido obtenido y centrifugar nuevamente 1 minuto a 10,000
rpm para remover residuos de etanol de la columna

17. Transferir el filtro a un nuevo tubo Eppendorf y agregar 100 uL de la
solucion C6 (buffer de elucién)

18. Centrifugar durante 30 segundos a 10,000 rpm

19. Desechar el filtro del tubo. EI DNA se encuentra en la fase liquida del tubo

Eppendorf.

Nota final: Hacer alicuotas de 25 uL del DNA extraido y almacenarlas a -20°C.
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ANEXO 2
Purificacion de DNA amplificado mediante PCR
Kit: UltraClean® PCR Clean-Up Kit

1. Agregar 5 volumenes de la solucion “SpinBind” al producto de PCR que se
posee (por ejemplo, si se tienen 30 yL de un producto amplificado por la
reaccion de PCR se adicionaran 150 pL de la solucion “SpinBind”)

2. Mezclar correctamente con la pipeta

3. Transferir la mezcla a un tubo Eppendorf con filtro, centrifugar de 10 a 30
segundos a 10,000 rpm

4. Remover el filtro del tubo para poder desechar el liquido

5. Colocar nuevamente el filtro en el mismo tubo y adicionar 300 uL de la
solucion “SpinClena Buffer”

6. Centrifugar de 10 a 30 segundos a 10,000 rpm

7. Remover el filtro del tubo y desechar el liquido. Colocar nuevamente el filtro
en el tubo y centrifugar de 10 a 30 segundos a 10,000 rpm

8. Transferir el filtro a un nuevo tubo de 2 mL

9. Adicionar 50 uL de Buffer de elucion (Tris 10 mM). Asegurarse de colocarlo
en el centro de la membrana del filtro

10.Centrifugar de 30 a 60 segundos a 10,000 rpm

11.Desechar el filtro del tubo. EI DNA purificado se encuentra ahora en los 2

mL en el tubo colector. El DNA estara libre de enzimas, sales, dNTPs.

Nota final: Hacer 4 alicuotas de 500 uL cada unay refrigerarlas a -20°C.

81



ANEXO 3

Tabla A3.1. Micrografias de microscopia confocal espectral

Procedencia Micrografia
de la muestra ] Positivo Negativo

/

RALLFA 45°

RALLFA
55°C




RALLFA
55°C

RALLFA
65°C
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Tabla A3.1. Micrografias de microscopia confocal espectral (Continua...)
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ANEXO 4

Tabla A4.1. Micrografias de microscopia electrénica de barrido (RALLFA 45°C)
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Tabla A4.2. Micrografias de microscopia electrénica de barrido (RALLFA 55°C)
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Tabla A4.3. Micrografias de microscopia electronica de barrido (RALLFA 65°C
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ANEXO 5
Secuencias nucleotidicas de filotipos obtenidos por DGGE

A. Secuencias relacionadas al gen 16S rRNA

GTWHM
s o

45-1-1424R
45-2-1434R
55-1=1434R
55=2=1434R
65-2-1434R
65-32-1434FR
E6-4-1434R
Al-1424R
AZ-14d24R
El-14Z24F
B3-1424R
B2-1424R
Ed-1424FR
Cl=1424R
C2-1434R
C3-1434R
C4-14324R
CE-1434R
C7-1424FR

45-1-14234R
45-2-1434R
55=1=1434R
E5-2-1434R
65-2-1434R
GEh-1-1434R
66-4-1434R
Al-14Z24R
AZ-14Z24R
Bl-1434R
Ba-1424R
E3-1424R
Ed-14324R
Cl-1434R
C2-1434R
QA-1434R
C4-14324R
C5-1424R
C7-1424R

G N CHA ) i

[

| T
| = = = ]

b o E]

45-1-1434R
45-2-1434R
EE-1-1434FR
55-2-1434R
65-2-1434R
G65-32-1434R
G65-4-1434R
Al-1424F
AZ-1424R
Rl-1434R
B2-1434R
Ba-14234R
B4-1424R
Cl-1434R
C2-1434R
CO3-14324R
Cd-1424R
C5=1434R
C7=1434R

R _ v

L} LY LD L

1,1 (3 ]

45-1-1434R
45-2-1434R
55-1-1424FR
G5-2-1434R
665-2-1434R
GE=-3=1434R
65-4-1434R
Al-14Z24F
AZ-14324F
Bl-1424R
B2-14324R
BI-1434R
B4-1424R
Cl-1424FR
Ca2-1424R
C3-14324R
Cd-1424FR
CE-14234R
C7-14234R

iy

DA TN I IATYTATY

AT T AT EATA T S T T EAT AT v T 0]



a8l
45-1-1434R
45 2-1434R

415

'
=
w
e
=
™

G5-2-1434R
65-3-1434R
65-4-1434R

i

E
g
e
Al-14234R & E
A2-1424R = E
Bl-1424R -
~1424R = [
B3-14324R = g
B4-1434R = 2
C1-1434R R B
C2-1434R E g
C3-1434R ? =
C4-1414R [ g
5. 14 14R :
@7-1434R i
anl
45-1-1434F o
45-2-1434F B

GG-2-14234FR ]
EE-2-1434R

GE-2-1434R ﬁ
65-4-1424R =

b
£
]
"
b

™
b
)

| =

EZ-1424FE
EZ-14Z24R
B4 - 1434k
(S
C2-14324FR
C3-14324FR
C4-14 34K
Ch-1434R
O7-1424FR

1}

- - -ERGRGEE

-

45-1-1434R
45-2-1434R
55-1-1434R
56-2-1434R
65-2-1434R
Gh-3-1434R
GL-d-1434R
Al-1424ER
AZ-1424R
Bl-1434R
B2-1424R
B3-1434R
Bd-1424R
C1l-1434R
C2-1434R
CA-1434R
Cd-1424R
C5-1434R
C7-1434R

LR R W
(o, Wi ls i kn |

Wb b B
1

FERRERE
PRy
Tl ad el b
[ e
fudenl e el

GE-4-1434R
Al-1424R
AZ-1434R
Bl-1424F
B2 -1434R
B3-1424R
B4 -1434R
Cl-1424R

45-1-1434R
45-2-1434R
EE-1-1434R
Eh5-2-1434R
E5-2-1434R
Gh-3-1434R
65-d-1434R

Al-1l4R4R
AZ-14324R
Bl-1434R

EZ-1434R
Ba-1434R
B4d-1424R
- da d R
O2-14324R
Ca-d4ndR
Cd-14324R
G- 14 4R
Q7=-14324R

89



o
[}
H

5
45-1-1434R
AL-2-1434R
ER-l-1434R
GG-2-1434R
EE-2-1434R
GR-3-1434R
EE-d-1434R
Al-1424R
AZ-1424R
Bl-1424R
EZ-1424R
Ei-1l424R
Bd-1424R
Cl-1424R
C2-1424E
C3-1424R
Cd-1424R
CE-1424R
CT-1424R

45-1-1434R
45-2=-1434R
66-1-1434R
E5=-2=1434R
Gh-2-1434R
E5-2-1434dR
G54 =14 34R
Al-14Z24F
AZ=1434R
El-14z24FR
Ez-1424R
B3-1434R
Ed-14z24FR
Cl-1434R
C2-1434R
C3-1434FK
Cd-1434R
CH-1434R
CT-14324FK

45-1-1434R
AG-Z-1434R
EE-1-1434R
S55=-2=-14341K
G5-2-1434R
G5-3-1434R
GE-d4-l434kR
Al-1l4324R
AZ-1424R
Bl-1434R
BZ-1424R
Ha- 1434k
H4-14 314K
Cl-1434R
S l434R
C3I-1434R  —-----=-== mmmmmmmmmm e mmmmmmmo —em oo --
C4-1434R = —----===== mm - mmmmo mmmmmmmmeo —emmm—mm o --
L T 1 -
TF-1434R - ----mmm- mmmmmmmmmm e mememmmm —em oo --

B. Secuencias relacionadas al gen mcrA

Dl =MEL
DZ-MELl
Dult-MEL
El-MELl
EZ-MELl
EZ-MEL
F1-MEL
F2-MEL
F2-MEL

Dl -MEL
D2 -MEL
Dult-MEL
El-ME1
EZ-MEL
H2=MEL
F1-ME1
Fz-MEL
Fa-MEL

GGG G G

=
-
=
?
2

D1 ~ME 1
D2-ME1
Dult-MEL
Hl ~ME1
E2-ME1
B3-ME1
Fl-ME1L
F2-MEL
F3-ME1

90



D1 ~ME L
D2 -MEL
Dult-MEL
El -ME1l
Ra-MRE1
BE3-MEL

Fl-ME1L Rac@a
F2-MHEL aa A
A ~ME L ¢ [ele]

0l -MEL
DZ-MEL
Dial e —MEL
El-ME1
W2 -MEL
E2-MEL
Fl1-ME1
FZ-MEL
Fa-MEL

[7]

[
("Il
(7]

G1 I GD G R G R Gl

0l -MEL
D2-MEL
Dult-MEL
El-MEL
B2 -MEL
BE2-MEL
Fl -MEL
F2-MEL
F2-MEL

Dl =M
D2 =ML
Dult «Mil
Bl «ME1L
B2 -MRE1
A -MEL
L =Ml
Pa-MiEl
A =ML

4 -

D1 -ME1L
DZ=MELl
Dult-MEL
El-MEL
EZ-MEL
EZ-ME1
Fl-MEL
F2-MEL
F2-MEL

GEAY G 1 GRAD Q) G

Dl -ME1
D2 -MEL
Dult-MEL
El-ME1
B2 -ME1
E2-MEL
Fl-ME1
Fz-MELl
Fa-MEL

D1 M (=]
D3 -Mu ]
DUl «Misd 3 X G
Wl M y (B[]
M (o=
HoA =M " .- -

LM
"o oM
A M

Ll <M1 (GGGGERG ERGHEGGONOE GROROECCRCG B-EEEGEAYGE SO - - - - - - - e e e e

2 -MEL (elelels]
Dult -MEL (=lnlele]
1 <M CACACICH
B2 -MEL CHCACHCH

H3 -MEL - =
ol G

Bl ~MHE L
(CAGca@a

(e e - -

= - . -

o i

[ A - (e

a : - ;
(<] (&)

a e
=
=

MY VSR e Ve
B e N B

Fa-MEL
Fa-MEL

Dl ~-MEL
D2-~MEL
Dult-MHEL
El-ME1l
E2-ME1
E2-MEL
Fl-MELl
F2-«ME1
F3a-ME1

91



	Portada
	Índice
	Resumen
	Capítulo 1. Problemática
	Capítulo 2. Antecedentes y Marco Teórico
	Capítulo 3. Metodología
	Capítulo 4. Resultados y Discusión
	Capítulo 5. Conclusiones y Recomendaciones
	Bibliografía
	Anexos

