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RESUMEN

En la actualidad, la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos es considerada una de

las zonas méas contaminadas de México; esto debido a la alta actividad industrial
y al gran crecimiento poblacional en la region, aunado a un derrame petrolero

en el afio 2011, que contamind cerca de 9 km del rio.

En el presente trabajo, se analizaron los sedimentos mas proximos al area donde
ocurrio el derrame petrolero, en los cuales se encontraron altas concentraciones
de hidrocarburos, mercurio; asi como distintos grupos microbianos con la
capacidad de degradar compuestos halogenados, hidrocarburos y algunos con

la capacidad de metilar mercurio.

A partir de los sedimentos contaminados, realizamos el enriquecimiento de dos
consorcios microbianos hierro-reductores capaces de degradar distintos
hidrocarburos del petroleo. A su vez, fueron seleccionados 8 consorcios
microbianos, en los cuales se identificaron bacterias fototrofas anoxigénicas del
azufre y bacterias sulfato-reductoras que han sido implicadas en procesos de

degradacion de hidrocarburos.

Por altimo, se aislé una cepa con parentesco a la especie Desulfuromonas

palmitatis, con la posible capacidad de degradar hidrocarburos.



INTRODUCCION

Hidrocarburos y contaminacion:

Los hidrocarburos son moléculas formadas por atomos de carbono e hidrégeno
sin grupos funcionales polares. La electronegatividad similar entre el carbono y
el hidrogeno, los hace compuestos altamente persistentes. Por lo que son
considerados los contaminantes organicos de mayor impacto (Mean & Log.,
2007).

Los hidrocarburos derivados del petrdleo son los mas comunes en ambientes
contaminados. El petroleo esta constituido por una mezcla compleja de diversos
hidrocarburos alifaticos y aromaticos cuyo origen es resultado del entierro,

diagénesis y catagénesis de biomasa ancestral (Atlas & Philip., 2005).

En el petroleo, los hidrocarburos alifaticos son los mas abundantes, mientras
que bencenos y alquil-bencenos con uno o dos grupos metilo o etilo (tolueno,
etilbenceno y m-, p- y o-xileno) son los hidrocarburos aromaticos mayormente
representados en la mayoria de aceites crudos y refinados (Atlas & Philip.,
2005; Mean & Log., 2007).

El benceno puede estar unido a otras moléculas de benceno por enlaces
covalentes simples, formando hidrocarburos aromaticos policiclicos, presentes
en menor cantidad, pero con gran importancia debido a su alta toxicidad y
persistencia (Neff., 1979). Ademas, el crudo puede contener hidrocarburos con
heterodtomos como oxigeno, azufre, nitrogeno y/o diferentes metales. Dentro

de estos se encuentran las porfirinas (asociadas a niquel o vanadio), acidos



nafténicos y moléculas de gran peso molecular denominadas asfaltenos (Hunt.,
1996).

En el afio 1984, Tisot & Welte analizaron 527 muestras de petroleo crudo y
determinaron que, en promedio, las muestras contenian una concentracion de
58.2% de hidrocarburos alifaticos, 28.6% de hidrocarburos aromaticos y un
14.2% de compuestos polares, no obstante, estos porcentajes pueden variar

ampliamente entre las distintas muestras de petroleo.

En el mundo, actualmente se generan dos billones de toneladas de petroleo
crudo por afo. Desafortunadamente, durante su extraccion, almacenamiento y
transporte, ocurren derrames que liberan al océano mas de 150 millones de litros
de petroleo por afio (Etkin., 1999; Gertler et al., 2010). Sumado a esto, también
ocurren actos de negligencia o crimenes ambientales que liberan una gran
cantidad de hidrocarburos a los océanos. Por ejemplo, en el afio 2010 ocurrid
un derrame en la planta Deepwater Horizon al sur de Luisiana U.S., en el que
se liberaron 7.8 X 108 litros de petréleo crudo al Golfo de México. Este derrame
es considerado el segundo mas grande de la historia solamente superado por el
ocurrido en Kuwait en 1991, en el que se liberaron 1.2 X 10° litros de petrdleo
crudo al océano como consecuencia del incendio de 700 pozos petroleros (Al-
Ghadban et al., 1998; Gong et al., 2014).

La liberacion de tales cantidades de petroleo al ambiente genera graves
problemas en diversos ecosistemas. Por lo tanto, existe una creciente demanda
en el desarrollo y optimizacion de tecnologias que desempefien un papel central
en los planes de contingencia en respuesta a derrames petroleros, ya que los
procesos de remediacidn actuales (fisicos y/o quimicos) resultan muy costosos
y poco eficientes (Paul et al., 2013; Genovese et al., 2014; Bao et al., 2012).



Biodegradacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos presentes en el petréleo en algin momento fueron lipidos y
acidos grasos provenientes de plantas, animales y microorganismos que pasaron
a formar compuestos altamente reducidos, almacenando una gran cantidad de
energia. Por lo tanto, no es de sorprenderse que muchos microorganismos
tengan la capacidad de utilizar estos compuestos como fuente de carbono y/o

energia (Yakimov et al., 2007).

Microorganismos como bacterias, hongos y algas tienen la capacidad de
degradar hidrocarburos. Sin embargo, las bacterias son reconocidas como los
primeros y mas activos agentes degradadores en ambientes contaminados con

petroleo (Varjani et al., 2017).

El uso de microorganismos en procesos de biorremediacion, ofrece técnicas de
bajo costo y alta eficiencia generalmente sin producir contaminantes
secundarios (Yakimov et al., 2007; Chen et al., 2017; Das & Chandran., 2011).
Las bacterias pueden metabolizar hidrocarburos en condiciones aerobias y/o
anaerobias (Figura 1). Sin embargo, la naturaleza poco reactiva de estos
compuestos dificulta su degradacion, ya que para la activacion y ruptura de los
enlaces polares C-H debe ser superada una gran barrera energética (Rabus et
al., 2016).

En presencia de oxigeno, los microorganismos pueden degradar completamente
la mayoria de los hidrocarburos presentes en el petréleo (Das & Chandran.,
2011). Las bacterias aerobias insertan moléculas de oxigeno al esqueleto
hidrocarbonado utilizando oxigenasas o dioxigenasas, para posteriormente,
transformarlos en intermediarios del metabolismo central como acetil-CoA,

succinato o piruvato (Kanaly & Harayama., 2000).
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Figura 1. Metabolismos involucrados en la degradacion de hidrocarburos. En la figura
se muestran los principales aceptores finales de electrones y los subproductos generados
por la degradacidon de hidrocarburos (Widdel & Rabus., 2001).

En comparacién con los procesos de degradacion aerobios, las vias de
degradacion anaerobias han sido menos estudiadas (Bian et al.; 2015).
Actualmente, se sabe que la mayor parte del petroleo degradado, es resultado
de la actividad de bacterias anaerobias presentes en ambientes subsuperficiales
(Jaekel., 2011). Por lo tanto, los procesos de degradacidn anaerobios tienen un
papel fundamental en la remediacion de aguas y suelos contaminados con

hidrocarburos.



Biodegradacion anaerobia

En ambientes contaminados con petréleo el oxigeno suele ser limitado. En los
suelos, los hidrocarburos sellan herméticamente los poros impidiendo la
penetracion de oxigeno. Los hidrocarburos de mayor complejidad quedan
absorbidos en la parte superficial del suelo, mientras que los de menor
complejidad y mayor polaridad, son desplazados a mayores profundidades
contaminando aguas subterraneas (Vodyanitskii., 2011).

Por otra parte, en ambientes acuaticos, las manchas de petréleo pueden
perjudicar el intercambio gaseoso, disminuyendo la oxigenacion de aguas
subyacentes. Un ejemplo es el ya mencionado derrame petrolero en la planta
Deepwater Horizon, el cual ha generado una de las mayores zonas de hipoxia
marina en el mundo (Anderson & Lovley., 2000; Whitehead., 2013).

En condiciones anodxicas, las bacterias han desarrollado distintas estrategias
para superar la naturaleza apolar de los hidrocarburos, a través de la insercion
de distintos grupos funcionales. Debido a que la presencia de grupos hidroxilo,
carbonilo o carboxilo en compuestos organicos, es un prerrequisito para su
introduccién hacia vias oxidativas del metabolismo central (ejemplo; pB-
oxidacion, ciclo de Krebs) (Spormann & Widdel., 2000).



e Degradacion anaerobia de hidrocarburos aromaticos

La contaminacion por los hidrocarburos monoaromaticos benceno, tolueno,
ethilbenceno y xileno (BTEX) (Figura 2), es de especial preocupacién debido a
su toxicidad y movilidad en el ambiente. En suelos y sedimentos contaminados
con petréleo, se ha observado un aumento de estos compuestos en estratos
inferiores, contaminando los mantos freaticos y aumentando la pluma de

contaminacion (Weelink et al., 2010).

Dentro de los BTEX, el benceno es el hidrocarburo de mayor preocupacion,
debido a que es un compuesto muy estable, carcinogénico y uno de los
contaminantes organicos de mayor prevalencia en aguas subterraneas
(Anderson & Lovley., 1997). El tolueno y el xileno no son carcinogénicos, sin
embargo, el tolueno puede potenciar otros compuestos cancerigenos (Dean.,
1978).

benceno tolueno etilbenceno o-xileno m-xileno p-xileno
CH,CH,

CH, CH, CH, CH,
CH,
CH,

Figura 2. Principales hidrocarburos aromaticos presentes en extractos
crudos de petréleo (Weelink et al., 2010).

Dentro de los hidrocarburos aromaticos, la degradacion anaerobia de tolueno ha
sido la més estudiada. La activacion del tolueno es realizada por la enzima
bencilsuccinato sintasa (Bss), que cataliza la adicion de fumarato al grupo
metilo para formar bencilsuccinato. Posteriormente, este compuesto es activado

como un tioester-CoA el cual seré transformado a benzoil-CoA (Weelink et al.,



2010; Lueders., 2017). Dicho compuesto es un importante intermediario en el
que convergen diversas vias de degradacion de hidrocarburos aromaticos.

El benzoil-CoA, es desaromatizado mediante una benzoil-CoA reductasa
generando 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA. A continuacion, el anillo es
abierto, produciendo la molécula alifatica 3-hidroxipimelil-CoA que sera
oxidada a acetil-CoA y CO,, a través de la p-oxidacion (Lueders., 2017; Nzila.,
2018).

Al igual que en la degradacion de tolueno, la degradacion anaerobia de xileno
y etilbenceno se da principalmente por la adicién de fumarato a través de la
enzima Bss. Sin embargo, la activacion del benceno es realizada por tres
mecanismos distintos: hidroxilacion, carboxilacion o metilacion. Estos tres
procesos, inducen la formacion de fenol, tolueno o benzoato respectivamente,
para ser canalizado hacia la via de degradacion de benzoil-CoA (Lueders., 2017;
Nzila., 2018).

e Degradacién anaerobia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), son compuestos formados
por la fusion de dos o més anillos de benceno (Figura 3). Estos compuestos son
ubicuos en la naturaleza, altamente recalcitrantes, resistentes a la
biodegradacion, potencialmente bioacumulables y con actividad carcinogénica
(Haritash & Kaushik., 2009).



Estudios han demostrado la degradacidn anaerobia de HAP de dos a tres anillos,
sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos de degradacion anaerobia de
HAPs de alto peso molecular (Haritash & Kaushik., 2009; Folwell et al., 2016;
Nzila., 2018).

La degradacion anaerébica de naftaleno es iniciada por carboxilacion o
metilacion. La activacién por carboxilacion, es realizada por una naftaleno
carboxilasa que produce el compuesto 2-acido-naftoico que posteriormente sera
transformado a 2-naftoil-CoA (Nzila., 2018). El compuesto 2-naftoil-CoA es un
importante intermediario en la degradacion anaerobia de HPAs, en el convergen
diferentes vias de degradacién para la reduccion y ruptura del anillo que llevara
a la formacion de un compuesto alifatico que sera degradado via f-oxidacion

(Haritash & Kaushik., 2009).

Por otro lado, la activacion por metilacion es mediada por una naftaleno methil
transferasa que genera 2-metilnaftaleno al que se le adicionara una molécula de
fumarato para formar 2-naftoil-CoA (similar a la oxidacién de tolueno), para
posteriormente seguir con los pasos de degradacion previamente descritos. La
activacion de fenantreno y antraceno se da por hidroxilacion, caboxilacion y
metilacion, a través de procesos muy similares a la degradacion de naftaleno
(Haritash & Kaushik., 2009; Folwell et al., 2016;).
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Figura 3. Estructuras quimicas de HAPs mayormente
estudiadas (Haritash & Kaushik., 2009).
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e Degradacion anaerobia de alcanos
Los hidrocarburos alifaticos son los mayores constituyentes del petréleo crudo
y gas natural (Atlas & Philip., 2005; Bian et al., 2015).
Los alcanos gaseosos (de 1 a 4 carbonos) tienen una gran solubilidad en agua,
sin embargo, alcanos liquidos y sélidos son muy hidrofobicos, lo cual dificulta
su acceso a la célula. Los microorganismos, facilitan la difusion de estos
compuestos habilitando estructuras hidrofébicas en la superficie celular o
produciendo moléculas anfifilicas tensoactivas también conocidas como
biosurfactantes (Widdel & Grundmann., 2010).
La via anaerobia de oxidacion de alcanos mejor documentada es iniciada por la
enzima alquil succinato sintasa, que cataliza la adicién de fumarato al alcano,
formando 2-(1-metil alquil) succinato que a continuacién, sera transformado a
un éster CoA (4-metilalcanoil-CoA) y degradado por p-oxidacion (Wilkes et
al., 2016; Bian et al., 2015).

Microorganismos anaerobios involucrados en la degradacion

de hidrocarburos.

Existen grupos de microorganismos fisiologicamente distintos (fermentativos,
hierro-reductores, nitrato-reductores, sulfato-reductores, clorato-reductores y
metandgenos) con la capacidad de degradar hidrocarburos bajo condiciones

anoxicas (Bian et al., 2015).
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Los procesos de degradacion anaerobios se desarrollan mediante la utilizacion
de distintos aceptores finales de electrones. La presencia o ausencia de estos
elementos depende de la composicion fisicoquimica, el area geogréfica y la
profundidad de suelos, sedimentos y cuerpos de agua (Figura 4).

Los aceptores finales de electrones mas comunes en ambientes anoxicos son:
NO3z> Mn*> Fe3*> SO42> CO, (orden dado de acuerdo a su potencial redox).
Por lo tanto, los principales grupos involucrados en la degradacion anaerobia
de hidrocarburos son: bacterias nitrato-reductoras, hierro y manganeso
reductoras, sulfato-reductoras y organismos metanogenos (Zwolinski et al.,
2000; Vincent, et al., 2017; Vodyanitskii., 2011).

(A

Aceptores
de electrones
Aceptores
de electrones
Productos del
metabolismo
Aceptores
de electrones
Productos del
metabolismo

Productos del
metabolismo

Figura 4. Principales aceptores finales de electrones presentes en sedimentos costeros
(Acosta-Gonzalez & Marqués., 2016).
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ANTECEDENTES

En el presente trabajo nos enfocamos en analizar las comunidades microbianas

de sedimentos contaminados con hidrocarburos del Rio Coatzacoalcos, para
enriquecer distintos consorcios microbianos hierro y sulfato-reductores con la

capacidad de degradar hidrocarburos bajo condiciones andxicas.

En los siguientes apartados se describe de manera general, los principales
linajes involucrados en la degradacion de hidrocarburos bajo condiciones hierro

y sulfato-reductoras.

Microorganismos hierro-reductores degradadores de

hidrocarburos

El Fe(l1l) y Mn (1V), generalmente son los aceptores finales de electrones mas
abundantes en suelos, sedimentos y acuiferos. Debido a ello, en estos ambientes
los microorganismos hierro-reductores tienen gran importancia en la
degradacion de distintos contaminantes, asi como en la especiacion del hierro y
otros nutrientes (Lovley., 2000; Vodyanitskii., 2011).

En ambientes hierro-reductores contaminados con hidrocarburos se ha
observado la predominancia de bacterias del género Geobacter (Kunapuli et al.,
2010). Las bacterias pertenecientes a este linaje son anaerobios estrictos, con
metabolismos muy versatiles que han sido relacionadas con la degradacion de
multiples hidrocarburos aromaticos (Zhang et al., 2012). Se ha reportado que
géneros del mismo orden (Desulfuromonadales) como Desulfuromonas,
Desulfuromusa y Pelobacter, estan relacionados con oxidacion de compuestos
aromaticos en ambientes hierro-reductores (Zwolinski et al., 2000).
Actualmente, existen pocos aislados con la capacidad de degradar
hidrocarburos aroméaticos mediante la oxidacion de Fe(l11) y no se ha reportado

12



la degradacion de alcanos en estas condiciones (Kunapuli et al., 2010;
Mbadinga et al., 2011).

El conocimiento actual de los microorganismos hierro-reductores implicados en
la degradacion de hidrocarburos es limitado y no refleja la importancia de este
grupo en ambientes contaminados (Kunapuli et al., 2010). Por lo tanto, el
presente trabajo contribuird a un mejor entendimiento de la diversidad y

fisiologia de los microorganismos involucrados en estos ambientes.

Microorganismos sulfato-reductores degradadores de

hidrocarburos

Los microorganismos sulfato-reductores son un grupo metabolicamente
versatil, capaz de utilizar sulfato y oxianiones de azufre como aceptores finales
de electrones (Widdel & Bak., 1992).

En ambientes anaerobios marinos, los procesos de degradacién de
hidrocarburos por sulfato-reductores son los mas importantes y mejor
documentados (Kniemeyer et al., 2003; Cravo-Laureau et al., 2005).

Existe una gran abundancia de microorganismos sulfato-reductores nativos de
ambiente ricos en hidrocarburos como yacimientos de petroleo, ventilas
hidrotermales, depositos de combustibles y sitios contaminados con
hidrocarburos (Magot et al., 2000).

Analisis filogenéticos realizados en ambientes anoxicos contaminados con
hidrocarburos, han mostrado una prevalecia de la clase delta-proteobacteria.
Distintas familias de esta clase tienen la capacidad de oxidar completamente
diferentes hidrocarburos en anaerobiosis, por ejemplo, las familias
Desulfobacteraceae, Syntrophobacteraceae y Desulfohalobiacea (Mbadinga et
al., 2011).
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La diversidad de sulfato-reductores no se limita a miembros de la clase
Deltaproteobacteria. La familia Peptococcaceae, perteneciente al phylum
Firmicutes también cuenta con representantes sulfato-reductores con la
habilidad de degradar hidrocarburos (Magot et al., 2000). Otro grupo
importante de sulfato-reductores es el género Archaeglobus y el orden
Thermococcales, pertenecientes al domino Arquea, estos organismos
hipertermofilos se encuentran normalmente en ventilas hidrotermales o
yacimientos de petroleo (Stetter et al., 1987; Magot et al., 2000; Lee et al.,
2008).
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SITIO DE ESTUDIO

El sitio de estudio pertenece al Rio Coatzacoalcos, el cual nace en la sierra

Atravesada en el estado de Oaxaca, formando parte de la vertiente del Golfo de
México. El Rio Coatzacoalcos es la cuarta corriente mas caudalosa del pais y

alimenta principalmente el sur del estado de Veracruz.

La zona en la que desemboca el rio es una de las regiones petroleras mas
antiguas de México, actualmente, existen mas de 65 instalaciones quimicas,
petroquimicas, refinerias, tanques de almacenamiento maritimo y terrestre,
terminales de bombeo y venta, campos petroliferos y una extensa red de oleo
ductos (Morales-Mora et al., 2014).

Problematica ambiental

El area industrial de Coatzacoalcos alberga un complejo petroquimico con gran
importancia en Mexico y América Latina. Desde el establecimiento del
complejo industrial en 1960, el estuario de Coatzacoalcos ha experimentado un
gran crecimiento poblacional acompariado de un rapido aumento en los niveles
de contaminacion en el &rea. Actualmente, la cuenca baja del rio es considerada

uno de los sitios mas contaminados de México (Gonzélez-Mille et al., 2010).

Estudios previos en Coatzacoalcos, han reportado altas concentraciones de
hidrocarburos, compuestos halogenados y mercurio como consecuencia de la
operacion de una planta de cloro alcali y un incinerador de residuos dentro del
complejo petroquimico “Pajaritos”. Ademas, de la refineria Lazaro Cardenas
ubicada en el poblado de Minatitlan cerca de la ciudad de Coatzacoalcos (Figura

5) (IPEN Mercury-Free Campaign Report).
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Por otra parte, también se han encontrado altas concentraciones de metales

pesados (Ni, Co, Cd, Cu, Cry Pb) e hidrocarburos en la zona (Gonzalez-Mille
et al., 2013; Ruelas-Inzunza et al., 2009; Morales-Mora et al., 2014).

O Moloacan

i
9

JMnatane 1 Google earth
O - C

Figura 5. Mapa de la cuenca baja el Rio Coatzacoalcos. En color amarillo se delimita el
area abarcada por la petroquimica Pajaritos y la refineria Lazaro Cardenas (Imagen
modificada de IPEN Mercury-Free Campaign Report)

Derrame de petroleo ocurrido en el Rio Coatzacoalcos

El 31 de diciembre del afio 2011, ocurrié un derrame petrolero debido a un acto
vandalico en el oleoducto Nueva Teapa — Poza Rica, cerca del municipio de

Coatzacoalcos en la zona conocida como “El Polvorin”.
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La cantidad de hidrocarburo derramado, asi como las areas afectadas varian
entre los distintos medios de comunicacion, sin embargo, el Ing. Juan Rafael
Elvira Quesada titular de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), informo que la cantidad de petréleo vertido fue el equivalente
a 240000 litros de petréleo crudo, los cuales afectaron un area de 30 mil metros
cuadrados de suelo natural con vegetacion rastrera, herbacea, arbustiva y

arborea, asi como nueve kilometros del Rio Coatzacoalcos.

La SEMARNAT, Petrdleos Mexicanos (PEMEX) y el gobernador del estado de
Veracruz Javier Duarte de Ochoa, informaron sobre la limpieza total del rio,
recuperando 270000 litros de hidrocarburo emulsionado. Sin embargo, diversas
fuentes locales, asi como pobladores de la zona, informan que actualmente el

rio sigue contaminado con hidrocarburos (Figura 6).

Figura 6. Lancheros y pescadores realizando limpieza del Rio Coatzacoalcos
(fotografias de Xantal en el 2012, periddico “El Universal”)
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JUSTIFICACION:

El conocimiento fundamental de los procesos anaerdbicos de degradacién de

hidrocarburos es necesario para generar estrategias de biorremediacion.
Actualmente, la alta actividad petrolera pone en riesgo diversos ambientes, por
ello, es de gran importancia realizar estudios sobre diversidad microbiana, asi
como el aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos. Esto con la
finalidad de tener mayor comprension de los mecanismos de depuracién en
ambientes anaerobios, asi como el mejoramiento de tecnicas de

biorremediacion.

HIPOTESIS:

En el andlisis de sedimentos contaminados del Rio Coatzacoalcos, se

encontraran bacterias con la capacidad de degradar hidrocarburos. A través del
enriguecimiento de comunidades microbianas hierro y sulfato reductoras, seran
seleccionadas distintas poblaciones bacterianas con la capacidad de degradar

hidrocarburos bajo condiciones andxicas.
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OBJETIVO:

Seleccionar y caracterizar a partir de sedimentos contaminados del Rio

Coatzacoalcos, distintos consorcios bacterianos que en condiciones anoxicas

tengan la capacidad de degradar hidrocarburos.

Objetivos particulares:

1. Determinar la concentracion de hidrocarburos, metales y la composicion
microbiana de sedimentos contaminados del Rio Coatzacoalcos.

2. Enriquecer consorcios hierro y sulfato reductores degradadores de
hidrocarburos a partir de sedimentos del Rio Coatzacoalcos.

3. ldentificar y caracterizar microorganismos degradadores de
hidrocarburos presentes en los consorcios bacterianos enriquecidos.

4. Evaluar la degradacion de hidrocarburos por parte de los consorcios

enriquecidos.
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METODOLOGIA

1.-Analisis de sedimentos

1.1-Toma de muestras:
La toma de muestras se realiz6 en tres sitios (S1, S2 y S3) de la zona més

cercana al derrame petrolero ocurrido en el Rio Coatzacoalcos en el en el afio
2011 (Figura 7). Se utilizé un nucleador de 1.5 m para colectar muestras de
sedimentos subsuperficiales a una profundidad de 50 cm en el sedimento

localizado a 1 metro de profundidad en el rio.

Por cada sitio muestreado se colectaron 50 gr de sedimento, los cuales fueron
almacenados en tubos falcon adicionados con 5 ml de un estabilizador y
protector de RNA (RNAlater®). Posteriormente, los sedimentos se almacenaros

a -70 °C hasta su uso.

Parque
Hemiciclo
A los Ninos

Heroes

Coatzacoalcos
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Figura 7. Sitios de muestreo en el Rio Coatzacoalcos. sitio 1 (18°03'46.1"N, 94°25'07.9"W)
(S1), sitio 2 (18°03'43.3"N, 94°25'08.3"W) (S2) sitio 3 (18°03'42.8"N, 94°25'06.8"W) (S3).
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1.2.-Determinacion de hidrocarburos totales en sedimentos

La determinacion de hidrocarburos totales fue realizada en la empresa
canadiense Actlabs. Los hidrocarburos totales fueron extraidos a partir de 1
gramo de sedimento, utilizando 1 ml de solucion hexano:diclorometano 2:1. Las
muestras fueron sonicadas durante 20 minutos y posteriormente centrifugadas.

Los extractos obtenidos fueron analizados por gravimetria.

1.3.-Determinacién de metales en sedimentos

La determinacion de metales se realizé en la empresa canadiense Actlabs. Los
metales fueron extraidos mediante una digestion con cuatro acidos distintos
(&cido clorhidrico, acido fluorhidrico, acido perclorico y éacido nitrico).
Posteriormente, la concentracion de 58 metales se determind por espectrometria

de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

1.4.-Extraccion de ADN total de sedimentos

El ADN total fue extraido a partir de 1 gr de sedimento, utilizando el kit
PowerMax® Soil DNA Isolation Kit, siguiendo el protocolo proporcionado por

el proveedor.
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1.5.-Analisis de diversidad microbiana de sedimentos y consorcios

enriquecidos

e Amplificacion de la region V3-V4 del gen ADNr 16S

A partir del ADN obtenido de los sedimentos y de los consorcios
enriguecidos, la region V3-V4 del gen ADNr 16S fue amplificada por PCR

(Polimerase Chain Reation).

Las reacciones se prepararon en un volumen final de 50 pl, utilizando 25 pl
de la mezcla maestra PCR Thermo Scientific Phusion Flash (Phusion Flash
High-Fidelity PCR Master Mix), 12.5 pl de agua, 1.5 pl de ADN total y 2.5
ul de los oligonucleotidos forward y reverse. Ambos con una concentracion
de 10 uM (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de la region VV3-V4 del gen
ADNr 16S (llumina, Inc., 2014)

Oligonucleétido Blanco Secuencia
341F Region V3 del 5-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT
gen ADNr 16S AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-3
785R Region V4 del 5-GTC TCG TGG GCT CGG AGATGT GTATAA
gen ADNr 16S | GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTAATCC-3

Las condiciones de la PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial de
3 min a 94 °C, seguido de 25 repeticiones de los ciclos de amplificacién (30
segundos a 98 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72 °C) y una extension final
a 72 °C durante 10 minutos.
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e Secuenciacion Masiva de amplicones

Los amplicones obtenidos por PCR, fueron purificados de banda y
posteriormente secuenciados en las instalaciones de la Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA. Dentro del Instituto de
Biotecnologia UNAM, utilizando el sistema Genome Analyzer GAlIx de la

compaiiia Illumina.

e Analisis de las secuencias

El andlisis de las secuencias fue realizado mediante el programa Quantitative
Insights into Microbial Ecology 2 (QIIME?2) (Caporaso et al., 2010).

La demultiplexacion inicial de las secuencias se realizd mediante el pipeline
q2-DEMUX dentro de QIIMEZ2. Basandonos en el anélisis de calidad, las
secuencias forward fueron truncadas a un tamafio de 260 pb y las secuencias
reverse a 245 pb.

Posteriormente, las secuencias fueron filtradas, procesadas y se eliminaron
quimeras mediante el programa DADAZ2 incorporado en QIIME2.

Las secuencias con un 99% de similitud fueron agrupadas en variantes de
secuencias de amplicon (por sus siglas en ingles ASV), utilizando el
programa DADAZ2. La asignacion taxondémica se realizd mediante el
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) utilizando, como
referencia la base de datos SILVA 132.

Los analisis de diversidad alfa y las graficas taxondmicas de barras apiladas

se generaron utilizando las herramientas disponibles en QIIME2.
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2.-Enriquecimiento y caracterizacion de consorcios hierro-

reductores.

2.1.-Enriquecimiento de consorcio hierro-reductor degradador de

petroleo.

1.

3.

Fueron inoculados 2.5 ml de sedimento proveniente del sitio 1
(Figura 7) en 10 ml de medio de cultivo anaerobio citrato férrico (CF)
(Lovley & Phillips, 1988). El cultivo fue suplementado con lactato y
acetato de sodio a una concentracion final de 20 mM e incubado a 30
°C en oscuridad durante 30 dias.

Se resembraron 200 ul del cultivo anterior en 10 ml de medio CF,
suplementado con lactato y acetato de sodio a una concentracion final
de 20 mM e incubado a 30 °C en oscuridad durante 15 dias.

Se resembraron 200 ul del cultivo anterior en 10 ml de medio CF. Se
adicioné como Unica fuente de carbono, petréleo crudo al 1%
(petréleo mediano, proveniente de la planta petrolifera Bacab alfa en
Campeche). El cultivo fue incubado a temperatura ambiente y en

agitacion durante 30 dias.

Posteriormente, el consorcio fue preservado a -70 °C en viales anaerobios

suplementados con dimetilsulfoxido al 10%.
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2.2.-Enriguecimiento de consorcio hierro-reductor degradador de

petroleo y queroseno.

1. Se resembraron 200 pl del consorcio degradador de petroleo (inciso 2.1)
en 10 ml de medio CF suplementados con petroleo y queroseno (2:1) al
0.5%. Los cultivos fueron incubados a 30 °C en oscuridad durante 30
dias.

2. Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de medio CF
suplementados con petrdleo y queroseno (2:1) al 0.5%. Los cultivos
fueron incubados a 30 °C en oscuridad durante 15 dias.

3. Posteriormente, el consorcio fue preservado a -70 °C en viales anaerobios

suplementados con dimetilsulfoxido al 10%.

2.3.- Ensayo de degradacion de petréleo bajo condiciones hierro-

reductoras.

La capacidad de degradar hidrocarburos del consorcio descrito en el inciso 2.1,

fue evaluada mediante el siguiente ensayo:

1. Un total de 25 botellas con 20 ml de medio de cultivo CF adicionado
con petréleo crudo al 0.1%, fueron inoculadas con 0.4 ml del
consorcio previamente incubado durante 24 horas. Los cultivos
inoculados junto con 15 controles abioticos (medio de cultivo sin
indculo) fueron incubados a 30 °C en agitacion a 150 rpm.

2. Alostiempos 0, 15, 30, 60 y 90 dias, fueron sacrificados 5 medios de
cultivo inoculados con el consorcio y 3 controles abidticos (por cada
tiempo), para la cuantificacion y analisis de hidrocarburos totales

(descripcion en el inciso 2.5).
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2.4.-Ensayo de degradacion de petréleo y queroseno bajo

condiciones hierro-reductoras.
La capacidad de degradar hidrocarburos del consorcio descrito en el inciso 2.2,

fue evaluada mediante el siguiente ensayo:

1. En 3 botellas con 10 ml de medio de cultivo CF suplementado con una
mezcla de petréleo y queroseno (2:1) al 0.5%, fueron resembrados 0.2
ml del consorcio previamente incubado durante 24 horas.

2. Los cultivos anteriores junto con 3 controles abioticos (medio de
cultivo sin inoculo) fueron incubados a temperatura ambiente en
oscuridad durante 18 meses.

3. Transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos junto con los
controles fueron sacrificados para la cuantificacion de hidrocarburos

totales (descripcion en el inciso 2.5).

2.5.-Analisis de hidrocarburos

e Extraccidén de hidrocarburos totales de medio de cultivo.

1. Se adiciono directamente al medio de cultivo 1 volumen de
diclorometano, seguido de una agitacién vigorosa.

2. Se dej6 reposar la mezcla durante 10 minutos y a continuacion se
separo la fase acuosa de la fase organica.

3. Se realiz6 una segunda extraccion a la fase acuosa repitiendo

el inciso 1.
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4. Los extractos obtenidos fueron filtrados a través de un embudo de
vidrio con sulfato de sodio y se concentraron en viales previamente
tarados.

5. El diclorometano se evaporé a temperatura ambiente vy

posteriormente se realiz6 un analisis gravimétrico y cromatografico.

La técnica de extraccion utilizada esta basada en modificaciones al método
de la EPA 418.1 (EPA., 1991).

e Fraccionamiento de hidrocarburos totales

1. Con 1 ml de hexano se precipitd y eliminé la fraccion asfaltica del
petréleo total y se concentrd el malteno.

2. El malteno fue fraccionado utilizando una columna cromatografica de
30 cm de longitud por 3 cm de didmetro interno. Como fase
estacionaria se utilizd gel de silice previamente lavado con tres
volumenes de acetona, hexano y diclorometano. Posteriormente, fue
secado y activado a 180 °C durante 20 minutos. La columna fue
empacada con 7 gr de gel de silice y coronada con 1.5 gr de sulfato de
sodio anhidro.

3. La columna fue adicionada con 21 ml de hexano, cubriendo en su
totalidad el gel de silice y el sulfato de sodio.

4. El malteno fue diluido en 1 ml de hexano y posteriormente fue
adicionado a la columna.

5. Para obtener las distintas fracciones de hidrocarburos, el malteno fue
eluido utilizando tres volimenes (21 ml) de cada uno de los siguientes
solventes: hexano (hidrocarburos saturados), hexano: benceno 1:1
(hidrocarburos aromaticos), diclorometano (resinas no &cidas),
metanol (resinas &cidas) y cloroformo (remanentes en la columna).

27



6.
7.

Cada fraccidn eluida fue evaporada a presion reducida.
La concentracion de cada fraccion se determinG por gravimetria y

cromatografia de gases.

El fraccionamiento se llevé a cabo segun lo descrito por (Machin-
Ramirez et al., 2008).

Anélisis de hidrocarburos mediante cromatografia de gases

1.

Las muestras de petroleo total o fraccion fueron disueltas en 1 ml de
diclorometano.

Se inyecto 1 pl de la solucion anterior de manera automatizada en un
cromatdgrafo de gases (Hewlett-Packard modelo HP-5890) equipado
con un detector de ionizacion de flama y una columna capilar de goma
HP-metil-silicio.

Se utilizd helio como gas portador a un flujo de 29 mi/min.

La temperatura inicial fue de 90 °C con un gradiente inicial de 2
°C/min hasta llegar a la temperatura de 150 °C. El inyector se mantuvo
a una temperatura de 270°C.

El segundo gradiente fue de 150 a 280 °C, con un aumento de 10
°C/min. La temperatura del detector fue de 300 °C.

Los espectros cromatograficos obtenidos, fueron alineados Yy
analizados con la libreria GCalignR para el software R y mediante el

programa OpenChrom®.
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e |dentificacion de hidrocarburos alifaticos

La identificacién de hidrocarburos alifaticos se realizd integrando las

areas de los espectros obtenidos por cromatografia de gases (GS-FID)

contra el estandar de 18 componentes Aliphatics Fractionation Check
Mix (marca RESTEK), (Wang et al., 1994). La comparacién de los

tiempos de retencion e integracion de las areas, se realiz6 utilizando la

libreria GCalignR para el software R y el programa OpenChrom®.

2.6.- Medicion de reduccion de Fe(l11)

La capacidad de los consorcios de reducir Fe(lll) en medio CF fue evaluada

indirectamente cuantificando la generacion de Fe(ll) por el método

colorimétrico de la ferrozina (Stookey., 1970).

e Elaboracion de una curva patron

1.

Se elaboraron soluciones stock de sulfato de hierro etilendiamonio a
diferentes concentraciones (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, y 40
Mm) en HCI al 0.5N.

Cada una de las soluciones stock fueron diluidas 1:50 en HCI al
0.5N, quedando a una concentracion final de 0.02 mM, 0.1 mM, 0.2
mM, 0.4 mMy 0.8 mM.

Se tomaron 50 pl de las soluciones anteriores y se diluyeron en 2.450
ul de solucién de Ferrozina (Ferrozina 2 mM en HEPES 50 mM).

El cambio de color en la solucion de ferrozina fue medida utilizando
un espectrofotometro a una absorbancia de 562 nm. Con los resultados

obtenidos se elabord una curva patron.
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e Ensayos de reduccion de Fe(lll)

1.

ambiente.

Los consorcios enriquecidos fueron inoculados por triplicado en
medios de cultivo CF, suplementados con el hidrocarburo
predeterminado durante el ensayo (inciso 2.3y 2.4).

Se colectaron 100 pl de muestra de los consorcios a diferentes tiempos
(0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas), utilizando una estacion de gaseo,
con la finalidad de evitar la contaminacion de los cultivos con
oxigeno.

Los 100 pl de cultivo colectados en cada tiempo fueron digeridos en
900 pl de HCI al 0.5N durante 15 min.

50 pl de la solucién digerida, fue diluida en 2.45 ml de solucion de
Ferrozina.

El cambio de color en la solucidn de ferrozina fue medida utilizando
un espectrofotometro a una absorbancia de 562 nm. Con los resultados
obtenidos, se calculd la concentracion total de Fe(ll) utilizando la

curva patron previamente elaborada (Inciso 6.1).

2.7.-Cuantificacion de citrato y acetato

Se evalu6 el consumo de citrato y la subsecuente generacidn y degradacién de
acetato en medio CF por parte de los consorcios enriquecidos. La cuantificacion
se realizo por cromatografia liquida de alto rendimiento (por sus siglas en inglés
HPLC), utilizando una columna Aminex HPX-87H de 300 x 7.8 mm. Como fase
movil se utilizo acido sulfarico al 0.01 N, a un flujo de 0.6 ml/min a temperatura
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e Ensayo de consumo de citrato y acetato

1. El consorcio enriquecido fue inoculado por triplicado en medio de
cultivo CF suplementado con petroleo crudo al 0.1%, como se
describe en el inciso 2.3.

2. Se colectaron 500 ul de los cultivos inoculados con el consorcio a
diferentes tiempos (0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas, asi como a los
15, 30, 60 y 90 dias), utilizando una estacion de gaseo para evitar la
contaminacion de los cultivos con oxigeno.

3. Las muestras colectadas fueron centrifugadas a 10000 X G, y
posteriormente, el sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de 0.2
mm.

4. Se inyectaron 200 pl de las muestras anteriores en el HPLC de manera
automatizada, con las condiciones previamente descritas en el inciso
2.7.

2.8.-Extraccion de ADN total de consorcios microbianos hierro-

reductores.

La extraccion de ADN, se realizo a partir de una pastilla de células obtenida de
la centrifugacion a 10000 X G de 5 ml de medio de cultivo. Se utilizo el kit
PowerMax® Soil DNA Isolation Kit, siguiendo el protocolo proporcionado por

el proveedor.
2.9.-Analisis de diversidad microbiana de consorcios hierro-

reductores

La metodologia empleada para el analisis de diversidad microbiana de los

consorcios enriquecidos se describe detalladamente en el inciso 4.
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3.-Enriquecimiento de consorcios sulfato-reductores
degradadores de hidrocarburos

3.1.-Enriquecimiento de consorcios bacterianos sulfato-reductores

1. Fueron inoculados con 2.5 ml de sedimento de cada sitio muestreado, 10
ml de los cultivos Manganeso (Mn) (Lovley & Phillips., 1988), citrato de
sodio (CNa) (Schwarz, & Oesterhelt, 1985) y medio minimo para el
crecimiento de shewanella (Sh) (Tang et al., 2006).

Todos los cultivos fueron suplementados con lactato y acetato de sodio a
una concentracion final de 20 mM e incubados a temperatura ambiente
durante 1 afo.

2. Los cultivos anteriores fueron resembrados a medio marino sulfato-
reductor (MMS) (Widdel & Bak., 1992). Se tomaron 200 ul de los
cultivos incubados durante 1 afio y se inocularon en 10 ml de MMS,
suplementado con lactato y acetato de sodio a una concentracion final de
20 mM. Los cultivos fueron incubados a temperatura ambiente en
presencia de luz solar durante 30 dias.

3. Se resembraron 200 pl de los cultivos anteriores a 10 ml de MMS,
adicionados con lactato y acetato de sodio a una concentracion final de
20 mM. Los cultivos fueron incubados a temperatura ambiente en

presencia de luz solar durante 20 dias.
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4. De los cultivos anteriores, fueron seleccionados aquellos que presentaron
un mayor crecimiento y se resembraron por triplicado en medio de
cultivo MMS, cada replica fue adicionada con un diferente tipo de
petroleo (extra ligero, ligero y mediano). Todos los cultivos fueron
suplementados con lactato y acetato de sodio a una concentracion final
de 20 mM e incubados a temperatura ambiente en presencia de luz solar
durante 30 dias.

5. Los consorcios enriquecidos fueron almacenados a -70 °C en viales

anaerobios al 10% de dimetilsulfoxido.

3.2.-Extraccion de ADN de consorcios sulfato-reductores

La extraccion de ADN se realizo utilizando el MasterPure™ DNA Purification

Kit (marca Epicentre), siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor.

3.3.-Analisis de diversidad microbiana de consorcios sulfato-
reductores

La metodologia referente al analisis de diversidad microbiana de los consorcios

enriquecidos se describe detalladamente en el inciso 1.5.
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4.-Enriguecimiento, aislamiento e identificacion de

Desulfuromonas palmitatis

4.1.-Enriquecimiento de Desulfuromonas palmitatis

1.

Se inocularon 2.5 ml de sedimento proveniente del sitio 2 en 10 ml de
medio de cultivo manganeso (Mn) suplementado con lactato y acetato de
sodio a una concentracion final de 20 mM. El cultivo fue incubado a
temperatura ambiente durante 1 afo.

Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de medio marino
sulfato-reductor (MMS), suplementado con lactato y acetato de sodio a
una concentracion final de 20 mM. El cultivo fue incubado a temperatura
ambiente en presencia de luz solar durante 30 dias

Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de MMS
suplementado con lactato y acetato de sodio a una concentracion final de
20 mM. El cultivo fue incubado a 30 °C en oscuridad durante 15 dias

Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de MMS
suplementado con petroleo extra ligero al 0.1% como unica fuente de
carbono. El cultivo fue incubado a 30 °C en oscuridad durante 3 meses.
Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de MMS, sin cloruro
de sodio, suplementado con petréleo extra ligero al 0.1%, lactato y
acetato de sodio a una concentracion final de 20 mM. El cultivo fue
incubado a 30°C en oscuridad durante 15 dias.

Se resembraron 200 pl del cultivo anterior en 10 ml de medio NBAF
(Coppi et al., 2001), adicionado con lactato a una concentracion final de
20 mM.
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4.2.-Aislamiento de Desulfuromonas palmitatis

1. EIl consorcio enriquecido en medio de cultivo NBAF (inciso 5.1), fue
resembrado en NBAF soélido al 2.5% de Bacto®Agar en botellas
anaerobias selladas herméticamente. Los cultivos fueron incubados a 30
°C en oscuridad durante 15 dias.

2. Se seleccionaron colonias bacterianas aisladas con fenotipo rosa y se
realizaron diluciones seriadas 1X10, 1X100, 1X1000 y 1X10000. Cada
dilucion fue sembrada en NBAF sélido al 2.5% de Bacto®Agar dentro
de una cAmara anaerobica marca ThermoForma modelo 1025.

3. Una vez observada una sola morfologia, las colonias bacterianas fueron

resembradas a medio NBAF liquido para su posterior identificacion.

4.3.-Extraccion de ADN de Desulfuromonas palmitatis

La extraccion de ADN se realiz a partir del cultivo descrito en el inciso 5.2,
utilizando el MasterPure™ DNA Purification Kit (marca Epicentre), siguiendo

el protocolo proporcionado por el proveedor.

4.4.-1dentificacion de Desulfuromonas palmitatis
e Amplificacion del gen ADNr 16S

La identificacion se realizo mediante la amplificacion y secuenciacion
del gen completo ADNr 16S a partir del ADN obtenido del aislado (véase

en inciso 5.3).
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El gen fue amplificado por PCR. Todas las reacciones fueron preparadas
en un volumen final de 50 pl, utilizando 25 pl de la mezcla maestra
Thermo Scientific Phusion Flash, 12.5 pl de agua, 1.5 pl de ADN total y
2.5 pl de los oligonuclettidos forward y reverse. Ambos con una

concentracion de 10 uM (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del gen completo ADNr 16S

Oligonucleétido Blanco Secuencia
27F ADNr 16S AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R ADNr 16S TACGGYTACCTTGTTACGACTT

Las condiciones de la PCR, consistieron en una desnaturalizacion inicial
de 3 min a 94 °C, 25 repeticiones de los ciclos de amplificacion (30
segundos a 98 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72 °C) y un paso final de

extension a 72 °C durante 10 minutos.
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e Generacion de clonas del gen ADNr 16S

1.

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron ligados en el vector
pJET1.2 utilizando el Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit
siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor.

Los productos de la ligacion fueron electroporados en células
electrocompetentes de Escherichia coli cepa xIblue.

En una celda de electroporacion se colocaron 5 ul de la ligacion junto
con 50 pl de las células electrocompententes. Las células fueron
electroporadas con un pulso de 1.8 V.

Las células transformadas fueron suspendidas en 1 ml de medio de
cultivo Luria-Bertani (LB) y posteriormente incubadas a 37 °C
durante 1 hora.

Se inocularon 20 pl del cultivo anterior en placas de medio sélido LB
suplementados con ampicilina (200 ug/ml), las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 12 horas.

Las colonias obtenidas fueron resembradas en medio LB liquido
suplementado con ampicilina (200 ug/ml) y posteriormente incubadas
37 °C durante 12 horas.

Se realizé la extraccion ADN plasmidico utilizando el Hig Pure
Plasmid Isolation Kit de Roche siguiendo el protocolo proporcionado

por el proveedor.
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e Secuenciacion de clonas del gen ADNr 16S

Las clonas del gen ADNr 16S fueron secuenciadas en las instalaciones
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, utilizando un secuenciador
Perkin Elmer (Applied Biosystems), por el método Tag FS Dye

Terminator Cycle Sequencing Fuorescence — Based Sequencing.

e |dentificacion de secuencias

A parir de los datos obtenidos de la secuenciacion (Apéndice 4.3.3),
fueron comparadas nuestras secuencias con aquellas depositadas en la
base de datos Genbank, a traves de un alineamiento béasico local y
herramientas de busqueda (BLAST) disponible online de forma gratuita
en la pagina del Centro Nacional Estadounidense para la informacion
Biotecnoldgica (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/).

Posteriormente, se seleccionaron las secuencias con mayor identidad y
cobertura. Las secuencias seleccionadas fueron alineadas contra las

secuencias obtenidas del aislado por medio del programa ClustalW.

Se llevd a cabo la construccién de un arbol filogenético mediante el
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis),
utilizando el método estadistico de maxima verosimilitud, realizando un
“bootstrap” de 1000 réplicas. La distancia de las réplicas fue calculada

por medio del modelo Kimura 2 parametros.
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RESUILTADOS

En los siguientes apartados se describen y discuten los resultados obtenidos en
el presente trabajo. Debido a su tematica, los resultados fueron divididos en 5
temas, los cuales se presentan en los siguientes incisos junto con la discusién

correspondiente a cada uno de ellos.

Tema 1: Analisis de sedimentos del Rio
Coatzacoalcos

Muestreo en el Rio Coatzacoalcos

Se colectaron muestras de sedimentos de tres sitios distintos de la zona mas
cercana al derrame ocurrido en diciembre del afio 2011 (S1, S2 y S3); esto con
la finalidad de analizar la composicidn de los sedimentos del Rio Coatzacoalcos
(Figura 7).

Por cada sitio, se obtuvieron 50 gr de sedimento para el analisis de los
hidrocarburos totales, la composicion de metales y el analisis de diversidad

microbiana (descripcion del muestreo en metodologia inciso 1).
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Hidrocarburos totales en sedimentos del Rio Coatzacoalcos

Se determind la concentracion de hidrocarburos totales del petroleo (HTP) en
los sedimentos de los tres sitios muestreados (Figura 7), (descripciéon en
metodologia inciso 1.2). La concentracion de HTP de cada sitio se muestra en
la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de HTP en sedimentos del Rio Coatzacoalcos

Sitiol 500.21
Sitio2 21.8
Sitio3 73.5

Metales pesados en sedimento del Rio Coatzacoalcos
Fue determinada la concentracién de 58 metales distintos en sedimentos de los
tres sitios muestreados (Figura 7), (descripcion en metodologia inciso 1.3). La

concentracion total de los metales analizados se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Concentracion de metales en sedimentos del Rio Coatzacoalcos

Elemento

Unidad Ppm | Ppm % % % % % ppm | Ppm | ppm | ppm % ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm

Limite de deteccion 1 05 | 001 | 001 | 001 | 0.01 | 0.01 0.1 1 05 1 001 | 01 0.5 0.1 0.1 0.1 10 0.05 | 0.1

Sitio 1 <1 10 0.85 | 0.16 | 3.57 2 0.37 | <01 34 40.8 | 300 | 242 1 10 0.7 0.4 0.2 120 | 0.09 | <0.1
Sitio 2 <1 | 261 | 1.02 | 0.81 | 7.47 | 2.04 | 0.54 01 65 534 | 562 | 3.01 2 27.2 1.6 0.9 0.6 120 | 0.05 | 0.2
Sitio 3 <1 | 249 | 099 | 068 | 6.58 | 1.87 | 0.47 | <01 61 67.8 | 358 | 2.89 1.8 25.4 1.4 0.8 0.5 120 | 0.06 | 0.2

Elemento
Unidad Ppm | Ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Limite de deteccion 0.1 0.1 0.2 0.1 1 0.1 0.05 | 01 1 0.1 0.1 1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Sitio 1 49 3.8 42.7 8.6 44 11.7 2.24 <01 1 0.5 <01 521 8.8 26.8 2.9 142 2.6 1.3 0.2
Sitio 2 132 | 18 629 | 19.7 | 96 127 | 192 | <01 |2 0.7 <01 | 397 166 | 51.2 | 59 30 55 3 0.6
Sitio 3 13.7 18 61.4 17.7 81 12.8 1.62 <0.1 2 0.8 <01 157 15.5 46.9 55 27.3 51 2.7 0.5

Elemento

Unidad Ppm [ ppm [ ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm [ ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm

Limite de deteccion 0.1 0.2 0.1 0.001 | 0.05 0.5 0.1 0.1 0.05 0.1 0.05 | 0.02 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1

Sitio 1 0.6 111 0.4 0.002 | 0.27 9.3 2.7 0.8 0.65 4.5 051 | 0.09 0.3 36.4 |11 19 <01 | 01 0.8

Sitio 2 0.7 115 0.7 0.002 | 0.46 17.1 5 15 2.28 10.5 1.04 | 0.23 0.5 78.7 | 26 32.7 <01 | 0.2 1.8

Sitio 3 0.7 105 0.8 0003 | 048 | 128 4.7 1.7 2.14 8.9 096 | 0.17 0.5 725 | 24 288 | <01 | 0.2 1.6




Diversidad microbiana en sedimentos de los sitios muestreados

La diversidad microbiana de los sedimentos del Rio Coatzacoalcos, fue
analizada a traves de la amplificacion e identificacion de la region V3-V4 del
gen ADNTr 16S (véase en metodologia inciso 1.5).

El total de lecturas obtenidas del anlisis de secuencias, asi como la diversidad

alfa de cada sitio, se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Nimero de lecturas y diversidad alfa de sedimentos del Rio Coatzacoalcos

Total de lecturas Diversidad o

Sitio 1 11308 8.4372
Sitio 2 18230 8.8833
Sitio 3 15569 8.5708

En general, la composiciébn microbiana de los tres sitios fue similar. En
promedio, el 91% de las secuencias pertenecio al domino bacteria y el 9% al
dominio arquea (Figura 8, Tabla 6). Se identificaron un total de 42 diferentes
phyla, 35 pertenecientes al dominio bacteria y 7 al dominio arquea (Figura 8).

En la Figura 8, se observan los grupos microbianos mas abundantes en los tres
sitios a diferentes niveles taxonomicos (Dominio, phylum, clase y orden).
Mientras que, en la Tabla 6, se muestran los taxones con lecturas mayores al
2% del total de secuencias asignadas y su metabolismo principal en ambientes
contaminados. Los porcentajes mostrados en la tabla, representan los valores

maximos y minimos de lecturas identificadas para cada taxon en los tres sitios.
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Bacteria; _Patescibacteria;_Microgenomatia
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Bacteria; _Patescibacteria;_Parcubacteria
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Bacteria; Acidobacteris; Subgroup 22
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o Orden
. Bacteria; _Nitrospirae; __Thermodesulfovibrionia;__uncultured
B eocteria;_Proteobacteria;_Delaproteobacteria; _Sva0485
90% B eacteria;_Chiorofiexi;_Dehalococcoidia;_GIF9
. Archaea;_Crenarchaeota;_Bathyarchaeld; _uncultured archaeon
80% . Bacteria; _Addobacteria;_Aminicenantia; _Aminicenantales
. Bacteria; _Chloroflexi; _Anaerolineae;_Anaerolineales
B eacteris;_Chiorofiexi;_Anaerolinese;_SBR1031
70% . Bacteria; _Zixibacteria; _uncultured bacterium;_uncultured bacterium
B Bacteria;_Spirochaetes;_Spirochaetia;_Spirochaetales
60% B socerio;_Chiorofiexi;_Dehalococcoidia;_GIF3
. Bacteria; _Bacteroidetes; _Bacteroidia;_Bacteroidales
0% Bl Gocterio;_Proteobacteria;_Deltaproteobacteria;_Syntrophobacterales
. Bacteria; _Chloroflexi; _Anaerolineae;_uncultured
. Bacteria; _Proteobacteria; _Deltaproteobacteria; Desulfobacterales
40% B acteria; _proteobacteria;_Dektaproteobacteria;_Desulfuromonadales
. Bacterfa; _Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfarculales
30% . Bacteria; _Chloroflexi; _Dehalococcoidia; 661239
. Bacteria;_Addobacteria;_Subgroup 18;_uncultured bacterium
Bl Bacteris; _Colditrichaeote;_Caldtrichia;_Calditrichales
20% . Archaea;_Euryarchaeota; Methanomicrobla; Methanosarcinales
. Bacteria; _Latescibacteria; _uncultured bacterium;_uncultured bacterium
10% . Archaea;_Euryarchaeota; _Thermoplasmata;_Methanomassilicoccales
B socteria;_chiorofexi;_Dehalococcoidia
X I Bacteria;_Acdobacteria;_Acidobacteria;_Solibacterales
Sitiol Sitio2 Sitio3
Figura 8. Diversidad microbiana encontrada en los sedimentos de los sitios 1, 2y 3 a diferentes
niveles taxondmicos (Dominio, Phylum, Clase y Orden), representada mediante gréaficas de barras
a piladas.
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Tabla 6. Diversidad microbiana encontrada en los sedimentos del Rio Coatzacoalcos a diferentes niveles taxondmicos. Los porcentajes mostrados

en la tabla representan los valores maximos y minimos de lecturas identificadas para cada taxon en los tres sitios.

Dominio | Phylum Clase Orden Metabolismo
Bacteria Chloroflexi Dehalococcoidia Bacterias Degradadores de compuestos halogenados
(91%) (26 al 30%) (13-17%) no cultivables (Biderre-Petit et al., 2016)
Anaerolineae Secuencias Degradadores de hidrocarburos
(12-13.6%) no asignadas (Liang, 2015)
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Degradadores de hidrocarburos bajo condiciones
(19-21%) (18-19%), (2-3%) metanogénicas
(Vigneron et al., 2017; Rabus et al., 2016)
Desulfobacterales Metiladores de mercurio y degradadores de hidrocarburos
(2-3.5%) aromaticos
(Vigneron et al., 2017; Macalady et al., 2000)
Desulfuromonadales Metiladores de mercurio y degradadores de compuestos
(2-3%) aromaticos (Kerin et al., 2006; Zwolinski et al., 2000)
Desulfarculales Sulfato-reductora implicada en procesos metanogénicos
(2-4%) (An et al., 2015)
Nitrospira Thermodesulfovibrionia | Bacterias
(4-15%) (4-15%) no cultivables
Acidobacteria Aminicenantia Aminicenantales Bacterias degradadoras de organoclorados
(6-11%) (3-8%) (3-7%) (Xu et al., 2019)
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Fermentadores involucrados en la degradacion de
(3-7%) (2-5%) (2-5%) hidrocarburos (Rabus et al., 2016)
Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetales Fermentadores involucrados en la degradacion de
(2-4%) (2-4%) (2-4.5%) hidrocarburos
(Rabus et al., 2016)
Arquea (9%) | Crenarchaeota Bathyarchaeia Bacterias no cultivables | Algunos representantes metanogénicos
(4-6.6%) (4-6.5%) (Evans et al., 2015)
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales Linaje de organismos metanogenicos
(2-2.2%) (0.5-1.5%) (0.5-1.5%) (Fournier & Gogarten., 2008)

Thermoplasmata
(1-2%)

Methanomassiliicoccales
(1-1.5%)

Linaje de rganismos metanogénicos
(Lino et al., 2013)
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Discusion

Mediante el analisis de los sedimentos del Rio Coatzacoalcos, se pudo constar
que la concentracion mas alta de hidrocarburos en los tres sitios muestreados,
fue la proveniente del sitio 1 (Tabla 3). No existe actualmente una norma que
establezca limites permisibles de hidrocarburos en sedimentos, sin embargo, la
concentracion de hidrocarburos totales en el sitio 1 (500 ppm) super6 el limite

méaximo permisible de hidrocarburos para suelos de uso agricola y residencial
segun la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 (Tabla 7).

Tabla 7. Limite permisible de hidrocarburos en suelo, segin la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003

Uso de suelo

Agricola Residencial Industrial
200 ppm 200 ppm 5000 ppm

A través del analisis de diversidad, se observd la presencia de microorganismos
con potencial en la degradacion de distintos contaminantes (Tabla 6).
Posiblemente relacionados con los altos niveles de hidrocarburos en la zona.
Los phyla mayor representados fueron Chloroflexi y Proteobacteria, las sumas
de las lecturas de ambos phyla representaron del 45 al 51% del total de
secuencias asignadas (Figura 8, Tabla 6).

Dentro del phylum Chloroflexi las clases Dehalococcoidia (abundancia del 13
al 17% del total de secuencias asignadas) y Anaerolinae (12-13.6%) fueron
predominantes (Tabla 6). Su abundancia puede estar relacionada con la
presencia de compuestos halogenados e hidrocarburos en los sedimentos, ya

que todas las bacterias cultivadas pertenecientes al grupo Dehalococcoidia son
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respiradoras obligadas de compuestos halogenados (Biderre-Petit et al., 2016).
Mientras que bacterias pertenecientes a la clase Anaerolinae, estan involucradas
en procesos de degradacion anaerobia de hidrocarburos en reservorios de

petréleo y ambientes contaminados (Liang., 2015).

Dentro del phylum Proteobacteria (19-21%), la clase Deltaproteobacteria fue
la mas abundante (18-19%) (Tabla 6). Se ha observado la prevalecia de este
grupo en ambientes contaminados con hidrocarburos (Mbadinga et al., 2011).
A su vez, analisis de diversidad de emanaciones naturales de petroleo, han
mostrado que la principal degradacién de hidrocarburos de alto peso molecular

es realizada por este linaje (Vishnivetskaya et al., 2011).

Dentro de la clase Deltaproteobacteria, los ordenes Desulfuromonadales (2-
3%), Desulfobacterales (2-3.5%) y Syntrophobacterales(2-3%) fueron los méas

representativos (Tabla 6).

Distintos microorganismos pertenecientes al orden Desulfuromonadales tienen
la capacidad o han sido asociados en procesos de degradacion de hidrocarburos
en ambientes anoxicos (Geobacter, Desulfuromonas, Desulfuromusa y
Pelobacter) (Zwolinski et al. 2000). A su vez, se ha observado que miembros
de los linajes Desulfobacterales y Syntrophobacterales, son los principales
degradadores de hidrocarburos aromaticos en emanaciones naturales de
petrdleo y junto con el orden Desulfuromonadales, participan en la oxidacion
de hidrocarburos bajo condiciones metanogénicas, a través de la activacion
inicial de los hidrocarburos y en su conversion a productos de fermentacion (Ha,
CO; y/o Acetato) (Vigneron etal., 2017; Rabus et al., 2016; Rotaru et al., 2014).

La degradacién de hidrocarburos acoplada a procesos metanogénicos,

contribuye a la eliminacién de petréleo en ambientes anoxicos. Este proceso
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ocurre mediante una serie de pasos que requiere estrechas relaciones sintroficas

entre arqueas metandgenas y bacterias fermentadoras (Zengler et al., 1999).

En los sedimentos fueron identificados grupos de arqueas metanogénicas de los
ordenes Methanosarcinales (0.5-1.5%), Methanomassiliicoccales (1-1.5%) y la
clase Bathyarchaeia (4-6.6%) (Tabla 6). Distintos microorganismos de estos
grupos, estan involucrados en la mineralizacion de hidrocarburos bajo
condiciones metanogénicas y han sido identificados en depositos petroleros,
emanaciones naturales de hidrocarburos y acuiferos contaminados (Liu et al.,
2009; Li et al., 2017; Magot et al., 2000; Yoshida et al., 2005; Dojka et al.,
1998).

Por otra parte, fueron identificados los Ordenes Bacteroidales (3-5%) y
Spirochatales (2-4.5%), ambos grupos son organismos fermentadores que
pueden encontrase en sintrofia con arqueas metanogénicas (Rabus et al., 2016).
Las bacterias fermentadoras pueden transformar a los hidrocarburos en sustrato
para la metanogenesis hidrogenotréfica (H, + CO,) o0 acetoclastica (acetato)
(Gieg et al., 2014; Jiménez et al., 2016). En la Figura 9, se muestra un esquema
general de los posibles microorganismos involucrados en la degradacion de

hidrocarburos bajo condiciones metanogénicas en los sedimentos muestreados.
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Figura 9.
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Por otra parte, mediante el analisis mineralogico se observo que la composicion
de los sedimentos en los tres sitios fue similar (Tabla 4). La concentracion de la
mayoria de los metales se encontré por debajo del limite maximo permisible
para metales pesados en lodos y biosolidos segun la NOM-004-SEMARNAT-
2002. No obstante, la concentracion de mercurio en los tres sitios (120 ppm)
superd el limite establecido por la norma (57 ppm). Aunado a esto, fueron
identificados los 6rdenes Desulfobacterales (2-3.5%), Syntrophobacterales (2-
3%), Desulfarculales (2-4%), Desulfuromonadales (2-3%), Methanosarcinales
(0.5-1.5%) y Methanomassiliicoccales (1-1.5%) (Tabla 6). Todos ellos son
grupos microbianos con la capacidad de metilar mercurio aumentando su
solubilidad lipidica y toxicidad (Kerin et al., 2016; Gilmour et al., 2018).

El mercurio es un contaminante de gran preocupacion a nivel mundial debido a
su toxicidad, movilidad y persistencia (Feng et al., 2009). Este metal es
bioacumulable en peces y fauna marina, generando graves problemas en el
humano debido a su biomagnificacion. EI mercurio en humanos puede generar,
pérdida de memoria, Alzheimer, déficit de atencion, hipoestesia, disartria,
ataxia, disrupcion del sistema motor, disminucion de la fertilidad, deterioro de
la audicién y vision, disminucién de la fuerza muscular, alteraciones en el
sistema cardiovascular, disminucion de la inmunidad general del cuerpo,
exacerbacion de enfermedades autoinmunes como el lupus, esclerosis multiple
y tiroiditis, estrés oxidativo y dafio mitocondrial, entre otros trastornos (Zahir
et al., 2005).

Las altas concentraciones de mercurio en la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos
se deben principalmente a la petroquimica Pajaritos, la cual pone en grave
riesgo a la poblacion de comunidades aledafias, asi como a la flora y fauna de
la zona (IPEN Mercury-Free Campaign Report).
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Tema 2: Enriquecimiento y caracterizacion de

consorcio hierro-reductor degradador de petroleo

A partir de los sedimentos provenientes del sitio 1 (Figura 7), fue enriquecido
un consorcio hierro-reductor degradador de hidrocarburos en medio Citrato
Férrico (CF) (Fe(l11) 50 mM) (Lovley & Phillips., 1988) (véase en metodologia

inciso 2.1).

El consorcio fue caracterizado en medio CF al 0.1% de petréleo crudo. EI medio
de cultivo contiene citrato como fuente de carbono y Fe(lll) como aceptor final
de electrones, por lo tanto, se decidid observar su consumo mediante un ensayo
de degradacion de citrato y reduccién Fe(lll) (descripcion del ensayo en

metodologia inciso 2.6 y 2.7).

El consorcio oxidé 35 mM de citrato a través de la reduccion de 40 mM de
Fe(lll) a las 48 horas de incubacion (Figura 10). Como subproducto de la
degradacion de citrato se generé acetato, el cual fue consumido en su totalidad

después de 60 dias de incubacion.
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Figura 10. Oxidacion de citrato acoplado a la reduccion de Fe(lll) por parte del
consorcio enriquecido durante el ensayo de degradacion de hidrocarburos.
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Fue evaluada la capacidad del consorcio para degradar hidrocarburos en un
periodo de 90 dias. El ensayo consistié en 5 réplicas del consorcio y 3 controles
abidticos incubados a 30 °C en medio CF, suplementando al 0.1% de petréleo
crudo. La degradacion de hidrocarburos por parte del consorcio fue estimada
por gravimetria y cromatografia de gases a los 0, 15, 30, 60 y 90 dias

(descripcidn del ensayo inciso 2.3)

Pasados 30 dias de incubacion, visualmente se aprecié una disminucion del
petroleo suspendido en el cultivo (Figura 11). Sin embargo, en el analisis
gravimétrico y cromatografico no se observo una diferencia significativa en la
concentracion de los hidrocarburos totales a los 15, 30, 60 y 90 dias incubacién

(Figuras 12 y 13) (descripcion del analisis en metodologia inciso 2.5).

Figura 11. Medios de cultivo CF adicionados con petréleo crudo. De lado izquierdo se muestra
un medio de cultivo sin inéculo incubado durante 30 dias a 30 °C, de lado derecho se muestra un
cultivo inoculado con el consorcio enriquecido e incubado durante 30 dias a 30 °C, en el que se
observo la precipitacion del Fe(ll1) y la aparente eliminacion del petréleo crudo.
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Figura 12. Analisis gravimétrico de hidrocarburos totales a los distintos tiempos (0, 15
dias, 30 dias, 60 dias y 90 dias) de la cinética de degradacion de petroleo.
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos del petrdleo crudo tratado con el consorcio durante 3 meses
y un control abidtico incubado en las mismas condiciones.
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Fraccionamiento de hidrocarburos totales

Con la finalidad de realizar un analisis a mayor profundidad del petroleo crudo,
se decidid fraccionar el hidrocarburo tratado a lo largo de 90 dias y tres controles

abioticos (detalles del fraccionamiento en metodologia inciso 2.5).

Por cada muestra se obtuvieron 5 fracciones distintas del petréleo. La fraccion
1 esté constituida por hidrocarburos alifaticos, la fraccion 2 por hidrocarburos
aromaticos, la fraccion 3 por resinas no acidas, la fraccion 4 por resinas acidas
y la fraccion 5 por residuos remanentes en la columna. Todas las fracciones
fueron analizadas por gravimetria y cromatografia de gases. Los resultados del

analisis son descritos a continuacion:
e Fraccidn 1; hidrocarburos alifaticos

Mediante el anélisis gravimétrico de la fraccion alifatica del petroleo, no se
observaron diferencias significativas entre las concentraciones de hidrocarburos
de las muestras tratadas vs los controles abidticos (Figura 14) (descripcion del

analisis en metodologia inciso 2.5).
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Intensidad

A traveés del analisis cromatografico se detectaron 102 hidrocarburos distintos,
de los cuales 13 fueron identificados (tetradecano C-14, hexadecano C-16,
octadecano C-18, eicosano C-20, heneicosano C-21, docosano C-22,
tetracosano C-24, hexacosano C-26, triacontano C-30, dotriacontano C-32,
tetrationato C-34, hexatriacontano C-36) (Figura 15), utilizando estandares

externos (descripcién de la identificacion de hidrocarburos alifaticos en
metodologia inciso 2.5).
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Figura 15. Espectros cromatografico de la fracciéon alifatica. En color azul se muestra el

cromatograma del petroleo tratados durante 3 meses con el consorcio enriquecido. En color rojo se

muestra el espectro del control abi6tico incubado durante el mismo tiempo. Los caracteres C14 a
C36 indican el nimero de carbonos de cada hidrocarburo alifatico identificado.

En el analisis de los hidrocarburos identificados, se observd una tendencia a la

baja en las concentraciones de heneicosano, hexacosano Yy tetrationato (Figura

16), sin embargo, estadisticamente no existe una diferencia significativa entre

las muestras tratadas vs los controles abioticos (prueba t de student, o= 0.05,
analisis realizado en el programa STATGRAPHICS 18).
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Figura 16. Area bajo la curva de heneicosano, hexacosano y tetrationato obtenida del
espectro cromatografico de la fraccion alifatica de los controles abioticos y las muestras
tratadas durante 3 meses.

e Fraccion 2: hidrocarburos aromaticos

En el analisis gravimétrico de la fraccion aromatica se observo la disminucion
significativa del 37% del peso total de las muestras tratadas vs los controles
abioticos (Figura 17) (prueba t de student a= 0.05, analisis realizado en el
programa STATGRAPHICS 18). A su vez, mediante el analisis cromatografico
se identifico la eliminacion de 24 de los 144 hidrocarburos aromaticos

detectados entre un tiempo de retencion de 30 a 42 minutos (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Espectros cromatograficos de la fraccion aromatica. En color azul se muestra el
espectro cromatografico del petroleo tratado durante 3 meses con el consorcio enriquecido. En
color rojo se muestra el espectro cromatografico del control abiotico.
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Figura 19. Mapa de calor obtenido del alineamiento de los cromatogramas pertenecientes a las
muestras control y tratamiento de la fraccion aromética. En el eje de las Y se observan las
diferentes réplicas del tratamiento (1, 2 y3) y los controles abi6ticos (c1, c2 y c3). En el eje de las
X, se esquematizan como rectangulos las diferentes sustancias identificadas entre 30 minutos y 42
minutos de retencidn. Los rectangulos sombreados en color azul indican presencia, mientras que
los blancos indican ausencia del compuesto.
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e Fraccion3,4y5
En el analisis gravimétrico no se observaron diferencias significativas en las
fracciones de resinas no acidas (fraccion 3), resinas acidas (Fraccién 4) ni en
los residuos remanentes en la columna (fraccion 5) (Figura 20). A su vez,
mediante el analisis cromatografico no fue detectada la disminucion ni la

aparicion de hidrocarburos especificos.
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Figura 20. A) Analisis gravimétrico de las fracciones 3 (resinas no &cidas), 4 (resinas
acidas) y 5 (residuos remanentes en la columna), obtenidas mediante el fraccionamiento
del petroleo total tratado y de los controles abioticos.

58



Analisis de diversidad microbiana del consorcio hierro-

reductor degradador de petréleo crudo.

Con la finalidad de conocer las comunidades microbianas enriquecidas y
posiblemente involucradas en la degradacion de hidrocarburos, se analiz6 la
diversidad del consorcio al inicio (tiempo 0) y al final del ensayo (90 dias) de
degradacion, mediante la extraccion de ADN y la amplificacién e identificacion
de la region V3-V4 del gen ADNr 16S (procedimiento descrito en metodologia
inciso 2.8y 1.5).

El total de lecturas obtenidas a partir del analisis de secuencias, asi como la

diversidad alfa a los diferentes tiempos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Nimero de lecturas y diversidad alfa obtenidas del consorcio enriquecido al inicio y
final del ensayo de degradacién de petrdleo

Tiempo Total de lecturas Diversidad a
Inicial 36 028 3.010
Final 43673 1.7547

Se observaron diferencias en la composicion microbiana del consorcio al inicio
y al final del ensayo. Al tiempo O los phyla mayor representados fueron
Firmicutes (78.8%), Proteobacteria (11%), Bacteroidetes (7%), Spirochaetes
(1.5%) vy el phylum Euryarchaeota (0.06%) perteneciente al dominio arquea.
Mientras que al final del ensayo los phyla mas abundantes fueron Bacteroidetes
(57.4%), Proteobacteria (38.16%) y Firmicutes (4.2%).

En la Figura 21, se observan los grupos microbianos mas abundantes a
diferentes niveles taxondmicos al inicio y al final del ensayo. Por otra parte, en
la Tabla 9, se muestran los taxones con lecturas mayores al 1% del total de

secuencias asignadas y su metabolismo principal en ambientes contaminados.
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icrobiana a diferentes niveles taxondmicos (Phylum, Familia y Género), representadas
a piladas al inicio y al final del ensayo de degradacion.
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Tabla 9. Diversidad microbiana del consorcio al inicio y final del ensayo de degradacién de petr6leo. Los porcentajes mostrados en la tabla
representan la proporcion de lecturas identificado de cada linaje.

Phylum Actividad

Inicial

Final

Bacteria
(99.93%)

Aquea
(0.061%)
Bacteria
(99.99%)

Firmicutes
(78.8%)

Proteobacteria
(11%)

Bacteroidetes
(7%)

Spirochaetes
(1.5%)
Euryarchaeota
(0.06%)
Bacteroidetes
(57.4%)
Proteobacteria
(38.16%)

Firmicutes
(4.2%)

Acidaminococcaceae (54.62%)

Ruminococcaceae (16.2%)
Lachnospiraceae (2.25%)

Clostridiaceae (4.13%)
Burkholderiaceae (5.4%)
Desulfovibrionaceae (5.2%)
Geobacteracea (0.41%)
Bacteroidaceae (5.33%)

Rikenellaceae (1.6%)
Spirochaetaceae (1.5%)

Methanocorpusculaceae (0.06%)
Dysgonomonadaceae (57.4%)
Burkholderiaceae (21%)
Desulfovibrionaceae (17%)

Pleomorphomonadaceae (0.2%)
Lachnospiraceae (4.7%)

Secuencias no asignadas

Ruminiclostridium (1.41%)
Lachnoclostridium (2.232%)

Clostridium (2.66%)
Secuencias no asignadas
Desulfovibrio (5.26%)
Geobacter (0.4%)
Bacteroides (5.33%)

Secuencias no asignadas
Sphaerochaeta (1.43%)

Methanocorpusculum (0.06%)
Dysgonomonas (57.38%)
Secuencias no asignadas
Desulfovibrio (16.8%)

Secuencias no asignadas
Lachnoclostridium (4.27%)

Bacteria fermentadora (Buckel et al.,
1981)

Bacteria fermentadora (Nazina et al., 2018
Bacterias fermentadoras

(Fuertez et al., 2018)

Bacterias fermentadoras

(Fuertez et al., 2018)

Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Castorena et al., 2006)

Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Miralles et al., 2007)

Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Kunapuli et al., 2010)

Bacterias fermentadoras

(Fuertez et al., 2018)

Bacterias fermentadoras (Su et al., 2014)
Bacterias fermentadoras

(Nakagawa et al., 2012

Argueas metandgenas

(Demirel et al., 2008)

Bacterias fermentadoras

(Kita et al., 2015)

Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Castorena et al., 2006)

Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Miralles et al., 2007)

Bacterias Fermentadoras
(Fuertez et al., 2018)
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Discusion

El consorcio enriquecido tuvo la capacidad de oxidar completamente el citrato
acoplado a la reduccion de 45 mM de Fe(ll1) a las 48 horas de incubacion en
medio CF (Figura 10). La reduccion total del hierro en el medio de cultivo, pudo
haber limitado la degradacién de hidrocarburos debido a la ausencia de un
aceptor final de electrones. Sin embargo, después de 90 dias de incubacion se
observo un descenso del 37% en la concentracion de compuestos aromaticos y

la eliminacidn total de 24 de estos hidrocarburos (Figura 17 y 19).

La falta de un aceptor final de electrones, posiblemente fue compensada con la
atmosfera de CO, presente en el cultivo CF (Lovley & Phillips., 1988), ya que
arqueas del género Methanocorpusculum identificadas en el consorcio (Tabla
9), pueden respirar CO, mediante metanogénesis (Figura 9) (Demirel et al.,
2008).La degradacion de hidrocarburos bajo condiciones metanogénicas, es un
proceso que puede contribuir a la mineralizacion de estos compuestos cuando
aceptores finales de electrones como el Fe(lll) son limitados (Figura 22)
(Jiménez et al., 2016).
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®»— final de electrones
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R~ Acetato NO,’ Fe**, 0 80,
- X

HCOS' + H+ Nz’ Fe2* . s
H+

En presencia de aceptor
final de electrones

Figura 22. Principales aceptores de electrones en ambientes andxicos
involucrados en la degradacion de hidrocarburos (Gieg et al., 2014)
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Como se menciond anteriormente, la degradacion de hidrocarburos bajo
condiciones metanogénicas ocurre mediante una serie de pasos que requiere
estrechas relaciones sintréficas entre bacterias fermentadoras y arqueas
metanogénicas (Zengler et al., 1999). Dentro del consorcio, fueron
identificados los géneros Bacteroides (5.3%), Clostridium (2.6%),
Lachnoclostridium (2.2%) y Desulfovibrio (16.8%) (Tabla 9). Todos ellos son
grupos bacterianos fermentadores involucrados en la degradacion de
hidrocarburos bajo condiciones metanogeénicas (Fuertez et al., 2018; Meyer et
al., 2013).

Por otra parte, fueron identificados los géneros Geobacter (0.4%),
Desulfovibrio (16.8%) y la familia Burkholderiaceae (21%), todos ellos
relacionados con la degradacion de hidrocarburos bajo condiciones anoxicas
(Zhang et al., 2012; Bell et al., 2013; Miralles et al., 2007; Davis et al., 1996).

Bacterias del género Geobacter, pueden oxidar completamente distintos
hidrocarburos aromaticos y son consideradas las principales degradadoras de
estos compuestos en ambientes hierro-reductores (Kunapuli et al., 2010).
Aunado a esto, se ha observado que miembros de este linaje pueden transferir

directamente electrones a organismos metanogénicos (Rotaru et al., 2014;).

Es posible que bacterias del género Geobacter sean las responsables de la
oxidacién de hidrocarburos aromaticos en los tiempos iniciales del ensayo
mediante la reduccion de Fe(lll) y posteriormente a traves de la transferencia
de electrones a miembros del género Methanocorpusculum. Esto explicaria la
ausencia de degradacion en la fraccion alifatica, debido a que actualmente no
existen reportes de que Geobacter degrade alcanos. Ademas, la degradacion de
hidrocarburos alifaticos bajo condiciones hierro-reductoras no ha sido reportada
(Kunapuli et al., 2010; Mbadinga et al., 2011).
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La baja abundancia de los géneros Geobacter y Methanocorpusculum puede
deberse a la variacion de las poblaciones microbianas en el consorcio (Figura
21, Tabla 9), por lo tanto, serd necesario realizar un andlisis de diversidad a
diferentes tiempos.

Al final del ensayo, se observo un enriquecimiento del género Desulfovibrio
(del 5.6% al 16.8% del total de secuencias asignadas) y de la familia
Burkholderiaceae (del 5.4% al 21%) (Tabla 9). Representantes de ambos
grupos tienen la capacidad de degradar hidrocarburos alifaticos, aromaticos y
aromaticos policiclicos (Tanase et al., 2013; Castorena et al., 2006; Van et al.,
2012; Bell et al., 2013; Miralles et al., 2007; Davis et al., 1996). EI aumento de
la abundancia de estos grupos, podria ser un indicativo de que la degradacion
de hidrocarburos comienza en los tiempos finales del ensayo, sin embargo, sera
necesario realizar un ensayo de mayor duracion y analizar la composicion
microbiana junto a la degradacién de hidrocarburos con la finalidad de

identificar la actividad de ambos linajes.

En la Figura 23, se muestra un esquema general de los posibles
microorganismos involucrados en la degradacion de hidrocarburos bajo

condiciones metanogénicas en el consorcio hierro-reductor.

Burkholderiaceae Lachnoclquridium Desulfovibrio
Desulfovibrio Clostridium Clostridium Methanocorpusculum
Geobacter Bacteroides Sphaerochaeta
Hidrocarburos Com!auestos Productos'e'|e ,+CO,
Activacién activados Oxidacién fermentacién " gxigacion Metanogénesis
sintrofica sintrofica hidrogenotréfica

Figura 23. Posibles microorganismos involucrados en los diferentes pasos de degradacion de
hidrocarburos bajo condiciones metanogeénicas en el consorcio enriquecido
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Tema 3: Enriquecimiento y caracterizacion de
consorcio hierro-reductor degradador de petroleo &

queroseno

A partir de sedimentos provenientes del sitio 1 (Figura 7), fue enriquecido un
consorcio hierro-reductor degradador de petréleo crudo y queroseno en medio

de cultivo Citrato Férrico (CF) (descripcion en metodologia inciso 2.2).

El consorcio fue caracterizado en medio CF, suplementado con una mezcla de
petroleo crudo: queroseno 2:1 al 0.5%, durante un tiempo de incubacién de 18
meses (descripcion de los ensayos en metodologia inciso 2.4 y 2.6). Lo anterior
con la finalidad de observar una mayor degradacion de hidrocarburos con

respecto al consorcio descrito en el tema 2.

Al transcurrir 96 horas de incubacion, el consorcio redujo completamente el
Fe(ll1) presente en el cultivo (Figura 24).
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Al final del ensayo el consorcio degradd distintos hidrocarburos de la mezcla

petroleo: queroseno. Mediante el anélisis cromatografico se identificaron un

total de 351 compuestos, de los cuales 60 fueron degradados completamente

después de 18 meses de incubacion (Figuras 25y 26).

Sin desviaciones que excedan un umbral de 0.06

Muestra

C -

.................................................................................................................................

Sustancia
tiempo de retencidn
6 min -47 min

|
Tratamiento

|
Contro

......

Figura 25. Mapa de calor obtenido del alineamiento de los cromatogramas pertenecientes a las muestras
control y a los tratamientos de petréleo & queroseno. En el eje de las Y, se observan las diferentes réplicas
del tratamiento (1, 2y 3) y el control (C). En el eje de las X, se esquematizan como rectangulos las diferentes
sustancias identificadas entre 6 minutos y 47 minutos de retencion. Los rectangulos sombreados en color

azul indican presencia, mientras que los blancos indican ausencia del compuesto.
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Figura 26. Espectros cromatograficos de la mezcla petroleo & queroseno. En color rojo se muestra
el espectro cromatografico de un control abidtico. En color azul se muestra el espectro
cromatogréfico de la mezcla petréleo & queroseno tratado durante 18 meses con el consorcio. Los
caracteres C10 a C34 indican el niamero de carbonos de cada hidrocarburo alifatico identificado.
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Utilizando estandares externos, fueron identificados un total de 14
hidrocarburos distintos (decano C-10, Dodecano C-12, tetradecano C-14,
hexadecano C-16, octadecano C-18, eicosano C-20, heneicosano C-21,
docosano C-22, tetracosano C-24, hexacosano C-26, octacosano C-28,
triacontano C-30, dotriacontano C-32, tetrationato) (Figura 26), (descripcién de

la identificacion de hidrocarburos alifaticos en metodologia inciso 2.5).

En las muestras tratadas se observo la degradacion total de decano y dodecano,
junto a la disminucién del 90% de tetradecano y el 70% de hexadecano (Figura
27).
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H control M tratamiento

Figura 27. Area bajo la curva de los hidrocarburos decano, dodecano, tetradecano y
hexadecano, obtenida del espectro cromatografico del petréleo y queroseno tratados con
el consorcio durante 18 meses y sus respectivos controles abidticos.
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Analisis de diversidad microbiana de consorcio hierro-

reductor degradador de petréleo & queroseno

Con la finalidad de conocer las comunidades microbianas enriquecidas y
posiblemente involucradas en la degradacidn de hidrocarburos, se analizo la
diversidad del consorcio a través de la extraccion de ADN, amplificacion e
identificacion de la region V3-V4 del gen ADNr 16S (procedimiento descrito
en metodologia inciso 2.8 y 1.5).

Al transcurrir 1 mes de incubacidn, se evalu6 la composicion microbiana del
consorcio ya que probablemente a este tiempo el citrato es completamente
degradado dejando como Unica fuente de carbono y energia la mezcla de
petroleo: queroseno (Figura 10). Por otra parte, la diversidad microbiana fue
evaluada a los 18 meses de incubacion, con la finalidad de identificar a los
microorganismos responsables de la degradacion de hidrocarburos durante
tiempos prolongados.

El total de lecturas obtenidas del analisis de secuencias, asi como la diversidad

alfa a los diferentes tiempos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Numero de lecturas y diversidad alfa obtenidas del consorcio enriquecido al inicio y
final del ensayo de degradacion de petréleo & queroseno.

empo otal de le a Dive dad o
Inicial 70560 2.4621
Final 40450 45413

En la Figura 28, se observan los grupos microbianos mas abundantes a
diferentes niveles taxondmicos al inicio y al final del ensayo. Mientas que, en
la Tabla 11, se muestran los taxones con lecturas mayores al 1% del total de

secuencias asignadas y su metabolismo principal en ambientes contaminados.
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100°

90%

B0%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

Dﬂ

Dominio

Bacteria;_Firmicutes
Bacteria; _Proteobacteria
Bacteria; _Bacteroidetes
Bacteria;_Synergistetes
Bacteria; _Chloroflexi
Bacteria; _Spirochaetes
Archaea;_Euryarchaecta
Bacteria;_Actinobacteria
Bacteria; _Cyanobacteria

Archaea;_Crenarchaeota
. Bacteria; _Acidobacteria
. Archaea;_Nanoarchaeaeota
. Bacteria, _Nitrospirae

1 mes 18 meses 1 mes 18 meses

Familia

18 meses

. Bacteria;_Firmicutes; Clostridia;_Clostridiales;_Lachmospiraceae

. Bacteria; Protecbacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae
. Bacteria;_Bacteroidetes; Bacteroldia; Bacteroidales; Bacteroidaceas

. Bacteria,_Proteobacteria; Deltaproteocbacteria;_Desulfovibrionales; _Desulfovibrionaceae
. Bacteria;_Firmicutes; MNegativicutes; Selenomonadales; acdaminococcaceas

. Bacteria;_Bacteroidetes; _Bacteroldia; _Bacteroldales;_Dysgenomonadaceas

. Bacteria;_Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; velllonellaceas

. Bacteria;_Synergistetes; _Synergistia; _Synergistales;_Synergistaceae

. Bacteria; Protecbacteria; Gammaproteobacteria; _Aeromonadales; Asromonadacese

. Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales;_Clostridlaceae 1

. Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminecoccaceas

. Bacteria;_Chloroflexi;_Anaerclineae;_Anaerclineales; _Anaerolineaceae

. Bacteria;_Spirochaetes; _Spirochaetia;_Spirochaetales;_Spirochaetaceas

. Bacterla;_Bacteroidetes; Bacteroldia; Bacteroidales;_Tannerellaceae

. Archaea; _Euryarchaeota;_Methanomicrobia;_Methanomicroblales;_Methanocorpusculaceae
. Bacteria;_Bacteroidetes; _Bacteroldia; _Bacteroldales;_Rikenellaceas

. Bactera;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales;_Eubacteriaceae

. Bacteria;_Actinobacteria;_Corlobacterila;_OPB41;__

. Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales;_Peptococcaceae

. Bacteria;_Protesbacteria; aAlphaprotecbacteria;_Rhizoblales; Pleomorphomonadaceae

- Archaea;_Euryarchaeota;_Methanomicrobla; __;
. Bacteria; Cyanobacteria;_Oxyphotobacteria;_Chloroplast;

. Bacteria;_Frotecbacteria;_Gammaproteobacteria; _Oceanospirillales; _Halomonadaceae
. Bacteria;_Actinobacteria;_Corlebacteriia; _OPB41; uncoultured bacterium

. Bacteria;_Firmicutes; Bacilli;_Lactobacillales; Streptococcaceae

. Archaea; Euryarchaeota; Methanomicrobla; Methanosarcinales; Methanosarcinaceae

Bacteria; _Deinococcus-Thermus
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Genero

100%-
90% -
80%
70% -
60% -
50% -
40%
30% -
.

Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia; _Clostridiales;_Lachnospiraceae;_Lachnoclostridium 5

. Bacteria;_Proteobacteria; Gammaprotecbacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae; uncultured

. Bacteria,_Bactercidetes;_Bacteroldia;_Bacteroidales; Bacteroidaceae; Bacteroides

. Bacteria,_Proteobacteria; _Deltaprotecbacteria; _Desulfovibrionales; _Desulfovibrionaceae; _Desulfovibrio

. Bacterla;_Bacteroldetes; Bacteroldia;_Bacteroidales; Dysgonomonadaceae; Dysgonomaonas

. Bacteria;_Fimmicutes;_Negativicutes;_Selenomonadales;_Acidaminococcaceae; _Acidaminococcus

. Bacteria;_Firmicutes; Megativicutes; Selenomonadales, Velllonellaceas;

. Bacteria;_Protepbacteria; _Gammaproteobacteria;_Aeromonadales; _Aeromaonadaceae; _Tolumonas

. Bacteria; _Firmicutes;_Negativicutes,_Selenomonadales;_Acidaminococcaceae; _uncultured

. Bacteria;_Firmicutes; Clostridia;_Clostridiales;_Clostridlaceae 1;_Proteiniclasticum

. Bacteria; _Chloroflexi;_Anaerolineae; _Anaerolineales; Anaerolineaceas;

. Bacteria;_Fimicutes;_Clostridia;_Clostridiales; Ruminococcaceae; Ruminiclostridium 9

. Bacteria; _Bacteroidetes; Bacteroidia, Bacteroidales, Tannerellaceae; Macellibacteroides

. Bacteria; _Spirochaetes; Spirochaetia;_Spirochaetales; Spirochaetaceae; Sphaerochaeta

. Bacteria;_Synergistetes; _Synergistia;_Synergistales; _Synergistaceae; _uncultured

. Archaea;_Euryarchaeota;_Methanomicrobia;_Methanomicrobiales; _Methanocorpusculaceae; Methanocorpusculum
Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales; _Eubacteriaceae; _Acetobacterium

. Bacteria;_Actinobacteria;_Corlobacterila;_OPB41;__;
. Bacteria; _Firmicutes; _Clostridia;_Clostridiales;_Clostridiaceas 1;__
20% - . Bacteria;_Bactercidetes; _Bacteroldia;_Bacteroidales; Rikenellaceae; uncultured
. Bacteria; _Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales;_Peptococcaceae; _Desulfitobacterium

. Bacteria;_Firmicutes; _Clostridia;_Clostridiales,_Clostridiaceae 1;_Clostridium sensu stricto 12
=]
10% 4 . Bacteria,_Spirochaetes; _Spirochaetla;_Spirochaetales; _Spirochaetaceae;_uncultured

. Bacteria;_Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae; Bact-08

0% Bacteria; _Fimicutes; Clostridia;_Clostridiales; Ruminococcaceae; Ruminiclostridium 1
1mes 18 meses

Figura 28. Diversidad microbiana a diferentes niveles taxonémicos (Dominio, Phylum, Familia y
Género), representadas mediante graficas de barras a piladas a 1 mes y a 18 meses de incubacion en el
ensayo de degradacion, representadas mediante graficas de barras a piladas.
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Tabla 11. Diversidad microbiana del consorcio enriquecido al inicio y final del ensayo de degradacion de petréleo & queroseno. Los porcentajes
mostrados en la tabla representan la proporcion de lecturas identificado de cada linaje.

Tiempo | Dominio  Phylum

Familia

Género

Actividad

Inicial Bacteria Firmicutes Lachnospiraceae (49.87%) Lachnoclostridium (49.87%) Bacterias Fermentadoras (Fuertez et al., 2018)
(99.99%) | (55.1%) Veillonellaceae (4.062%) Secuencias no asignadas
Acidaminococcaceae (1.188%) | Acidaminococcus (1.18%) Bacteria Fermentadora (Buckel et al., 1981)
Proteobacteria (44.6%) Burkholderiaceae (40.556%) Bacteria no cultivable (40.55) | Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Castorena et al., 2006)
Desulfovibrionaceae (3.9%) Desulfovibrio (3.9%) Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Miralles et al., 2007)
Bacteroidetes (0.25%) Dysgonomonadaceae (0.25%) Dysgonomonas (0.25%) Bacterias fermentadoras (Kita et al., 2015)
Final Bacteria Firmicutes (32.8%) Clostridiaceae (14.89%) Proteiniclasticum (10.4%) Bacterias proteoliticas (Zhang et al., 2010)
(94.5%) Acidaminococcaceae (9.323%) | Secuencias no asignadas Bacteria Fermentadora (Buckel et al., 1981)
Eubacteriaceae (3.33%) Acetobacterium (3.3%) Bacterias acetogénicas (Kryachko etal., 2012)
Peptococcaceae (2.33%), Desulfitobacterium (2.33%) Bacltega(l]slggfgfadadoras de hidrocarburos (Kunapuli
etal.,
Proteobacteria (22.4%) Aeromonadaceae (14.9%) Tolumonas (15%) Bacteria generadora de tolueno
(Fischer-Romero et al., 1996)
Burkholderiaceae (6.52%) Bacterias no cultivables Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Castorena et al., 2006)
Ruminococcaceae (2.489%) Secuencias no asignadas Bacterias Fermentadoras (Fowler et al., 2016)
Desulfovibrionaceae (1%) Desulfovibrio (1%) Bacterias degradadoras de hidrocarburos
(Miralles et al., 2007)
Bacteroidetes (13.6%) Tannerellaceae (6.2%) Macellibacteroide (6.2%) Bacterias fermentadora (Zhang et al., 2017)
Rikenellaceae (4.42%) Bacterias no cultivables (2%) | Bacterias Fermentadoras (Su et al., 2014)
Bacteroidaceae (3%) Bacteroides (3%) Bacterias Fermentadoras (Fuertez et al., 2018)
Synergistetes (5%) Synergistaceae (5%) Bacterias no cultivables (5%) | Bacterias Fermentadoras (Fowler et al., 2016)
Chloroflexi (9.6%) Anaerolineaceae (9.65%) Bacterias no cultivables (9%) ?Ecteriai dfg;%dlasd)oras de hidrocarburos
iang et al.,
Spirochaetes (7.2%) Spirochaetaceae (7.25%) Sphaerochaeta (5.7%) Bacterias Fermentadoras (Nakagawa et al., 2012)
Actinobacteria (3.6%) Bacteria no cultivable (3.6%) Bacteria no cultivable (3.6%)
Arquea Euryarchaeota (5.43%) Methanocorpusculum (4.667%) | Methanocorpusculum (4.66%) | Arqueas Metanogenas (Demirel et al., 2008)
(5.5%) Arqueas Metandgenas

Methanomicrobia (0.613%)

Arqguea no cultivable (0.613%)

(Vanwonterghem et al., 2016)

Methanosarcinaceae (0.153%)

Methanosarcina (0.153%)

Arqueas Metanégenas
(Vanwonterghem et al., 2016)
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Discusion

Durante el ensayo el consorcio tuvo la capacidad de reducir totalmente el Fe(l11)
en el medio de cultivo CF después de 96 horas de incubacién. Posiblemente la
reduccion del hierro este acoplada la oxidacion de citrato, de igual manera que
el consorcio descrito en el tema 2.

A pesar de que el principal aceptor final de electrones fue consumido, el

consorcio tuvo la capacidad de degradar un total de 60 hidrocarburos diferentes.

La mineralizacion de hidrocarburos probablemente estuvo acoplada a procesos
metanogénicos, debido a que al final del ensayo se observo un aumento en la
abundancia de arqueas metanogénicas de los generos Methanocorpusculum
(4.66%), Methanosarcina (0.153%) y de la familia Methanomicrobia (0.613%)
(Tabla 11).

Acompariado del incremento de las poblaciones de organismos metandgenos,
se observo el enriquecimiento del género Desulfitobacterium (2.3%) y de la
familia: Anaerolineaceae (9%), ambos linajes con la capacidad de degradar
hidrocarburos. Miembros del género Desulfitobacterium pueden respirar
compuestos halogenados y degradar hidrocarburos aromaticos bajo condiciones
hierro-reductoras (Kunapuli et al., 2010). En cambio, bacterias no cultivables
de la clase Anaerolinae estan implicadas en procesos de degradacion de alcanos

en asociacion con arqueas metanogénicas (Liang., 2015).

Al final del ensayo, también incrementd la abundancia de los géneros
Bacteroides (3%), Sphaerochaeta (5.7%) y de las familias Ruminococcaceae
(2.4%) y Synergistaceae (5%), todos grupos de bacterias fermentadoras

involucradas en la degradacion de hidrocarburos bajo condiciones
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metanogénicas (Nakagawa et al., 2012; Fowler et al., 2016; Jiménez et al.,
2016).

El incremento de la diversidad microbiana al final del ensayo (Tabla 10), puede
estar relacionado con el enriguecimiento de los organismos metan6genos, ya
que gracias a ellos es posible realizar la oxidacion de hidrocarburos mediante la

reducciédn de la atmosfera de CO; presente en el cultivo CF.

Posiblemente, los microorganismos degradadores enriquecidos al final del
ensayo se encuentran en sintrofia con bacterias fermentadoras, las cuales
pueden participar en la degradacion de hidrocarburos activados y en su
conversion a sustratos (H,, CO; y/o acetato), que son aprovechados por los
géneros Methanocorpusculum, Methanosarcina y por miembros de la familia
Methanomicrobia para la generacion de metano (Shen et al., 2016; Siegert et
al., 2011; Vanwonterghem et al., 2016).

En la Figura 29, se muestra un diagrama con los posibles grupos implicados en

los diferentes pasos degradacion de hidrocarburos al final del ensayo.

Acetobacterium
Lachnoclostridium

Anaerolineaceae Anaerolineaceae

Burkh_olderiace_ae Lachnoclos_tridium Ruminococcaceae Methanocorpusculum
Desulfitobacterium SBacte_rmdes Bacteroides H,+CO Methanosarcina
Desulfovibrio nergistaceae i 2 2 - .
Hidrocarburos Com!auestos ynerg Productos.e’|e Synergistaceae o Methanomicrobia > CH.
Activacion activados Oxidacion fermentacion ™ gdacion Metanogénesis

sintréfica sintréfica CH;COO

Figura 29. Posibles microorganismos involucrados en los diferentes pasos de degradacion de
hidrocarburos bajo condiciones metanogénicas en el consorcio enriquecido
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Al inicio del ensayo predominaron bacterias pertenecientes a la familia
Burkholderiaceae (40.556%) y a los géneros Lachnoclostridium (49.87%) y
Desulfovibrio (3.9%). La presencia de bacterias de la familia Burkholderiaceae
y del género Desulfovibrio al inicio y al final del ensayo, probablemente se deba
a que ambos grupos estan involucrados en la activacién inicial y en la
degradacion de hidrocarburos en los tiempos finales. Debido a que ambos
grupos, han sido asociados con la degradacién de hidrocarburos alifaticos,
aromaticos y aromaticos policiclicos (Tanase et al., 2013; Castorena et al.,
2006; Van et al., 2012; Bell et al., 2013; Miralles et al., 2007; Davis et al.,
1996).
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Tema 4: Enriquecimiento de consorcios sulfato-

reductores

A partir de sedimentos de los sitios 1, 2 y 3 (Figura 7), se enriquecieron distintos
consorcios en medios de cultivo manganeso (Mn) (Lovley & Phillips., 1988),
medios citrato de sodio (CNa) (Schwarz & Oesterhelt., 1985) y medios minimos
para el crecimiento de Shewanella (Sh) (Tang et al., 2006).

Posteriormente, los consorcios fueron resembraron en medio marino sulfato-
reductor (MMS) (Widdel & Bak., 1992) y se incubaron a temperatura ambiente
en presencia de luz solar. Al transcurrir 1 mes, se observo la generacion de
densos agregados verdes acompafados de la formacion de precipitados color
negro.

Los cultivos fueron resembrados nuevamente en MMS y se incubaron durante
20 dias a temperatura ambiente en presencia de luz solar. Los cultivos con
mayor densidad celular fueron seleccionados (descripcion detallada del
enriquecimiento y seleccion en metodologia inciso 3).

En la Tabla 12, se muestra el sitio de procedencia, el medio de cultivo empleado
en el primer enriquecimiento y el ndmero de resiembras en MMS de los

consorcios seleccionados.
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Tabla 12. Consorcios enriquecidos en MMS con mayor densidad celular

Sitio de Cultivo de Ndmero de
Procedencia Procedencia resiembras en MMS
1 Sh 2
3 CNa 2
3 Mn 2

Fue evaluado el crecimiento de los consorcios seleccionados en cultivos MMS
suplementados con tres diferentes tipos de petrdleo (extra ligero, ligero y
mediano) (descripcion en metodologia inciso 3.1).

Se observaron diferencias en el crecimiento y en la coloracion de los consorcios
adicionados con diferentes tipos de petréleo después de 6 meses de incubacién

a temperatura ambiente en presencia de luz solar (Figura 30) (Tabla 13).

Figura 30. Consorcios
enriquecidos en medio MMS
adicionados con diferentes petroleos.

A) Enriguecimiento con petroleo

extra ligero (IMMS).

B) Enriquecimiento con petréleo
ligero (2MMS)

C) Enriquecimiento con petroleo
mediano (8MMYS)

76



Tabla 13. Caracteristicas y procedencia de consorcios enriquecidos con diferentes
petréleos en MMS

Sitio de Cultivo de Tipo de petrdleo Caracteristicas del
Procedencia Procedencia crecimiento
Sitio 1 Medio Extra ligero Formacion de densos 1 MMS
de cultivo Mn agregados color rosa
Ligero Crecimiento escaso | --—--—-----
Mediano Crecimiento escaso | ---------
Sitio 1 Medio Extra ligero Formacion de densos 2 MMS
de cultivo Sh agregados color verde en

contacto con el petréleo

Ligero Formacion de densos 3 MMS

agregados color pardo

Mediano Formaciéon de densos 4 MMS

agregados color pardo

Sitio 3 Medio Extra ligero Formacion de densos 5 MMS
de cultivo CNa agregados color verde

Ligero Crecimiento escaso | -----—----

Mediano Formacion de densos 6 MMS

agregados color verde

Sitio 3 Medio Extra ligero Crecimiento escaso =~ | -----------

de cultivo Mn Ligero Formacion de densos 7 MMS
agregados con tonalidades

verdes y amarillas

Mediano Formaciéon de densos 8 MMS

agregados color rosa

Los consorcios con mayor crecimiento fueron seleccionados (1 MMS, 2 MMS,
3 MMS, 4 MMS, 5 MMS, 6 MMS, 7 MMS y 8 MMS) (Tabla 5), para el

posterior analisis de diversidad microbiana.
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Diversidad microbiana de los consorcios sulfato-reductores

enriquecidos

Con la finalidad de conocer las comunidades microbianas enriquecidas en los
consorcios sulfato-reductores, se analizd la diversidad de los consorcios
después de 6 meses de incubacion a través de la extraccion de ADN,
amplificacién e identificacion de la region V3-V4 del gen ADNr 16S
(procedimiento descrito en metodologia inciso 3.2 y 1.5). El nUmero de lecturas

y las diversidades alfa de los consorcios se muestra en la Tabla 14.

Fueron identificados microorganismos pertenecientes al dominio bacteria y
arquea, sin embargo, la abundancia del domino arquea fue menor al 0.1% del

total de secuencias asignadas en todos los cultivos.

Se observo el enriquecimiento de distintos grupos microbianos, no obstante, las
poblaciones bacterianas identificadas variaron de acuerdo al sitio, medio de
cultivo y petroleo adicionado (Tabla 13). Se detectaron un total de 30 diferentes
phyla, 29 pertenecientes al domino bacteria 'y 1 perteneciente al dominio arquea
(Figura 32).

En la Figura 32, se observan los grupos microbianos mas abundantes a
diferentes niveles taxonomicos (phylum, familia y género). Por otra parte, en la
Figura 31 se muestra en forma de un mapa de calor el porcentaje total de lecturas
obtenidas de los géneros méas abundantes identificados en los 8 consorcios. La
suma total de las abundancias de los taxones mostrados en la Figura 31

representa mas del 80% del total de secuencias asignadas.
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Tabla 14. Numero de lecturas obtenidas de los diferentes
consorcios enriquecidos

Cultivo Lecturas Diversidad ‘
1 MMS 58196 3.7754
2 MMS 37573 4.9961
3 MMS 36446 4.8608
4 MMS 38342 2.7131
5 MMS 36770 4.2541
6 MMS 30061 4.5037
7 MMS 36231 4.3878
8 MMS 30989 5.0323

AMMS  2ZMMS 3MMS 4SS BMMS S BMMS . TMMS BMMS
Chlorobaculum
Lentimicrobium

Allochromatium I
Izimaplasmataceae,_uncultured
Dethiosulfatibacter I 54%

Rikenellaceae_uncultured
Desulfomicrobium
Synergistaceae;_uncultured
Candidatus Falkowbacteria
Synergistaceae;_Syner-01

I |
Synergistaceae; EBM-39 39%
Petrotogaceae; SC103
Desulfobulbus
Clostridium sensu stricto 7
Thermovirga 26%
Frolixibacteraceae,_uncultured
Desulfovibrio
Anaerolineaceae;_ ADurb.Bin120
Sphingobacteriales; ST-12K33
Spirochaetaceae;_uncultured 13%
Spirochaetaceae; Sphaerochaeta
Synergistaceae;_JGI-0000079D21
Peptococcaceae;_uncultured
Prolixibacteraceae,_Prolixibacter
Draconibacterium 0%

Figura 31. En el mapa de calor, se muestra el porcentaje total de lecturas obtenidas de los
microorganismos mas abundantes en los 8 consorcios enriquecidos. Del lado derecho de la
figura, se muestra una barra con el patrén de colores asignado a los diferentes porcentajes de
lecturas. En la parte superior, se observa el nombre de los consorcios seleccionados.

65%

Porcentajede lecturas
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100 [ Bacteria;_Bacteroidetes

. Bacteria;_Protecbacteria
Bacteria;_Firmicutes
Bacteria;_Synergistetes
Bacteria;_Tenericutes
Bacteria;_Patescibacteria
Bacteria;_Thermotogae
. Bacteria;_Spirochaetes
. Bacteria;_Chloroflexi
Bacteria;_Cloacimonetes
Bacteria;_Planctomycetes
. Bacteria;_Acidobacteria
. Bacteria;__
Bacteria;_WP5-2
Bacteria;_Dependentiae
Bacteria;_Lentisphaerae
Bacteria;_Caldiserica
. Archaea;_Euryarchaeota
. Bacteria; _Marinimicrobia {SAR406 clade)
. Bacteria;_BRC1

. Bacteria;_Aegiribacteria
Bacteria;_MAT-CR-M4-B0O7
. Bacteria;_Actinobacteria

Q0%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

100
. Bacteria; _Bacteroidetes;_Chlorobia;_Chlorobiales;_Chlorobiaceae

. Bacteria; _Synergistetes;_Synergistia;_Synergistales;_Synergistaceas

. Bacteria; _Bacteroidetes; Bactercidia; _Sphingobacteriales; _Lentimicrobiaceae

. Bacteria; _Protecbacteria; _Gammaproteobacteria; _Chromatiales; _Chromatiaceas

. Bacteria; _Tenercutes; Mollicutes;_Tamaplasmatales;_lzimaplasmataceas

. Bacteria; Firmicutes; Clostridia; _Clostridiales; _Clostridiales Incertae Sedis

. Bacteria; _Bacteroidetes;_Bactercidia; _Bacteroidales;_Rikenellaceae

. Bacteria; _Protecbacteria; _Deltaprotecbacteria;_Desulfovibrionales; Desulfornicroblaceas
- Bacteria; _Patescibacteria; _ABY1; Candidatus Falkowbacheria;__

. Bacteria; _Bacteroidetes; Bacteroidia; _Bacteroidales; _Prolixibacteraceae

. Bacteria; _Protecbacteria; Deltaprotecsbacteria; _Desulfobacterales; Desulfobulbaceas
. Bacteria; _Firmicutes;_Clostridia; _Clostridiales; _Clostridiaceae 1

. Bacteria; _Thermotagae; _Thermotogae; _Petrotogales;_Petrotogaceas

. Bacteria; _Spirochaetes; _Spirechaetia;_Spirechaetales,_Spirochaetaceae

. Bacteria; Chloroflexi; _Anaerolineae; Anserolineales; Anaerslineaceas

. Bacteria; _Protecbacteria; _Deltaprotecbacteria;_Desulfovibrionales; _Desulfovibriocnaceae

90%
BO0%
70%
60%
50%

40%
. Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroldia; Sphingobacteriales; ST-12K33
. Bacteria; _Firmicutes;_Clostridia; _Clostridiales;_Family XII

. Bacteria; _Firmicutes;_Clostridia; _Clostridiales;_Peptococcaceae

. Bacteria; Firmicutes; Clostridia; _Clostridiales; Family X111

30%

. Bacteria; Proteobacteria; Deltaprotecbacteria; Desulfobacterales; Desulfobacteraceae
. Bacteria; _Firmicutes; Clostridia; _Clostridiales;_Family X1

. Bacteria; _Tenericutes; _Mollicutes; _Acholeplasmatales; _Acholeplasmataceae

. Bacteria, _Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidetes vadinHALT

. Bacteria; _Firmicutes; Clostridia; _Clostridiales;_Christemsenellaceae

. Bacteria; _Cloacimonetes; Cloacimonadia;_Cloacimonadales; _Cloacimonadaceae

20%

10%
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Genero

. Bacteria;_Bacteroidetes; Chlorobia;_Chlorobiales;_Chlorobiaceae;_Chlorobaculum

. Bacteria; _Bacteroidetes; Bacteroidia;_Sphingobacteriales; _Lentimicrobiaceae;_Lentimicrobium

. Bacteria;_Protesbacteria;_Gammaproteabacteria; _Chromatiales;_Chromatiaceas; _Allochramatium
. Bacteria;_Tenericutes; Mollicutes;_Izimaplasmatales;_lzimaplasmataceae;

. Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clestridiales; _Clostridiales Incertae Sedis; _Dethiosullatibacter

. Bacteria;_Bacteroidetes; Bacteroidia;_Bacteroidales; Rikenellacea; _uncultured

. Bacteria;_Proteobacteria;_Deltaprotesbacteria; _Desulfovibrionales;_Desulfomicroblaceae; _Desulfomicrobium
. Bacteria; _Synergistetes;_Synergistia;_Synergistales; Synergistaceae;

. Bacteria;_Patescibacteria;_ABY1:_Candidatus Falkowbacteria; __;__

. Bacteria; _Synergistetes; Synergistia;_Synergistales;_Synergistaceae;_Syner-01

. Bacteria;_Synergistetes;_Synergistia;_Synergistales;_Synergistaceae; EBM-39

. Bacteria; _Thermotogae; _Thermotogae; _Petrotogales; Petrotogaceae; SC103

. Bacteria;_Proteobacteria;_Deltaproteobacteria;_Desulfobacterales; _Desulfobulbaceae; _Desulfobulbus
. Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales, _Clostridiaceae 1;_Clostridium sensu stricto 7

. Bacteria;_Synergistetes;_Synergistia;_Synergistales;_Synergistaceae;_Thermovirga

. Bacteria,_Bacteroidetes; Bactéroidia; _Bacteroidales; Prolixibactéraceas; uncultured

. Bacteria;_Proteobacteria;_Deltaproteobacteria; _Desulfovibrionales;_Desulfovibrionaceae; _Desulfovibrio
. Bacteria; _Chloroflexi;_Anaerolineae;_Anaerclineales; _Anaerolineaceae; _ADurb.Bin120

. Bacteria;_Bacteroidetes; Bacteroidia;_Sphingobacteriales; ST-12K33;__

. Bacteria;_Spirochaetes; Spirochactia;_Spirachastales; Spirochaetaceae; uncultured

. Bacteria; _Spirochaetes; Spirochaetia; Spirochaetales; Spirochaetaceae; Sphaerochaeta

. Bacteria;_Synergistetes;_Synergistia;_Synergistales;_Synergistaceae; JGI-0000079-021

. Bacteria;_Firmicutes;_Clostridia;_Clostridiales; _Peptococcaceae; _uncultured

. Bacteria;_Bacteroidetes; Bacterpidia;_Bacteroidales; _Prolixibacteraceas; _Prolixibacter

. Bacteria;_Bacteroidetes; Bactéroidia; _Bacteroidales; Prolixibacteraceae; Draconibacterium

Figura 32. Diversidad microbiana a diferentes niveles taxondmicos (Phylum, Familia y Género),
representadas mediante graficas de barras apiladas de los diferentes consorcios enriquecidos, 1 (LMMS),
2 (2MMS), 3 (3MMS), 4 (4MMS), 5 (56MMS), 6 (6MMS), 7 (TMMS), 8 (BMMS).
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Discusion

Los microorganismos mas abundantes en los consorcios enriquecidos fueron
bacterias verdes (Chlorobaculum) y purpuras del azufre (Allochromatium)
(Figuras 31 y 32). Dichos microorganismos tienen la capacidad de realizar
fotosintesis anoxigénica mediante la oxidacion de sulfuro de hidrogeno (H.S)
acoplado a la reduccion de CO; (Tang et al., 2009; Chan et al., 2009).
Actualmente, no existen bacterias purpuras o verdes del azufre aisladas con la
capacidad de degradar hidrocarburos, sin embargo, se han reportado que
bacterias fototrofas anoxigénicas de la especie Blastochloris sulfoviridis tienen
la capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos (Zengler et al., 1999;
Sasikala & Ramana., 1997). Aunado a esto, en consorcios fototrofos aerobios
se ha observado que cianobacterias pueden actuar directamente en la
degradacion de hidrocarburos o de manera indirecta facilitando la floculacion
de bacterias e hidrocarburos, proporcionando soporte de adherencia y
aumentando la tasa de degradacién de petréleo (Al-Hasan et al., 1998; Radwan
et al., 2002; Chavan & Mukherji., 2008). Este proceso es similar al observado
en el consorcio MMS2 (Figura 30B).

Dentro de los consorcios también fueron identificados 10 distintos géneros de
bacterias sulfato-reductoras (Desulfomicrobium, Desulfobulbus, Desulfovibrio,
Desulfuromonas, Desulfosarcina, Desulfatitalea, Desulfofustis, Desulfocarbo,
Desulfomonile y Desulfocurvus), de los cuales 8 géneros han sido involucrados
en procesos de degradacion de hidrocarburos alifaticos, aromaticos, aromaticos

policiclicos y compuestos organoclorados (Tabla 15).
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Tabla 15. Bacterias reductoras de sulfato involucradas en procesos de degradacion de
hidrocarburos

Género Actividad Cita
Dethiosulfatibacter Degradacién de hidrocarburos Muangchinda et al., 2013
aromaticos policiclicos
Desulfomicrobium Involucrado en consorcio degradador Miralles et al., 2007
de alcanos
Desulfovibrio Involucrado en consorcio degradador Miralles et al., 2007;
de alcanos e hidrocarburos aroméaticos | Davis et al., 1996
Desulfuromonas Involucrada en degradacion de tolueno | Kim et al., 2014
Desulfosarcina Involucrado degradacion de alcanos Kleindienst et al., 2014
Desulfatitalea Degradacion de Tolueno y 4cidos Higashioka et al., 2013
grasos de cadena larga
Desulfocarbo Degradacion de compuestos Anetal., 2014
aromaticos
Desulfomonile Degradacion de compuestos El Fantroussi et al., 1997
aromaticos organoclorados

Las bacterias sulfato-reductoras degradadoras de hidrocarburos mas abundantes
en los consorcios pertenecieron a los géneros Dethiosulfatibacter y
Desulfomicrobium (Figura 31). Se ha observado que bacterias del género
Dethiosulfatibacter, tienen un papel importante en la degradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en sedimentos acuaticos, mientras que
bacterias pertenecientes del género Desulfomicrobium estan implicadas en
procesos de degradacion de alcanos en sedimentos marinos (Muangchinda et
al., 2013; Miralles et al., 2007).

La presencia de bacterias sulfato-reductoras y bacterias verdes y parpuras del
azufre les confiere caracteristicas novedosas a los consorcios. Las bacterias
sulfato-reductoras a través de la respiracion de SOy, pueden generar H,S, que
es oxidado por bacterias verdes y purpuras del azufre para generar nuevamente

sulfato (Tang et al., 2009). El recambio de aceptor y donador de electrones
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puede permitir una constante degradacion del petrdleo en el consorcio (Tang et
al., 2009).

No existen reportes actuales acerca del enriquecimiento de consorcios
fototrofos sulfato-reductores con la capacidad de degradar hidrocarburos. Por
lo tanto, el presente trabajo representa uno de los primeros estudios sobre este
tipo de microorganismos y sus interacciones.

Por otra parte, se observdé que la abundancia de los diferentes grupos
microbianos fue distinta en todos los consorcios enriquecidos (Figuras 31y 32).
Esto puede atribuirse a los diferentes sitios de procedencia, medios de cultivo y
petréleos adicionados durante el enriquecimiento.

En la Figura 33, se observa un mayor parentesco entre los consorcios
provenientes de un mismo tipo de medio de cultivo, a pesar de que estos
provienen de diferente sitio y fueron adicionados con distintos tipos de petroleo
(Tabla 13). La unica excepcién a lo antes mencionado es el consorcio 7TMMS,
que se agrupa con los consorcios 4 MMS y 3 MMS. Por lo tanto, la primera
resiembra en diferentes tipos de medio de cultivo tuvo un efecto considerable

en la composicion microbiana de los distintos consorcios.

[]
©

@ 3mms

3MMS

;amms

TMMS
’705MMS
\;OﬁMMS

Figura 33. Cladograma de los diferentes consorcios enriquecido, elaborado utilizando
el estadistico Bray-Curtis y el algoritmo para analisis filogenéticos UPGMA mediante el
programa MEGAN Community Edition 6.1.2.2
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Tema 5: Enriquecimiento y aislamiento de

Desulfuromonas palmitatis

A partir de sedimentos provenientes del sitio 2 (Figura 7), fue enriquecido un
consorcio con la capacidad de crecer en medio marino sulfato-reductor (MMS)
adicionado con petroleo extra ligero como Unica fuente de carbono (descripcion
en metodologia inciso 4.1), sin embargo, al ser resembrado el consorcio no tuvo
la capacidad de crecer nuevamente.

Debido a que el consorcio proviene de sedimentos de rio, se decidio disminuir
la concentracion de cloruro de sodio del medio de cultivo con la finalidad de
observar un mejor crecimiento microbiano. Por lo tanto, se realizaron
resiembras en medios de cultivo MMS a tres diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (21 gr/L, 10.5gr/L y 0 gr/L) (descripcién en metodologia inciso
4).

En los medios de cultivo MMS sin cloruro sodio, se observé un mejor
crecimiento, acompafiado de un cambio en la composicion del petroleo y una
tonalidad rosacea en el cultivo. La coloracion observada en el medio es
caracteristica del género Geobacter, rasgo generado por la gran abundancia de
citocromos en este linaje (Seeliger et al., 1998). Este género es de interés en
biorremediacion debido a su capacidad de utilizar multiples aceptores finales de
electrones y degradar distintos hidrocarburos aromaticos (Zwolinski et al.,
2000). Por lo tanto, se decidié resembrar el consorcio a medio Nutrient Broth
Acetate-Fumarate (NBAF) (cultivo utilizado para el crecimiento de Geobacter)

(Coppi et al., 2001) (Descripcion en metodologia inciso 4.1).
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Aislamiento de Desulfuromonas palmitatis

El consorcio enriquecido en NBAF fue resembrado a NBAF sélido en el cual
se observo el crecimiento de colonias color rosa caracteristicas del género
Geobacter (Figura 34). Dichas colonias fueron aisladas y posteriormente
resembradas a medio NBAF liquido para su posterior identificacion

(descripcion detallada del aislamiento en metodologia inciso 4.2).

Figura 34. Desulfuromonas
palmitatis. Colonias aisladas en
medio NBAF sélido

Identificacion de Desulfuromona palmitatis

La cepa aislada Desulfuromonas palmitatis fue identificada mediante la
amplificacion, clonacion y secuenciacion del gen completo ADNr 16S, como
se describe en metodologia inciso 4.4.

Se obtuvieron un total de 5 secuencias clonadas del gen ADNr 16S todas con
una cobertura del 100% y una identidad del 99% contra Desulfuromonas
palmitatis cepa SDBY1. Las 5 secuencias fueron alineadas y comparadas contra
las secuencias con mayor score obtenidas del BLAST (Tabla 16) para la
generacion de un cladograma (Figura 35) (descripcion en metodologia inciso
4.4).
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Tabla 16. Secuencias mas cercanas al gen ADNr 16S de la cepa aislada comparadas en
la base de datos GeneBank.

Gen GeneBank
alineado Secuencia mas cercana Identidad Cobertura Score total
ABINEEST NR_025973.1 Desulfuromonas palmitatis sp. 99% 100% 2436
SDBY1 gen ARN ribosomal 16S
JX391495.1 Bacteria no cultivable clona NO059 99% 100% 2434
del gen ARN ribosomal 16S
LC008332.1 Pelobacter sp. AOP6 gen ARN 99% 100% 2400
ribosomal 16S
AB668494.1 Bacteria no cultivable clona 21ARB6 | 99% 100% 2400

del gen ARN ribosomal 16S

JQ278993.1 Desulfuromonas sp. clona sz-15 96% 100% 2163
gen ARN ribosomal 16S

JF727697.1 Desulfuromonadales clona bac766 96% 100% 2146
gen ARN ribosomal 16S

JQ279056.1 Desulfuromonas sp. clona sz-288 96% 100% 2144
gen ARN ribosomal 16S

KU324323.1 Pelobacter sp. clona 95% 100% 2123
HYII59_Bacl6s_AQDS03_03_01C gen ARN
ribosomal 16S
KU324278.1 Pelobacter sp. clona 95% 100% 2123
HYI145_Bacl6s_AQDS02_C01 16S gen ARN
ribosomal 16S

clona 3
clona s
gg - clona 1
clona 2
100 clona 4
MR_0258973.1 Desulfuromonas palmitatis
LCO03332.1 Pelobacter sp.
JF7276597.1 Uncultured Desulfuromaonadales
7 JO2758993.1 Uncultured Desulfuromonas sp.
4100[ JO279056.1 Uncultured Desulfuromonas sp.
KU324313.1 Uncultured Pelobacter sp.
KU324323.1 Uncultured Pelobacter sp.
99 + KU324294 1 Uncultured Pelobacter sp.
KU3242758.1 Uncultured Pelobacter sp.
MNC_002939.5:1224139-1225694 Geobacter sulfurreducens

6l

0.0100

Figura 35. Relacion filogenética inferida a partir del gen ADNr 16S de la cepa aislada contra las
secuencias mas parecidas de la base de datos de GenBank. El arbol se elaboré por medio del
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) con 1000 réplicas de Bootstrap.
Como grupo externo se utilizo la secuencia de Geobacter sulfurreducens NC_002939.5:1224139-
122569.
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Discusion

A partir de sedimentos provenientes del sitio 2 (Figura 7), se logré aislar una
nueva cepa bacteriana con parentesco a Desulfuromonas palmitatis SDBY1y a
Pelobacter sp AOPG6 (Tabla 16). En el cladograma mostrado en la Figura 35, se
observa el agrupamiento de las 5 secuencias obtenidas del aislado con la
secuencia de Desulfuromonas palmitatis cepa SDBY1 y wuna clara
diferenciacion con Pelobacter sp. AOP6. Las secuencias pertenecientes al
género Pelobacter forman un grupo parafilético, esto probablemente debido a
una mala anotacion en las secuencias, por lo tanto, sera importante realizar la
identificacion del aislado mediante otros marcadores moleculares como el
citocromo tipo-c, ausente en bacterias del género Pelobacter (Coates et al.,
1995).

La cepa aislada resulta de interés debido a que actualmente s6lo existe un
aislado reportado de esta especie. Aunado a esto, nuestro aislado fue
enriguecido en medio sulfato-reductor con petréleo extra ligero como unica
fuente de carbono, por lo tanto, el aislado podria tener la capacidad de degradar
algun o algunos de los hidrocarburos presentes en el petroleo, caracteristica que
no ha sido reportada anteriormente en esta especie.

Por otra parte, el alto niUmero de citocromos multi-hemo presentes en el género
Desulfuromonas les confiere una gran flexibilidad respiratoria, capacidad que
puede ser aprovechada para la produccion de bioelectricidad y reduccién de
metales pesados. Esta cualidad puede ser utilizada en procesos de
biorremediacion y en la generacion de energias alternas (Kim et al., 2014;
Loffler et al., 2000; Alves et al., 2011).

88



CONCLUSIONES GENERALES

Los sedimentos analizados provenientes del Rio Coatzacoalcos se encontraron

contaminados con altas concentraciones de hidrocarburos, mercurio y con
compuestos halogenados. El andlisis de diversidad microbiana permitié
identificar diferentes linajes con la capacidad de degradar hidrocarburos,

compuestos halogenados y algunos con la capacidad de metilar mercurio.

A partir de dichos sedimentos se enriquecieron dos consorcios hierro-reductores
con la capacidad de degradar hidrocarburos bajo condiciones anoxicas. El
primer consorcio elimind cerca del 37% de la fraccion aromatica del petrdleo
crudo en un lapso de 3 meses. Los microorganismos posiblemente implicados
en la degradacion directa pertenecen a los géneros Geobacter, Desulfovibrio y
a la familia Burkholderiaceae. La mineralizacion de algunos hidrocarburos,
probablemente estuvo acoplada a procesos metanogénicos mediados por
arqueas del género Methanocorpusculum. El segundo consorcio hierro-reductor
aislado, tuvo la capacidad de degradar decano, dodecano, tetradecano y
hexadecano asi como otros 58 hidrocarburos no identificados de una mezcla
petroleo: queroseno. La mineralizacion de hidrocarburos posiblemente fue
realizada bajo condiciones metanogénicas por bacterias de los géneros
Desulfitobacterium, Desulfovibrio y de las familias Anaerolineaceae y
Burkholderiaceae en  sintrofia con arqueas de los  géneros

Methanocorpusculum, Methanosarcina y de la familia Methanomicrobia.

También se seleccionaron 8 diferentes consorcios enriquecidos, a partir de
medios para organismos sulfato-reductores. En el analisis de diversidad, se
identificaron diferentes bacterias sulfato-reductoras degradadoras de

hidrocarburos y bacterias verdes y purpuras del azufre. Los microorganismos
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identificados en los consorcios tienen la capacidad de completar el ciclo del
azufre en presencia de hidrocarburos. Dicha cualidad, permite un recambio
continuo de aceptor final de electrones que puede favorecer una degradacion
constante de hidrocarburos en el cultivo. Actualmente, no existen reportes de
algln consorcio aislado con estas caracteristicas, por lo tanto, este trabajo es
uno de los primeros estudios acerca de estos microorganismos y su posible

aplicacion en procesos de biorremediacion.

Por Gltimo, se aislé una cepa con una identidad del 99% contra Desulfuromonas
palmitatis. Actualmente, solo existe un aislado perteneciente a esta especie. Es
por ello, que la caracterizacion de esta cepa sera de interés debido al potencial

uso de este linaje en procesos de biorremediacion
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PERSPECTIVAS

Analizar el crecimiento microbiano de los consorcios hierro-reductores

mediante un conteo celular con microscopia de fluorescencia.

Analizar la degradacién de hidrocarburos a diferentes tiempos en los
ensayos de mineralizacion de hidrocarburos bajo condiciones hierro-
reductoras, utilizando estandares internos.

Identificar los microorganismos implicados en la degradacion de
hidrocarburos a los diferentes tiempos de los ensayos de degradacion.
Identificar los hidrocarburos aromaticos degradados por los consorcios
hierro-reductores.

Cuantificar la generacion de metano en los consorcios hierro-
reductores.

Evaluar la capacidad de degradar hidrocarburos de los consorcios
fototrofos sulfato-reductores enriquecidos.

Identificar las bacterias responsables de la degradacion de hidrocarburos
en los consorcios fototrofos sulfato-reductores.

Cuantificar la reduccion de sulfato y la oxidacion de sulfuro a diferentes
tiempos en los consorcios fotdtrofos sulfato-reductores.

Identificar mediante otros marcadores moleculares al microorganismo
aislado.

Evaluar la capacidad de degradar hidrocarburos del microorganismo

aislado.
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