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La cuenca amaz6nica por su riqueza en materia organica y por las concentraciones acumuladas de

mercurio representa una zona de interés para el estudio de la diversidad mlcrobiana de comunidades

de bacterias sulfato reductoras (SRB) y arqueas metanogénicas (MA) que se encuentran asociadas a

los procesos de mineralizaci6n de la materia organica y la especiaci6n dei mercurio, particularmente

en los sedimentos de ecosistemas dulœacu!colas, como los sedimentos de las lagunas meandri~s

dei rio Beni. i.

A través dei analisis par hibridaci6n molecular no radiactiva (dot blot) en extractos de 16S rRNA se

determino la distribuci6n y abundancia de los dominios arquea, eucaria y bacteria mostrando a arquea

como el dominios mas abundante seguido de eucaria y bacteria, asi como de cinco grupos de

bacterias sulfato reductoras (Desulfobu/bus, Desu/fobacter, Desu/fococcus, Desulfotomacu/um y

Desulfovibrio) y dos 6rdenes (Methanosarcinales y Methanomicrobiales) y una familia

(Methanococcaceae) de arqueas metanogénicas en los primeros 10 cm dei perfil sedimentario de

lagunas meandricas de aguas blancas y aguas negras dei rio Beni en la amazon!a Boliviana.

Se observa también una correlaci6n entre la abundancia de Desu/fobacter, Desulfococcus· y

Methanosarcinales en las lagunas de aguas blancas, asi como entre Desu/fotomacu/um,

Desulfobu/bus y Methanomicrobiales en las lagunas de aguas negras 10 que sugiere posibles

relaciones sintr6ficas. Los resultados obtenidos en este estudio serviran de base para futuros estudios

sobre la diversidad y ecol~ia de comunidades microbianas, as! como para el analisis de los procesos

de metilaci6n y demetilaci6n dei mercurio que involucran a comunidades microbianas coma las SRB y

MA, respectivamente.

Palabras clave: Bacterias sulfato reductoras, arqueas metanogénicas, 16S rRNA, sedimento, faciores

fisicoquimicos, factores geoquimicos, hibridaci6n mo/ecular

K. SALAZAR CHAVEZ

RESUMEN

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La abundancia y distribuci6n de los grupos microbianos de SRB y MA fueron correlacionadas con los

factores fisicoquimicos y geoquimicos propias de cada laguna (Iagunas de aguas blancas y negras).

Observandose mayor abundancia en SRB y MA en las lagunas de aguas negras que presentan mayor

contenido de carbono y nitr6geno que las lagunas de aguas blancas. Siendo Desuffotomacu/um y

Methanosarcinales los mas predominantes en las lagunas de aguas blancas y Desu/fobu/bus y

Methanomicrobiales en las la~unas de aguas negras. Por otra parte, condiciones reductoras (-129mV

a -105mV) y oxidantes 0 levemente reductoras (68mV a -73mV) estan asociadas con la abundancia

de Desu/fotomacu/um y Desu/fobu/bus, respectivamente. As! mismo, el sitio de muestreo CEN (sin

vegetaci6n) muestra menor abundancia de SRB y MA en relaci6n al sitio DEM (con vegetaci6n).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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La regién amazénica dei Beni contiene un gran numero de habitats y nichos ecolégicos que

se encuentran fuertemente infiuenciados por las épocas de inundacién periédicas de

crecidas y de bajura de rios (Iblsch et al., 2003; Poully et al., 2004). En la cuenca amazénica

dei rlo Beni, estos perlodos de înundacién han dado origen a meandros lagunares, algunos

de los cuales, con el transcurso dei tiempo, se han establecldo como lagunas de tlerra firme,

encontrandose distanciadas de la lnfluencia de los caudales y procesos de sedimentacién

dei rio. As!, cada une de estos ecosistemas presenta diversidad de condiciones

fisicoqu!micas, geoquimicas y geolégicas, como 10 son por ejemplo las lagunas de aguas

blancas y lagunas de aguas negras, las mismas que se diferencian principalmente por su

contenido de carbono y nitrégeno. La regién amazénica se caracteriza por suelos ricos en

materia organica y biodiversidad microbiana que aun continua sin ser explorada, razén por la

cual se constituye en un area de interés para el estudio de la biodiversidad y ecolog!a de las

comunidades microbianas.

f
.i
,\
i'
1

.'

K. SALAZAR CHAVEZ

Ademas, los suelos amaz6nicos representan la fuente principal y reservorio de mercurio para

los sistemas acuaticos (Malm et al., 1990; Nriagu et al., 1993; Pfeiffer et al., 1993; Bourgoin

et al., 1999), el cual bajo condiciones favorables puede ser transformado a metilmercurio

(potente neurotoxico) en los sedimentos y/a plantas acuaticas (Guimaraes et al., 2000;

Roulet et al., 2001) incorporandose en la cadena tréfica acuatica. Las bacterias sulfato

reductoras han sido senaladas como los principales contribuidores biolégicos de la

metilacién dei mercurio en sedimentos (Anderson et al., 1995; King et al., 1999; King et al.,

2000; Blum y Bartha, 1980; Devereux et al., 1996; Gilmour y Henry, 1991; Gilmour et al.,

1992; Gilmour et al, 1998), debido a la existencia de una la relacién cinética entre la sulfato

reduccién y la metilacién deI mercurio, proporcionando evidencias de la existencia de un

uacoplamiento~ entre estos procesos (King et al., 1999). Por otra parte, las arqueas

metanégenas (MA) juegan un roi critico en procesos biogeoqulmicos importantes tales como

la demetilacién oxidativa dei metilmercurio (Qremland €;It 81,.1991). De tal forma que tanto las

SRB y MA estan involucradas en los procesos de transformacién y especiacién dei mercurio

y sus derivados, por 10 que su estudio en la amazonia es de vital importancia por la

problematica dei mercurio en esta regién.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

1 .INTRODUCCIDN

••••••••••••••••••••••••••,••••••••••••••••••••
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Por tanto, el presente trabajo, desarrollado en el marco dei proyecto "Metilmercurio - OEA"

dei Institut de Recherche pour le Développement (IRD) y dei Instituto de Biologia Molecular y

Biotecnologia (IBMB) de la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), pretende estudiar la

distribuci6n y abundancia poblacional de cinco grupos de bacterias sulfato reductoras

(Desulfobulbus, Desu/fobacter, Desulfococcus, Desu/fotomaculum y Desu/fovibrio) , dos

6rdenes (Methanosarcinales y Methanomicrobiales) y una familia (Methanococcaceae) de

En los arios recientes, el usa de técnicas independientes de cultivo y prindpalmente el usa

dei 165 rRNA como marcador filogenetico, ha incrementado considerablemente la

informaci6n disponible acerca de la composici6n de comunidades microbianas en diverses

ecosistemas, habitats y microhébitats dulceacuicolas, pennitlendo la identificaci6n de

diverses grupos y a la mejor comprensi6n de su fund6n ecol6gica (Briée et al., 2007). Sin

embargo, el conocimiento de esta composici6n es todavia insuficiente, dada la

heterogeneidad de los habitat en espacio y tiempo y al hecho de que varios factores

ecol6gicos, fisicoquimicos (potencial 6xido-reductor, pH, niveles de oxigeno) y biol6gicos

(materia organica, productores primarios 0 depredaci6n entre otros) influyen a varios niveles

en la composici6n de las comunidades microbianas (Briée et al., 2007).

Ademas, ambas comunidades estan asociadas a los procesos de mineralizaci6n de la

materia organica. Se ha observado que en sedimentos marinas, la sulfato reducci6n es el

proceso dominante mientras que la metanogénesis solo ocurre via compuestos primarios

(meti/aminas) que las SRB son incapaces de utilizar (Winfrey et al., 1983; Purdy et al., 2003).

Mientras que en sedimentos de aguas dulces, la sulfato reducci6n ocurre pobremente debido

a la limitada disponibilidad de sulfato, por 10 que la metanogénesis es el proceso dominante

(Lovley ~t Ç11., 1992; Fukui ~t t)1., 1999). Ademas, ambas comunidades microbianas

interacdonan en un proceso conocido como SINTROFfA (mutualismo simbi6tico), en la que

dos 0 mas especies proveen una red de beneficios para otra (Patidar & Tare, 2005;

Chauchan et al., 2006; Woyke et al., 2006; Stolyar et al., 2007), estableciendo relaciones de

coexistencia y competencia por sustratos comunes tales como acetato 0 hidr6geno en

funci6n a las caracteristicas dei ecosistema donde habitan (Devereux et al., 1996; Raskin et

al., 1996; Zepp-Falz et al., 1999; Alm et al., 2000; Go et al., 2000; Koizumi et al., 2003a;

Purdy et al., 2003; Glissmann et al., 2004; Patidar &Tare, 2005; Chauchan et al., 2006; Briée

et al., 2007).

K. SALAZAR CHAvetESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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2.1. ECOLOGiA MICROBIANA DE SEDIMENTOS

2. FUNDAMENTACI6N TE6RICA

K. SAlAZAR CHAVEZ

El termino "sedimentoU es ampliamente definido para incluir a todo el material no consolidado

que constituye el fonde dei ecosistema acuatico, incluyendo el fino cieno, la arena, las

piedrillas sueltas y la parcial 0 total materia organica enterrada 0 depositada sobre ella que

se encuentra conectado a la zona hiporreica (sedimentos saturados bajos y lateralmente

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La ecologia microbiana estudia la relaci6n entre los microorganismos y su media ambiente

fisico y biol6gico, mediante la determinaci6n de factores que regulan la diversidad y

distribuci6n de las comunidades microbianas a través de la escala espacio-temporal (Brieé et

al., 2007). Los ecosistemas acuaticos, particularmente de aguas dulces (rios y arroyos,

lagos y charcos, tierras hûmedas y agua subterraneas) estan representativamente

sustentados por microorganismos, que numéricamente y bioquimicamente dominan todos

los habitats. Muchos de estos microorganismos son considerados como principales

componentes de ciclos biogeoquimicos de elementos tales como el carbono y nitr6geno, y

por 10 tanto, juegan un roi significante en la biosfera. Sin embargo, el estudio de la

diversidad microbiana en estos ecosistemas se hace dificultoso debido a la heterogeneidad

dei habitat en espacio y tiempo y a varios factores ecol6gicos, tante fisicos como biol6gicos,

que influyen en diferentes magnitudes sobre la composici6n de las comunidades microbianas

(Lindstrom et al., 2005; Hahn, 2006; Brieé et al., 2007).

arqueas metanogénicas a través dei analisis por hibridizaci6n molecular no radiactiva (dot

blot) en extractos dei 165 rRNA proveniente de muestras sedimentarias con diferentes

caracteristicas fisicoquimicas y geoquimicas de dos tipos de lagunas (aguas blancas y aguas

negras) de la cuenca amaz6nica dei Rio Beni.

Este estudio seNira de base para futuros est'udios sobre la diversidad y ecologla de

comunidades microbianas, asi como para el analisis de los procesos de metilaci6n y

demetilaci6n dei mercurio que involucran a comunidades microbianas como las SRB y MA,

respectivamente.

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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adyacente a los cuerpos de aguas donde hay actividad de cambio entre el agua subterranea

y agua superficial) (Figura 1). La zona en la que el sedimento se encuentra saturado de

agua, encontrandose con la columna de agua se conoee coma "interfase agua-sedimento",

cuya cohesion y estabilid~d dependen de condiciones fi~tcas, qulmiC2ls y biol6gicas

(Lundkvist et al., 2007). En ecosistemas acuaticos tales coma lagos, esta interfase puede

ser obvia, mientras la distinci6n entre el sedimento y la columna de agua es menos dara y

mas variable con el tlempo en arroyos y rios con alta energfa.

K. SALAZAR CHAVEZ

Figura 1. Tlpos de sedlmento de acuerdo a su
composlcl6n.

Durante el proceso de sedimentaci6n, los

productos son transportados y se acumulan

gracias a la accién de la gravedad, sufriendo

alteraciones quimicas como corrosi6n,

oxidaci6n 0 disoluci6n y generalmente se

acumulan en areas casi siempre céncavas,

denominadas cuencas de sedimentaci6n,

lugar donde se deposita~ sobre las que 10

hitieron anteriormente. Como consecuencia, se produce un aumento de la presi6n que a su

vez resulta en una serie de fen6menos que modifican sus caracterlsticas. Es decir que la

sedimentaci6n constituye la interacti6n entre la deposici6n de la materia orgénica de la capa

superior de la columna de agua y los procesos de descomposici6n que conducen a la

farmaci6n de capas sedimentarias, las cuales dffieren en el contenido organico (Ambrosetti et

al., 2003). La complejidad de estos ambientes frecuentemente se incrementa por Ié\ mezda

de sédimentos por las corrientes a por la actividad 'de invertebrados (Spring et al., 2000),

viéndose también 'afectados los procesos de sedimentaci6n par la vegetacién (Hannon &

Gall1ard, 1997; Brieé et al., 2007), asi coma por los rios, que juegan un roi importante en la

entrada de materia carbonada y organica al lago, Ilevando al rapido consumo de oxigeno y a

las condiciones an6xicas casi permanentes (Haberman et al., 2004; Brieé et al., 2007). La

estabilidad dei sedimento también esta condicionada por factores fisicos como el contenido

de agua y las propiedades mineral6gicas de las particulas sedimentarias (presencia de

arcilra, carbonados, silicatos, 6xidos de metales, etc),' las cuales influyen en los pracesos de

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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deposici6n y consolidaci6n antes mencionados, creando diferencias en la estabilidad tanto

vertical como horizontalmente, afectando al metabolismo microbiano e impactando en la

ecologia microbiana, tante en estructura como en funcionalidad (Lundkvist et al., 2007). En

SUrTlél, el principal factor quimico que influencia los procesos de sedimerrtaci6n es el que

dirige la naturaleza de la atracci6n electrostatica, causada por el apareamiento de iones, ya

que afeda los procesos de floculaci6n entre partictJlas sedimentarias. Finalmente, se ha

establecido que la interaeci6n entre los factores fisicoqulmlcos y tjiol6glcos da lugar a la

estabilizaci6n sedimentaria (Lundkvist et al., 2007).

Los microorganismos que habrtan el sedimento juegan un roi importante en la

descomposici6n de la materia organica y en los ciclos biogeoquimicos de elementos

principales (carbono, nrtr6geno, f6sforo, etc.), elementos trazas (hierro, niquel, mercurio, etc.)

y estan, por 10 tanto. altamente implicados en los cambios de energia y nutrientes dentro de

los sedimentos (Miskin et al., 1998; Ranjard et al., 2000; Urakawa et al., 2000; Schultz &

Urban, 2007; Schwarz et al., 2007). Los procesos biol6gicos que median la descomposici6n

de la materia organica en sedimentos ocurren en funci6n a las necesidades metab6licas de

los microorganismos que las habrtan, siendo las tasas de descomposici6n dependientes de

la abundancia bacteriana (Femandes et al., 2007; Schultz & Urban, 2007). En suma, la

K. SAlAZAR CHAVEZeSTRUCl1JRA POBLACIONAL DE sRB - MA

Uno de los principaleS' objetivos de la ecologia microbiana es caracterizar microorganismos

que juegan un roi imporrnnte en las transformacio~s de la biosfera y de este modo

establecen cambios sobre su diversidad. Los procariotas (bacterias y arqueas) son parte

importante de la microflora en la mayoria de los ecosistemas y en particular en los

sedimentos acuâticos debido a su abundancia, diversidad de especies y multiplicidad de

actividades metab6licas (Miskin et al., 1998; Haglund et al., 2003; Sestanovic et al., 2005).

La biomasa y actividad microbiana son generalmente altas cerca de la superficie dei

sedimento, decreciendo con la profundidad. Considerando la alta abundancia de

microorganismos en sedimentos, la actividad microbiana dentro es a menudo baja, Jo que

indica que la actividad célula espedfica es baja 0 que una pequeria fracci6n de esta

comunidad microbiana es metab6licamente activa (Haglund et al., 2003; Schwarz et al.,

2007).
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En los sedimentos acuaticos, tanto bacterias como arqueas resultan ser eficientes

aprovechadores de las fuentes de energfa (combustible) y de los aceptores de electrones

descomposicién dei fitoplancton incrementa la biomasa bacteriana 10 que coïncide con las

altas actividades metab6licas y con la pérdida significativa de materia organica particulada,

estando la materia organica particulada dei sedimento correlacionada con la abundancia

microbiana y con la calidad nutricional de la materia orgânica degradable (Fernades et al.,

2007; Schultz & Urban, 2007).

La mayorfa de los sedimentos de aguas dulces son ecosistemas bastante heterogéneos que

se reflejan en la biodiversidad de nichos ambientales incluso en la escala de milimetros

(Spring et al., 2000). La heterogeneidad a microescala (escala de las particulas

sedimentarias) puede ser muy elevada y potencialmente permitir una elevada diversidad

microbiana en un èrea relativamente pequena (Sestanovic et al., 2005). Por ejemplo, dentro

de una simple particula sedimentaria, la concentraci6n de oxigeno puede variar fuertemente

en unos pocos milimetros (Homer-Devine et al., 2004). Una consecuencia de esta

heterogeneidad es que las condiciones de crecimiento no son uniformes para diferentes

grupos microbianos y los factores bi6ticos y abi6ticos pueden promover sucesivos cambios

en la composicién de la comunidad y viceversa (Riemann et al., 2000; Sestanovic et al.,

2005).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La localizaci6n geografica y morfol6gica, la composici6n quimica dei agua y sedimento es

también importante en la determinaci6n dei complejo bi6tico habitante de los ecosistemas

acuaticos. Del mismo modo, factores abi6ticos, tales como el tipo de sedimento, estatus de

nutrientes, sustancias contaminantes, temperatura, luz, gradiente de oxigeno y otras

variables ambientales influyen en la estructuraci6n de la comunidad bacteriana, la cual a su

vez se adapta y modifica a su ambiente. (Edwards et al., 2001; Horner-Devine et al., 2004;

Haberman et al., 2004; Bühring et al., 2005). Por 10 tanto, la complejidad de las condiciones

ambientales puede variar por escala espacial y temporal, pudiendo inf1uir potencialmente

sobre la diversidad microbiana. Esta diversidad da lugar a que existan interacciones entre

especies, interacciones entre microorganismos, dando pie a que microorganismos de

caracteristicas especificas puedan ocupar nichos ecol6gicos que de otra manera no

lograrfan (Stolyar et al., 2007) .
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2.2. RELACI6N ENTRE COMUNIDADES DE BACTERJAS SULFATO REDUCTORAS y

ARQUEAS METAN6GENAS EN ECOSISTEMAS AcuA-ncos

La metanogénesis esta asociada con la descomposici6n de la materia organica en ausenda

o agotamiento de otros aceptores de electrones tales como el oxigeno, nitr6geno y hierro (III)

(Chauchan et al., 2006). La actividad coordinada de diversos grupos microbianos incluyendo

a los fermentadores, sintr6fos (como las bacterias sulfato reductoras) y metan6genos se

requieren para la conversi6n efectiva de la materia orgénica a metano (CH4) (Figura 2). La

oxidaci6n de los productos de fermentaci6n primaria tales como el propionato, butirato y

algunos alcoholes requiere la cooperaci6n de organismos oxidantes de los acidos grasos,

tales como las bacterias sulfato reductoras (sintr6fos) y microorganismos consumidores de

hidr6geno, tales como las metan6genas hidrogenotr6ficas, dando lugar a una forma de

interacci6n interespecies conocida como SINTROFIA (mutualismo simbi6tico), en la que dos

(oxidantes) presentes. Ademés compiten ampliamente con los eucariotas que son

metabolicamente menos eficientes (Balows et al., 1991) debido a que se encuentran

Iimitados en cuanto a la fuentes de energia, misma que es convertida en glucosa 0

productos como el piruvato, ademas el oxigeno constituye el unico aceptor de electrones

utilizado para la metabolizaci6n de su fuente de energia. AI contrario, la diversidad de los

procariotas se expresa en términos de metabolismo en lugar de estructura, por 10 que

lograron optimizar sus rutas metab61icas para la captaci6n y utilizaci6n de una amplia

variedad de nutriantas y donadores da alactrones, tante orgénicos como inorgénicos, asi

como de aceptores alternativos de electrones 0 "substitutos dei oxigeno' para la respiraci6n

en ausencia dei oxigeno molecular 10 cual los convierte en extremadamente versatiles,

mientras otros son especialistas con remarcable eficiencia en sus propios nichos y es comun

encontrar a estos especialistas microbianos en intrincados metabolismos simbi6ticos con

otros especialistas (Schink, 1991), por 10 que diferentes interacciones ocurren entre

diferentes tipos fisiol6gicos de microorganismos (Spring et al., 2000). Como resultado, los

sedimentos son sitios especificos para proCElsos matabélicos tales como la oxidaci6n de la

materia organica, la transformaci6n microbiana de compuestos y el funcionamiento de ciclos

biogeoquimicos, encontrandose afectados por ellos (Hollibaugh et al., 2000; Fernandes et

al., 2007), principalmente para grupos funcionales particulares tales como las bacterias

nitrificantes, denitrificantes, sulfato reductoras, metan6genas y metanotr6ficas.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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o mas especies proveen una red de beneficios para otra (Rudd et al., 1978; Patidar & Tare,

2005; Chauchan et al., 2006; Woyke et al., 2006; Thauer & Shima, 2006; Stolyar et al.,

2007). Asi, estas procesos dan origen a relaciones de coexistencia y competencia entre

arqueas metanogénicas y bacterias sulfato reductoras, generandose la competencia por

sustratos comunes tales como acetato 0 el hidr6geno en funci6n a las caracteristicas dei

ecosistema donde habitan (Zepp-Falz et al., 1999; Alm et al., 2000; Go et al., 2000; Koizumi

et al., 20038
; Glissmann et al., 2004; Patidar & Tare, 2005; Chauchan et al., 2006). Los

sedimentos de lagos son permanentemente an6xicos debajo de la superficie a 1 6 2

centimetros y se caracterizan por gradientes de sustratos y aceptores de electrones,

generando las condiciones adecuadas para que la metanogénesis y la sulfato reducci6n

sean los procesos mas importantes en la mineralizaci6n de componentes organicos

(Schwarz et al., 2007).

K. SALAZAR CHAVEZ

Figura 2. Relaciones metab61icas entre
comunidades de SRB y MA.

. 5ulfato _duccl6a .

En sedimentos marinos, la sulfato

reducci6n es el proceso dominante

mientras que la metanogénesis solo

ocurre via compuestos primarios de C1,

tal como las metilaminas, misma que las

SRB son incapaces de utilizar (Winfrey et

al., 1983; Purdy et al., 2003). Mientras

que en sedimentos de aguas dulces la

sulfate reducci6n ocurre pobremente

debido a la limitada disponibilidad de

sulfato, par 10 que la metanogénesis es

el proceso dominante (Lovley et al..

1992; Fukui et al.. 1999). La

metanogénesis es Ilevada a cabo por arqueas productoras de metano metabolicamente

diferentes las cuales estan exclusivamente relacionadas con el dominio arquea. La sulfato

reducci6n acontece por encima dei 50% de la degradaci6n de la materia organica en

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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sedimentos marinos y similares proporciones han sido reportadas para la metanogénesis en

sistemas sedimentarios de aguas dulces (J0rgensen, 1982; Lovley et al., 1992). Sin

embargo, la dinamica de la sulfato reducci6n y la metanogénesis en los sedimentos esta

sustentada sobre la medici6n de procesos y la inferencia de estudios con cepas cultivables,

por 10 tanto, poco se conoce acerca de la identidad de los principales roles en el ambiente 0

los factores ambientales que afectan su actividad y distribuci6n.

Asi mismo, estudios en sedimentos revelaron elevadas proporciones de sulfato reductores y

metan6genas dentro de la zona de transici6n sulfato-metano 10 que sugiere que la oxldacl6n

anaerobia dei metano esta acoplada a la sulfato reducci6n (Iversen y Jorgensen, 1985;

Thomsen et al., 2001; O'Hondt et al., 2004; Par1<es et al., 2005). La reducci6n deasimilatoria

dei sulfato pueden estar relacionado con la oxidaci6n de sustratos que son dificiles de

degradar bajo condiciones an6xicas, tales como los alcanos y compuestos aromaticos, 0 aun

Por otra parte, se piensa que las SRB compiten mejor sobre las metanégenas en presencia

de concentraciones elevadas de sulfato porque son mejores competidores para sustratos

comunes (hidr6geno y acetato) debido a la cinética y ventaja termodinamica (Ward y

Winfrey, 1985; Widdel, 1988). Este c1âsico paradigma dei predominio de las SRB y MA en

ambientes con elevada y baja concentraci6n de sulfato, respectivamente, se ha observado a

través de la acumulaci6n de resultados de numerosos estudios desde mediados de los 70s

(Smith, 1993; Ward y Winfrey, 1985; Widdel, 1988). Recientemente, la coexistencia de SRB

y MA ha sido observada en presencia de concentraciones no Iimitantes de sulfato (Amann y

Schleifer, 1995; Isa y Verstraete, 1986; Nanninga y Gottschal, 1986; Nielsen,1987; Parkin et

al., 1990; Yoda et al., 1987). Estas observaciones se atribuyen a diferencias en la

colonizacién microbiana y propiedades de adhesi6n (Isa y Verstraete, 1986; Yoda et al.,

1987) 0 téxicos variables de sulfuro (Hilton y Oleszkiewicz, 1988; Par1<in et al., 1990).

Ademâs, estudios recientes encontraron poblaciones significantes de SRB en ambientes con

nlveles bajos en sulfato (Mancuso et al., 1990; Thlele et al., 1988; Wu et al., 1992). Estas

observaciones explican porque las SRB pueden crecer sintr6ficamente con metanégenas

consumidoras de hidr6geno 0 formando co-cultivos definidos de lactato, etanol, propionato,

fumarato y piruvato, eliminando su necesidad de reducir sulfato (Arche y Powell, 1985;

Bryant et al., 1977; Guyot, 1986; Jones et aL, 1983; Tasaki et al., 1993; Traore et al., 1983;

Wu et al., 1992)

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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la oxidaci6n anaerobia de metano en la zona de transici6n sulfato - metano (Iversen y

Jorgense, 1985;Thomsen et al., 2001; Ishii et al., 2004). Por 10 tanto, desde que Jas

bacterias sulfato reductoras y metan6genas en sedimentos puede competir por la misma

fuente de carbono y donadores de electranes (Oremland et al., 1978), la inhibici6n de las

sulfato reductoras puede conducir el flujo de electrones a poblaciones metan6genas.

Por otra parte, investigaciones anteriores sobre la metilaci6n dei mercurio revelaron que los

sedimentos anaerobios substancialmente producen grandes cantidades de metilmercurio

comparado con sedimento aerobios (Jensen y Jemelov, 1969; Oison y Cooper, 1976).

Estudios de inhibici6n utilizando bromoetanosulfonato, un inhibidor especifico de la

metanogénesis, excluye a las bacterias metanogénicas como los primeros metiladores

porque la produccién de metilmercurio se incrementa con la adicién dei inhibidor (Compeau y

Serialando ejemplos mas espec[ficos de esta relaci6n sintr6fica entre estos dos grupos

.microbianos, pademos sef'lalar por eJemplo qUê Oesulfotomàculum se halla conjuntamente a

MA en diverses ambientes continentales polucionados (Kenglen et al., 1999), e interaccionan

.con las arqueas en la degradaéi6n de tolueno, aunque son capaces de vivir con 'etanol,

propionato, butirato, lactato y especialmente con compuestos aromaticos como el benzoato

(Ficker et al., 1999). Por otra .parte, la oxidaci6n completa realizada por Desuffococcus,

Desulfonema y Desulfosarcina puede tener relaci6n con la actividad sintr6fica entre las

metan6genas; 'de manera semejante a Desulfobacterium, especialmente en sedimentos

marinos a mas de un metro de profundidad (Thomsen et al., 2001), Ademés, Wilms et al.,

(2006) obseNaron que la sulfato reducci6n y la metanogénesis son los principales procesos

de oxidaci6n terminal en las capas de sedimentos marines an6xicos. La oxidaci6n deI

metano en anaerobiosis parece estar relacionada a la utilizacién dei hidr6geno formado,

principalmente por bacterias sulfato reductoras de estos tres géneras (Desuffococcus,

Desulfonema y Desulfosarcina) (Orphan et al., 2001). Asimismo, las SRB también pueden

utilizar hidr6geno molecular (H2), como Desulfovibrio vulgaris NCIB 8303 y acoplar esta parte

de su' metabolismo a una 'relaci6n simb16tica con poblaciones de arqueas metaMgenas. Por

10 que al, examinar la relaci6n entre la cinética sulfato e hidr6geno se encontraron cepas

nuevas de SRB capaces de \Ievar a cabo este proceso (Sonne-Hansen et al., 1999). Del

mismo modo, se descubri6 genes de Desulfovibrio spp relacionado con la respirad6n de

sulfato durante el metabolismo de hidr6geno y lactato (Steger et al., 2002).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••



2.2.1. 8acterlas sulfata reductoras

23

i "

! ~.,

1 ".

! ;

, ,
il:
1 :

! ~

K. SALAZAR CHAVEZ·

La reducci6n desasimilatoria dei sulfato es un proceso clave en los ciclos biogeoqulmicos dei

azufre, dei carbono y dei hierro, oxidéndose la materia orgénica de forma anaerobia (Pallud

& Van Cappellen, 2006). Los sustratos a partir de los cuéles las bacterias su!fato reductoras

obtienen energla directamente van desde el hidr6geno hasta compuestos arométicos,

aunque la mayona utiliza sustratos talés coma acetato, lactato, piruvate y etanol, que son

compueslos comunes en los ecosistemas (Pallud & Van Cappellen, 2006).

Las SR8 fueron descubiertas en 1895 por 8eijerinck y constituyen un grupo diverse de

procariotas, caracterizadas por su -capacidad de utilizar sulfato· como aceptor final de

electrones en ·Ia respiraci6n anaerobia, reduciéndolo sin asimilarlo (Fournier et a/.•2006),

Ademâs de su evidente importancla en el cielo det sulfuro, son importantes reguladores de

una variedad de procesos esenciales como ser, descomposici6n de materia organica,

biodegradaci6n de contaminantes e1oroaromaticos, metilaci6n dei mercurio (Fauque, 1995;

Barton, 1995) y remediàci6n ambiental en dlversos ambientes, raz6n por 10 eua\ el interés en

las SRB se ha incrementado debido al roi que desarrollan en virtud de sus potenciales

interaeeiones dentro dei ecosîstema. Asl, las bacterias su!fato reductoras son los principales

contribuyentes de los sistemas microbianos modernos (microfilms), siendo responsables de

mas dei 8'0% de la oxldaci6n de carbono en ambientes marines (Baumgartner et al., 2'006).

ESTRUCT-URA P08l.ACIONAL DE SRB - MA

Bartha, 1984). En contraste, cuando el molibdato es utillzado para Inhiblr la reduccl6n de

su!fato, la metilaci6n dei mercurio se reduce en un 95% (Campeau y Bartha, 1985). Cultives'

puros de Desulfovibrio spp. demostraron ia habilidad de este grupo para metilar el mercurio

en ambientes ricos en sulfato (Compeau y Bartha, 1985; Pak y·Bartha, 1998a:1998b), pero

cultivos puros de bacterias metanogénicas no podlan metîlar -el mereurio (Pak y Bartha,

1998b). Lo que sugiere ra posible· existencia de una relaci6n sintr6fica entre estas dos

comunidades microbianas.
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Ademas, la densidad celular y la actividad significante de las SRB se ha observado a nivel de

zonas 6xicas en sedimentos (interfase agua-sedimento) de agua dulce y marina (Bak y

K. SALAZAR CHAVEZ

Figura 3. Microfotografia de Desulfovibrio
desuffuricans.

2.2.1.1. Oiversidad ecol6gica

Comûnmente se encuentran presentes en los

sedimentos de diversos sistemas acuaticos,

suelos, biofilms y contenido intestinal (Postage,

1984; Widdel, F., 1991). El cielo de sulfuro en

los habitad acuaticos depende de la reducci6n dei sulfato como un proceso primario y esta

principalmente gobernado por miembros de esta subdivisi6n. Las bacterias gram-negativas

son el tipo mas comûn de SRB en sedimentos de aguas dulces (Hao et al., 1996). Los tipicos

habitad de las SRB son la parte superficial de los sedimentos acuaticos 0 zonas de aguas

profundas an6xicas. Una amplia variedad de estas especies han sido aisladas de

sedimentos marinos donde el sulfato presenta una elevada concentraci6n en el agua de mar

(28mM), siendo rara vez un factor limitante dei crecimiento (Widdel, 1988). También se han

encontrado en plantaciones de arroz (Gilmour et al., 1992) Y en digestores anaerobios de

aguas residuales (Widdel, 1991). La diseminaci6n desde los sedimentos anaerobios

acuaticos hasta la columna de agua bien oxigenada puede ocurrir, las SRBs pueden

sobrevivir por un tiempo, probablemente en un estado metab61ico inactiva (Cypionka et al.,

1985). Asimismo, las bacterias sulfato reductoras que se conocen como oxidadores

incompletos, tales como los Desulfovibrionales y la familia Desulfobulbaceae y aquéllas

conocidas como oxidadores completos, principalmente representados por la familia

desulfobacteraceae pueden vivir en ambientes extremos hal6fi1os, indicando que existen

SRB halofilicas tolerantes a las sales, las cuales posiblemente poseen nuevas vias

metab61icas, siendo capaces de degradar anaer6bicamente compuestos complejos tales

como la celulosa (Foti et al.. 2007).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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Pfennig 1991 a, 1991 b; Jorgensen y Bak, 1991); el crecimiento de sulfato reductores en estas

sitios puede ser explicada par la presencia de micronichos an6xicos.

Las SRB también son importantes miembros de la comunidad microbiana involucrada en la

reducci6n de metales que acurre en una variedad de ambientes incluyendo plantas

productoras de aceites y gas, aguas de desecho de origen domestico, industrial y de minas

(Singleton, 1993).

K. SALAZAR CHAVEZ

Asi también se saba qua muchas capas da SRB puadan fijar N2 y usar al nitr6gano da los

aminoacidos coma fuente de nitr6geno, por ejemplo Desulfovibrio desuffuricans 27774 es

capaz de utilizar nitrato como aceptor final de electrones, otras cepas de Desulfovibrio

reducen nitrato a amonio (Lie et al., 1999a), pues se ha observado que muchas cepas de

Desulfovibrio poseen una nitrito reductasa especifica que pude ser importante en la actividad

transportadora de electrones mediada en la membrana (Barton et al., 1983).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La diversidad metab6lica de esta comunidad microbiana es muy extensa, participan directa 0

indirecta en la degradaci6n de una amplia variedad de substratos. El sulfato es utilizado

coma un aceptor terminal de electrones pero la mayoria de las SRB también son capaces de

crecer sobre una amplia variedad de otros aceptores de electrones tales coma tiosulfato,

suIfrto, sulfuro elemental y nitrato. Sin embargo, la concentraci6n de aceptores de electrones

alternativos es usualmente muy baja en sedimentos de lagos, suponiendo al sulfato como el

mas importante (Bak et al., 1991). Entre los dadores de electrones simples tenemos al

etanol, lactato e hidr6geno hasta compuestos mas complejos coma los hidrocarburos

(Jorgensen, 1982; Rabus et al., 1996; Krekeler et al., 1998; Krumholz et al., 1999; Steger et

al., 2004; Kaksonen et al., 2004). Se conoela la imposibilidad de las SRB de utilizar

C8rbohidratos, sin embargo, se han encontrado cepas de Desulfovibrio capaces de utilizar

poliglucosa y nitrocelulosa coma fuente de carbono (Petrova et al., 2002). Ademas, son

capaces de oxidar acetato a CO2 y reducir el sulfata a sulfuro (Krumholz et al., 1999)

mediante el ciclo modificado de acidos tricarboxilicos y via acetil-CoA, siendo el segundo el

mas empleado por las SRB (Krumholz et al., 1999).
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Adicionalmente las SRB pueden tolerar una variedad de metales pesados y sulfuro disuelto,

Aigunos de estss organismos son capaces de reducir Fe+3 a magnetita (Fe304) 0 siderita

(FeC02) y U+4 él uranita (002). cWrrque 11\1 ~neren~ â partir Cre estes "PTt>œ'SOS

(Lovley et al., 1992; Chang et al., 2001a).

En ausencia de sulfatos, ciertas SRB pueden utilizar compuestos carbonados simples como

donador y aceptor de electrones por un proceso lIamado dismutaci6n. Por ejemplo varias

cepas de Oesu/vobrio se desarrollan con la dismutaci6n de piruvato, colina, malato, glicerol y

dihidroxiacetona (Krumholz et al., 1999).). Ciertas SRB son capaces de desproporcionar

compuestos intermediarios de. azufre. La desproporci6n se refiere a.desintegrar compuestos.

reducidos de azufre, tales como tiosulfato, sulfito 0 azufre elemental (8°), a un nuevo

compuesto, el cual esta mas oxidado y/o mas reducido comparado con el substrato original

(Bak y Cypionka, 1987, Thamdrup et al., 1993; Cypionka, 1994; Janssen et al., 1996). La

Aunque tradicionalmente se consideraba a las SRB anaerobias obligadas, en los ultimos

arios se ha reportado actividad sulfato reductora en ambientes aerobios demostrando un

amplio rango ecol6gico de las SRB en relaci6n a 10 que se pensaba anteriormente (Canfiel y

DeMarias, 1991; Cypionka, 2000; Baumgartner et al., 2006). Se han realizado aislamientos

de SRB después de exposiciones al oxigeno, probablemente la tolerancia al oxigeno se

atribuye a la presencia de enzimas como la catalasa y superoxido dismutasa, las cuales se

encontraron en O. vulgaris. Por 10 que es importante determinar la extensi6n de estas

enzimas en otras cepas y conocer la naturaleza de su regulaci6n. También, se ha reportado

una enzima que metaboliza el oxigeno, la rubredoxina u oxigeno oxireductasa, que reduce el

oxigeno hasta agua en ciertos mecanismos de respiraci6n (Cheng et al., 1993). También se

han reportado SRBs que. sobreviven bajo condiciones 6xicas (Marschall et al., 1993;

Eschemann et al., 1999; Sass et al., 2002) y con capacidad de consumir O2 por respiraci6n

(Dilling y Cipionka, 1990; Dannenber et al., 1992; Marschall et al., 1993), probablemente

como un mecanismo para evitar la exposici6n al oxigeno molecular (Eschemann et al., 1999).

Las SRB pueden ser aisladas de capas superficiales oxigenadas en numeros similares 0

milS altos a aquellos detectados en las zonas an6xicas (Jorgensen y Bak, 1991), ademas,

las cepas aisladas de sedimentos oxicos muestran una alta tolerancia al oxigeno y capacidad

de respirar oxigeno que las cepas de capas sedimentarias an6xicas (Sass et al., 2002).

•
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Las SRB frecuentemente compiten con las bacterias metanégenas debido a la alta afinidad

por la mayoria de los substratos comunes en sedimentos, tales coma el H2 y acetato

(Laanbroek & Pfenning, 1981; Laanbroek & Veldkamp, 1982; Szewzyk & Pfenning, 1990; Li

et al., 1996; Pallud & Van Cappellen, 2006), Las SRB y las bacterias productoras de metano

pueden coexistir cuando substratos no-competitivos (metilaminas) estan disponibles (Lovley

desproporci6n puede ser asi considerada como un tipo de fermentaci6n. Los pocos estudios

exploratorios in sffu acerca dei proceso de desproporci6n encontraron que la mayor parte

dei tiosu!fato (44%) ariadido a los sedimentos de los lagos fue desproporcionado (Jorgensen,

1990). Esto sugiere que la desproporci6n es un proceso importante en los sedimentos de las

lagunas, pero estudios suplementarios bajo condiciones in situ son necesarios para la

verificaci6n.

Los donadores de electrones utilizados por las SRB son principalmente compuestos de bajo

peso molecular y la mayoria de estos son conocidos coma productos fermentativos de la

degradaci6n bacteriana de carbohidratos, protelnas y otros compuestos de detritos. Unas

pocas SRB son capaces de degradar complejos moleculares como compuestos aromaticos

(Widdel, 1988), siendo los donadores de electrones mas importantes el H2, acetato, lactato y

propionato (Sorensen et al" 1981; Postgate, 1984; Hao et al., 1996; Fukui et al., 1999).

Aigunos lagos muestran un cambio brusco de acetato en la zona de sulfato reducci6n

sugiriendo que el acetato es un importante donador de electrones (Bak y Pfenning, 1991;

Hordijk et al., 1994). Sin embargo, Sass et al. (2002) encontré que la utilizacién bacteriana

de lactato domina en lagos 0ligotr6ficos con un incremento relativo en la utilizaci6n

bacteriana de acetato con la profundidad dei sedimento. Un reciente estudio muestra que el

propionato fue utilizado mas rapidamente comparado con el acetato y butirato en sedimentos

de lagos ricos en materia organica (Purdy et al., 1997; Li et al., 1999). Es muy dificil

identificar y cuantificar la importancia de los donadores de electrones espec[ficos por las

bajos concentraciones encontrados y los rapidos cambios que sufre por la actividad la

bacteria, por 10 que es necesario el desarrollo de futuras metodologlas en orden de entender

este aspecta dei cielo dei azufre. Asi, debido a su elevada diversidad metab61ica en diverses

ambientes, estos han sido poco estudiados y entendidos hasta la actualidad (Alvarez et al.,

2000).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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2.2.1.3. Taxonomia y clasificacl6n fllogenétJca

& Klug, 1983a; King, 1984; Lomans et al., 1999) pero la concentraciones de estos substratos

es usualmente baja en los sedimentos de lagos y coexisten sobre substratos no-competitivos

que no son considerados importantes en los sedimentos de los lagos (Capone y Kiene,

1988).

Las SRB son un grupo fisiol6gicamente complejo y varias propiedades han sido utilizadas en

los sistemas tradicionales de clasificaci6n (Castro et al., 2000) (Tabla 1). Sin embargo, el

analisis de secuencias dei RNAr permiti6 realizar la organizaci6n de varias especies de SRB

dentro de 4 grupos distintos: SRB gram-negativas mesofilicas; SRB Gram-positvas

formadoras de esporas; SRB termofilicas y SRB arqueas termofflicas. Todos estos grupos

se caracterizan porque utilizan el sulfato coma aceptor final de electrones durante la

respiraci6n anaerobia con la consecuente producci6n de sulfuro de hidr6geno H2S. Por otra

parte Daly et al. (2000), empleando secuencias de SRB recuperadas de las bases de datos

"GenBank", "EMBL" y "RPD", c!asificaron a las SRB mas conocidas y representativas,

restringiéndose a géneros mesofilicos dentro de la subdivisi6n detta-proteobacteria y gram (

/+), gêneros ampliamente distribuidos en diversos ecosistemas y varios microambientes

(Balows et al., 1994), agrupandolos en seis sub-grupos filogenéticos distintos;

Desulfotomaculum (OFM), Desu/fobulbus (OBB), Desulfacterium (OBM), Desulfobacter

(08B), Desulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina (DCC) y Desulfovibrio-Desulfomicrobium

(OSV), ninguno de ellos pertenece al grupo de SRB termofflicas 0 arqueas. En este estudio

se realiz6 el estudio de los subgrupos propuestos segun la clasificaci6n de Oaly et al. (2000)

(Figura 4) a excepci6n dei grupo OBM, a continuaci6n se describen las caracteristicas

generales de cada une de ellos.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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a. Desulfotomaculum (DFM) - Subgrupo (1)

Tabla 1. Caracteristicas Importantes en la claslflcaci6n de bacterias sulfato reductoras (Castro
et al., 2000)
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Este subgrupo incluye a los gêneros: Oesulfotomaculum y Desulfoesporosinus. El primero

ha sido el mas estudiado, son bacilos rectos 0 curvados, m6viles por la presencia de flagelos

peritricos 0 polares, con pared celular, mes6filas, son las (micas SRB gram-positivas de bajo

contenido GC, no contienen desulfoviridina, ademas forman esporas volviéndose de este

modo resistentes a condiciones adversas (desecaci6n y oxidaci6n dei media ambiente) y le

permite subsistir en una gran variedad de medios. (Londry et al., 1997; Castro et al., 2000).

Recientemente se han descubierto que algunas especies puede ser consideradas

termofilicas, tal como acurre con Oesulfotomaculum thennocistemum, que puede

encontrarse en ambientes con temperaturas pr6ximas a los 100°C en el subsuelo marina

(Imachi et al., 2000; Nakagawa et al., 2002). En general, este subgrupo se encuentra en

todos los ambientes naturales, sedimentos, aguas, inclusive en el tracta digestive de

animales neonatos (Oeplancke et al., 2000). También han sido aisladas de perfiles de Iignito

cuaternario (Oetmers et al., 2001), dep6sitos de petr61eo crudo (Pilsen et al., 1996; Imachi et

al., 2000), capaces de utilizar hidrégeno como fuente de energia, que les otor-ga un caracter

quimiolit6trofo (Imachi et al., 2000). Este gênera tiene ademés la capacidad de realizar la

dismutaci6n dei tiosulfato (Jackson y Mclnermey, 2000). Ademas Oaly et al. (2000), indican

que este subgrupo muestra una gran distancia en relaci6n a los otros cinco subgrupos
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FIgura 4. Arbol filogenétlco basado en el 165 rRNA donde se muestran los sels IInaJes de
bacterias sulfato reductoras (Oaly et al., 2000).
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restantes, sugiriendo que su localizaci6n taxon6mica es apartada de los otros grupos de

SRB, estando estrechamente emparentada con el orden clostridiales.
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c. Desulfobacterium (DBM) - subgrupo (3)

El género Desulfobacterium es un grupo nutricionalmente versatil, con formas sem~jantes a

bastoncillos de forma oval 0 casi esférica, presenta capacidades especiales en cuanto a

degradaci6n de compuestos organicos, como la descomposici6n de hidrocarburos. Las

especies de este género son fundamentalmente marinas y requieren elevadas

concentraciones de c1oruro de sodio. AI igual que Desulfobacter, Desulfobacterium es

Este·grupo esta·estrechamente relacionado con los géneros Desulfocapsa,.D.esulforhopafus

y Desulfofustis del')tro de la familia Desulfobacteriaceae. Este grupo presenta tres esp.;ecies

Desulfobulbus e/ongatus, Desulfobulbus marinus y Desulfobulbus propionicus, se

caracterizan por ser células ovoides (forma de limon), no forman esporas, no contiene

desulfoviridina, presentan un f1agelo polar unico, algunas especies presentan motilidad y

otras no, tienen una posici6n dentro de la subclase delta de las proteobacterias. A diferencia

dei primer sub-grupo Desulfotomaculum, Desulfobulbus es mesofilica gram-negativa. al igual

que todos los demas sub-grupos de SRB (Balows et al., 1994), por \0 que se desarrolian

entre 20 a 40°C. Utilizan propionato como donador de electrones oxidandolo de manera

incompleta hasta acetato, ademas son capaces de subsistir con lactato, etanol, H~, acetato,

formato y bicarbonato (Benoit et al., 2001; Ito et al., 2002a), utilizando alguno de estos

compuestos incluso en ausencia de sulfato (Balows et al., 1994). También se ha vista que

este subgrupo puede utilizar nitrato(lto et al., 2002b) como aceptor final de electrones por 10

que es capaz de competir con bacterias nitrificantes. Ademas, utilizan oxigeno adquiriendo

un caracter aerotolerante y probablemente facultativo (Ito et al., 2000a), ademas el efecto dei

oxigeno durante la formaci6n de microcapas, produce etapas de latencia que preceden una

composici6n predominante de Desulfobulbus y Desulfovibrio, 10 explica su presencia en

diversos ambientes debido a su adaptabilidad a la qu,mica de su entomo (Santegoeds et al.,

1999). Este subgrupo puede realizar la dismutaci6n de azufre, sulfuro, sulfrto y tiosulfato

(Finster et al., 1998), con azufre elemental como compuesto intermediario. Por otra parte, se

ha reportado que Desulfobulbus propionicus (1 pr3) realiza la metilaci6n dei mercurio en

cultivos puros (Widdel y Bak, 1991; Benoit et al.• 2001).

K. SALAZAR CHAVEZ

b. oesulfobulbus (088) - Subgrupo (2)

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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e. Oesulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina (DCC) - Subgrupo (5)

d. Oesulfobacter (OSS) - Subgrupo (4)

potencialmente importante para la metilaci6n deI mercurio y no tolera condiciones aerobias

(Widdel y Bak, 1991; King et al., 2000).

K. SALAZAR CHAVEZ

Los tres gêneros de este subgrupo son estructuralmente diferentes, Oesulfococcus y

Desulfosarcina se agrupa en Gélulas cocoides virtualmente inm6viles y Oesulfonema es el

unico genero de SRB multicelular filamentosa motil por deslizamiento. Sin embargo, el

analisis mediante el 16S relaciona a este subgrupo de manera estrecha con la familia

Desulfobacteliaceae en el orden Desulfosarcinales, que comparte con los gêneros

Desu/fobacterium, Oesulfobactery de manera mas distante con Oesulfobulbus.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de este subgrupo es su capacidad de oxidar

de manera completa y efectiva al acetato debido a que poseen toda la maquinaria funcional

para realizar el cielo dei acido citrico (Balows et al., 1994). Ademas se ha visto la versatilidad

de este grupo de utilizar gran variedad de substratos. Son bacterias ovoides a semiesféricas

parecidas a Oesulfovibrio, normalmente m6tiles y se desplazan mediante un f1agelo polar

unico, mesofilicas, no producen esporas, no tiene desulfoviridina.

Los requerimientos salinos y localizaci6n, sugirieron que pertenecia a un gênero marina al

igual que Oesu/fobacterium. Sin embargo, Oesulfobacter postgatei fue aislada a partir de

sedimentos lacustres, aunque en bajo numero, determinandose ademas que gêneros de la

familia desulbacteraceae son capaces de realizar vias metab61icas exclusivas, las mismas

que les permiten vivir en ambientes hal6filos y extremadamente hal6filos (Balows et al.,

1994; Foti et al., 2007). La relaci6n en composici6n entre Oesulfobacter y Oesulfovibrio, el

género mas diverse y expandido, es variable segun el ambiente. De manera general, se ha

vista que en sedimentos marinos Desulfovibrio se presenta en mayor porcentaje, pero en

sedimentos lacustres salinos la relaci6n es inversa (Fry et al., 1997; Macalady et al., 2000;

Zhang y Fang, 2001). Ademas, se ha identificado al gênera Desulfobacter como une de los

principales metiladores de mercurio en medios que contienen lactato y acetato (Widdel y

Bak, 1991; King etaI., 2000) .

•.'.1
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f. Desulfovibrio-Desu[fomicrobium - subgrupo (6)

Morfol6gicamente son en general vibrioides, espiralados u ovoïdes, no forman esporas,

contienen desulfoviridina, son motiles (Castro et al., 2000). Siendo la caracteristica mas

sobresaliente su capacidad de adaptarse a diversos habitats gracias a sus intrincadas

estrategias metabélicas que les permiter subsistir.

Morfol6gicamente presentan formas de bastoncillos ovalados. La caracteristica metab6lica

de este subgrupo implica la oxidaci6n completa de substratos (Haras et al., 1999; Castro et

al., 2000) tales como formiato, acetato, acetona, propionato, butirato, isobutirato, valeriato,

metilbutirato, caproato, malato, piruvato, succinato, fumarato, malato, benzoato, etanol,

propanol, butanol, hidr6geno y CO2 (Drzyzga et al., 1996; Fukui et al., 1999)

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La familia Desulfovibrionaceae Incluye a los gêneros Oesulfovibrio y Oesulfomicrobium,

aunque otros dos gêneros podrlan ser incorporados dentro la misma (Oesulfoha/obium y

Oesulfonatronum). Se ha propuesto una reclasificci6n para Oesulfomonas pigra a

Oesulfovibrio piges basado sobre el analisis de la secuencia dei 16S rRNA (Ho~, 1993), sin

embargo, D. piges es diferente de otros desulfovibrios en su motilidad (no matil) y forma

(baston versus vibrioide). Se generaron recientemente dos descripciones para:

Oesulfohalobium (representado por D. retbaense; GenBank numero de acceso U48244) y

Oesulfonatronum (representado por D. lacustre; numero de acceso GenBank Y14594) yaun

no han sido oficialmente incorporados a la familia Desulfovibrionaceae.

Aigunas cepas han sido aisladas de medios contaminados por hidrocarburos. Desulfococcus

ha sido aislado de sedimentos de aguas dulces y también se desarrolla en medios salinos;

mientras que Oesu/fosarcina es primordialmente marino. Este subgrupo ha sido detectado

en la quimioclina, entre el ambiente aerobio y anaerobio, por 10 que podria tener la capacidad

de tolerar él oxigeno (Widdel y Bak, 1991).. Oesu/fococcus es une de los géneros mas

importantes en cuanto a la metilaci6n dei mercurio, tercero después de Oesufomicrobium y

Oesulfobacter (Widdel y Bak, 1991; King et al., 2000).

•••••••••••••••.1
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2.2.2. Arqueas metan6genas

Métabolicamente se diferencian de la familia Desutfobacteriaceae por realizar la oxidaci6n

incompleta de los substratos con la forrnaci6n final de acetato durante la ferrnentaci6n

(Voordoow et al., 1995).

Las metan6genas pertenecen al dominio arquea (:Noese et al., 1990) y al reine

Euryarchaeotaea (Woese et al., 1990; Baone et al., 1993), constituyéndose en el unico grupo

de microorganismos que produce metano (CH4) como producto estequeometrico de su

metabolismo. El metano es el producto final de la descomposici6n microbiana de la materia

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

El gênera se encuentra desde ambientes salinos, donde han sido mas estudiados hasta

sedimentos de agua durce y son selectivamente aislados en medios que contienen H2 y CO2,

acetato, lactato 0 etanol, aunque también crecen con otros substratos organicos como el

piruvato, malato, lactato y fumarato (Widdel y Bak, 1991; Voordouw, 1995; Luca et al., 2001;

Steger et al., 2002; Foti et al., 2007). El gênera Desulfomicrobium en cuanto a sus

caracteristicas fisiol6gicas y nutricionales es muy similar a Desulfovibrio, tiene forma de

bastoncillo y careee de desulfoviridin.

Sin embargo, la enorme diversidad de Desulfovibrio ha hecho dificil el diseno y usa de

marcadores moleculares basados en el 16S, para su detecci6n en los distintos ecosistemas

(Daly et al., 2000). Sin embargo, nuevas estrategias se estan disenando con éxito, las

cuales se basan en genes funcionales dei metabolismo energético como los de la DSR (Hipp

et al., 1997).

Una de las caracteristicas mas importantes es su capacidad para tolerar oxigeno y en

algunos casos, incluso consumirlo (Zinkevich y Beech, 2000; Loubinoux et al., 2002; Fournier

et al., 2006), son capaces de subsistir bajo estrês oxidante en presencia de incluso 20uM de

O2 (la mayorfa no sobrevive por encima de 0.24 a 0.48 uM) en el torrente sanguineo humano

(Schoenbom et al., 2001), reaccionando inicialmente con quimiotaxis de aglomeraci6n

(Krekeler et al., 1997), Y con actividad superoxidasa mediante proteinas tipo rubereritrina y

ruberedoxina (Bonomi etaI., 1996; Lummopio etaI., 2001), neelaredoxina (Silva etaI., 2000)

y otros mecanismos aun no estudiados en profundidad (Dos Santos et al., 2000).

••••••.,
•••••••••••••••••••
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La metanogénesis es la (mica via par la cual las arqueas metan6genas pueden obtener

energia para su crecimiento y estos son los unicos organismos conocidos como productores

de metano como un producto catab6lico final. Ellos solo pueden utilizar acetato, H2, CO2,

formato y/o otras fuentes de carbono tal como el metanol, me@ioles y metilaminas como

substratos de energia.

A pesar de la elevada especializaci6n, no todas las metan6genas estan estrechamente

relacionadas filogenéticamente. Como se refleja, por ejemplo, en las diferencias de la

composici6n de la pared celular (Sprott y Beveridge, 1993; Kandler y Klônig, 1998), en las

diferentes condiciones 6ptimas de crecimiento; asi algunas crecen a temperaturas 6ptimas

por debajo de 20°C y atras a temperaturas cercanas a la ebullici6n dei agua (Baone et al.,

1993).

En sedimentos anaerobios de agua dulce la glucosa de la celulosa vegetal se descompone

completamente hasta COz y CH4 • Esta reacci6n aparentemente simple no es catalizada por

un simple microorganismo sino por una asociaci6n sintr6fica de microorganismos a través de

una serie de pasos. Primero la glucosa se fermenta hasta acetato, COz y Hz 0 acetato,

formato y H2. Estas fermentaciones son lIevadas por bacteria estrictamente anaerobias y/o

protozoarios. En un segundo paso, el producto resultante se fermenta hasta convertirse a

metano (Zinder, 1993). Se pensaba que los organismos mediadores de las reacciones de

formaci6n dei metano eran originariamente bacterias, pero ahora se los reconoce como a un

dominio filogenético separado.

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

organica en ambientes anaerobios tales como los sedimentos de aguas dulces y el tracta

intestinal de los animales. Aproximadamente dos tercio dei metano se difunde dentro de la

zona aerobia, donde es oxidado por bacterias metanotr6ficas, otro porcentaje es reservado

conduciendo a la formaci6n de dep6sitos de metano, pero la mayor parte escapa a la

atm6sfera donde es fotoquimicamente convertido a di6xido de carbono (C02) (Seifert et al.,

2006). La concentraci6n en la atm6sfera de metano se han incrementado constantemente

durante los @imos 300 arios, probablemente debido a la expansi6n de los cultivos de arroz y

la acci6n de la vida rumiante (Conrad, 1996), generando una preocupaci6n creciente a nivel

mundial (Seifert et al., 2006).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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Figura 5. Microfotografla de Methanosarcina maze/.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Las arqueas son los menos entendidas en

términos de diversidad, fisiologia, genética y

ecologia (Bong-Soo et al., 2005). Estudios

filogenéticos moleculares revelaron que las

poblaciones ambientales de arqueas son diversas y complejas y que frecuentemente

consisten de miem bros no cultivables y no identificables. Ademas, cuando las caracteristicas

filogenéticas de la comunidad de arqueas se relacionan con el ambientes es posible inferir

importantes visiones dentro las funciones fisiol6gicas y roles ecol6gicos de sus comunidades

(Takaietaf,2001).

2.2.2.1. Diversidad ecol6gica

El continuo desarrollo de herramientas moleculares para los estudios ambientales de

microorganismos (Head et al., 1998; Insam, 2001) ha facilitado la caracterizaci6n de las

comunidades de metan6genas. Aigunos estudios moleculares (Bintrim et al., 1997; Jurgens

et al., 1997; Buckley et al., 1998) han demostrado la ubicuidad de las mismas. Existiendo tres

diferentes ecosistemas en los cuales las metan6genas han sido estudiadas y aisladas

(Garcia et al., 2000). El primero en tierras hûmedas, cieno y digestores de materia organica,

el estudio mas representativo 10 constituyen los suelos de campos de arroz, en la cual la

diversidad y estructura de las comunidades metan6genas han sido examinadas con

marcadores moleculares tales como el 16S RNAr (ribosomal) y el mcrA (funcional)

(Grosskopf et al., 1998a; Lueders et al., 2001). Las poblaciones metan6genas también han

sido caracterizadas en lagos (Falz et al., 1999; Nusslein et al., 2001; Chan et al., 2002; Earl

et af, 2003) Y sedimentos marinos (Marchesi et al., 2001; Purdy et af, 2002) de una variedad

de regiones geograficas. En muchos suelos de arrozales y sedimentos de lagos, la

acetotrofia ha mostrado ser la principal via para la metanogénesis (Winfrey and Zeikus,

1979; Kuivila et al., 1989; Rothfuss and Conrad, 1993). En aquellos habitat, la proporci6n de

CH4 originado por la acetogénesis es cercano al 67% dei porcentaje te6rico dei CH 4

producido en suelos y sedimentos (Conrad, 1999).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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f:loger;é~;cos rncleculares han sidc ccnducjdos (Taksi y HerikC'shi. 1999'

2.2.2.3. Taxonomia y clasificaci6n filogenética

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La c1asificaci6n taxon6mica de las metan6genas se ha realizado mediante varios métodos,

entre los que se incluyen el estudio de su morfologia, motilidad, imagenes por microscopia

electr6nica, morfologia de la colonia, caracteristicas nutricionales, tasa y condiciones de

crecimiento, productos metab61icos finales, tinci6n Gram, susceptibilidad a lisis, fingerprinting

De acuerdo a los requerimientos nutricionales las metan6genas han sido separadas en tres

categorias.

1. Hidrogen6trofos (38 especies) que oxida el H2 y reduce el CO2 para formar metano y en

medio de aquellos que son capaces de oxidar formato para la formaci6n de metano.

2. Metil6trofos (20 especies), los cuales utilizan compuestos metil como el metanol,

metilaminas 0 dimetilsufuros para producir metano. El H2 también utilizado como un donador

de electrones extemo. Trece especies son metilotrofos obligados.

3. Acetoclésticos 0 acetotr6ficos (9 especies), utilizan el grupo metil dei acetato para

producir CH4 ; solo dos especies son acetotrofos obligados.

El segundo en el tracto digestivo animal, las metan6genas est~m directamente involucradas

en el proceso digestivo. Se han aislado espedes de un amplio rango de ambientes: intestino

de artr6podos terrestres (Hackstein and Stumm, 1994), intestino de la termita (Ohkuma etaI.,

1995; Leadbetter et al., 1998; Ohkuma et al., 1999), el rumen (Miller et al., 1986; Sharp et al.,

1998; Wright et al., 2004). En rumiantes, la mayorla de los productos formados de la

fermentad6n son reabsorbidos al torrente sanguineo para ser utilizados como nutrientes.

Finalmente, también se las ha encontrado en ambientes extremos donde la materia orgénica

esta ausente, donde el metano es producido solamente dei hidr6geno geoquimico. Las

salidas hidrotennales representan tales ecosistemas (Jones et al., 1983; Jeanthon et al.,

1999; Takai and Horikoshi, 1999), suelos contaminados por compuestos hicrocarbonados

(Dojka et al., 1998; Watanabe et al., 2002). Ademès, metan6genas hipertermofllicas han

sido aisladas de ambientes extremos (Jones et al., 1983; Jeanthon et al., 1999) y anélisis

•••••••••••••••••••••••••. '
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Figura 6. Arnol filogenético basado en el16S rRNA donde se muestran los cineo 6rdenes de arqueas
metanogénieas (Garefa et si., 2000).

Induye a dos familias. Familia Methanobacteriaceae tiene cuatra géneras morfol6gicamente

distintos. Ellos incluyen especies recuperadas de una variedad de habrtats (aguas dulces,

rumen bovino, madera, intestino de termrtas, etc), las cuales son capaces de utilizar

substratos como H2/C02 , 2-prapanol, formato, y metanol para producir CH 4 . La familia

Methanothermaceae consiste de un ûnico género tennofllico extrema hidrégenotrofo.

a. Ordan MethanobacterJaJes

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

antigénico, analisis de Iipidos, distribuci6n de poliaminas, hibridizaci6n de acidos nucleicos,

contenido de G + C en DNA, secuenciamiento dei 168 rRNA Y analisis de secuencias

(Boone y Whrtman, 1988). De acuerdo con estos cnterios, cinco ordenes, 10 familias, 26

gêneras y 74 especies validas han sido definidas (Figura 6) (Boone et al., 1993).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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••esTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

••.. Orden Methanococcales

•
ecluye a des familias, Méthal1ôCôCCé1CtMé y MethMoCé11dococcé1ceae. y cuatr'ô génér'ô$ dé

edr6génotrofos prineipalrt'1ente de ambientes marinos y costeros. La mayoria de las

ts~cies son capaces de ûtilizar H2 y"fo-rmato comb danadores de electrones:•
: Orden Methanomlcrobiales

•êomprende a tres familias y nueve gêneras de metan6genas hidr6genotrofas. La familia

_ethanomicrobiaceae incluye a espedes aisladas de varios ambiéntes (rumen, sedimentas

earinos, etc). La familia Methanocorpusculaceae incluye a tres generos que utilizan HiC02

.formato coma substratos. La familia Methanospirillaceae es una familia nueva con un unico

.nero; los miembros se han reportado en varios habitats y son capaces de utilizar diferentes

~nadores de electrones para la metanogéoesis dei CO2.

•
, Ordan Methanosarclnales••,ecientemente propuesto por Baone (Boone et al., 1993). Este reagrupa a todos las

.etanégenas acetotroficos y/a metilotroficos dentro de dos familias. La familia

.ethanosarcinaceae que incluye a seis géneros de metan6genas muy versatile~ aisléldas de

.rios habitats y que son capaces de utilizar H2/C02, acetato 0 compuestos meti! coma

&bstratos. La familia Methanosaetaceae incluye a un unico género de metanogena

~totrofica obligada.

•2. Orden Methanopyrales

•.5 un nuevo orden de metan6genas hipertermafilicas, las cuales no estim relacionadas con

_das las otras metan6genas conocidas. El orden incluye una unica Methanopyraceae y una

.pecie Methanopyrus kandleri.

•ee ha determinado la secuencia dei DNA dei genoma total Methanococcus jannaschii (Bult et

.1., 1996) Y Methanobacterium thennoautotrophicum (strain DH) {Smith et al., 1997).

• ecientemente, la secuencia dei DNA para Archaeoglobus fulgidus también ha sido•••••

", "
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2.3. ESTUDIO DE COMUNIDADES MICROBIANAS MEDIANTE TÉCNICAS

MOLECULARES

publicado (Klenk et al., 1997). Esta arquea sulfato-reductora filogenéticamente esta mas

estrechamente relacionado con el género MethanoS8rcinales, con quien comparte muchas

caracteristicas bioquimicas en comun.

En contraste, la introducci6n de técnicas moleculares basada en la amplificacién y detecci6n

dei gen dei 16S rRNA (p.e. PCR e hibridizaci6n) mostr6 un panorama mas realista de la

estructura comunitaria (Koizumi et al., 2003b; Spring et al.. 2000; Wobus et al., 2003; Leloup

et al. 2004; Baumgartner et al., 2006) ya que permite la identificaci6n especifica de grupos

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

El estudio de los microorganismos representa una dificultad particular ya que por su tamario

no pueden ser observados como individuos a simple vista, por 10 que la categorizaci6n es

extremadamente ardua y pobremente estudiada. Métodos anteriores se Iimitaron a entender

la estructura comunitaria y grupos microbianos mediante 10 que podia cultivarse por técnicas

de enriquecimiento y aislamiento en el laboratorio. Sin embargo, estos métodos podrfan no

revelar la diversidad microbiana apropiada en sedimentos debido a su baja selectividad

(Amann et al., 1995). Por ejemplo, en el caso de las bacterias sulfato reductoras, se encontré

que el contea de unidades formadoras de colonia (ufc) aparentemente subestima la

poblaci6n natural por al menos un factor de 103 _104 (Jorgense, 1978~). La estimaci6n de

este calculo irreal se bas6 en la comparaci6n dei contee de células viables y la medici6n de

elevadas tasa de sulfato reducci6n. Asi mismo, la introducci6n dei numero mas probable

(MPN) condujo al contee de una elevado numero de células (Jorgenes y Bak, 1991; Vester y

Ingvorsen, 1998; Haglund et al., 2003; Leloup et al. 2004), ademas que el calculo de la tasa

de sulfato reducci6n en estos estudios continuaron siendo elevados siendo 100 veces mas

elevados que la tasa medida en cultivo puros de crecimiento exponencial, indicando que las

poblaciones de SRB continuan siendo subestimadas. Asi. que el inconveniente mas obvie de

las técnicas basados en cultivos es que estas solo detectan un porcentaje minimo deI total

de células presentes en el ecosistema (Amann et al., 1995). Por 10 tanto, puede argüirse que

la biodiversidad microbiana atm permanece sin ser explorada para nuevos genes 0 c1uster

de genes que podrian ser explotados para un mejor entendimiento de los procesos

metab61icos en la biosfera.

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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El reconocimiento de una gran diversidad de microorganismos en diversos ambientes es solo

el comienzo de una nueva era en la microbiologfa molecular, par 10 tanto, la integraci6n de

técnicas de estudio de la microbiologla tradicional junto con metodologias moleculares,

incluyendo los avances que suponen las técnicas de gen6mica y metagen6mica sin duda

contribuira a un mejor conocimiento dei funcionamiento de las comunidades microbianas.

filogenéticos en un ambiente particular. Por consiguiente, organismos que son rutinariamente

cultivados no son necesariamente representativos de 10 que se observa usando las técnicas

moleculares. El progreso de las técnicas moleculares es rapido y sobre la pasada década, se

han desarrollado métodos fiables para determinar la filogenia microbiana basada sobre la

informaci6n de la secuencia de genes y métodos para recuperar genes directamente de las

muestras ambientales se han desarrollado para estudios de ecologfa microbiana a partir de

cultivos y de muestras ambientales (Devereux et al., 1992; Ram bsing, Kuhl y Jorgensen

1993M Purdy et al., 1997; Li et al., 1999; Haglund et al., 2003; Woyke et al., 2006). Los

métodos moleculares que evaluan la diversidad microbiana tienen que superar el sesgo de

los cultivos y han sido exitosamente utilizados para elucidar la diversidad taxon6mica de

varios ambientes sugiriendo una significante diversidad de microorganismos desconocidos e

incultivables que contribuyen de manera favorable 0 no al ecosistema en general (Abed,

R.M. et al., 2002). En ecosistemas acuéticos, la aplicaci6n de técnicas de biologla molecular

se ha desarro\lado con gran interés en los ultimos anos, 10 que ha representado un gran

avance en el conocimiento de los mismos (Palmer M. et al., 2000; Holmer M. y Storkholm P.,

2001; Kent A. y Triplett E., 2002; Leloup et al. 2004; Karr et al., 2005).
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2.3.2. Extracci6n dei 165 rRNA de sedimentos

El aislamiento dei RNA a partir de muestras sedimentarias es fundamental para la

determinaci6n de la diversidad y estructura de las poblaciones microbianas. Se han

K. SALAZAR CHAVEZ

•Domain IV

Figura 7. Estructura secundaria dei 165 rRNA
para E. coli, basada en anâlisis de secuencia.

2.3.1. Diversidad microbiana basada en el 165 rRNA

La mayoria de los estudios estim basados

sobre la aplicaci6n dei 16S rRNA como

marcador Filogenético para describir la

diversidad, riqueza y la estructura poblacional

bacteriana en una gran variedad de

ambientes naturales (Festl et al., 1986;

Amann et al., 1992; Sessitsch, et al., 2002;

Leloup et al. 2004; Nercessian et al., 2005).

El RNA ribosomal se ha constituido como el

principal cron6metro molecular, formando

parte integral de la maquinaria de sintesis

proteica basica de toda célula viva, estando

universalmente distribuido en todos los seres vivos, con alguna diferencia menor entre los

reinos; su funci6n es constante en toda la escala biol6gica y los tipos existentes presentan

una variaci6n en la longitud de la molécula adecuada para medir cualquier distancia

filogenética. El RNA ribosomal posee estructuras que se han conservado durante el

transcurso de la evoluci6n, formada por regiones de secuencias variables que contienen

informaci6n de bajo nivel filogenético, mientras que las regiones con secuencias

conservadas contienen informaci6n de eventos evolutivos mas tempranos, siendo un

excelente marcador molecular para la reconstrucci6n de la mayoria de las relaciones

filogenéticos (Devereux y Stahl, 1992; Embley y Stackerbrandt, 1996). La comparaci6n de

secuencias dei gen 16S rRNA revel6 diferencias ûnicas entre los diferentes grupos

microbianos filogenéticos, encontrando patrones de secuencias especificos para grupos,

especies 0 incluso serotipos bacterianos (Oise et al., 1986; Pace et al., 1986).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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identificado variables criticas en la eficiencia de la extracci6n tales como la concomitante

extracci6n de contaminantes organicos (acidos humicos y fUlvicos) 0 la susceptibilidad dei

rRNA a la degradaci6n por nucleasas, por 10 tanto la obtenci6n de dicha molécula es

laboriosa y compleja (Sessitsch et al., 2002). l'Jo obstante, diversos estudios se han

desarrollado sobre la extracci6n dei 16S rRNA (Ogram et al., 1995, Ravenschlag et al., 2000,

Alm & Stahl, 2000, Frisher et al., 2000, Sessitsch et al., 2002, van Keulen, et al., 2004) y han

sida aplicadas al estudio de la diversidad y abundancia de comunidades microbianas.

Se han reportado varios métodos para el aislamiento de RNA de suelos y sedimentos

(Felske et al., 1996, Fleming et al., 1998, Griffiths et al., 2000, Weinbauer et al., 2002), los

cuales, usualmente aplican procedimientos de lisis similares para liberar a las células

bacterianas y extraer, posteriormente los acidos nucleicos. Muchos protocolos usan

condiciones acidas para remaver prateinas, Iipidos y DNA usando fenol y cloroformo,

manteniendo el RNA en la fase acuosa (Moran et al., 1993, Devereux et al., 1996, Alm &

Stahl, 2000, McGregor et al., 2001, Sessitsch et al., 2002, van Keulen, et al., 2004). En

estas casas, el uso de agentes caotr6picos ha sido recomendado (Felske et al., 1996). De tal

manera, la elecci6n dei protocolo apropiado para el aislamiento de RNA es esencial para la

caracterizaci6n subsecuente de las poblaciones bacterianas.

•
•••••••••••••••••••••••••••.:
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2.3.3. Hibridizaci6n molecular cuantitativa

..RNA lncspecifico a la souda

••
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Figura 8. Esquema de la

hibridaci6n molecular dot blot.

La hibridizaci6n molecular es

una de las técnicas

moleculares que permite la

detecci6n dei 16S rRNA

empleando sondas marcadas.

La presencia dei 16S rRNA

en grandes cantidades en
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2.3.4. Estudio de comunidades mlcrobianas de SRB y MA mediante hibridlzacl6n

molecular

Por mas de una década, la cuantificaci6n de la comunidad microbiana por métodos

moleculares tal como la hibridizaci6n fluorescente in situ (FISH) y la hibridizaci6n en

membrana 0 dot-blot han sido ampliamente utilizadas en ambientes naturales (Amann et al.,

1992: Amann et al., 1995; L1obet-Brossa et al., 1998; Minz et al., 1999; Ravenschlag et al.,

La hibridizaci6n molecular se basa en la detecci6n de una secuencia dentro dei genoma, a

partir de una mezcla de simples cadenas de dos fuentes de acidos nudeicos mediante el

reconocimiento quimico (complementariedad) correspondiente entre pares de base de una

"sonda" (0Iigonucle6tido) sintetizada a partir dei rRNA extraldo de cultivos puros y el acido

nucleico investigado (target) el que tlpicamente consiste de un complejo (poblacï6n

heterogénea de moléculas de acidos nucleicos) que proviene de muestras de diverse origen.

Por 10 que la hibridizaci6n dei 16S rRNA genera valiosa informad6n acerca de la

caracterizaci6n y abundancia de comunidades microbianas y en algunos casos acerca de la

actividad bacteriana. Sin embargo, la utilizaci6n de sondas en la hibridizaci6n de âcidos

nucleicos extraidos de muestras sedimentarias resulta mas dificil y laboriosa en comparaci6n

a que estudios analogos en otros ambientes (Farrelly et al., 1995)

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

procariotas (Amman, R. 1. et al., 1995), permiti6 desarrollar sondas especificas para la

secuencia 16SrRNA pennitiendo el procesamiento de un gran numero de muestras

requeridas para el estudio ecol6gico, al mismo tiempo que posibilitan la detecci6n directa de

microorganismos concretos en las muestras. La hibridizaci6n permiti6 mejorar las

estimaciones de la abundancia mostrando una estratificaci6n de los diferentes grupos

filogenéticos de la comunidad microbiana (Risatti et al., 1994; Ramsing et al., 1993;

Devereux et al., 1996; Ramsing et al., 1996; Teske et al., 1996). La hibridizaci6n en

membrana 0 dot-blot dei RNAr extrafdo de muestras ambientales proporciona una fiable

estimaci6n de la abundancia relativa de poblaciones activas con una buena sensibilidad sin

tener en cuenta el tipo de muestra. La estructura comunitaria analizada por este método es

mas cuantitativo que aquellos desarrollados por peR, debido a que el sesgo introducido

durante la amplificaci6n dei ADN puede ser evitado (Reysenbach et al., 1992; Suzuki y

Giovannonni, 1996).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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2000; Ravenschlag et al., 2001; Tuschak et al., 1999). Devereux y colaboradores (1992) y

Daly y colaboradores (2000) disenaron sondas para detectar la secuencia dei 16S rRNA dei

grupo SRB, las cuales fueron utilizadas exitosamente para demostrar la presencia de SRB

en diversos habitats como biofilms anaer6bicos (Kane et al., 1993; Raskin et al., 1996),

sedimentos marinos y de aguas dulces (Sahm et al., 1999; Devereux et al., 1996b: Purdy et

al., 1997; Trimmer et al., 1997), Ioda activo (Manz et al., 1998) Y pantanos (Devereux et al.,

1996a; Rooney-Varga et al., 1997). Por otro lado la diversidad de arqueas metanogénas en

ambientes naturales ha sido intensamente estudiada utilizando métodos dependientes de

cultivo (Munson et al., 1997; Vetriani et al., 1998; Go et al., 2000; Jurgens et al., 2000; Purdy

et al., 2002; Galand et al., 2002) y pocos estudios moleculares se han Ilevado acabo para

elucidar los cambios de la comunidad de arquea relacionados con la profundidad en

sedimentos (Li, J. et al., 1999; Koizumi et al., 2003; Galand et al. 1 2002)

Purdy et al. (2003), investigo la distribucién y actividad de SRB y MA en sedimentos de

aguas marinas y aguas dulces que se encuentran permanentemente a bajas temperaturas.

Encontrando en los sedimentos de aguas dulce un predominio de la comunidad de arquea

(34%), donde el 30% de esta senal se relaciona con metan6genas conocidas. Asi mismo, en

estos sedimentos, la metanogénesis fue el proceso dominante, similar a los resu~ados

encontrados en otros estudios en lagunas de aguas dulces templadas (Namsaraev y Dulov,

1995; Thebrath et al., 1993). Mientras que en los sedimentos de aguas marinas, la

metanogénesis representa solo una pequena proporci6n (aproximadamente 2%) de todo el

flujo de carbono en el sistema, siendo proporcional con la baja proporci6n de RNA de arquea

detectada en estos sedimentos (0.2%). AI contrario la sulfato reducci6n domina en

sedimentos marinos, encontrandose en especial a grupos dei genero Desulfotalea y

Desulforhopalus, la mayoria de sus miembros son psicrofilos, oxidadores incompletos,

ademas utilizan sustratos similares a Desulfovibrio (Iactato e hidr6geno) (Knoblauch et al.,

1999), lIegando a conduir que estos grupos son su equivalentes ecol6gicos en estos

habitats. Por otra parte tante Purdy et al (2003) y Sahm et al (1999), lIegaron a concluir que

Desulfovibrio en estos ambientes no se reportan coma un grupo importante de la comunidad

de SRB, contrario a 10 observado en sedimentos de temperatura templada (Li et al., 1999:

Purdy et al., 2000).

••••••••••••••••••••••.'•••,.'•."••••••.,
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2.3.4.1. Llmitaciones y problemas dei ensayo de hlbridizaci6n en estudios de la

ecologia microbiana

Como cualquier método, el ensayo de hibridizacién también presenta Iimitaciones y

problemas, por ejemplo; el efecto dei muestreo sobre la estructura de la comunidad

microbiana (Griffrths et al., 1998; Keith et al., 2005), los efectos de los métodos de

conservacién sobre los acidos nucleicos (Sessitsch et al., 2002; Keith et al., 2005), los

K. SAlAZAR CHAVEZ

Bahr y sus colaboradores (2005) determinaron la importancia dei grupo de oxidadores

completos pertenecientes a las bacterias sulfato reductoras mediante la hibridizacién dei

rRNA con sondas especificas que detectaron a toda la familia Desulfobacteraceae (sonda

804, Devereux et al., 1992), los filotipos Desulfosarcina y Desulfonema fueron detectados por

Rooney-Varga y colaboradores (1997), ademâs encontr6 que la hibridizaci6n deI rRNA con

sondas especificas identificaron filotipos dentro de este ensamblaje filogenético que no

hibridizan con la sonda 814 comunmente utilizada para el rRNA dei genero Desu/fosarcina y

Desulfococcus (Rooney-Varga et al., 1997). Estas observaciones mostraron que el set de

sondas utilizadas para la detecci6n de las SRB (Devereux et al., 1992) fallan para la

detecci6n de poblaciones dominantes de SRB ya que el diserio de estas sondas no

consideran a los nuevos miembros de SRB 0 aquellos no cu~ivables refiejando que las SRB

son claramente polifileticas (Castro et al., 2000)

Estudios en sedimentos de aguas dulces determinaron a las SRB como la comunidad mas

abundante en capas superficiales, donde la sulfato reducci6n es relativamente activa

(Koizumi et al., 2003), La setial de la sonda DSV 687, es el principal factor dei incremento de

esta senal, como esta sonda no solo detecta a la familia Desulfovibrionaceae sine también a

algunas Geobacteraceae, es necesario evaluar la especificidad de esta sonda 0 sondas

mas especificas y mas selectivas deben desarrollarse en funci6n a la base de datos dei 16S

rRNA (Koizumi et al., 2003). Por otra parte tante Koizumi et al., (2003) en sedimentos

profundos y Purdy et al., (1999 y 2001) en sedimentos de aguas dulces y estuarios

encontraron que las SRB incrementan con la profundidad, donde la concentracién de sulfato

es 10 veces menor al registrado en el agua intersticial, sugiriendo que estas bacterias

pueden sobrevivir con un metabolismo alternativo y coexistir con otras poblaciones

microbianas tales coma las MA (Sahm et al., 1999).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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La cuenca amaz6nica de Bolivia representa el 68% de la superficie total dei pais, con un

area de drenaje de 851180 Km2
, comprende las cuencas de los rios Mamoré (66.7%) y Beni

(33.3%) La cuenca dei rio Beni, formada por el rio Beni se conecta con los rios Madre de

Dios, Orthon, Alto Beni, K'aka, Quiquibey, Tuichi y Madidi, limitada al Sur y al Oeste por los

relieves de la Cordillera Oriental de los Andes y al este por el Escudo Brasilerio. Esta cuenca

se caracteriza por su dima humedo, sus suelos se encuentran sobre areas de fuertes

pendientes que estan sometidas a procesos de remoci6n en masa y de alta erosi6n. El

K. SALAZAR CHAVEZ

propios métodos de extracci6n de acidos nucleicos (Menking et al., 1999) y los propios de la

hibridizaci6n (Ravenschlag et al., 2000). En estudios donde el16S rRNA debe ser extraido

se han encontrado factores criticos que influyen en la recuperad6n e integridad dei mismo

en muestras ambientales que pueden ocasionar sesgos en el estudio (Wheeler & Stahl,

2000a), también se han detectado problemas con los métodos de lisis celular fiables y

reproducibles de todas las células bacterianas, asi como también métodos de extracci6n

intacta de acidos nudeicos, remoci6n de sustancias contaminantes como los acidos humicos

y exopolisacaridos bacterianos los Clmles pueden inhibir 0 introducir sesgos en la detecci6n

dei RNA en los ensayos de hibridizaci6n (Wheeler & Stahl, 2000b). La coextracci6n de

sustancias humicas y DNA pueden retenerse sobre las membranas de hibridizaci6n a través

de dos posibles mecanismos: La senal de hibridizaci6n puede disminuir por que los acidos

humicos y el DNA ocupan los sitios de union sobre la membrana, resultando en una

disminuci6n de los sitios de uni6n para el rRNA (este fen6meno es conocido como saturaci6n

de membrana) y las senales de hibridizaci6n pueden incrementarse debido a la uni6n no

especifica de sondas de 0ligonucle6tidos a los contaminantes unidos sobre la membrana. En

segundo lugar, las sustancia humicas y DNA unidas a la mernbrana, inmovilizan al rRNA y

puede resultar en un incremento de la respuesta de la hibridizaci6n debido a la uni6n no

especifica de la sonda. Es también posible, sin embargo, que ellos interfieran con la.

hibridizaci6n de la sonda al rRNA, de esta manera la senal de hIbridizaci6n se reduce. Otro

problema propio dei método de hibridizaci6n esta relacionado con la selecci6n de sondas

generales y especiflcas donde se observo que determinadas especies bacterianas no

puedes ser detectadas par estas y que podrian contribuir asi a la variaci6n de la intensidad

de la senal de hibridizaci6n (Sahm et al., 1999; Rooney-Varga et al., 1997).
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Por 10 tanto, debido a sus condiciones ambientales, tanto a nivel de composici6n quimica

(elevado contenido en materia organiea y reservorio de mereurio) como biologiea, la

amazonia boliviana, formada por sistemas lagunares de aguas dulces, eonstituye un area

importante para el estudio de la comunidad de SRB y MA, que por el elevado contenido

organico de sus suelos y sedimentos proveeria sustratos adecuados (acetato e hidrogeno)

para el desarrollo de ambas eomunidades, a través de los cuales podrfan promoverse

procesos de competencia 0 coexistencia, tal como se demuestra en los trabajos realizados

par Purdy y colaboradores (2003) en sedimentos articos y Koizumi y colaboradores (2003) en

lagos oligotr6ficos (Alm et al., 2000; Glissmann et al., 2004; Go et al., 2000; Koizumi et al"

2003a; Zepp-Falz et al., 1999). En Bolivia, se han desarrollado proyectos enfocados a la

c,aracterizaci6n, estructuraci6n y distribuci6n de bacterias sulfato reductoras en sedimentos

(Luna, 2004; Arteaga, 2004; Sanchez, 2005) y riz6sfera de macrofrtas de meandros

caracter meandrico de estos rios ocasiona que a su paso formen lagunas de baja

profundidad que rapidamente se convierten en lagunas eutroficas y que con el paso dei

tiempo van perdiendo su vinculo con el rio, conectandose ocasionalmente con el mismo

durante las inundaciones. Ademas, los sue/os amaz6nicos representan la fuente principal y

reservorio de mercurio para los sistemas acuaticos (Malm et al., 1990; Nriagu et al., 1992;

Pfeiffer et al., 1993; Malm et al., 1995; Bourgoin et al., 1999), el cual bajo condiciones

favorables puede ser transformado a metilmercurio (potente neurotoxico) en los sedimentos

y/o plantas acuaticas (Guimaraes et al., 2000; Roulet et al., 2001) incorporandose en la

cadena tr6fica acuatica. Las bacterias sulfato reductoras han sido senaladas como los

principales contribuidores biol6gicos de la metilaci6n en sedimentos (Anderson et al., 1995;

King et al., 1999; King et al., 2000; Blum y Bartha, 1980; Devereux et al., 1996; Gilmour y

Henry, 1991; Gilmour et al., 1992; Gilmour et al, 1998), debido a la existencia de una la

relaci6n cinética entre la sulfato reducci6n y la metilaci6n dei mercurio, proporcionando

evidencias de la existencia de un "acoplamiento" entre estos procesos (King et al., 1999).

Por otra parte, las arqueas metan6genas (MA) juegan un roi critico en procesos

biogeoquimicos importantes tales como la transformaci6n de compuestos coma la

demetïlaei6n oxidativa dei metilmereurio (Oremland et al,.1991). De tal forma que tante las

SRB y MA estan involueradas en los procesos de transforrnaci6n y especiaci6n deI mercurio

y sus derivados, por \0 que su estudio es de vital importaneia en la amazonia, zona afectada

por la problematica dei mercurio.
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amaz6nicos (Acha. 2004), los mismos que proporcionaron datos preliminares acerca de la

distribuci6n de bacterias sulfato reductoras y de su relaci6n con los procesos de metilaci6n

de mercurio, aunque sin considerar, las relaciones que pueden existir entre las comunidades

de bacterias sulfato reductoras y arqueas metanogénicas, considerando que se ha

demostrado que los grupos de arqueas metanogénicas son mas abundantes que los grupos

de bacterias sulfato reductoras en sistemas dulceacuicolas (Purdy et al., 2003; Koizumi et al"

2003).
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4. HIP6TESIS:

3.2. Objetivos especrflcos:

La distribuci6n y abundancia de dominios y de cornunidades de bacterias sulfato reductoras

y arqueas metan6genas, asi como las caracterîsticas fisicoquimicas de los perfiles

sedimentarios es especifico en cacia sitio de muestreo, observândose mayor abundancia de

SRB y MA en las lagunas con mayor contenido orgânico.

K. SALAZAR CHAVEZ

3.1. Objetivo General:

3. OBJETIVOS:

» Caracterizar los parametros fisicoquîmicos y geoqulmlcos dei perfil sedimentario de

muestreo en la zona litoral (DEM) y central (CEN) de lagunas de aguas blancas y negras

en la cuenca amaz6nica dei Rio Beni.

» Optimizar métodos independientes de cultivo basados en la hibridizaci6n dot-blot para la

cuantificaci6n de bacterias sulfato reductoras y arqueas metan6genas en muestras

sedimentarias de meandros lagunares.

» Deterrninar la distribuci6n, abundancia relativa y dominancia de los dominios (arquea,

eucaria y bacteria), asi como de los grupos de bacterias sulfato reductoras y arqueas

metan6genas en el perfH sedimentario de muestreo en la zona litoral (DEM) y central

(CEN) de lagunas de aguas blancas y negras.

» Establecer posibles asociaciones entre las caraderisticas fisicoquîmicas y geoqufmicas y

la estructura de comunidades de SRB y MA en el pertil sedimentario de muestreo de

lagunas de ~guas blancas y negras en la cuenca amaz6nica dei Rfo Beni.

» Determinar la estructura poblacional de bacterias sulfato reductoras y arq~eas

metan6genas y su potencial asociaci6n con factores fisicoquimicos y geoquîmicos en

pertiles sedimentarios de lagunas de aguas blancas y aguas n89ras de la cuenca

amaz6nica dei Rio Beni.
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La zona de estudio estaba conformada por las lagunas La Granja, Rio Viejo, Chitiwara y San

Gregorio que forman parte de la cuenca dei Rfo Beni (Figura- 9), las mismas que se localizan

en la regi6n de Rurrenabaque dei departamento dei Beni (Bolivia), formando parte de la

lIanura amaz6nica bollvlana. Estas lagunas fueron elegidas por sus caracterfsticas

geofisicas, ecol6glcas y qufmicas, ademas de poseer caracterfsticas representativas de la

diversidad de esta regi6n (Tabla 2).

La Granja y Rio Viejo son lagunas de origen meandrico (forma de frijo!) que en época de

lIuvias entran en contacta directo con las aguas blancas dei Rio Beni, raz6n por la cual

tienen el mismo tipo de aguas, la misma que proviene casi exclusivamente dei drenaje de

Los Andes. Debido a su antigüedad estas lagunas poseen diferencias en el grado de

eutrofizaci6n y una alta diversidad en su fauna y vegetaci6n, sus aguas son turbias y con un

elevado contenido de particulas en suspensi6n. Se puede encontrar macrofrtas tales como;

Polygonum densiflorum, Eicchomia crassipes y Scirpus cubensis en sus alrededores.

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

5.1. Descrlpci6n dellugar de estudio

5. METODOLOGiA

Por otro lado, Chitiwara y San Gregorio son lagunas de aguas negras y de origen meandrico

y tect6nico (tierra firme), respectivamente, estando poco influenciadas por aguas dei Rio

Beni. Por 10 general sus aguas provienen exc!usivamente dei drenaje de la lIanura, por 10

que sus aguas son ricas en materia orgânica particulada ycoloidal. En Chitiwara se observ6

un elevado grade de eutrofizaci6n, con pequef\os espacios de agua libre, encontrandose

cubierta por una espesa vegetaci6n consistente en macr6fitas tales como Eicchormia

crassipes, Ludwigia helminthorhiz8 y Pistia stratiotes, raz6n por la cual es un excelente

habitat tante para peces, aves y animales propios de esta regi6n. Finalmente, San Gregorio

present6 caracteristicas diferencial respectos a las otras lagunas de estudio, pues sus aguas

son transparentes y su sedimento arcilloso, pudiendo encontrarse predominantemente

macr6frtas tales coma Eicchomia crassipes y Scirpus cubensis, las mismas que constituyen

un habitat para peœs.

•••••••••••••
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Figura 9. Mapa dei ri6 Beni y de las lagunas estudiadas en la regi6n de Rurrenabaque
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6.3.1. Porcentaje de agua y densldad

5.3.2. Medici6n de pH y Eh

5.3. Anâlisis fisicoquimico y geoqufmico

K. SALAZAR CHAVEZ

Las mediciones de pH (potencial hidr6geno) y Eh (potencial de 6xido-reducci6n) en cada

perfil sedimentario fueron realizadas inmediatamente después a la extracci6n dei pertil

sedimentario y a intervalos de 1 cm mediante microsondas de platino (Ag/AgC[2) con un

pHmetro y Ehmetro Consort®, previamente calibrados.

La determinaci6n dei porcentaja de agua se realiz6 a través de la ralaci6n existante entre el

peso humeda y sece (liofilizadas) de las muestras seccionadas, mientras que la densidad se

obtuvo de la relaci6n dei peso seco de la muestra sobre el volumen da agua total presente.

A partir de cada perfil sedimentario se obtuvieron sub-muestras por cada centimetre de

espesor, realizando la homogenizaci6n previa deI mismo. Las secciones obtenidas fueren

colocadas en recipientes estériles y se conservaron a -20 oC en un conge/ador portatil

Wacco® para al analisis geoquimico corraspondiente y a -70 oC en un tanque de nitr6geno

liquido para el analisis molecular.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

5.2. Colecta de las muestras

La colecta se realiz6 las primeras semanas dei mes de maya dei 2005 (final de la época de

l1uvias, obteniendo perfiles sedimentarios (testigos) de 10 cm de profundidad en un cilindro

de policarbonato de 5 cm de diâmetro por 30 cm de longitud. Las muestras sedimentarias

fueron obtenidas a partir de dos puntos en cada laguna: la zona central, libre de cobertura

vegetal, que se denomin6 punto CEN y la zona debajo de maCt6frtas (con cobertura vegetal)

que se denomin6 punta DEM. Las caracterfsticas diferenciales de cada punto, asi coma la

prafundidad se detal/an en la Tabla 3.

•••
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5.4. Anâlisis molecular

5.4.1. Extracci6n del16S rRNA a partir de sedimentos

5.3.4. Concèntfaël6n y poreéntajé dé saturael6n de oxigèno én la eolult'lna dé àgua

K. SALAZAR CHAVEZ

La extracci6n dei 1GS rRNA se realiz6 a partir de 1G 9 (en alicuotas de 4 g) de sedimento en

base al método descrito por Fleming y colaboradores (1998), el cuâl fue modificado en

nuestro laboratorio coma se describe a continuaci6n, haciendo referencia a éste coma

método Fleming-CTAB.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

5.3.3. Anâllsls de carbono y nltr6geno orgânlco

Para el analisis de carbono organico (C) y nitr6geno orgânico (N) se realiz6 la acidificaci6n

dei sedimento liofilizado (aprox. 0,02 mg) con acido c1orhidrico 2 N (tres repeticlones). Las

muestras acidificadas fueron posteriormente mediante el detector elemental de Car1o-Erba

(Roulet et al., 2000).

Por otra parte, también se realizo la medici6n de la concentraci6n de oxigeno disuelto y el

porcentaje de saturaci6n de oxigeno en la columna de agua de cada laguna, empleando un

oximetro Consort ®, previamente calibrado (datas compartidos con Arteaga O.)

A 4 9 de sedimento pesados en un tuba de polipropileno de 15 ml, se adiclonaron 4 ml de

buffer de extracei6n (100mM Tris-Hcl, pH 8.0; 1.4M de NaCI; 20mM EDTA; 1% SOS; 2%

CTAB) previamente calentado a GO°C. La mezcla fue sometida a agitacl6n vigorosa (vortex)

durante 3 minutos. Luego se adiciono 2ml de fenol (pH 5.1) Y 2 ml de una mezcla

doroformo: alcohol isoamilico (24:1) para luego ser incubado a GO°C durante 5 minutos.

Posteriormente se procedi6 a agitar vigorosamente (vortex) por 2 minutos, centrifugandose

luego a 11000 rpm. El sobrenadante obtenido fue tratado con un volumen igual de

• cloroforr'no qUè se centrifuge nUévar'nente. El nuévO sebrenadante fue tratado tOn 0,8

• volûmenes de isopropanol y O,3M concentraci6n final de acetato de sadio, dejando en reposo

• vertical a -20 oC durante toda la noche. AI dia siguiente las muestras fueron centrifugadas a

12000 rpm en tubas de 1,5 ml hasta completar todo el volumen. El pellet obtenido se lav6

• con etanol al 75% y finalmente las muestras fueron secadas en estufa a 50°C durante 15

••
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5.4.2. Hibridizaci6n molecular cuantitativa • Dot-Blot
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La cuantificaci6n dei 16S rRNA obtenido, tanto de las muestr'as como de los controles se

realiz6 utilizando el software de acceso libre por Internet Lablmage 2.7.1 (www.labimage.net)

empleando un control de concentraci6n conocida (DNA lambda Hind III).

minutos. El pellet fue hidratado con 200 ~d de agua destilada tratada con DEPC

(dietilpirocarbonato) y resuspendido al dia siguiente. Las muestras fueron alicuotas y

congeladas a - 20 oC para ser utilizadas posteriormente en la hibridaci6n cuantitativa.

K. SALAZAR CHAVEZ

La especificidad para las sondas correspondientes a los dominios de bacteria, arquea y

eucaria fueron evaluadas con el 168 rRNA obtenidos de cultivos puros de Escherichia coli,

Methanococcus maripaludis y Saccharomyces cereviseae, respeetivamente. De igual manera

para el grupo de Arqueas metanogénicas se utilizaron extraetos dei 16S rRNA de

Methanococcus maripaludis, Methanocuel/us marisnigrii, Methanosarcina siciliae,

Methanospirrillum hungatei. gentilmente proporcionadas por el Dr. William B. Whitman y

Magdalena Sieprawska-Lupa (Georgia University, Departamento de Microbiologla, USA) y

Hinsby Cadillo Quiroz (Comell University 1 Departamento de Microbiologla, USA). Para las

bacterias sulfato reductoras se utiliz6 amplificados dei 16S rDNA de cultivos de Desulfovibrio

desulforicans, Desulfococcus multivorans, Desulfobulbus propionicus, Desulfotomaculum

nigrificans y Desulfobacter lacto, proporclonados por el Dr. Richard Devereux (EPA

Pensacola, USA).

Aproximadamente 150ng de RNA disuelto en 100 ul de agua tratada con DEPC se

desnaturalizaron a 99 oC por 5 minutos y fueron colocados sobre una membrana de nylon

"Hybond-N+" (Amersham Pharmacia Biosciences RPN 20208) previamente tratada

utilizando el aparato de microfiltraci6n Bio-Do~ (Bio-Rad). Los blots fueron fijados en

estufa a 800C par 2 horas. La hibridizaci6n se realiz6 segun las instrucciones dei fabricante

con las temperaturas de hibridizaci6n y concentraci6n de sales optimizadas para cada sonda

El 16S rRNA obtenido fue analizado mediante hibridizaci6n por puntos, empleando el kit de

hibridizaci6n molecular de Amersham Biosciences Biosciences RPN5770 en conjunto con el

sistema revelador de Amersham Pharmacia 8iotech RPN3510, siguiendo las instrucciones

dei fabricante.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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Tabla 3. Parametros de las sondas de oligonucle6tidos utllizadas para el anâlisis

K. SAlAZAR CHAVEZ

·Datos obtenidos en "probeBase an onlme resource for r-RNA target for ohgonucleotide probes (www.nucrobial-ccology.n.:t)

1,2,3,4 MacGregor et al., 2001

5,6,7.8.9 Daly et al.. 2000.

3,10,11,12 Raskin et al., 1996.

La concentraci6n dei RNA de todas las muestras, asl coma las referencias fueron

normalizadas con la sonda universal (UNI1390). Para la determinaci6n de la abundancia

relativa de cada muestra se tom6 en cuenta la sumatoria de las sei'iales de las sondas de los

dominios correspondientes a bacteria (EUB338), arquea (ARCH917) y eucaria (EUK1379).

Las sei'iales de hibridizaci6n obtenidas en las placas filmicas fueron analizadas utilizando el

software de accesolibre por Internet Scionlmage 4.0.2. (www.scioncorp.com)

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SR8 - MA

(Tabla 3). Ademas, una serie de concentraciones conocidas (150, 100, 50, 25 Y 10 ng) de

control positivo para cada una de las sondas descritas anteriormente, asi coma un control

negativo fueron colocadas adyacentes a las muestras para estimar la cantidad de RNA

presente.

TEMP. CONC.
NOMBRE SeCUENCIA ORGANISMO TARGET' TM ('C)

HIB. ('C) SALES

UNJ13901 5', GAC GGG CGG TGT GTA Todos los organismes 40 44 1xCM·3'

EUB3382 5'· GCT GCC TCC CGT AGG Virtualmente todas las bacterias 40 54 lxAGT ·3'

ARCH9173 5'· GTG CTC CCC CGC CM Virtualmente todas las arqueas 40 56 1xTTC -3'

EUK1379~
5'- TAC AM GGG CAG GGA Eucarioltls Tamb. 41 1xC -3'

OSV6876 5'· TAC GGA TTT CAC TCC
La mayorfa de 109 Desulfbovlbrlonaceae y

T -3' Bigunos Desulfuromonales 40 41 1x

DesuffosercinB sp., Desulfonema Bpp.,

OCC8688 5'- CAG GCG GAT CAC TTA
De$ulfococcus sp., Desulfobacferium spp.,

ATG -3' De$ulfobotulus sp., Desulfostipes sp.,
40 47 O,5x

Desulfomusa sp.

0586237 5'- TGT TTC MG TGC WCT Desu/fobacter spp. 40 53 1x
TCC GGG G ·3'

0886608 5'- GM nc CAC TTT CCC Desulfobulbus 40 50 1x
CTC TG-3'

OFM228~ 5'- GGG ACG CGG AYC CAT Desulfofomaculum spp. 40 47 1x
-3'

MC110910 5'· GCA ACA TAG GGC ACG Methanococcaceae 40 55 1x
GGT CT -3'

MSMX860
11 5'· GGC TCG CTT CAC GGC

Methanosarcinales (Todas las MBthanosarcina y

TTC CCT -3' MBthanosBefB)
40 57 1x

Methanomicrobium spp., Methanogenium spp.,

MG120012 5'- CGG ATAATT CGG GGC MethanocullBus spp.• Methsnospirillum spp., 40 53 lx
ATG CTG-3'

Methanocorpusculum spp., MethanopiBnus spp.

.

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••."· ~;



5.5.1. Validaci6n de las membranas de hibridaci6n

5.5.2. Anallsis cuantitatlvo

5.5. Anâlisis Estadistlco

57

K. SALAZAR CHAVEZ

1 y =b + mx (1) 1

La serie de concentraciones dei rRNA de referencia (150, 100, 50,25 Y 10n9 de RNAlul)

aplicadas en cada membrana, penniti6 realizar el anélisis cuantitativo de todas las muestras

empleando el modela de regresi6n Iineal a través de la siguiente f6rmula:

La intensidad luminosa emitida por las l11embranas de hibridizaci6n tue captada sobre una

placa filmica, en la cual se realiz6 la evaluaci6n de los valores promedio y picos maximos de

la intensidad de luz para cada una de las muestras analizadas mediante el indice de

correlaci6n, "R", 10 que permiti6 identificar el valor que mejor se ajusta a las propiedades de

cada una de las placas, validando de esta forma las condiciones inherentes a la placa filmica

(donde el background de la placa, la seriai minima y maxima detectable deben

correlacionarse) .

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

6.2.3. Cuantificaci6n de la sef\al de hlbridlzaci6n

Para este prop6sito se realiz6 la evaluaci6n de la intensidad luminosa captada par la placa

filmica mediante el software ScionImage, realizando dos tipos de anélisis, el primera

concemiente al valor maxima (pico) y otro a la media (promedio) de la intensidad luminosa.

Estos dos parametros fueron evaluados aplicando el estadistico Pearson (Anexo 1) en

funci6n a una serie de concentraciones dei rRNA de referencia (150, 100, 50, 25 Y10ng/ul)

colocadas para cada sonda, indicando que la sef\al obtenida por el valor media reflej6 la

mejor correlaci6n (r =0,9), ajustandose al background de la placa filmica. Por 10 tanto, los

anélisis cuantitativos de la intensidad luminosa de las muestras fueron realizados en funci6n

a la media aplicando regresi6n lineal.

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.:
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Realizando un ajuste en esta f6nnula, podemos determinar la concentraci6n de rRNA total

para cada muestra mediante la siguiente f6rmula:

Los datos obtenidos fueron referidos en términos de abundancia relativa de cada grupo en

funci6n a la combinaci6n de las senales de bacteria (EU8338), arquea (ARCH917) y eucaria

(EUK1379), denominada coma UNI ajustada.

K. SAlAZAR CHAVEZ

y, representa la intensidad de luz en pixeles,

x, es la concentraci6n de rRNA total en ng/~l,

m, es la pendiente

b, es la histéresis.

\ .. Xn =(y-b}/m . ~2J ·1

y

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Donde:
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En general, los perfiles sedimentarios de los meandros lagunares mostraron caracteristicas

influenciadas por ellugar de la colecta tanta en las lagunas de aguas daras (La Granja y Rio

Viejo) coma en las lagunas de aguas negras (Chitiwara y San Gregorio). Los estratos
,

sedimentarios extraidos dei sitio de muestreo centra (CEN) y dei sitio de muestreo par

debajo de las macr6fitas (DEM) mostraron superficies levemente irregulares en la interfase

agua-sedimento y una fase acuosa enturbiada por suspensi6n de particulas dei sedimento

debido a la colecta manual de los mismos. El cilindro extraido en DEM se encontr6 cubierto

par una densa capa de raices perteneciente a la comunidad de macr6frtas propia de cada

laguna. Se observaron diferencias tante en la localizaci6n, profundidad, color, textura y

estructura granular dei sedimento (tabla 4).

Los perfiles sedimentarios extraldos de las lagunas de aguas bJancas mostraron las

siguientes caracteristicas; en el sitio CEN de La Granja el perti! mostr6 un calor marr6n darD

y una zona de coler amarillo a los 4 cm. de profundidad, de textura granular lodasa. El sitio

DEM mostr6 un color marr6n uniforme, de textura mucha mas Iodosa y menos granular. En

Rio Viejo el sitio CEN mostr6 un coler marr6n negrusco a 10 largo de todo el perfil, de textura

granular lodosa. El sitio DEM mostr6 un coler marrén oscuro, textura mas lodosa y menos

granular y presencia de materia vegetal en la interfase agua-sedimento. En las lagunas de

aguas negras; Chitiwara present6 un alto grado de eutrofizaci6n, por 10 que la muestra deI

sitio CEN se colect6 de una pequeria porci6n de agua libre, el perfil mostr6 un color

negruzco, textura lodosa parecida al lodo de pantano. El sitio DEM present6 un coler

negruzco, textura gredosa muy compacta con materia organica depositada sobre los

primeros centimetros dei perfil. En San Gregorio el sitio CEN mostr6 un color marr6n clara,

textura inconsistente, arcillosa y poco lodasa. El sitio DEM, present6 un color marr6n y se

observo daramente la presencia de una fase organica y vegetal hasta los 5 cm. de

profundidad y un sedimento mucha mas compacto y arenoso al incrementar la prafundidad.

K. SAl.ft:ZAA CHAVEZ

6.1. Caracteristlcas generales de los perfiles sedimenlarios

6. RESULTADOS

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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Elevada eutrofizacién en casi toda la laguna

Zona vegetal y orgénica diferenciadas à los
5 cm de rofundidad :. ...

. .. . . .
Materia . vegetal en descomposici6n
depositada en los primeras centfmetros dei
perfit . . .. ':'

Zona 'decolor amarilloa los 4 'cm ..
... ..

30 cm Marr6n-arell/osa eompacto .

2.60 m Marrén-Iodoso.

2.40 m Negruzco-gredoso

" ",

2.60 m Marr6n negrusco-Iodoso

2.20 m· Marr6n lodosa·

1.80 m Marr6n-arcîlloso inconsistante· Sedimento con elevada cantidad de agua

1.80 m Marr6n-lodoso

1.20 m Marr6n-lodoso.

Profundldad
a roxlmada

ESTRUCTURA P08LACIONAL DE SRB - MA

6.2. Propiedades fisicoquimicas y geoquimicas de los perfiles sedimentarlos

Tabla 4. Caracteristlcas generales de los estratos sedimentarios eolectados de las lagunas en
estudlo

El porcentaje de agua y densidad medidos a 10 largo dei perfil sedimentario reflejan la textura

y compactaci6n de los sedimentos. En general, todos los perfiles sedimentarios mostraron

una disminuci6n en el contenido de agua y un aumento de la densidad con el incremento de

la profundidad dei perfil (Anexo 1). El porcentaje promedio de agua fue mayor al 50% en

todos los perfiles sedimentarios a excepci6n dei perti! sedimentario dei sitio DEM (45%) de la

laguna San Gregorio (Iaguna de agua negra).

6.2.1. Porcentaje de agua y densidad

Laguna

DEM

San Gregorio

DEM

CEN

Chltlwara

DEM

CEN

CEN

La Granja

Rio Vielo

CEN

DEM
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a. Lagunas de aguas claras

K. SALAZAR CHAVEZ

Si bien los perfiles sedimentarios de ambas lagunas mostraron tendencias similares (Grâfica

1A y '1 B). En La Granja tanto en el sitio CEN coma en DEM el porcentaje de agua mostr6

valores promedio dei 51% y 57%, respectivamente (r = 0.64). Mientras que en Rio Viejo se

reportaron valores dei 64% para CEN y 70% para DEM (r =0.90). Observandose en el sitio

DEM valores relativamente mayores de contenido de agua y menor densidad respecto al sruo

CEN (Anexo 1).

b. Lagunas de aguas negras

En Chitiwara tanlo en CEN como DEM el contenido de agua disminuyo a 10 largo dei perfil

con un valor promedio dei 58% y dei 51 %, respectivamente (r =0.66). En San Gregorio, el

sitio CEN present6 una disminuci6n leve a 10 largo de todo el perfil con un valor promedio dei

94%, contrario a 10 observado en el sitio DEM donde el contenido de agua decrece

drasticamente con la prefundidad con un valor promedio dei 45% (r =0.78). Es asi que San

Gregorio (CEN) presenté caracteristicas particulares, ya que presente el mayer contenide dé

agua y el sito DEM el menor contenido de agua con relacien a las otras lagunas (Grafica 2A

y 28). Por oira parte, tante Chitiwara como San Gregorio mostraron en el $ito CEN mayor

porcel)taje de agua y menor densidad que en el sitio DEM, contrario a io obseNado en las

lagunas de aguas blailcas. (Anexo 1)

6.2.2. pH Y potencial oxido-reductor

Ei rango de pH en las lagunas analizadas se encontre entre 5.8 a 7.2. Observandose en el

sitio DEM valores de pH iigeramente menores comparados con ias dei sitia CEI\J (Anexo 1)

El patencial de oxido reducci6t"1, en la mayoria de lüs puntos de muestreo preset"lta un

caracter reductivo. a excepci6n dei sitio CEN en La Granja y el 9itio DEM en San Gregorio,

dende se observe de manera genera\ un Eh exidativo (Grâftcas 1 y 2). Por otra parte el Eh. .
éfl làs lagunas dé agua's negrâs lieride a Sé( Iigérarnènte reàuctivo a exidativo mienlras qUé

en las lagunas de aguas blancas este es mas reductivo.

62



b. Lagunas de aguas negras

Los valores de Eh en estas lagunas sugieren que el sitio CEN presenta Eh mas reductivos

que DEM, contrario a 10 observado en las lagunas de aguas blancas. Observandose el

siguiente orden Chitiwara (CEN) presenta el Eh mas reductor (-142mV), seguido par

Chitiwara (DEM) (-73 mV) y San Gregorio (CEN) (-92 mV) que presentaron un Eh

ligeramente reductor mostrando una tendencia oxidativa mientras que San Gregorio (DEM)

Par otra parte, los valores de Eh en los sitios de muestreo CEN y DEM en ambas lagunas

mostraron un carâcter reductor (con valores promedio de -129 mV en el sitio DEM de La

Granja; -105 mV y -112 mV en el sitio CEN y DEM, respectivamente en Rio Viejo), a

excepci6n -dei sitio CEN en La Granja que refJejo un ambiente oxidativo 144 mV (111mV a

177 mV). Sin embargo, el sitio DEM mostr6 un Eh mas reductivo que CEN. Ademas, el Eh

de estas lagunas tiende a ser mas reductivo que el observado en las lagunas de aguas

negras (Grâfica 1) (Anexo 1)

K. SALAZAR CHAVEZ

a. Lagunas de aguas blancas

En general los valores de pH para estas lagunas son Iigeramente mas bajos que los de las

lagunas de aguas blancas. En Chitiwara el perfil de pH en el sitio CEN y DEM mostraron

valores promedio de 6.6 y 6.4, respectivamente (r =0.22). Mientras que en San Gregorio los

valOl"es de pH se encontraron entre 6.8 para CEN y 5.9 para DEM (r =-0.33), siendo este

ultimo donde se registr6 el menor pH (ligeramente acido) entre todas las lagunas. Los

valores encontrados en el sitio CEN resuttaron ser a\go mas elevados a los valores promedio

dei sitio DEM (Anexo 2).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

En La Granja los perfiles dei sitio CEN y DEM mostraron va/ores promedio de pH de 7.3 (7-8)

Y 6.7 (6.8-6.6), respectivamente (r = 0.28). Mientras que en Rio Viejo se encuentran entre

6.8 (6.6-7) para CEN y 6.4 (6.3-6.6) para DEM (r =0.18). Observéndose que los valores de

promedio de pH en CEN son un poco mas elevados comparados con -el sitio DEM (Anexo 1).

Ademas, cabe destacar la fluctuaci6n observada en el sito CEN de La Granja entre los 4 y.7
cm de profundidad donde se registr6 'un pH 8, levemente alcalino con relad6n a tas demas

lagunas (Grâ1ica 1B).

••••••••
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b. Lagunas de aguas negras

a. Lagunas de aguas blancas

K. SALAZAR CHAVEZ

Estas lagunas presentaron valores que varlan entre 1.2% a 17.2% de carbono y entre 0.1%

a 2% de nrtr6geno, resultando ser mas altos comparado que los encontrados en las lagunas

de aguas blancas (Anexo 1), siendo el perti! sedimentario dei sitio CEN de San Gregorio el

que presenta valores porcentuales de carbono (17%) y nitr6geno (2%) superiores de hasta 8

a 3 veces, respectivamente, comparado con los valores reportados en las lagunas de aguas

Tanto en el sitio CEN como en DEM se observo que el contenido orgânico de estas lagunas

es relativamente bajo comparado con los encontrados en las lagunas de aguas negras con

valores que oscilan entre 0.39% a 3.7% de carbono y 0.07% a 0.33% de nitrogeno, siendo

los valores encontrados en el punto CEN de La Granja (0.33% a 0.43% de carbono y 0.069%

a 0.078% de nitr6geno) los mas bajos en comparaci6n con las otras lagunas (Grafica 1A)

(Anexo 1). Ademâs, tanto en el sitio CEN como en DEM se registraron valores maximos de

carbono orgânico y nitr6geno en los dos primeros centimetros dei perfil para ambas lagunas,

asimismo, el srtio DEM presenta valores de hasta 3 a 7 veces superiores en concentraci6n

de nitr6geno y carbono organico en comparaci6n con el sitio CEN de La Granja y 1.5 veces

en comparaci6n con el sitio CEN de Rio Viejo (Grâfica 1A y 18).

6.2.3. PorcentaJes de carbono orgânico y nitr6geno

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Los porcentajes de carbono organico y nitr6geno reflejan el contenido de materia organica de

las lagunas. En general, tanto el porcentaje de carbono organlco como el de nitr6geno

decrecen con la profundidad en todos los perfiles sedimentarios. El contenido de carbono y

nitrégeno entre las lagunas de aguas blancas y negras mostraron diferencias significativas (r

= 0.33 para %C y r = 0.29 para %N) (Anexo 2) con valores porcentuales de carbono y

nitr6geno de 1.95% y 0.19%, respectivamente para las lagunas de aguas blancas y de

6.06% y 0.68%, respectivamente para las lagunas de aguas negras (Anexo 1) (Grâfica 1 y 2).

constituye un caso particular ya que el perfil de Eh reflejo un caracter oxidativo (valor

promedio 68mV) muy diferente al encontrado en el sitio CEN de esta laguna (Grafica 28).
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blancas. Asi mismq, se observ6 que los valores.porcentuales de carbono y nrtr6geno deI srtio

CEN resultan ser mas elevados que los observados en DEM. contrario a 10 reportado en las

lagunas de aguas blancas, destacandose el perfil dei sitio CEN de San Gregorio que

presenta valores hasta 14 y 20 veces superior de carbono y nitr6geno. respectivamente,

co~parado con los valores reportados en el punto DEM (Grc3fica 2A'y 28).

ESTRUCTURA POBLA..CIONAL DE SRB - MA K. SALAZAR CHAVEZ



Grâfica 1. Caracteristicas fisicoquimicas y geoquimicas de los perfiles sedimentarios de La Granja (simbolo azul) y Rio Viejo
(simbolo amarrillo) A, punto de muestreo CEN; B, punto de muestreo DEM.
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Tabla 5. Raz6n C/N en las cuatro lagunas estudiadas

6.2.4. Concentraci6n y porcentaje de saturaci6n de oxigeno en la columna de agua

Tabla 6. Goncentraci6n de oxigeno disuelto (mg/L) y porcentaje de saturaci6n'de ~
en la columna de agua de las lagunas estudiadas

K. SALAZAR CHAVEZ

GIN J:~..§ra~a . Rio vI~ci .chitiwara Sim Gre.Qorio
'-'-.._--
Sitio GEN 522 766 11 87 8,86
Sitio DEM 931 11,25 946 11,60

-
(rnQ Û21L ro/~ Saturaci6n de O2 1Laguna Categorta

La Grania 2,53 17,45 Suooxico (D.Î - 6 mQ~)

Rio Vieio 1,31 37,S Suboxico (0.1 - 6 mgO:ILl

Chitiwara 0,35. 2',03 Suboxico (0.1 - ô mgOzll)

San GreQorio 6,90 83,67 6xico (6 - 12 maO?/L) 1

La medicién de estos parémetros en la columna de agua, permite establecer las

caracteristicas 6xicas de estas lagunas. As!, tanto las lagunas de aguas blancas y negras se

caracterizan por presentar caracteristicas sub6xicas, a excepci6n de San Gregorio que

mostré un caracter 6xico (Tabla 6).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La razén carbono/nitrégeno es utilizada para resaltar la calidad de sustrato (materia

organica) disponible y la influencia dei entomo sobre los sedimentos (Ingall y van Capppelen,

1990; Middel-burg et al., 1996; Raimbault et al., 1999; Këstery Meyer-Reil, 2001; Helland et

al., 2003), ya que los procesos de mineralizaci6n microbiana se ven influenciadas por las

mismas. En este est!Jdio, se observo que las lagunas de aguas blancas La Granja y R!o

Viejo presentan una raz6n C/N mayor en el sitio DEM respecte a CEN (r = 0.47 Y r =0.06,

respectivamente). Mientras que en las lagunas de aguas negras esta se presenta variable,

observéndose la razén C/N mas elevada en el sitio CEN de Chitiwara y DEM de San

Gregorio en re/acién a los otros dos sitios de muestreo en ambas lagunas (Tabla 5) (Anexo

1). En general, se observo que el sitio CEN en todas las lagunas presente mayores

diferencias que en DEM.

6.2.3.1. Raz6n C/N

•••
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Los extractos de RNA obtenidos de las lagunas de aguas blancas (La Granja y Rio Viejo)

presentaron una coloraci6n marr6n-clara, mientras que los extractos de las lagunas de aguas

negras (Chitiwara y San Gregorio) presentaron un color marr6n-negruzco, probab/emente a

causa de la coextracci6n de écidos humicos y fUlvicos.

En La Granja y Rio Viejo las bandas correspondientes al 168 y 23S rRNA fueron levemente

visibles, la cantidad de RNA extraido se encontr6 aproximadamente entre 0.5 a 0.1 ug de

RNA/g de sedimento, mientras que la cantidad asignada al fragmento 168 rRNA fue <0.1 ug

de RNA. Chitiwara y San Gregorio mostraron bandas bien definidas (Figura 10),

obteniéndose valores que se encuentra entre un rango de 4 - 12 ug de RNAlg de sedimento,

mientras que la cantidad asignada al fragmento 16S rRNA se encontr6 entre 0.5 - 5 ug de

16S rRNA.

K. SALAZAR CHAVEZ

6.3. Extracci6n de RNA a partir de muestras sedimentarlas

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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6.4.1. Perfit vertical de la composlcl6n de dominlos

'a. La'günas de aguas blandls

6.4. Dete,ccl6n y cuantlficacl6n de la'estructura poblaclonal m'edlante' hlbrldlzati6n
moleéular.

K. SALAZAR CHAVEZ

En La Granja (CEN), E'uK se presento como' el dominio mas'abundante hasta 10s 6 cm (50%)

distinguiéndose luego ARCH hasta los 10 cm de' profundldad (47%). Mieritras que én La

Granja' (DEM) ARCH 'fue el' dominib mas abundante' en los dos' primeros y ultimos

centinietros 'de -profundidad (44% y 49%, respectivamente), distingùiéndose luego '8 EUK

entre los' 3 a 8 cm '(47%). 'Un patr'én contrario se regiStr6 en Rfo Viejo (CEN), encontrândose

a ARCH como ei'dorninio mas abundante hasta los' 4 cm (43%), observandose luego a EUK

hasta los 10 cm de profundidad (48%) (Grafica 3A). En Rio Viejo'(DEM), se' observ6 tanto a

ARGH y EUK que altemaron en abundancra hasta los 6 cm de profundidad, sin registrarse

grandes variaciones entre ambos domlnios, mlentras que a mayor'profundidad (7 a 10 cm),

ARCH fue el domino mas abundante (72%) (Grèfica 38).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Por otra' parte. EU8 tante en el sitio CEN y DEM' mostr6 ser el dominio menos abundante en

ambas lagunas con un valor promedio deI 15% (7% a 23%), mostrando un pertH

relativamente homogéneo diferente' a los otros dominios (EUK y ARCH)' que presentaron

mayor variacién y fluctuaci6n a 10 largo dei pertil.

En general los dominios de eucaria (EUK) y arquea (ARCH) mostraron ser los mas

abundante en todas las lagunas, seguidos de batteria (EUS). Siendo arquea el mas

abundante en el sitio DEM. Cada laguna y cada sitio de muestreo (CE~ y DEM) presento'

caracter\stitas èspecificas sobre la disiribuci6n de los domiriios a 10 largo dei perfil en

profûndidad (Grafic8 3).

También cabe mencionar que los, vaiores méximos de abundancia de cada dominio se

'encuentran en punios totatmente diferentes entre lagunas y sitios de muestreo, Asi, La

Granja (CEN) present6 valores mâxfmos de EUS 'y ARCH a los'8 cm (18% y 52%) Y EUK en '

las capas superiores de 0 - 4 cm 'de profundidad (5'3%). En La Granja (DEM) presentô un

va/or maxima Cl los 7 cm (19%) para EU8. ARCH a los 10 cm (49%,) y EUK a los 5 cm (52%).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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b. Lagunas de aguas negras

Mientras que en Rio Viejo (CEN) EUS y ARCH presentaron valores maximos a los 3 cm

(19% y 45%) Y EUK a los 5 cm y 8 cm (55%), una distribuci6n similar se encontr6 en Rfo

Viejo (DEM) que present6 un valor maximo a los 8 cm (23%), ARCH a los 7 cm (93%) y EUK

a 9 cm (52%), hallandose ausente a los 7, 8 Y 10 cm de profundidad (Grâfica 3A y 3B).

En Chitiwara (CEN), los vaJores maximos de abundancia de EUB se registraron en el primer

centimetro (46%), ARCH a los 2 cm (46%) y EUK a los 5 cm (65%) mientras que en

Chitiwara (DEM), EUS presento valores maximos a los 6 cm (36%), ARCH a los 2 cm (53%)

y EUK entre los 7 a 8 cm (44%). En San Gregorio (CEN), EUS present6 un valor maximo a

los 2 cm (67%), ARCH a los 4 cm (48%) y EUK a los 6 cm (49%), hallandose ausente a los 2

y 10 cm de profundidad. En San Gregorio (DEM), EUS mostr6 un valor maximo al primer

centimetro de profundidad (24%), ARCH a los 7 cm (45%) y EUK a los 4 cm (51%) (Grafica

3A y 3S)

K. SALAZAR CHAVEZ

En Chitiwara (CEN), EUS fue el dominio mas abundante en el primer centimetro (46%),

seguido de ARCH a los 2 cm (45%) y entre los 9 a 10 cm de profundidad (43%) y EUK entre

los 3 a 8 cm (50%). En cambio Chitiwara (DEM) mostr6 mayor abundancia de ARCH en los

primeros tres centimetros (46%) y luego la distribuci6n y abundancia de los otros dominios se

mostr6 variable con la profundidad (Grafica 3B). Mientras que en San Gregorio (CEN) tanto

la distribuci6n como la abundancia de los dominios se encontr6 muy variable a 10 largo dei

perfil, destacandose como los mas abundantes ARCH y EUK (36%) (Grafica 3A). En San

Gregorio (DEM) los dominios mas abundantes fueron ARCH (39%) YEUK (42%) con valores

a~emantes a 10 largo de todo el perfil, mientras EUB mostr6 ser el dominio menos abundante

(19%) y de distribuci6n relativamente homogénea a 10 largo dei perfil (Grafica 38).

ESTRUCTURA POBLA.CIONAL DE SR8 - MA
••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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Grâfica 1. Estructura vertical de la abundancia relativa de bacteria (la), arquea (lB), y eucaria (;q.
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73



Comunidad de SRB

Comunidad de MA

a. Lagunas de aguas blancas
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En cuanto a los grupos de MA, en La Granja tanto en el sitio CEN como en OEM se observo

una distribuci6n semejante de todos los grupos a 10 largo dei pertil (Grafica 5). En Rio Viejo

(CEN) la distribuci6n de tOOos los grupos de MA fue relativamente similar a 10 largo dei pertil,

a excepci6n de MSMX que se present6 como el grupo mas abundante (31%) entre los 5 a

10 cm de profundidad (Grafica SA). En Rio Viejo (DEM) se observo mayor abundancia de

En La Granja (CEN) se observ6 mayor abundancia de los sub-grupos de SRB en los

primeros centfmetros de profundidad (entre 1 a 4 cm), destacândose a Desulfobulbus (OBB)

(33%) como el mas abundante seguido de Desulfotomaculum (OFM) (27%) (Grafica 4A). La

Granja (OEM) mostr6 mayor abundancia de los sub-grupos de SRB en la secci6n intermedia

dei pertil sedimentario (entre los 3 a 7 cm) con preponderancia de OBB (28%), seguido de

OFM (24%), mientras que en las capas superticiales y profundas dei pertil se observ6 mayor

abundancia de DFM. En Rfo Viejo (CEN) la distribuci6n de todos los sub--grupos de SRB fue

similar a 10 largo de todo el pertil (Grafica 4A) (Grâfica 4A). En Rio Viejo (OEM) a los 7 cm

de profundidad DFM se encontr6 con preponderancia (50%) hallandose ausentes los otros

sub-grupos (OBB, OSB, DCC y D8V). Por otra parte, se observ6 mayor abundancia de los

sub-grupos de SRB en las capas mas profundas dei perfil (entre los 8 a 10 cm) con

preponderancia de DSB (81 %) (Grafica 4)

6.4.2. Distribuci6n y abundancia de las comunidades microblanas de SRB y MA

La distribuci6n de las comunidades microbianas de SRB y MA fue evaluada en funci6n de su

abundancia en el perfil en profundidad. Cada laguna en cada sitio de muestreo (CEN y

OEM) present6 una distribuci6n caracterlstica de las comunidades microbianas de SRB y MA

a 10 largo dei perfil. La deterrninaci6n de la abundancia relativa de los grupos de SRB y MA

se realizo en base al 100% de la senal establecida par eucaria, arquea y bacteria (U~I

ajustada) en cada sitio y laguna en estudio.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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a. Lagunas de aguas negras
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En cuanto a los grupos de MA, Chitiwara (CEN) mostr6 una distribuci6n de todos los grupos

a 10 largo de todo el pertil, a excepci6n dei grupo MSMX el cual se halle ausente en el 1 y 7

cm. Chitiwara (OEM) mostr6 un distribuci6n relativamente similar de los 3 grupos de MA

alternando en ciertos puntos dei perfil (Graflca 58). En San Gregorio (CEN y OEM), se

observo una tendencia similar a la descrita en Chitiwara, encontradote ausente a MSMX en

los dos primeros centimetros en CEN (Grafica 5A).

En Chitiwara (CEN) se observo mayor abundancia de OBB (46%) entre los primeros 4 cm dei

perfil, hallandose ausente entre los 5 a 10 cm, la distribuci6n y abundancia de los otros

grupos de SRB fue relativamente similar a 10 largo dei perfil. En Chitiwara (OEM) se observo

que todos los sub-grupos de SRB se presentaron a 10 largo dei pertil con caracterlsticas

similares en cuanto a su distribuci6n y abundancia, a excepci6n de OBB el eual resulto ser el

mas abundante entre los primeros cuatro centimetros de profundidad (41 %) (Grafica 4B). En

San Gregorio (CEN), se observa un patr6n muy similar de todos los sub-grupos de SRB

hasta los 3 cm de profundidad, de los cuales OBB mostrâ ser el grupo mas abundante (29%).

A los 2 cm de profundidad se observ6 abundancia de todos los grupos de SR8,

destacimdose a DCC (50%) como el mas abundante (Granca 4A). San Gregorio (OEM)

mostr6 una tendencia similar en cuanto a Sl,.l distribuci6n y abundancia a la. observada en

Chitiwara (OEM), no obstante OBB resutto ser mas abundante a 10 largo de todo el perfil

(51 %) (Grafica 48).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

todos los ~rupos de MA en las capas profundas dei perfil (8 a 10 cm) destacandose MSMX

(38%) como el mas abundante. No obstante, cabe selÏalar que todos los grupos de MA se

hallaron ausentes a los 7 cm de profundidad, al igual que para la mayoria de las SRB en este

sitio de muestreo (Grafica 5B).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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a. Lagunas de aguas blancas

b. Lagunas de aguas negras

6.4.3. Estructura cuantitativa de las comunldades microblanas de SRB y MA entre

lagunas

K. SALAZAR CHAVEZ

El subgrupo de SRS mas abundante en La Granja (CEN) fue DBS (20%) mientras que en La

Granja (DEM) se encontr6 a DFM (22%), siendo DSV el grupo menos abundante tanto en

CEN como en DEM (14% Y 13%, respectivamente). En Rio Viejo (CEN y DEM), el subgrupo

de SRS mas abundante fue OFM (30% Y34%, respectivamente), siendo DSV (11%) el grupo

menos abundante en CEN y DCC (10%) en DEM (Grafica 6).

En Chitiwara (CEN) mostr6 como subgrupo de SRB mas abundante a DFM (22%) Y como el

menos abundante a" OSB (12%). En Chitiwara (DEM), OBS resulto ser el subgrupo mas

En relaci6n a los grupos de 'MA, tanto en el sitio CEN como en DEM en La Granja, se

encontr6 que el grupo mas abundante fue MSMX (26% y 23%, respectivamente) y como el

grupo menos abundante MC (14%) Y MG (15%), ·respectivamente. De igua"! manera ocurre

con el sitio CEN en Rio Viejo, donde el grupo mas abundante es MSMX (23%) y como el

menos abundante a MG (12%), mientras que en el sitio DEM en Rio Viejo, no se observaron

diferencias significativas entre los tres grupos pues ambos se presentan en una misma

proporci6n en el pertil con un valor dei 11 al 12% (Gréfica 6).

De manera general se observa que las lagunas de aguas blancas presentaron porcentajes

de abundancia de SRB y MA relativamente mas bajos que los encontrados en las lagunas de

aguas negras (Anexo 3). Por otra parte, las lagunas de aguas blancas presentaron en

ambos sitios de muestreo (CEN y DEM) como grupos mas abundantes de SRB y MA a DFM

y MSMX, respectivamente, a excepci6n deI sitio CEN en La Granja, donde DSS resutt6 ser el

grupo de SRS mayoritario. En contraste, las lagunas de aguas negras presentaron corno

grupos abundantes a DSS y MG, a excepci6n deI sitio CEN en Chitiwara donde DFM resulta

ser el subgrupo mas abundante de SRB. Por otra parte DSV resatt6 como el grupo menos

abundante en los dos tipos de lagunas (Gréfica 6).

ESTRUCTURA POBLA.CIONAl DE SRB - MA
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Tabla 7. lndice de correlaci6n entre la comunidad de SRB y MA Y los factores fisicoquimicos y
geoquimicos en cada laguna en estudio

6.5. Distribuci6n de SRB y MA Y asociaci6n con factores flslcoquimicos y

geoquimicos

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAl DE SRB - MA

abundante (35%), siendo el grupo menos abundante bSV (20%). Mientras que en San

Gregorio (CEN y DEM), el subgrupo mas abundante fue DBB (35% Y 51 %, respectivamente),

siendo el grupo menos abundante DSV (18%).

En cuanto a los grupos de MA, tanto en el sitio CEN y DEM, Chitiwara y San Gregorio

mostraron como grupo mas abundante a MG (Vu/o y 26% (CEN) y 26% Y 21% (OEM)) Y

coma el grupo menos abundante a MSMX (8% y 14% (CEN) y 14% (DEM) (Grafica 6).

El analisis de correlaci6n entre la distribuci6n y abundancia de las comunidades microbianas

de SRB y MA Ylas caracteristicas fisicoquimicas y geoquimicas, mostr6 que en las lagunas

de aguas blancas, el contenido de agua y la concentraci6n de carbono y nitr6geno present6

asociaci6n con la abundancia de MA (-0.93 < r < -0.46), a excepci6n de La Granja (CEN) que

favorece a SRB (0.74 < r > 0.63). En relacién al pH y Eh, estas se muestran variables tanto

para SRB y MA. En las lagunas de aguas negras, la concentracién de carbono y nitrégeno,

el pH, el Eh y el contenido de agua presentan mejor correlaci6n con la comunidad de SRB, a

excepcién de San Gregorio (DEM) que lavorece a MA (Tabla 7).

%C %N pH Eh %Agua %C %N pH Eh %AÇJua
La Granja Chitiwara

CEN CEN
5RB 0 0 -0,20 -098 0,72 SRB 0,56 0,56 -0,41 0,35 . 075

MA 0 0 024 -067 022 MA 008 020 010 -018 017
La Granja Chitiwara

DEM DEM
5RB -0,78 -0,70 0,23 0,23 -0,79 SRB -0,67 -0,72 -0,62 0,50 -0,89 .

MA -093 -089 036 0,19 -096 MA -0,36 -042 -046 0,24 -066
Rio Viejo San Gregorio

CEN CEN
5RB -0,41 -0,44 -0,06 -0,57 -0,50 SRB 0,39 0,44 -0,27 0,36 0,52
MA -0,68 -0,69 -0,39 -0,73 -0,52 MA 0,36 0,40 -0,20 031 0,46

Rio Viejo San Gregorio
DEM DEM

1 5RB -0,22 -0,12 -0,27 -0,12 -0,25 SRB 0,36 0,33 -0,64 0,47 0,38

1 MA -0,51 -0,46 0,12 -039 -0,52 MA 060 0,51 -0,70 0,73 068

·'
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Las lagunas de aguas blancas (La Granja y Rio Viejo) y de aguas negras (Chitiwara y San

Gregorio) constituyen ecosistemas diferentes por sus caracterîsticas fisicoquimicas y

geoquimicas, ya que las primeras se caracterizan por tener una baja concentraci6n en sales

y material organico (disuelto y en suspensi6n), un pH pr6ximo a la neutralidad, mientras los

segundos se caracterizan por que sus aguas son considerablemente ricas en material

organico (particulado y coloidal), especialmente en carbono organico disuelto (COD), tienen

un pH mas acido y contienen grandes concentraciones de acidos hûmicos y fûlvicos. Las

caracterîsticas fisicoquimicas de ambas lagunas probablemente se reflejen también en sus

propios sedimentos.

Ademas, es importante considerar que existen diferencias en la estructura de los perfiles

sedimentarios, pues se debe considerar que en todas las lagunas se realizo el muestreo de

dos sitios contrastantes; un sitio libre de vegetaci6n (CEN), afectada principalmente por

cambios producidos a causa dei movimiento interno de sus aguas, influenciadas por la

acci6n dei viento y ciclos pluviales, que nonnalmente pueden provocar mezclas y remover

las capas superiores dei sedimento, provocando la turbidez de la columna de agua. Por 10

tanto, la disponibilidad de substratos organicos e inorgimicos y la estructura de las

comunidades sedimentarias se veran afectadas por estos cambios. El otro perfil sedimentario

extraido debajo de una densa capa de vegetaci6n de macr6frtas propias de cada laguna

(DEM), que por su presencia y propagaci6n en esta area protege a los sedimentos de las

perturbaciones extemas, pennitiendo mantener la forma mas estable de los sedimentos. Por

otro lado, la misma sera responsable de los cambios producidos sobre la composici6n

fisicoquimica dei entomo de la superficie dei sedimento, ya que los productos de la

exudaci6n radicular, la descomposici6n de materia organica y el desarrollo de comunidades

microbianas 0 protozoarias adheridas 0 no adheridas, influyen sobre las condiciones

bioquimicas dei entorno y poclrian provocar cambios sobre la estructura comunitaria de los

sedimentos y que eventualmente tend ria influencia directa sobre la variedad y cantidad de

substratos disponibles para las SRB y MA.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

7. DISCUSIONES

7.1. Caracteristicas generales de los perfiles sedimentarios

K. SAlAZAR CHAVEZ

•••
•
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7.2.1. Porcentaje de agua y densidad

7.2. Asociaci6n entre la comunidad de 5RB y MA Y propiedades fisicoquimicas y

geoquimicas de los perfHes sedimentarios

K. SALAZAR CHAVEZ

En las lagunas de aguas blancas, los sedimentos dei sitio CEN y DEM se ven influenciada

por las aguas provenientes dei rio Beni, que en épocas de lIuvias entran en contacta directo

con el rio Beni, 10 que perturbaria sus sedimentos en especial en la zona litoral (DEM) 10 que

explicaria la leve compactaci6n y el aspecta lodoso de sus sedimentos, mientras que CEN

por situarse mas distante al rio presenta sedimentos levemente mas compactos al observado

Los sedimentos tienen influencia directa sobre las interacciones hidrol6gicas entre el agua

superficial y el agua subterranea. Asimismo, estos estan acoplados a la densidad poblacional

y la composici6n de la materia vegetal presente sobre los sedimentos y que influyen sobre la

diversidad de las comunidades microbianas. Las lagunas estudiadas ademas son

caracterizadas como planicies de inundaci6n, debido a que en época de lIuvias pueden estar

en contacto directo con aguas deI Rio Beni (La Granja y Rio Viejo) 0 tener un aporte de agua

pluvial (Chitiwara y San Gregorio) que modifican sus condiciones fisicoquimicas y

geoquimicas

Parametros ambientales tales como el movimiento y contenido de agua, luz, temperatura,

pH, nutrientes organicos e inorganicos determinan el patr6n estructural y de actividad de la

comunidad microbiana en sedimentos, que a su vez influyen en su entomo mediante su

metabolismo (Deming y Baross, 1993). Por 10 tanto, los sedimentos son sistemas complejos

afectados par la interacci6n de factores geoquimicos, fisicoquimicos y biolégicos (Këster y

Meyer-Reil,2001).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Por 10 tanto par las caracteristicas mencionadas, el perfil sedimentario puede cambiar tan

solo en milimetros de profundidad a causa dei establecimiento de micronichos que explicaria

la heterogeneidad espacial en el sedimento. Asi tan solo las caracteristicas propias de cada

tipo de laguna junto con las caracteristicas dei sitio de colecta dei perfil, podrian reflejar por si

solos cambios importantes sobre las comunidades microbianas y viceversa.
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en DEM (Grafica 1). Sin embargo, no se observar6n diferencias significativas de la

distribuci6n dei contenido de agua entre CEN y DEM (0.90 < r> 0.64) (Anexo 1).

La biota de los sedimentos acuaticos es extremadamente sensible a las alteraciones

hidrol6gicas produciendo cambios en la composici6n de grupos microbianas funcionales por

procesos tales como el flujo de agua y la frecuencia de inundaciones (McCabe y Gotelli

2000). Par 10 tante las comunidades microbianas de SRB y MA, también se verian afectadas

par los mismos. Por otra cabe mencionar que la concentraci6n de oxigeno disuelto en las

lagunas estudiadas, se encuentra dentro dei rango subOxico (0.1 - 6 mg02/L), a excepci6n

de San Gregorio que presenta una concentraci6n de 6.90 mgO:/L que corresponde a un

ambiente 6xico (Tabla 6). Por 10 tanto, coma todos los perfiles muestran un contenida en

agua mayor al 50% los sedimentos presentan una cierta concentraci6n de oxigeno disuelto

que de aiguna manera podria influir sobre los procesos metab6licos aerobias y anaerobios.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Un comportamiento contrario se observo en las lagunas de aguas negras, donde los

sedimentos dei sitio CEN presentaron mayor contenido de agua confiriendo a sus

sedimentos un aspecta lodoso en Chitiwara e inconsistente en San Gregorio que tal vez se

explique par que los mismos tengan influencia directa de las precipitaciones pluviales, por la

ausencia de materia vegetal y por caracteristicas propias de sus particulas sedimentarias

que son arcillosas resultando ser probablemente el sitio mas perturbado (Grafica 2). Mientras

que el sitio DEM presenta mayor compactaci6n de sus sedimentos confiriendo un aspecta

gredoso al sedimento en Chitiwara y un sedimento muy compacto en San Gregorio (Tabla 2),

que probablemente se explique por la ausencia de cuerpos de aguas cercanos, por 10 que

sus sedimentos se encontrarian menos perturbados. Ademas, la vegetaci6n presente en el

sitio DEM puede controlar 0 reprimir los procesos ecol6gicos en las lagunas (Gregory et al.,

1991) pues tienen un efecto de retroalimentaci6n 0 feedback sobre el flujo de agua y materia

en los sedimentas. Por 10 tanto, las diferencias entre la textura y campactaci6n de sus

sedimentos se explican par su contenido de agua que es diferente al observado en las

lagunas de aguas blancas (Anexo 1). Sin embargo, al igual que las lagunas de aguas

blancas, estas lagunas no mostraron diferencias significativas en la distribuci6n deI contenido

de agua entre los sitios CEN y DEM (0.78 < r> 0.66).•••••••••••••.:
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7.2.2. pH Y potencial oxido-reductor

El resultado de la competicién y coexistencia entre SRB y MA por el mismo sustrato depende

de las condiciones ambientales, siendo el factor mas importante el pH (V. O'Flaherty, et al.,

1998), ademas el mismo influye sobre la especiacién dei carbono (Maberly, 1996). Es asi

que tante las SRB y MA pueden tener diferentes pH éptimos asi como también un rango de

pH para su crecimiento, por 10 tanto el pH es un factor importante que podria determinar cual

de estas dos poblaciones microbianas se vuelve dominante durante el proceso de

mineralizacién de la materia organica. Aunque, O'Flaherty et al (1998), indican que a pH

entre 6.8 a 7.1 podrian inhibir a las SRB y MA, esta inhibicién se encuentra relacionada con

la concentracién de H2S, ya que la misma puede convertirse altamente téxica a pH elevados

(Zinder, 1993; Visser, 1993) y que se observo en ambientes ricos en concentracién elevadas

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Asi, la correlacién observada entre la comunidad microbiana de SRB y MA Y el porcentaje de

agua, muestra que la comunidad de MA presentaria mejor correlacién que SRB en las

lagunas de aguas blancas (-0.92< r > -0.52), a excepci6n de La Granja (CEN) donde se

observa 10 contrario (r= 0.72). Por 10 tanto, si bien las metanégenas son extremadamente

sensibles al oxigeno bajo condiciones de laboratorio y son capaces de morir aun a

concentraciones bajas de O2 , estudios recientes (Galagan et al., 2006) sugieren la presencia

dei operén citocromo d oxidasa homologo al encontrado en E. coli, en algunas MA como

Metanosarcina acetivorans, la cual participa en un paso importante en la respiraci6n

dependiente de O2 (Cotter et al., 1997), y que podria explicar la presencia de MA en

ambientes subéxicos. Por otra parte, en las lagunas de aguas negras, las SRB presentan

mejor correlacién que las MA (0.75 < r> 0.52), a excepci6n de San Gregorio (DEM), donde

se observa 10 contrario (r = 0.68) (Tabla 6). La distribucién de las SRB en estas lagunas se

explica por que son capaces de tolerar el oxigeno presente (Marschall et al., 1993; Sass et

al., 1997; Eschemann et al., 1999) sugiriendo que algunas SRB consumen O2 par respiracién

(Dillin y Cypionka, 1990; Dannenber et al., 1992; Marschall et al., 1993, Dolla et al., 2006)

como un mecanismo para evitar la exposicién al oxigeno molecular (Eschemann et al., 1999).

Lo que explica la presencia y abundancia de todos los subgrupos de SRB a 10 largo de todo

el perfil y que sugiere que las SRB puede ser aisladas de capas superficiales 6xicas en un

numero similar 0 mayor al detectado en las zonas anéxicas (Jorgensen y Bak, 1991; Sass et

al., 1997).
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Por otra parte, el sitio DEM de todas las lagunas reporto un pH Iigeramente acido comparado

con el sitio CEN (Anexo 1) que probablemente se atribuya a las caracteristicas propias de

este sitio (cubierto por materia vegetal) donde se producen procesos de reducci6n que de

alguna manera influyen sobre el pH dei sedimento. Ademas las Iqgunas de aguas negras

par su elevado contenido organico exhiben una caracteristica similar presentando un pH

relativamente mas bajo (ligeramente acido) al de las lagunas de aguas blancas (Grafica 1 y

2). Sin embargo, las diferencias entre los valores de pH entre el sitio CEN y DEM no son

K. SAlAZAR CHAVEZ

Las lagunas de aguas blancas mostraron valores de pH pr6ximos a la neutralidad,

mostrando una leve correlaci6n con la comunidad de MA (-0.39 < r > 0.24) y SRB (0.23 < r>

-0.06) (Tabla 7). Por otra parte, La Granja (CEN) constituye un casa particular, pues entre los

4 a 7 cm de profundidad se observo un pH ligeramente alcalino (pH>7.5). Si bien otros

estudios (Widdel, 1988; Colleran et al., 1995; Oude-Elferink et al., 1994) sugieren que a este

pH las SRB tienen mejores condiciones de crecimiento que las MA y podria esperarse una

competici6n de las SRB sobre las MA (Widdel, 1988; Colleran et al., 1995; Oude-Elferink et

al., 1994), en este estudio se registro una disminuci6n en la abundancia de todos los grupos

de SRB, mostrando a DFM como el grupo menos abundante en estos puntos, a excepci6n

de DSV el cual incremento en abundancia (Grafica 1 y 4). En cambio la abundancia y

distribuci6n de la comunidad de MA no se vio influenciada por el pH y no se observo una

disminuci6n de las mismas a este rango de pH (Grafica 5). Mientras que en las lagunas de

aguas negras que mostraron pH bajos (ligeramente acidos) presentarian una mejor

correlaci6n con las SRB (-0.62 < r > - 0.27) que con MA, aunque en San Gregorio (DEM), se

observo 10 contrario (r = - 0.7).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

de sulfato (aguas marinas), sin embargo en aguas dulces la concentraci6n de H2S parece no

inhibir a las mismas, sino mas bien contribuye a mantener la concentraci6n de sulfato por su

reoxidaci6n en la interfase 6xica/an6xica debido a la acci6n de bacterias quimiolit6trofas y

fotolit6trofas (Holmer y Storkholm, 2001). Sin embargo, en este estudio se encontr6 que

tante las SRB como las MA se encuentra entre el rango de pH de 5.4 a 8 y que se encuentra

dentro dei valor medio ideal4 a 8 tante para las SRB (Campeau y Bartha, 1984,1985; Steffan

et al, 1988) como para las MA (Visser, 1995; Widdel 1998). Los valores de pH en las

lagunas de aguas blancas mostraron valores cercanos a la neutralidad y que resultan ser

Iigeramente mas elevados que los observados en las lagunas de aguas negras (Anexo 1).

•••••••••••••e,
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7.2.3. Porcentajes de carbono orgânico y nitr6geno

En general las lagunas de aguas blancas, presentaron valores parcentuales bajos de

carbono y nitrôgeno, ya que estas lagunas tienen una baja cantidad de sales y material

K. SAl..AZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Si bien el Eh ideal para las SRB debe encontrarse inferior a -200 mV, la variaciôn de este

factor fisicoquimico en los dos puntos (CEN y DEM), en general parece no influir sobre las

SRB tal coma se reporto en otros estudios (Luna, 2004; Sanchez, 2005; Hoehler et al.,

2001), A excepciôn de La Granja (CEN) donde el Eh oxidativo presenta una elevada

correlaciôn con la comunidad de SRB (r = -0.96) (Tabla 7). Sin embargo, este estudio mostrô

diferencias significativas asociadas a la distribuciôn individual de cada uno de los subgrupos

de SRB, ya que en las lagunas donde el Eh presenta un caracter oxidativo, DBB parece ser

el grupo mas abundante, tal como se observa en el sitio CEN de La Granja (r=0.9) y en el

sitio DEM de San Gregorio (Graficas 1, 2, 4) (r= -0.32) (Anexo 6). Ademas, cuando el Eh es

mas reductivo como p.e. en el sitio CEN de Chitiwara entre los 5 a 10 cm de profundidad,

DBB se encuentra ausente (Grafica 4). Por 10 tanto, DBB presenta correlaciôn con el Eh en

especial en las lagunas de aguas negras (-0.56 < r> -0.32) (Tabla 7) (Anexo 6), sin embargo

debe asumirse que existirian otros factores que influyen en su distribuci6n y abundancia. En

cuanto a las MA parecen no ser afectadas directamente por el Eh ya que muestran un patr6n

mas homogéneo de distribuciôn.

Las diferencias observadas en cuanto a la disponibilidad de materia organica tante en CEN

como DEM de las lagunas de aguas blancas y negras, podria explicarse por la

heterogeneidad espacia\ de las propiedades de los sedimentos (Rudd et al., 1986; Snopek et

al., 1996; Urban et al., 1997), la cual puede ser manifestada por la disponibilidad dei sustrato

y par la estratificaciôn de las comunidades microbianas, tal como se observa en los dos sitios

de muestreo contrastantes (CEN y DEM).

significativas (-0.33 < r > 0.18) (Anexo 1), Y par 10 tante no se observô una asociaciôn

significativa sobre la distribuciôn de SRB y MA relacionadas con el pH (Grâfica 4 y 5) (Tabla

7). Sugiriendo que otros factores tales como la concentraciôn de sulfato, afinidad por el

sustrato, inhibiciôn por sulfuro y la naturaleza dei medio podrian también determinar el

resultado de la abundancia y distribuciôn de SRB y MA (V. O'Flaherty, et al. 1998).

••••••••••••••••••••.:.!
• l

.t.:..' ..,

.~ ~

.~
~
~.~
.\•."•



87

Asi mismo, los procesos de mineralizaci6n microbiana en sedimentos se ven intluenciados

por la disponibilidad dei sustrato (Egli et al., 1993), la cual esta frecuentemente asociada con

la materia organica. Schultz et al. (2007), explica esta dependencia a través de una

interpretaci6n termodinamica de conceptos teéricos tales como la calidad de materia

organica (Bosatta y Agren, 1999) indicando que existen diferentes tasas de descomposici6n

y de raz6n C/N. Es asi, que ta raz6n carbono/nitr6geno es utilizada para resattar la calidad

dei sustrato (materia organica) disponible y la influencia dei entomo sobre los sedimentos

(Ingall y van Capppelen, 1990; Middel-burg et al., 1996; K5ster y Meyer-Reil, 2001; Helland

et al., 2003). De este modo, si la razén C/N es baja, sugiere una fâcil degradaci6n de la

materia orgânica y par 10 tante una alta calidad nutricional, mientras que si la razén C/N es

elevada indica que la materia organica presente es refractaria a la descomposici6n (Kaster y

Meyer-Reil, 2001), aspecta que podria inf1uir directamente sobre la abundancia y diversidad

de las comunidades microbianas.

organico (disuelto y en suspensi6n), que podria influir sobre las condiciones fisicoquimicas y

geoquimicas dei sedimento. En especial La Granja (CEN) mostr6 los valores porcentuales

mas bajos de carbono y nitr6geno (Grafica 1) quizâs coma consecuencia de la poca

deposici6n de material orgânico en este sitio (libre de vegetaci6n), mostrando una diferencia

significativa dei contenido de carbono y nitr6geno comparada con el sitio DEM (r= 0.49 y r=

0.52, respectivamente) (Anexo 1). Ademâs, el sitio DEM se ve favorecido par el proceso

degradativo de la material vegetal (raices, hojas, etc.) presente en este sitio, 10 que también

podria explicar las diferencias encontradas entre CEN y DEM en Rio Viejo, aunque no se

observaron diferencias significativas (r =0.84 y r =0.91, respectivamente), probablemente por

que esta laguna se encuentra mâs alejada dei Rio Beni y par 10 tanto podria estar menas

perturbada. Del mismo modo en las lagunas de aguas negras, tanto el sitio CEN camo

DEM mostraron diferencias significativas en cuanto al contenido de carbono y nitr6geno,

particularmente en San Gregorio (r = 0.23 Y r = 0.11, respectivamente) (Anexo 1), a causa de

que sus sedimentos se ven influenciados par sus aguas ricas en material organico

(particulado y coloidal), y por el aporte de materia orgânica proveniente dei sitio DEM. Asi,

comparando los valores porcentuales de carbono y nitr6geno entre las lagunas de aguas

blancas y negras, se encontraron diferencias significativas entre ambas con un r = 0.33 para

carbono y 0.29 para nitr6geno (Graficas 1 y 2) (Anexo 2).

K. SAlAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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De tal manera los resultados anteriores también podria explicarse por la raz6n C/N, ya que

en el sitio DEM de las lagunas de aguas blancas la raz6n C/N resulto ser mas elevada que

en CEN (Tabla 5), y puede ser posible que una porci6n significante de la materia organica

sea refractaria a la descomposici6n (probablemente debido a la presencia de Iignina y

celulosa en este sitio), por otra parte los valores porcentuales bajos de la raz6n C/N

encontrados en el sitio CEN sugieren que el material organico de este sitio es degradado

facilmente. Por 10 tanto, ambos sitios de muestreo mostraron diferencias significativas en

funci6n a la raz6n C/N (0.47 < r> 0.06). Mientras que en las lagunas de aguas negras se

observo variabilidad en relaci6n a la raz6n C/N. Asi, Chitiwara (CEN) y San Gregorio (DEM)

mostraron la raz6n C/N elevada sugiriendo que la materia organica de estos sitios es

refractaria a la descomposici6n, sin embargo la raz6n C/N no seria determinante sobre la

abundancia y distribuci6n de SRB y MA en estas lagunas por el elevado contenido organico,

caracteristica propia de estas lagunas. (Tabla 5). Observandose una relaci6n inversa entre

ambos sitios de muestreo (-0.75 < r > - 0.32).

En las lagunas de aguas blancas, en La Granja (CEN), parece no existir ninguna

asociaci6n significativa entre la distribuci6n y abundancia de SRB y MA Y el contenido de

carbono y nitr6geno (r=: 0) (Tabla 7), que se explicaria por la distribuci6n homogénea de

carbono y nitr6geno en este sitio (Grafica 1). En La Granja (DEM), se observo una

correlaci6n inversa entre la abundancia de SRB y MA (-0.93 < r > -0.70) (Tabla 7),

observandose que entre los 2 a 5 cm cuando la concentraci6n de carbono y nitr6geno

disminuye existe un incremento en la abundancia tanto de SRB y MA, sugiriendo que en esta

fracci6n existiria un Incrementa tante de la actividad sulfato reductora y metanogénica. Aigo

similar aconteci6 tante para SRB y MA en Ri6 Viejo (CEN) entre los 4 a 10 cm (-0.69 < r > 

0.44), mientras que Rio Viejo (DEM) no se encontr6 una asociaci6n significativa tanto para

SRB como MA (Tabla 7), que mostraron un patr6n similar de distribuci6n y abundancia. Por

10 tanto, la disminuci6n de la abundancia observada en La Granja (CEN) para las SRB y MA

entre 4 a 7 cm de profundidad (Grafica 4) y la abundancia de SRB y MA en las capas

profundas dei perfil (8 - 10 cm) en Rio Viejo (DEM). estarian mas influenciados por otros

factores tales como el movimiento y contenido de agua, luz, temperatura, pH y otros que

determinarian el patron estructural y de actividad de la comunidad microbiana en sedimentos

(Deming y Baross, 1993), los cuales podrian influir en la disponibilidad y captaci6n dei

material organico por las comunidades microbianas.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA



89

Por 10 tanto, la actividad microbiana se ve afectada par los procesos quimicos y metab6licos

que ocurren en los sedimentos acuaticos (Peroni y Rossi, 1986). A su vez como resultado de

la mineralizaci6n de la materia arganica ocurre una subsiguiente Iiberaci6n de nutrientes

hacia el media conduciendo a un cambio en las condiciones existentes dei sedimento

(Deming y Baross, 1993) que influyen sobre el estatus tr6fico de los habitats acuaticos y en

general sobre todo el ecosistema. Ademas, el metabolismo microbiano conduce a la

formaci6n de biomasa bacteriana que sirve como una fuente de alimento para los

En las lagunas de aguas negras, en Chitiwara (CEN) entre los 2 a 4 cm se observa un leve

Incrementa deI material organico (Grafica 2), el mismo que coïncide con el incremento de

todos los grupos de MA y SRB a excepci6n de DCC, mientras que a mayor profundidad,

cuando el contenido organico decrece entre los 5 a 8 cm la abundancia de las SRB y MA

también disminuye (Grafica 4 y 5), esta heterogeneidad observada tante para los grupos de

SRB y MA en el sitio CEN (pequeiia area de agua libre) podria estar influenciada por la

materia organica proveniente de las macr6fitas circundantes a este sitio y pareceria estar

mas asociada con la distribuci6n y abundancia dè las SRB mostrando un valor de correlaci6n

de 0.56. Mientras que en Chitiwara (DEM) cuando la cantidad de material organico disminuye

entre los 4 a 10 cm se observa un incremento en la abundancia de ambas comunidades

(Grafica 2 y 4), mostrando una relaci6n inversa (-0.72 < r> -0.36) la cual podria explicarse

por el alto grade de eutrofizaci6n de esta laguna que conduce a procesos reductivos que

conlleva al consumo de la materia organica y consecuentemente favorecen a la producci6n

de biomasa microbiana. Un casa particular se constituye en San Gregorio (CEN), ya que por

tener los valores mas elevados de carbono y nitr6geno se esperaria una mayor abundancia

de la poblaci6n de SRB y MA sin embargo no se observo una re/aci6n significativa (Tabla 7),

sugiriendo que otros factores como la naturaleza de esta laguna (tierra firme), la elevada

inconsistencia de su sedimento junto con el elevado contenido de agua (Deming y Baross,

1993), podrian sugerir un ambiente adecuado para la acumulaci6n de material organico pero

no para la distribuci6n y abundancia de comunidades microbianas. Un comportamiento

similar se observo en el sitio DEM de esta laguna, mostrando un patr6n similar tante para las

SRB y MA, sugiriendo una mejor asociaci6n para MA (0.60 < r > 0.51). En general, tante en

las lagunas de aguas blancas como negras mostraron mayor contenido de carbono y

nitr6geno en los dos primeras centimetros dei perfil, que coincide con la abundancia

observada de SRB y MA.

.'••••••••••••••••••••••••••••••.;
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7.3. Extracci6n de RNA a partir de muestras sedimentarias y consideraciones

metodol6gicas para la hibridizaci6n cuantitativa en membrana

organismos bénticos (Hondeveld et al., 1992), consecuentemente ejerce influencia en la

transferencia y flujo de carbono en la cadena tr6fica. Asi, la calidad de la materia orgânica

presente influiria sobre la densidad y distribuci6n de las comunidades microbianas de los

sedimentos (Oanovaro et al., 1998; Helland et al., 2003).

Es asi que una de las principales variables a evaluar para los ensayos de hibridizaci6n

resutta ser la extracci6n dei RNA a partir de muestras ambientales. Por la que el método

empleado en este estudio (Fleming-CTAB) se desarrollo con el prop6sito de minimizar los

contaminantes que puedan ser co-extraidos, tales como; sustancias hûmicas y ONA, pues se

sabe que los mismos tienen efecto sobre la seriai de hibridizaci6n (Alm et al., 2000).

K. SAlAZAR CHAVEZ

El método Fleming-CTAB se basa en la utilizaci6n de una soluci6n desnaturalizante que

emplea un mecanismo de lisis por solubilizaci6n de las membranas celulares utilizando un

detergente (SOS) y un quelante (EOTA) a 60 oC. Las sustancias hûmicas fueron removidas

mediante la utilizaci6n de CTAB (hexadecylmethylammonium bromide), fenol y lavados con

c1oroformo: alcohol isoamilico (24:1). Ademâs, el fenol es utilizado para prevenir la

degradaci6n dei RNA (Sambrook et al., 1989). Sin embargo como el 80% dei carbono

orgânico en suelos consiste de sustancias humicas (Torsvik et al., 1990). las sustancias

humicas presentes en las muestras pueden extraerse con los âcidos nucleicos 10 cual se

evidenci6 por la presencia de coler en los extractos, ya que son resistentes a los procesos de

degradaci6n. Las lagunas de aguas negras presentan elevadas concentraciones de âcidos

hûmicos, 10 que explica el coler intenso de sus extractos. Sin embargo, debe considerarse

que la co-extracci6n de sustancias humicas interfiere en la hibridizaci6n (Tijssen, P. 1993).

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

El método de conservaci6n de muestras ambientales podrian influir sobre los resultados de

hibridizaci6n (Sessitsch et al., 2002; Keith et al., 2005), por 10 que en este estudio todas las

muestras fueron conservadas a -80°C hasta su procesamiento para evitar la degradaci6n dei

RNA. Sessitsch et al (2002), mostr6 que las muestras ambientales que fueron congeladas

fueron optimas para una mejor extracci6n de RNA, probablemente por el cambio de

temperatura (freeze-thawing) que permite una eficiente lisis celular.
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No obstante, no existen datos sobre la concentraci6n de acidos humicos en las lagunas en

estudio, y otros estudios similares mostraron que la concentraci6n >1.4 ug afectan la senal

de hibridizaci6n.

La subsiguiente precipitaci6n con isopropanol y lavados con etanol permiten la eliminaci6n

de los contaminantes restantes. Ademas, para prevenir la degradaci6n enzimatico dei RNA,

se realiz6 la inactivaci6n de las nucleasas presentes tratando las soluciones y materiales

utilizados con un desnaturalizante de proteinas (Dietilpirocarbonato al 1%(DEPC), ya que las

nucleasas afectan en diferentes regiones dei RNA y que también tienen serias influencias

Por 10 tanto, se debe considerar que la extracci6n de RNA directo es mas efectiva en lugar

de un subsecuente tratamiento con sistemas de purificaci6n (columnas y tratamiento con

DNasa) para no causar una parcial degradaci6n dei RNA y que sera de vital importancia para

producir una alta calidad de los resultados de hibridizaci6n (Moran et al., 1993; Alm et al.,

2000). Asi, en este método no se incluyeron técnicas de purificaci6n ni la digesti6n dei DNA

ya que producen la introducci6n de sesgos en la cuantificaci6n dei RNA extraido, ya que

gran parte dei RNA puede perderse por estas técnicas (Alm y Stahl, 1999). Ademas, Alm et

al. (2000), demostr6 que las sondas tienen mayor especificidad por el 16S rRNA que por el

ADN, y no se observaron diferencias significativas con la presencia dei ADN (Alm et al.,

2000)
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Por otra parte el fenol utilizado en esta mezcla tiene un pH 5,1 que causa la hidr61isis y

separaci6n dei DNA y la solubilizaci6n dei RNA, no obstante, algunas muestras aun

presentaron DNA, como se reporta par otros estudios (Simon y Azam, 1989; Southern, 1993;

Stahl et al., 1988; Steffan et al., 1988; Stumm y Morgan, 1996), que se explica por que en

gran parte las poblaciones de muestras ambientales se encuentran con frecuencia en la fase

estacionaria dei crecimiento (alta raz6n DNA/RNA) (Wheeler et al., 2000), por 10 que el efecto

dei DNA sobre la senal de hibridizaci6n fue similar al observado con acidos humicos

(saturaci6n de la membrana). Una soluci6n 16gica a este problema seria remover el DNA de

las extracciones de RNA mediante un tratamiento con DNasa. Sin embargo, se observo que

los extractos sometidos a DNasas, incrementa la senal de 3.5% a 14.2%, pues algunos

contienen RNasas activas que ocasionan una parcial degradaci6n dei RNA, 10 que explicaria

el incremento relativo de la senal de hibridizaci6n.
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Sin embargo, los procedimientos de Iisis y extracci6n empleados para el aislamiento directo

dei RNA ribosomal de muestras sedimentarias deben tomar en cuenta factores tales como el

contenido de compuestos organicos e inorganicos y la biomasa de la muestra analizada,

aunque se ha probado la eficiencia de este método para la extracci6n directa de RNA

proveniente de otras matrices ambientales (p.e. riz6sfera de macr6fitas, lodos y lixiviado).

7.4. Especificidad de las sondas

sobre los resultados de hibridizaci6n (Ogram et al., 1995). Este método fue exitosamente

aplicado para el aislamiento de RNA de muestras sedimentarias (Fig. 1). La concentraci6n

de RNA extraido en ambas lagunas estfm en el rango obtenido por otros estudios en

ambientes similares (agua dulce) (Ogram et al., 1995, Ravenschlag et al., 2000, Alm y Stahl,

2000, Frisheretal., 2000, Sessitsch etaI., 2002, van Keulen, etai., 2004; Chang etaI., 1993,

Felske et al. 1996, Fleming et al., 1998).

La cantidad de RNA que se emple6 para realizar la hibridizaci6n fue de 100 ng en todos los

cases a excepci6n de la laguna San Gregorio en la que se empleo solo 50 ng, pues en esta

laguna se observo una elevada contaminaci6n por acidos humicos (extractos de coler marr6n

oscuro). Considerar estas variaciones en el estudio fueron importantes ya que la relaci6n

entre la respuesta de la hibridizaci6n y la cantidad de RNA aplicado no es Iineal,

especialmente para elevadas cantidades de RNA aplicadas sobre la membrana a causa de

la saturaci6n de la membrana 0 interacciones entre sustancias humicas y RNA que afecta la

accesibilidad de la sonda hacia el target (16S rRNA) (Alm et al., 2000).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La especificidad de las sondas utilizadas (rango de detecci6n), se encuentra en directa

relaci6n a la complementariedad te6rica de las mismas, en este casa con secuencias

conocidas deI 168 RNAr de, arqueas y bacterias y 18S RNAr de eucalias. La especificidad

de las sondas se determino mediante su temperatura de hibridizaci6n (Temp. Hib.°C) en

funci6n a la temperatura melting (Tm) de cada sonda obtenida dei Data probeBase y la

concentraci6n de sales (soluciones de estrigencia) (Tabla 1), empleando cepas de referencia

tante para SRB y MA, 10 cual permiti6 reducir el rango de inespecificidad. Por otra parte,

también debe considerarse que las regiones dei 16S RNAr (secuencia altamente

conservada) en el casa de la sonda universal y las sondas para dominios son menos

estructuradas y por 10 tanto son mas susceptibles al c1ivaje par nucleasas, 10 que podria
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7.5. Perfil vertical de la composici6n y abundancia de dominios

El set de sondas empleado en este estudio detecto a los cinco subgrupos de SRB ytres

ordenes de MA, sin embargo como estas sondas se disenan a partir de cepas cultivables

probablemente se obvie la detecci6n de especies no cultivables y nuevas en las muestras

ambientales, por 10 tanto deben desarrollarse nuevas sondas en base allugar de estudio.

El empleo de sondas 16S rRNA permiti6 realizar la identificaci6n y distribuci6n de

comunidades microbianas en todo el perfil. Las sondas se extienden desde sondas

generales para la identificaci6n de dominios (arquea, bacteria y eucaria) hasta sondas

especializadas para la detecci6n especifica de comunidades bacterianas a nivel de familias 0

genero (SRB y MA) (Ramsing et al., 1996).

K. SALAZAR CHAVEZ

Si bien en otros estudios (Schwarz et al., 2006; Koizumi et al., 2003, Koizumi et al., 2004;

Zepp-Falz, et al., 1999) arquea representa solo una pequena parte dei total de la comunidad

procari6tica, en este estudio se observo que en todas las lagunas arquea muestra ser uno de

los dominios mas abundantes (Grafica 3). Interesantemente esta abundancia se observa a

10 largo de toda el perfil, incluyendo la interfase agua/sedimento, es decir en la zona

6xica/sub6xica, en lugar de la zona an6xica tal como 10 reportan otras estudios (Schwarz et

al., 2006; Koizumi et al., 2003, Koizumi et al., 2004; Zepp-Falz, et al., 1999). Debido a que en

este estudio solo se tom6 en cuenta a arqueas metan6genas y no asi a la otra familia de

arqueas (Crenoarqueotas), la abundancia de arquea también podria explicarse por la posible

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

explicar la abundancia particular observada de estos dominios., asi cuando la senal de

hibridizaci6n de la sonda UNI es relativamente baja en relaci6n a las sondas de los dominios,

una parcial degradaci6n de UNI debe ser considerada (Raskin et al., 1996). Por 10 tanto, en

este estudio para la determinaci6n de la abundancia relativa se utilizo la senal representada

por la sumatoria total de los dominios (L ARCH+EUB+EUK denomina UNI ajustada) que

representa una mayor senal a la observada por UNI. Por otra parte, las sondas mas

especificas, es decir las empleadas para detectar a los grupos de SRB y MA poseen

estructuras mas complejas y par 10 tanto son menos susceptibles a la degradaci6n por

nucleasas (Raskin et al., 1996). Por otra lado, la especificad y fiabilidad de las sondas

utilizadas ha sido confirmada recientemente (Loy et al., 2002).
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abundancia de esta ûltima sobre todo en las capas superficiales dei sedimento en

coincidencia con anteriores estudios (MacGregor et al., 1997; Alm y Stahl, 1999).

Interesantemente, en este estudio se observo un patron homogéneo de la distribuci6n y

abundancia dei dominio bacteria con la profundidad (Haglund et al., 2003; Miskin et al.,

1998). Si bien en otros estudios indican que la actividad bacteriana y la biomasa son

generalmente mas elevados en las capas superficiales de los sedimentos y que luego

decrecen con la profundidad (Fisher et al., 2002; Gachter et al., 1988; Hendricks, 1996), se

debe considerar la sobreestimaci6n dei numero, como se observa en estudios con

fluorocromos (DAPI) que tirïen tante células muertas como particulas no bacterianas

(Novitsky, 1987). Asi también se debe considerar que si bien la abundancia bacteriana es

elevada la actividad celular de bacterias es baja 0 solo una pequelÏa fracci6n de la

comunidad bacteriana es metabolicamente activa en los sedimentos (Novitsky, 1987), por 10

tante los resultados encontrados a través dei RNAr podria reflejan en cierto grade la

actividad metab6lica dei perfil sedimentario.

Asi mismo la elevada abundancia observada para eucaria a 10 largo de todo el perfil en

todas las lagunas en estudio podria explicarse probablemente por la cantidad de nutrientes

presentes en el ecosistema acuatico. De hecho, los sedimentos liberan nutrientes y

contribuyen con mas deI 80% de la entrada y liberaci6n total de nutrientes hacia las lagunas

(Larsen et al., 1981), que a su vez conduce a la formaci6n de biomasa bacteriana que sirve

como una fuente de alimento para los organismos bénticos (Hondeveld et al., 1992). La

fauna béntica en los sedimentos consiste en su gran mayoria de pequenos organismes tales

como anfipodos, cironomidos, nematodos, oligochaetes y algunos organismes largos tales

como los bivalvos (Srinkhurst, 1974; Kayak, 1988) y metazoas, que aprovechan el sedimento

para la deposici6n de sus huevos (Williams 1987). Por otra parte, se sabe que la actividad

béntica probablemente inhiba la sulfato reducci6n en las capas superficiales, pero pueden

estimular la misma en sedimentos profundos por la administraci6n de sulfato y materia

organica (Santa et al., 1999). Sin embargo, no se conoce mucha sobre el impacta de la

fauna béntica sobre el cielo dei azufre y son necesarios estudios futures para evaluar su

importancia (Holmer y Storkholm, 2001),

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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7.6. Distribuci6n y abundancia de comunidad de SRB y MA en sedimentos de

lagunas de aguas blancas y aguas negras

La estructura vertical delectada de SRB y MA en este estudio mediante hibridizaci6n con

sondas especificas es indicativo de su abundancia relativa y diversidad similar a 10 analizado

en otros estudios (Okabe et al., 1999; Purdy et al., 2001; Purdy et al., 2002; Koizumi et al.,

2003).

De acuerdo a la grafica 6, las lagunas de aguas negras presentan mayor abundancia de

SRB y MA que las lagunas de aguas blancas (Anexo 3), observandose diferencias

significativas con valores de 0.50 < r> 0.11 para SRB y -0.65 < r> 0.04 para MA (Anexo 4),

que podria explicarse por las caracteristicas fisicoquimicas y geoquimicas, asi como la

La presencia de los tres dominios indica que cada uno de ellos participa en la mineralizaci6n

de la materia organica, 10 que conduce a la formaci6n de rnicronichos en los sedimentos

(Sweerts, Rudd y nelly, 1986; Namsaraev et al., 1994), suponiendo la existencia frecuente de

una considerable sobre posici6n entre los diferentes tipos de respiraci6n (aerobia y

anaerobia) (Lovley y Klug 1983; Capone y Kiene, 1988) permitiendo una distribuci6n espacial

heterogénea de las comunidades microbianas en los sedimentos. Por otra parte, el producto

final 0 metabolitos formado por une de ellos es el sustrato para el otro hasta que la

mineralizaci6n de la materia organica sea completa. Ademas, el metabolismo de los

sedimentos varia altamente y depende de las caracteristicas individuales de cada laguna.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Por otra parte la acumulaci6n de grandes cantidades de materia organica provenientes de

hojas y otro material vegetal, limita la circulaci6n de agua guiando a un rapido consumo dei

oxigeno, limitando la difusi6n de oxigeno as! como también la penetraci6n de luz. El

resultado dei déficit en oxigeno conduce a la formaci6n de ambientes anaerobios que se

observan tanto en la superficie como en la profundidad de los sedimentos, 10 cual favorece el

desarrollo de comunidades anaerobias que suplementan al sistema con gases reducidos

tales como el metano y sulfuro de hidrogeno que generalmente estan representadas por MA

y SRB, respectivamente. Por otra parte su baja abundancia también puede explicarse por

que los mismos representan una fuente importante de alimento para la fauna béntica de la

laguna (Pace, 1988; Bak y Nieuwland, 1997; Epstein, 1997).
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interacci6n sintr6fica entre SRB y MA que se ven favorecidas para las lagunas de aguas

negras.

Asi mismo, estudios en sedimentos revelaron elevadas proporciones de sulfato reductores y

metan6genas dentro de la zona de transici6n sulfato-metano 10 que sugiere que la oxidaci6n

anaerobia deI metano esta acoplada a la sulfato reducci6n (Iversen y Jorgensen, 1985;

Thomsen et al., 2001; D'Hondt et al., 2004; Parkes et al., 2005). La reducci6n deasimilatoria

dei sulfato puede estar relacionada con la oxidaci6n de substratos que son dificiles de

degradar bajo condiciones an6xicas, tales como los alcanos y compuestos aromaticos, 0 aun

Del mismo modo, se observaron diferencias significativas entre la relaciôn de abundancia y

distribuci6n de SRB y MA Y los sitios de muestreo (CEN y DEM) (Tabla 6) (Anexo 6).

Observandose mayor abundancia de SRB y MA en el sitio DEM (con vegetaci6n), ya que

este sitio podria ser responsable de los cambios producidos sobre la composici6n

fisicoquimica dei entomo de la superficie dei sedimento, ya que los productos de la

exudaci6n radicular, la descomposici6n de materia organica y el desarrollo de comunidades

microbianas 0 protozoarias adheridas 0 no adheridas, influyen sobre las condiciones

bioquimicas dei entomo y podrian provocar cambios sobre la estructura comunitaria de los

sedimentos y que eventualmente tendria influencia directa sobre la variedad y cantidad de

substratos disponibles para las SRB y MA.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Por otra parte, recientemente, la coexistencia de SRB y MA ha sido observada en presencia

de concentraciones no Iimitantes de sulfato (Amann y Schleifer, 1995; Isa y Verstraete, 1986;

Nanninga y Gottschal, 1986; Nielsen, 1987; Parkin et al., 1990; Yoda et al., 1987). Estas

observaciones se atribuyen a diferencias en la colonizaci6n microbiana y propiedades de

adhesi6n (Isa y Verstraete, 1986; Yoda et al., 1987) 0 t6xicos variables de sulfuro (Hilton y

Oleszkiewicz, 1988; Parkin et al., 1990). Ademas, se encontraron poblaciones significantes

de SRB en ambientes con niveles bajos en sulfato (Mancuso et al., 1990; Thiele et al., 1988;

Wu et al., 1992). Estas observaciones explican porque las SRB pueden crecer

sintr6ficamente con metan6genas consumidoras de hidr6geno 0 formando co-cultivos

definidos de lactato, etanol, propionato, fumarato y piruvato, eliminando su necesidad de

reducir sulfato (Arche y Powell, 1985; Bryant et al., 1977; Guyot, 1986; Jones et aL, 1983;

Tasaki et al., 1993; Traore et al., 1983; Wu et al., 1992).
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La distribuci6n de SRB en relaci6n al perfil en profundidad ha sido vista en diverses estudios

a nivel de los 200 micr6metros de espesor (Schramm, et al. 1999), 0 en los primeras 10cm

hasta capas mas profundas en sedimentos lacustres (Sass et al., 1997; Fortin et al., 2000;

Lehmann et al., 2001). Esta diversidad espacial explica la versatilidad metab6lica de las

SRB observada tante en el sitio CEN como en DEM.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

La sulfato reducci6n es un proceso que requiere ausencia de oxigeno y siendo que las

lagunas estudiadas presentan un comportamiento 6xico/subOxico, es de suponer que la

concentraci6n de oxigeno afectara la composici6n de los subgrupos de SRB, ya que se

habla sugerido que el oxigeno inactiva 0 inhibe algunas enzimas y proteinas utilizadas en el

proceso de reducci6n (Canfield y Des Marais, 1991), sin embargo numerosos estudios

(Marschall et al., 1993; Sass et al., 1997; Eschemann et al., 1999) sefialan que las SRB

sobreviven bajo condiciones 6xicas y habian mostrado consumir O2 por respiraci6n (Dillin y

Cypionka, 1990; Dannenber et al., 1992; Marschall et al., 1993, Dolla et al., 2006) como un

mecanismo para evitar la exposici6n al oxigeno molecular (Eschemann et al., 1999). Por 10

tanto, las SRB pueden encontrarse en capas superficiales 6xicas en un numero similar 0

mayor al detectado en las zonas an6xicas (Jorgensen y Bak, 1991; Sa55 et al., 1997), 10 que

explicaria la presencia y abundancia de SRB a 10 largo de todo el perfil. Ademas, la

capacidad de reducci6n dei oxigeno parece ser mas pronunciada en cepas aisladas de

sedimentos de aguas dulces que las aisladas de ambientes marinos, y que podria estar

relacionado con la adaptaci6n a concentraciones Iimitadas de sulfato que tipicamente ocurre

en sedimentos de aguas dulces pero no en sedimentos marinos (Dannenberg et al., 1992).

la oxidaci6n anaerobia de metano en la zona de transici6n sulfato - metano (Iversen y

Jorgense, 1985; Thomsen et al., 2001; Ishii et al., 2004). Por 10 tanto, desde que las

bacterias sulfato reductoras y metan6genas en sedimentos puede competir por la misma

fuente de carbono y donadores de electrones (Oremland et al., 1978), la inhibici6n de las

sulfato reductoras puede conducir el f1ujo de electrones a poblaciones metan6genas.

•••••••••••••••••••.;



98

Ademas en las lagunas de aguas blancas su distribuci6n parece estar asociada al

potencial oxido reductor, por 10 tante el caracter reductivo en el sitio DEM podria favorecer la

abundancia de este subgrupo (r= 0.55 en La Granja y r=0.76 en Rio Viejo) (Gratica 1 y 4)

(Anexo 6). Par otra parte, la distribuci6n de DFM a 10 largo dei perfil también se ve

influenciada por la relaci6n metabélica con otros subgrupos de SRB (DSV y DBB). Asi, DFM

conjuntamente con DSV y DBB son incapaces de oxidar acetato y por 10 tante utilizan lactato

en mayor proparci6n conduciendo a la competici6n entre ellas par los mismos substratos

tales como; etanol, lactato, formato, acidos grasos, compuestos aromaticos y aminoacidos

que son oxidados completamente. Por 10 tanto, la abundancia observada en lagunas de

aguas blancas podria verse favorecida por la entrada de estos nutrientes a partir de de

aguas provenientes dei rio Beni (época de inundaciones). Por otra parte, la proporci6n CIN

Este subgrupo induye a los géneros Oesulfotomaculum y Desulfoesporosinus que es el mas

abundante en las lagunas de aguas blancas, el mismo incrementa con la profundidad. Sass

et al. (1997), encontraron que la distribuci6n de DFM es especifica con la profundidad,

encontrando a DFM casi inexistente en la interfase agua/sedimento mientras que a mayor

profundidad donde la regi6n se toma an6xica se encontr6 mayor abundancia de este

subgrupo. En contraste, en este estudio la distribuci6n y abundancia de DFM se observa

desde las capas superficiales hasta capas profundas dei perfil, aunque no existen reportes

sobre la tolerancia de DFM a condiciones 6xicas, este es el unico subgrupo de SRB gram (+)

con capacidad de formar endoesporas volviéndose de este modo resistentes a condiciones

adversas tales como la desecaci6n y la oxidaci6n dei media ambiente que a su vez le

permrte subsistir en una gran variedad de medios (Londry et al., 1997; Castro et al., 2000).

Ademas, la concentraci6n de oxigeno dentro de una simple particula sedimentaria

(heterogeneidad a microescala) puede variar fuertemente en unos pocos milimetros (Horner

Devine et al., 2004), 10 que a su vez conlleva a la formaci6n de micronichos aerobios y

anaerobios, que explicaria la abundancia de este subgrupo en las capas superficiales dei

sedimento. Ademas se observa que con la profundidad las condiciones se tornan mas

favorables para su desarrollo 10 que conduce a un enriquecimiento graduai dei numero de

células bacterianas con la profundidad (Gr<3fica 4), 10 cual también fue observado por Luna

(2005).

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

a. Desulfotomaculum (DFM) - Subgrupo (1)

K. SALAZAR CHAVEZ



99

b. Desulfobulbus (088) - Subgrupo (2)

de estas lagunas sugiere que la degradaci6n de la materia organica es mas accesible y por

10 tante la calidad de la materia organica favoreceria su mineralizaci6n (Ingall y van

Capppelen, 1990; Middel-burg et al., 1996; Raimbault et al., 1999; Kaster y Meyer-Reil, 2001;

Helland et al., 2003)

En las lagunas de aguas negras este subgrupo se presenta como el segundo subgrupo

mas abundante, en San Gregorio (DEM) el caracter oxidativo de esta laguna junto con el pH

ligeramente acido parecen influir en la abundancia de DFM (r = 0.63; r = -0.74,

respectivamente) (Grafica 2 y 4) (Anexo 6) como ocuni6 en La Granja (CEN).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Este subgrupo esta estrechamente relacionado con la familia Desurfobacteriaceae, son

oxidadores incompletos utilizan acidos grasos de cadena corta (Widdel y Bak, 1992), y

algunos pueden ademas crecer quimiolitro-autotroficamente por la desproporci6n de

tiosulfato, sulfito 0 azufre elemental (Lovley y Phillips, 1994).

Ademas, una caracteristica particular se observo a los 7 cm de profundidad en Rio Viejo

(DEM) ya que solo se observa la presencia de DFM encontrandose ausente todos los demas

subgrupos de SRB y MA, 10 que sugiere su relaci6n con otras comunidades microbianas no

SRB en este punto. Por otra parte Daly et al. (2000), indican que DFM muestra una distancia

a nivel filogenético en relaci6n a los otros subgrupos restantes (DBB, DSB, DCC y DSV),

estando estrechamente emparentada con el orden c1ostridiales.

Constituyéndose, La Granja (CEN), un casa particular ya que en este sitio se observa una

disminuci6n de la abundancia de DFM en relaci6n con la profundidad (en particular entre los

4 a 8cm), el cual parece tener una relaci6n inversa con el pH ligeramente neutro a alcalino

(r= - 0.39) Y con el caracter oxidativo de este sitio (r= - 0.69), es decir que pH ligeramente

alcalinos y Eh oxidativos 0 ligeramente reductivos tenderia a disminuir la abundancia de

DFM. Por otra parte, aunque la asociaci6n con el porcentajes de carbono y nitr6geno (0.69 <

r> 0.41), podria explicar de igual modo la baja abundancia en este sitio, no se observa una

influencia directa sobre este subgrupo, sugiriendo que factores tales como el pH y Eh,

estarian mas asociados a su distribuci6n y abundancia (Grafica 4) (Anexo 6)
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Por otra parte, la disminuci6n de la abundancia de DBB con la profundidad puede estar

asociada a la reducida disponibilidad de substratos (Minz et al., 1999) a 10 largo dei perfil,

ademas la actividad de DSV y DFM que utilizan los mismos substratos que DBB conducira a

Por otra parte los valores de pH observado en las lagunas de aguas blancas se

encontraron pr6ximos a la neutralidad y no presentan correlaci6n con la distribuci6n ni

abundancia de DBB (0.44 < r> 0.08). Mientras que en las lagunas de aguas negras donde

se observo un pH ligeramente acido parece estar asociado con la distribuci6n y abundancia

de DBB (r= 0.64), ya que el pH podria influir en la disponibilidad y especiaci6n de la materia

organica (V. Q'Flaherty, et al., 1998) presente en este tipo de lagunas (Grafica 1, 2 Y 4)

(Anexo 6)

Este subgrupo estuvo presente en todos los perfiles sedimentarios, siendo mas abundante

en las lagunas de aguas negras, que podria explicarse por la relaci6n existente con el

potencial

oxido-reductor (r =0.55) (Anexo 6). Es decir, que valores de Eh reductivos podrian contribuir

a disminuir la abundancia de DBB mientras que valores ligeramente reductivos con tendencia

a un caracter oxidativo parecen favorecer la abundancia de DBB, tal como se observa en

todo el perfil de San Gregorio (DEM) (Eh oxidativo) donde DBB resulta ser el grupo mas

abundante de todas las SRB estudiadas, mientras que en Chitiwara (CEN) (el sitio con el Eh

mas reductivo de las lagunas de aguas negras) DBB se encuentra ausente entre los 5 a 10

cm de profundidad (r = 0.11) (Grafica 2 y 4). Ademas, la capacidad de DBB de oxidar

oxigeno (Ito et al., 2002a; 2002b; Dolla, et al., 2006), podria de igual modo explicar la

abundancia de este subgrupo en ambientes Iigeramente reductivos y oxidativos. Aunque se

esperaria que estas lagunas de aguas negras presenten un Eh reductivo por ser ricas en

materia organica, se debe considerar la época de muestreo (final de la época seca) ya que

probablemente la mayoria de los sustratos fueron consumidos 10 que explicaria el caracter

Iigeramente reductivo a oxidativo de estas lagunas. Esta relaci6n de DBB con el Eh podria

también explicar excepcionalmente la abundancia de DBB observada en La Granja (CEN)

por el caracter oxidativo de dicha laguna (r= - 0.90), mientras que en las otras lagunas de

aguas blancas presentan un Eh mas reductivo que tiende a disminuir la abundancia de DBB

(Gratica 1 y 4) (Anexo 6).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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c. Desulfobacter (OSB) - Subgrupo (4)

Asi mismo, DBB es capaz de utilizar oxigeno como aceptor final de electrones (Ito et al.,

2002b), 10 que 10 convierte en sulfato reductores facultativos caracterizando de manera

singular a este subgrupo (Ito et al., 2000a). Por 10 tante la formaci6n de microcapas

sedimentarias (aerobias/anaerobias) favorece la composici6n predominante de DBB

indicando su adaptabilidad a condiciones adversas de su entomo (Santegoeds et al., 1998),

10 que explicaria su abundancia a 10 largo de todo el perfil.

una competencia por el substrato. Es importante mencionar que DBB prefiere propionato

como substrato, el cual es oxidado de manera incompleta hasta lactato que eventualmente

puede ser utilizado por la familia Desulfoviblionaceae (DSV), por los géneros

Desulfotomaculum (DFM) y Desulfobacter (DSB) y por el subgrupo Desulfococcus

Desulfonema-Desulfosarcina (DCC), es decir los restantes cuatro subgrupos de SRB, 10 que

explica el patr6n similar de todos los subgrupos de SRB a 10 largo de todo el perfil en todas

las lagunas (Grafica 4).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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Este subgrupo pertenece a la familia Desulfobacteriaceae, conjuntamente con DCC y a

diferencia de DSV, DFM y DBB poseen la caracteristica de oxidar un amplio range de

substratos de forma completa hasta CO2. Tanto en las lagunas de aguas blancas coma

negras su relaci6n con los factores fisicoquimicos parece no estar asociado con su

abundancia (Anexo 6). En cuanto al requerimiento de materia organica DSB parece no estar

relacionado directamente con el contenido y disponibilidad de materia organica en ambas

lagunas (0.55 < r> 0.05; 0.12 < r > 0.9, respectivamente).

Por 10 tanto, su baja abundancia respecta a los dos anteriores subgrupos podria explicarse

por que este subgrupo compite con MA par el mismo sustrato, el acetato, pues se sabe que

este subgrupo tiene la capacidad de metabolizar con mayor habilidad el mismo ya que posee

toda la maquinaria funcional para realizar la fijaci6n de carbono a través dei cielo dei acido

citrico (Balows et al., 1994). Otros estudios (Sass et al., 1997; Luna, 2005) observaron que

las secciones intermedias y mas profundas dei perfil favorecen la abundancia de este grupo.

Sin embargo en nuestro estudio tante su distribuci6n como su abundancia presenta un

patr6n homogéneo en todo el perfil, que podria explicarse por la presencia de subgrupos de
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d. Desulfococcus-Desulfanema-Desulfosarcina (DCC) - Subgrupa (5)

SRB oxidadoras incompletas tales como DSV, DBB y DFM, que degradan sus sustratos

(Iactato, etanol, propionato, acidos graso) hasta acetato, mismo que es utilizado por DSB

como fuente de energia hasta la oxidaci6n completa a CO2 , 10 que por otra parte explicaria el

patr6n similar en cuanto a su distribuci6n y abundancia de DSB con estos subgrupas de

oxidadores incompletos de SRB.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Este subgrupo incluye a tres géneros estructuralmente diferentes, Desulfococcus y

Desulfosarcina y Desulfonema, comparte estrecha relaci6n con la familia

Desulfobacteriaceae y por ende con los géneros Desulfobacterium, Desulfobacter y de

manera mas distante con Oesuffobulbus. Este subgrupo al igual que el anterior posee la

caracteristica de oxidar un amplio rango de substratos de forma completa, en especial

acetato. No obstante, la abundancia de DCC tanto en las lagunas de aguas blancas y

negras parece no estar asociado a factores fisicoquimicos y geoquimicos propias de estas

lagunas (Anexo 6), ya que su distribuci6n y abundancia se presenta variable a la largo de

todo el perfil con un patr6n similar al observado para DSB, 10 cual podda explicarse par que

ambas grupos oxidan completamente acetato, por 10 tante lIegadan a establecer relaciones

de competitividad por el mismo substrato y cooperatividad con los otros subgrupos de SRB,

ademas existiria la posible relaci6n sintr6fica con otras comunidades microbianas como las

MA (Thomsen et al., 2001). Por otra parte, la ausencia de este subgrupo a los 7 cm de

profundidad en Rio Viejo (CEN y DEM), se explicaria por la relaci6n existente de este

subgrupo con otros subgrupos de SRB y MA que compiten posiblemente de manera mas

eficiente par el mismo substrato (acetato) en este punto. Ademâs, cabe mencionar que el

género Desulfonema parece tener cierta afinidad por ambientes salinos, de manera

semejante a DSB y DBM, par 10 que existen razones para creer que la distribuci6n de DCC

Sass et al. (1997), observo que en lagunas 0ligotr6ficas la utilizaci6n de lactato por especies

oxidadoras incompletas de SRB dominan con un consecuente aumento relativo en la

utilizaci6n dei acetato por especies oxidadoras completas de SRB (DSB y DCC) con el

incremento de la profundidad, 10 que a su vez podria explicar la abundancia de DSB y DCC

en ciertos puntos intermedios y profundos en el perfil tanto de las lagunas de aguas blancas

como de aguas negras (Grafica 4).
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e. Desulfovibrio-Desulfomicrobium - subgrupo (6)

en ambientes continentales estâ mâs relacionada a los géneros Desulfococcus y

Desulfosarcina (Fukui et al., 1999).

K. SAlAZAR CHAVEZ

Aunque varios estudias (Jorgensen, 1991; Bak y Pfenning, 1991; Devereux et al., 1996;

Trimmer et at., 1997; King et al., 2002) senalan que DSV se encuentra en mayor proporci6n y

ampliamente distribuido. En contraste, este estudio encontr6 a DSV como el subgrupo de

SRB menos abundante en todas las lagunas estudiadas, 10 que sugiere que el lactato y otros

sustratos utilizados par este subgrupo son râpidamente consumidos, probablemente por

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Este subgrupo que se encuentra dentro de la familia Desulfovibrionaceae induye a los

géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium. Del mismo modo que DSB y DCC este subgrupo

parece no estar asaciado a los parametros fisicoquimicos y geoqufmicos (Anexo 6), a

excepci6n de los 4 a 7 cm en La Granja (CEN), donde el pH ligeramente alcalino junto con el

Eh oxidativo parecen favorecer su abundancia, algo similar ocurri6 en San Gregorio (DEM)

donde el pH Iigeramente acido junto con el Eh oxidativo parecen favorecer su abundancia a

la largo dei perfil, sugiriendo que un Eh oxidativo 0 Iigeramente reductor favorecen su

abundancia. Lo que podrfa explicar la abundancia de este subgrupo en ambos tipos de

lagunas.

Su distribuci6n en todas las lagunas presenta un patr6n similar al observado anteriormente

para DFM y DCC, ya que aprovechan los mismos substratos (Grâfica 4), dei mismo modo se

caracteriza por oxidar de manera incompleta substratos tales coma lactato, etanol, piruvato e

hidrogeno (Jorgensen, 1991; Bak y Pfenning, 1991; Voordoow et al., 1995) generando

acetato camo producto final de la fermentaci6n. Ademâs, en ausencia de sulfato la oxidaci6n

incompleta dei lactato conduce a la formaci6n de hidrogeno (Madigan et al., 1999; Balows et

al., 1995), por 10 tante este subgrupo podria favorecer al desarrollo de MA, que aprovechan

tante el acetato como el hidrogeno producido por DSV. Por otra parte su presencia a 10 largo

de todo el perfil al igual que en otros estudios sugiere que DSV tiene la capacidad para

tolerar el oxigeno y en algunos casos incluso consumirlo (Zinkevich y Beech, 2000;

Loubinoux et al., 2002, Dalla et al., 2006) 10 que conlleva a su amplia distribuci6n en diversos

hâbitads.
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a. Orden Methanococcales (MC)

7.6.2. Distribuci6n y abundancia de la comunidad de MA

Las MA pertenecen al dominio arquea (Woese et al., 1978) y al reine Euryarchaeotaea

(Woese et al., 1990; Saone et al., 1993) y pueden utilizar acetato, H2 , CO2 , formata y/o otras

fuentes de carbono tales como el metanol, metiltioles y metilaminas como substratos de

energia.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Este orden se caracteriza por ser capaz de utilizar hidrogeno y formata como donadores de

electrones, oxidando el hidrogeno hasta reducirlo a CO2 y son conocidos como

hidrogen6trofos. Su abundancia y distribuci6n parecen no estar asociada con los factores

fisicoquimicos y geoquimicos (Anexo 6). No obstante, este grupo es el mas abundante en las

lagunas de aguas negras comparado con las lagunas de aguas blancas, que probablemente

se explique mas que por la materia organica rica de estas lagunas por la presencia de otras

comunidades microbianas que juegan un roi importante en el desarrollo dei mismo, por 10

tante la ausencia de subgrupos de SRB tales como OSS, OSB, DCC y OSV podria explicar la

Otros estudios (Namsaraev y Dulov, 1995; Thebrath et al., 1993) seiialan que si bien la

sulfato reducci6n es dominante sobre la metanogénesis en sedimentos de aguas marinas,

contrario a 10 observado en sedimentos de aguas dulces donde la metanogénesis es el

proceso dominante ya que las bajas concentraciones de sulfato favorecen mas a las

poblaciones de MA que a las SRB, 10 que explicaria la distribuci6n y abundancia de los tres

grupos de MA y dei dominio arquea en todo el perfil de la lagunas estudiadas.

otras SRB tales como OFM y OBB que resultaron ser mas abundantes. Ademas, la

abundancia de DSV en otros estudios se explica por la especificidad de la sonda OSV687

que detecta a este subgrupo pero también a microorganismos correspondientes dei grupo

Geobacteraceae (Ionergan et al, 1996; Sahm et al., 1999) 10 que conduce a una sobre

estimaci6n en la abundancia de OSV. Asi mismo, la enorme diversidad de OSV ha hecho

dificil el disefio y uso de marcadores moleculares especificos basado en el16S rRNA para su

detecci6n en los distintos ecosistemas (Oaly et al.. 2000)
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c. Orden Methanosarcinales (MSMX)

b. Orden methanomicrobiales (MG)

ausencia tante de MC, MG Y MSMX a los 7 cm de profundidad en Rio Viejo (CEN y DEM),

debido a la interaccién sintrofica de ambas comunidades microbianas.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

Los miembros de este orden son metan6genas mesofilicas 0 termofilicas utilizan

principalmente acetato para producir metano (Baone et al., 2001), es decir que son

acetotr6fas. También pueden utilizar el grupo metil dei metanol, metilaminas 0

dimetilsulfuros para producir metano, el hidrogeno también es utilizado como un donadar de

electrones externo. Los miembros de este orden son metabolicamente y fisiol6gicamente las

mas versatiles metan6genas. Solo las especies de Methanosarcina poseen las tres vias

Este orden al igual que el anterior se caracteriza por ser hidrogen6trofas. Por 10 que su

presencia en lagunas de aguas negras podria explicarse al igual que MC por la presencia de

otras comunidades microbianas que favorecen su desarrollo. Ademas, una gran proporci6n

de Methanomicrobiales se habian encontrado en sedimentos de aguas dulces 0 acuiferos de

aguas subterraneas. Falz et al (1999) detecto dos c!uster principales relacionados M. concilii

y protozoarios endosimbiontes (orden Methanomicrobiales).

Kim et al., habia considerado que el pH podria influir sobre la actividad metanogénica, ya

que regula la produccién de H2 anaerobio en los sedimentos y que puede ser consumida

rapidamente por la poblacién de MA. Es asi que la distribucién y abundancia de MG podria

estar asociada con el pH ligeramente acido de las lagunas de aguas negras (0.5 < r > -0.60)

(Grafica 2 y 5) (Anexo 6), ya que se reporto produccién eficiente de hidrogeno a pH 5 (Lay,

et aL, 2000), mientras que un pH mas elevado 0 mas bajo que este diminuye la producci6n

de hidrogeno e inclusive su produccién se encuentra ausente a pH 4, probablemente par que

la actividad de la hidrogenasa puede ser afectada a pH bajos (Lay, 2001; Dabrock et al.,

1992). Esto conlleva a sugerir que las MA consumidoras de hidrogeno como MC y MG

(tlidrogenétrofas) son mas tolerantes a condiciones acidas que MA consumidoras de acetato

camo MSMX (acet6trofas) (Kim et al., 2003), la que justificaria la abundancia de MC y MG en

lagunas de aguas negras que reportaron un pH Iigeramente acido.
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7.7. Interacci6n y ecologia de las comunidades de SRB y MA

metab61icas para la metanogénesis. Se ha reportado la presencia de este arden tante en

sedimentos de aguas marinas como de aguas dulces (Zinder, 1993).

Este grupo al igual que los otros grupos no muestran correlaci6n con los datos

fisicoquimicos. Sin embargo, la raz6n variable de CIN en ambos tipos de lagunas (aguas

blancas y negras) sugiere que la mineralizaci6n de la materia organica probablemente

genere una elevada cantidad de metabalitos que podrian actuar como catalizadores 0

inhibidores de la actividad metanogénica.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA

En este estudio se detectaran a cinco subgrupos de SRB ytres 6rdenes de MA, los cuales se

ha\\aron presentes a 10 largo dei perfH en todas las lagunas, con diferencias comunes en

ciertos puntos (Gr8fica 4 y 5) que sugieren procesos de interacci6n entre las mismas. Una

de estas interacciones caracteristicas entre las SRB y MA es la sintrofia (comer juntos) que

invalucra que estas organismos compitan par sustratos comunes tales como acetato e

hidrogeno en la mineralizaci6n de la materia organica y por 10 tanto, jueguen un roi

Par otra parte, si bien las metanégenas son extremadamente sensibles al oxigeno bajo

condiciones de laboratorio y son capaces de morir aun por concentraciones bajas de O2 .

1nteresantemente se encontr6 un operon en Metanosarcina acetivorans homologo al

citocromo d oxidasa de E. coli (Galagan et al., 2006). La citocromo d oxidasa en una enzima

importante en la respiracion dependiente de O2 en E. coli (Cotter et al., 1997). Por 10 que el

roI primario de la citocromo d oxidasa en M. acetivorans sugiere que juega un roi en la

protecci6n de la taxicidad par el oxigeno en numerosos organismos, presumiblemente por el

consumo de O2 0 par la disminuci6n en su concentraci6n (Cotter et al., 1997; Duwat et al.,

2001; Endley et al., 2001). Tai roi protectivo por 10 tanto es posible en M. acetivorans.

Ademas, cydAB, dos superoxido dismutasa y una superoxido reductasa y una catalasa han

sido identrficadas y estan involucradas en la protecci6n dei oxigeno (Galagan et al., 2006).

Por otra parte aunque se reporta a DBB como el subgrupo de SRB mas abundante en las

lagunas de aguas negras, no tiene la capacidad de oxidar acetato, mientras que MSMX

aprovecha la disponibilidad dei mismo, compitiendo con las poblaciones de DCC y DSB por

el mismo substrata, dominando MSMX sobre DSB y DCC (Anexo 6)
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Un experimento realizado en quimiostato a concentraciones limitantes de sulfato (Laabbriej

et al., 1984), mostr6 que Desulfobacter postgatei que utiliza acetato como fuente de energia

resulta ser un pobre competidor por el sulfato disponible frente a Oesulfobulbus propionicus y

Oesulfovibrio baculatus los cuales utilizan propionato e hidrogeno coma fuente de energia,

respectivamente. Como las lagunas estudiadas son de aguas dulces, es de esperarse que la

fundamental en el funcionamiento global de los ciclos biogeoquimicos (Bryant et al., 1977;

Loveley y Klug, 1983; Schënheit et al., 1982; Grabowski et al., 2005). Si bien las SRB forman

un grupa versatil de organismos que utilizan una amplia variedad de aceptores de electrones

y fuentes de carbono, los mismos pueden ser utilizados par otras comunidades microbianas

como las MA. Asi la distribuci6n y abundancia de los diferentes grupos de SRB y MA

probablemente se expliquen par su interacci6n sintr6fica. La distribuci6n tanto de SRB y MA

en todo el perfil sugiere que los sustratos utilizados por ambas comunidades microbianas se

encuentran distribuidos heterogéneamente a 10 largo de todo el perfil. Las SRB utilizan una

variedad de sustratos en lugar de consumir un unico substrato como donador de electrones,

10 cual parece ser procedente solo en habitats naturales.

En el presente estudio se encontr6 a DSV, DBB y DFM que tienen la capacidad de oxidar

substratos organicos (Iactato, propionato, etanol, hidrogeno, etc.) incompletamente hasta

acetato, el cual a su vez puede ser utilizado por DSB y DCC que son capaces de oxidar el

acetato hasta CO2 y H2 . Sin embargo, como la concentraci6n de sulfato es Iimitante en este

tipo de lagunas, el acetato es usualmente degradado via metanogénica por MSMX, (Hadas y

Pinkas, 1995; Nüsslein et al., 2001), es decir, que MSMX consume mucho mejor el acetato

que las SRB oxidadoras completas en sedimentos de aguas dulces, observandose en este

estudio la dominancia metab61ica de MSMX sobre las SRB oxidadores completas (DSB y

DCC) en las lagunas de aguas blancas (Anexo 7). Por otra parte, el H2 y CO2 proveniente de

la oxidaci6n completa dei acetato por las SRB conjuntamente con el proveniente de la

fermentaci6n primaria de la materia organica, puede ser consumido tante por las SRB

oxidadoras incompletas como par las MA hidrogen6trofas, es decir, los grupos MC y MG que

utilizan H2 y CO2 para producir metano. Aunque en las lagunas de aguas negras se observo

la abundancia de DBB y MG, no se observo una dominancia metab6lica de MG y MC sobre

las oxidadoras incompletas de SRB (DFM, DBB Y DSV) (Anexo 7),10 que sugiere que ambas

coexisten probablemente compartiendo sustratos comunes y no-comunes.

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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Por otra parte es importante considerar que las sondas utilizados para detectar al subgrupo

DSV, abarca un amplio rango de especies en el orden Desulfovibrionales, 10 que en muchos

casos explica la abundancia de DSV en otros estudios, en contraste a este estudio. Sin

embargo, cabe sefialar que la detecci6n de Geobacteraceae por esta sonda podria causar la

sobreestimaci6n de OSV. Ademâs debe considerarse que las sondas se disefiaron a partir

de cultivos puros y otras secuencias conocidas, por 10 que la baja abundancia de DSV en

este estudio podria sugerir la existencia de nuevas especies de 08V. Un hecho semejante

se observa con la sonda para el subgrupo DCC que pueden detectar cuatro géneros

conocidos de SRB ademâs de los propios dei subgrupo. En contraste, las sondas para los

subgrupos DBB, DFM YDSB son mucha mas especificos para sus géneros correspondientes

(Oesulfobulbus, Oesulfotomaculum y Oesulfobacter; Loy et al., 2002). Por 10 tanto para

disponer de una buena informaci6n taxon6mica es necesario obtener sondas propias a partir

de muestras provenientes dei lugar de estudio, ya que los utilizados en este estudio si bien

concentraci6n de sulfato sea Iimitante en este tipo de lagunas (Holmer y Storkholm, 2001),

por 10 tante podria esperarse que el propionato e hidrogeno puedan ser preferentemente

utilizados por SRB oxidadoras incompletas como DSV, DFM y DBB generando acetato como

producto final. Por otra parte cabe mencionar que las MA no son capaces de convertir el

butirato 0 propionato a metano raz6n por la cual deben establecer un consorcio con las SRB

que utilizan estos substratos y que a su vez generan acetato e hidrogeno los cuales son

utilizados por MA para la producci6n de metano (metanogénesis). Por otra parte, las

especies oxidadoras incompletas DBB y DFM generalmente crecen mucho mas rapido que

los oxidadores completos DSB y DCC, 10 que explicarfa la abundancia de DFM en lagunas

de aguas blancas y DBB en lagunas de aguas negras (Grafica 6). Cabe mencionar que DBB

no presenta relaci6n sintr6fica con metan6genas, 10 cual remarca una caracteristica

importante de este subgrupo (Harmsen et al., 1996). No obstante, el desarrollo de DSB

podrja ser independiente pero indirectamente estimulado tante por la actividad de

comunidades metanogénicas como por otros subgrupos de SRB. Del mismo modo, la

abundancia de MSMX y MG observada en este estudio habia sido reportado en otros

estudios en sedimentos de aguas dulces (Glissmann et al., 2004; Go et al., 2000; Koizumi et

al., 2003), esta frecuente posibilidad de ocurrencia entre MSMX y MG sugieren que son una

eficiente pareja sintr6fica en la degradaci6n completa de materia organica en sedimentos de

aguas dulces (Schwarz et al., 2006).

K. SALAZAR CHAVEZESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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detectan a grupos generales de SRB y MA no podrian reflejar la verdadera distribuci6n y

abundancia de las mismas, que ademas conduce a la probabilidad de encontrar nuevas

especies de SRB y MA.
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~ La distribuci6n y abundancia de los dorninios, mostr6 a arquea como une de los

dominios mas abundantes, seguido por eucaria y bacteria, donde la ultima mostr6 un

patr6n homogéneo en cuanto a su distribuci6n y abundancia. Por otra parte, las lagunas

de aguas negras presentaron mayor abundancia de SRB y MA que las lagunas de aguas

blancas observandose diferencias significativas con valores de 0.50 < r> 0.11 para 8RB

y -0.65 < r > 0.04 para MA. Del mismo modo, se observaron diferencias significativas

entre los sitios de muestreo CEN y DEM. Observandose mayor abundancia de SRB y MA

en el sitio DEM (con vegetaci6n) respecto a CEN (sin vegetaci6n).

>- Se logr6 la optimizaci6n de métodos de extracci6n de RNA asi como también de las

condiciones de hibridizaci6n dot-blot. El método (Fleming-CTAB) mostré una buena

eficiencia para extraer RNA, la cantidad deI 168 rRNA extraido vario entre 0.5 a 0.1 ug

de RNAlg de sedimento en las lagunas de aguas blancas y de 4 a 12 ug de RNA/g de

sedimento en las lagunas de aguas negras. Del mismo modo la optimizaci6n de las

condiciones de hibridizaci6n tales como la temperatura de hibridizaci6n y concentraci6n

sales (estrîngencia) permitieron evaluar la especificidad de cada una de las sondas

empleadas a través de acidos nucleicos provenientes de cepas de referencia.

K. SAJ..AZ..AA CHAVEZ

}> En el presente trabajo se caracterizaron los parâmetros fisicoquimicos y gt}Oquimicos de

perfiles sedimentarios de lagunas de aguas blancas y negras, observandose diferencias

significativas en relaci6n al contenido de carbono y nitr6geno entre las lagunas de aguas

blancas y negras (r=O.33 para carbono y r=O.29 para nitr6geno). En las lagunes de

aguas blancas se observo diferencias entre sitios de muestreo, asl el sitio DEM presento

mayor contenido de agua, pH Iigeramente mas bajos y Eh mas reductivos, mayor

contenido de carbono y nitrégeno y una mayor razén C/N en relaci6n al observado en el

sitio CEN. En contraste, las lagunas de aguas ne~ras el sitio DEM presenta menor

contenido en agua, pH Iigeramente mas acidos y un Eh con tendencia oxidativa,

contenido de carbono y nitr6geno mas bajo con relaci6n al sitio CEN, siendo la raz6n

C/N mas variable (mayor en Chitiwara (CEN) y San Gregorio (DEM))

8. CONCLUSIONES

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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).> En sintesis, las caraderisticas fisicoquimicas y geoquimicas de cada tipo de laguna

(aguas blancas y negras), mostraron diferencias significativas de la distribuci6n y

abundancia de SRB y MA, siendo mas favorable en las lagunas de aguas negras. Del

mismo modo, la heterogeneidad en la abundancia y distribuci6n de las comunidades

~ Por otra parte, el H2 y CO2 proveniente de la oxidaci6n completa dei acetato por las SRB

conjuntamente con el proveniente de la fermentaci6n primaria de la materia organica

puede ser consumido tante por las SRB oxidadoras incompletas como par las MC y MG

que utilizan H2 y CO2 para producir metano. Aunque en las lagunas de aguas negras se

observo la abundancia de DBB y MG, no se observo una dominancia metabOlica de MG y

MC sobre las oxidadoras incompletas de SRB (DFM, DBB Y DSV), 10 que sugiere que

ambas comunidades coexisten probablemente compartiendo sustratos cornunes y no

comunes.

? La correlaci6n entre los grupos de SRB y MA Y las caracteristicas fisicoquimicas y

geoquimicas de cada perfil mostr6 que el potencial oxido reductor presento una

asociaci6n con los subgrupos de SRB, observandose que DFM se ve mas favorecido por

condiciones reductoras (0.76 < r > 0.55), mientras que DBB por condiciones oxidativas 0

ligeramente reductivas (-0.90 < r > 0.1). La raz6n C/N en las lagunas de aguas negras

tiende a ser mayor comparado con las Jagunas de aguas blancas, sin embargo su

elevado contenido organico (%C y %N) favorece la abundancia de las comunidades

microbianas de SRB y MA en estas lagunas.

K. SAlAZAR CHAVEZ

~ Se determino la distribuci6n y abundancia relativa de las comunidades de SRB y MA en

todos los perfiles sedimentarios de las lagunas en estudio, encontrandose en las lagunas

de aguas blancas a DFM y MSMX como los grupos mas abundantes mientras que en las

lagunas de aguas negras se observo a DBB y MG. La abundancia de DBB y DFM en

estas lagunas sugiere que se realiza una oxidaci6n incompleta de sustratos (Iactato,

propionato, etanol, hidrogeno, etc) hasta acetato, el cual a su vez es usualmente

utilizado via metanogénica por MSMX para la producci6n de metano, observandose la

dominancia metab6lica de MSMX sobre las SRB oxidadores completas (DSB y DCC) en

las lagunas de aguas blancas, 10 que sugiere que en sedimentos de aguas dulces MSMX

consume mucho mejor el acetato que las SRB oxidadoras completas.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA
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microbianas de 8RB y MA se ven asociadas a las caracteristicas propias de su entomo,

asi el sitio DEM (con vegetaci6n) mostr6 mayor abundancia y distribuci6n comparado con

el sitio CEN (libre de vegetaci6n), mostrando diferencias significativas entre ambos sitios

de muestreo.
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Para poder indagar mas sobre la interacci6n entre SRB y MA en estos ambientes, es

recomendable medir procesos metab6licos de sulfato reducci6n y metanogénesis, para

encontrar una interacci6n mas real y especifica entre ambas comunidades.

Las muestras ambientales pueden variar significativamente en el contenido inorganico y

organico, por 10 que los protocolos de lisis y extracci6n empleados para una directa

extracci6n de rRNA de muestras ambientales deben considerar estos factores y puede ser

necesario que sea modificado para ambientes especificos y para el tipo de estudio

involucrado.

Para el estudio de comunidades microbianas en ambientes naturales, es recomendable

utilizar sondas de oligonucle6tidos sintetizadas en base a estudios previos, para explorar aun

mas sobre la diversidad de las especies propias dei lugar e incluso sugerir la aparici6n de

nuevas. Ademas se debe determinar la filogenia propia de las SRB y MA estudiadas en esta

regi6n, mediante la secuenciaci6n del16S rDNA.

K. SALAZAR CHAVEZ

9. RECOMENDACIONES
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Anexo 1. Valores promedio de factores fisicoquimicos y geoquimicos e indice de correlaci6n entre los
sitios CEN y DEM en las lagunas en estudio

Parâmetro La Granja RioVieJo Chitiwara San Gregorio
.::,;,!.::% 'Cfë:aalùi~l!Hj)!

CEN 49,81 61,69 56,62 93..92
DEM 55,72 68,43 50,20 40,74

Correlaci6n 0,64 0,90 0,66 0,78
: :'::',Deiïsldad:E:::)::)

CEN 0,74 D,51 a..!iCi. 0,06
DEM 0,53 0,39 0,,7 {1 0,96

Correlaci6n 0,52 0,86 G,~q, IJ,83
::»;"pH:':'::~; ;:;!/');

CEN 7,30 6,81 6,66 6,80
DEM 6,74 6,48 6,47 5,90

Correlaci6n 0,28 0,18 0,22 -0,33
',',r"':;';:'i:'Eh"':;;','",;;:,:",:,,{:::,::,

CEN 144,1 -105,7 -~42,2 -92;1
DEM -129,3 -112,1 -72,9 66,2

Correlaci6n 0,0 '1,0 0,3 o:a
:i'%" de ;c:éi1joïld"!:y~'

CEN 0,39 1,75 2,91 1725
DEM 1,88 3,77 2,85 1,22

Correlaci6n 0,49 0,84 0,53 0,23
: %è1e''i1ifr6iiëno:f;:'

CEN 0,07 0,19 0,23 2,07
DEM 0,17 0,33 0,30 0,11

Correlaci6n 0,52 0,91 0,54 0,11
"::,,"Razon'C/N }>:::

CEN 5,22 7,66 11,80 8,86
DEM 9,31 11,25 9,46 11,60

Correlaci6n 047 006 -075 -032
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Anexo 3. Abundancia relativa total de SRB y MA

Anexo 2. Indice de correlaci6n dei %C y %N entre lagunas de aguas blancas y negras.
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La Granja Rio Viejo
Media

Chitiwara CEN DEM CEN DEM
%C 0,24 -0,01 0,27 0,83 0,33
%N 023 -027 0,18 0,80 024

La Granja Rio Viejo
Media

San Gregorio CEN DEM CEN DEM
%C 0,53 -0,01 0,56 0,24 0,33
%N 0,59 0,07 0,59 0,13 0,34

"MEDIA:
...c-

:'Hi'::" ';:%C i'::1'::h:O,33.. .. ' .' ::.:'.:
,,' .., ,:;;':'..

": ';::' ':j ':;;::: '::%N'::: ':;::029.. ..

Total SRB Total MA
La Grania(CEN) 38,79 25,63
La Grania (DEM) 4742 29,02
Rio Vieio (CEN) 4007 21,56
Rio Viejo (DEM) 39,57 14,59
Chitiwara (CEN) 36,95 22,58
Chitiwara (DEM) 62,42 30,42

San Gregorio (CEN) 56,15 20,75
San Gregorio (DE~1> 87,60 33,88

K. SALAZAR CHAVEZ



••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

ESTRUCTURA POBLACIONAL DE SRB - MA K. SAlAZAR CHAVEZ

Anexo 4. Indice de correlaci6n de la abundancia de SRB y MA
entre las lagunas estudiadas

Chitiwara San Gregorio Chitiwara San Gregorio
SRB (CENl (CEN) SRB (DEM) (DEM)

La Granja La Granja
(CEN) 0,50 0,49 (DEM) 0,47 0,11

Rio Viejo Rfo Viejo
(CEN) -0,65 -0,49 (DEM) 0,04 -0,68

Chitiwara San Gregorio Chitiwara San Gregorio
MA (CEN) (CEN) MA (DEM) (DEM)

La Granja La Granja
(CEN) -0,26 0,39 (DEM) 0,20 -0,35

Rio Viejo Rio Viejo
(CEN) -0,18 -0,50 (DEM) -0,23 -0,57

Anexo 5. Indice de correlaci6n entre sitios de muestreo en relaci6n
al porcentaje total de SRB y MA

Total SRB Total MA
La Granja (CEN y DEM) -0,57 0,24
Rio Viejo (CEN y DEM) 0,09 0,18
Chitiwara (CEN y DEM) -0,85 -0,34
San Gregorio (CEN V DEM) 0,07 0,42
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Anexo 6. Indice de correlacién entre los grupos de SRB y MA Ylos factores fisicoqufmicos y
geoqufmicos en las lagunas

La Granja Rio Viejo
(CEN) %C %N Ph Eh % Agua (CEN) %C %N Ph Eh % AQua

DFM 0,41 0,69 -0,39 -0,69 0,76 DFM 033 0,31 0,10 0,34 035
DBB 0,80 0,83 -0,09 -0,90 0,83 DBB 0,20 0,19 0,44 0,28 0,27
DSB 0,76 0,87 -0,38 -0,75 0,85 DSB 0,17 0,15 0,27 -0,07 0,01
DCC 0,11 043 -0,40 -056 039 DCC 060 060 050 070 068
DSV -005 017 -030 011 007 DSV 034 033 049 049 : 041
MC 0,21 0,40 -0,49 0,04 0,30 MC 0,09 0,11 0,08 0,39 0,25
MG 0,08 0,17 -0,02 0,12 0,08 MG 0,15 0,18 0,00 0,43 0,32
MS MX 0,81 0,72 0,08 -0,51 0,66 MSMX 1 -0,20 -0,23 0,23 -0,28 -0,27

La Granja Rio Viejo
(DEM) %C %N Ph Eh % Agua (DEM) %C %N Ph Eh % Agua

DFM 0,12 0,25 -0,46 0,55 0,32 DFM 062 0,71 0,32 0,76 0,65
DBB -0,62 -0,52 0,08 0,28 -0,45 DBB 0,14 0,14 0,37 0,08 0,07
DSB -0,26 -0,04 -0,24 -0,16 -0,22 DSB 0,28 0,48 -0,10 0,66 0,43
DCC 0,07 0,15 -0,34 0,21 0,10 DCC 0,58 0,49 0,56 0,42 0,48
DSV 1 -0,12 -0,05 -0,30 0,60 0,15 DSV 0,20 0,17 0,32 0,13 0,17
MC 0,05 0,11 -0,54 0,51 0,31 MC -0,29 -0,34 0,31 -0,33 -0,39
MG -0,03 0,12 -0,25 0,35 0,12 MG 0,31 0,19 0,42 0,12 0,20
MS MX -0,63 -0,54 0,06 0,08 -0,41 MS MX -0,36 -0,26 0,13 -0,17 -0,36

Chitiwara San Gregorio
(CEN) %C %N Ph Eh % Agua (CEN) %C %N Ph Eh %AQua

DFM -0,44 -0,39 -0,08 0,42 -0,34 DFM 0,49 0,47 0,58 -0,26 0,53
DBB 0,91 0,83 -0,12 0,11 0,95 DBB 0,81 0,84 0,17 -0,56 0,06
DSB 0,00 0,09 -0,42 0,48 012 DSB 0,43 0,39 0,34 -0,51 0,28
DCC -0,54 -0,53 -0,11 0,08 -0,67 DCC 0,84 0,83 0,14 0,21 0,65
DSV 0,82 1 0,77 0,44 -0,26 0,75 DSV 0,64 0,61 0,22 -0,12 0,60
MC -0,33 -0,23 -027 0,35 -0,37 MC 0,27 0,26 0,07 -0,25 0,33
MG 0,59 0,52 050 -0,28 0,53 MG 0,59 0,60 0,47 0,18 0,60
MS MX 0,13 0,28 0,58 -0,53 -0,08 MSMX -0,51 -0,55 -0,05 -0,91 -0,64

Chitiwra San Gregorio
(DEM) %C %N Ph Eh % Agua (DEM) %C %N Ph Eh % Agua

DFM -0,18 -0,25 -0,23 0,19 -0,63 DFM 0,55 0,37 -0,74 0,63 0,54
DBB -0,73 -0,77 0,15 -0,16 0,51 DBB -0,65 0,42 0,64 -0,32 -0,22
DSB -0,51 -0,59 . -0,46 0,45 -0,79 DSB 0,38 0,41 -0,37 0,16 0,06
DCC -0,37 -0,43 -0,28 0,13 -0,66 DCC 0,12 0,04 -0,86 0,53 0,40
DSV -0,66 -0,74 -0,53 0,63 -0,51 DSV -0,19 -0,21 0,24 -0,78 -0,85
MC -0,41 -0,51 -0,57 0,46 -0,74 MC 0,27 0,33 -0,16 -0,21 -0,31

MG D,58 D,59 0,38 -0,78 0,72 MG 0,25 006 -0,60 0,85 0,84
MSMX -0,201 -0,19 -0,13 -0,08 -0,46 MSMX 0,32 0,21 -0,27 0,39 0,41
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Anexo 7. Oominancia de los grupos de SRB y MA en relacién a la seriai de UNI ajustada
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DOMINANCIA ENTRE GRUPOS SRB
y MA ACETOGENICAS

LAGUNAS AGUAS BLANCAS
DSB/MSMX 0,82
DCC/MSMX 063
Media 073
DOMINANCIA ENTRE GRUPOS SRB

y MA HIDROGENOTROFAS
LAGUNAS AGUAS NEGRAS

DFM/MC 0,9 DFM/MG 1,1
DBB/MC 1,4 DSS/MG 1,8
DSV/MC 0,7 DSV/MG 0,9
Media 1 1,27
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