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Las arqueas metanogénicas desempefian un papel fundamental en el ciclo global
del carbono, especialmente en ambientes extremos como los tapetes microbianos
hipersalinos de Guerrero Negro, Baja California Sur, México. Estos tapetes,
formados por comunidades microbianas altamente especializadas, albergan

arqueas capaces de producir metano en condiciones de alta salinidad, lo que las
distingue de otros microorganismos metanogenicos.

A pesar de su presencia documentada en estos ecosistemas, su identidad,
metabolismo y funcidn ecoldgica han sido poco explorados. Este estudio propone
un esquema de interaccion cooperativa entre bacterias y arqueas para la
degradacion de materia organica, utilizando herramientas de secuenciacion
genética y andlisis bioinforméatico. La identificacion de nuevas arqueas
metanogénicas en estos tapetes microbianos amplia el conocimiento sobre la
diversidad microbianay su impacto en el cambio climatico.

El presente trabajo busca profundizar en la comprension de los mecanismos de
metanogeénesis en ambientes hipersalinos, contribuyendo al estudio de los ciclos
biogeoquimicos y la estabilidad de estos ecosistemas extremos.



Muestras de tapetes microbianos: recolectadas en los
estanques de concentracion de la salinera Exportadora
de Sal S.A.

Reactivos quimicos como NaOH 1N : para atrapar
dioxido de carbono y facilitar la medicion de metano.

| Dispositivos de medicién de biogas, incluyendo botellas
| de incubacion y probetas: para estimar la produccion
de metano, didéxido de carbono e hidrégeno.

Equipos de microscopia electrénica de barrido: para
observar la estructura de los microorganismos y su
asociacion con minerales.




Bases de datos gendmicas y herramientas de bioinformatica:
para analizar la diversidad microbiana.

Secuenciacion del gen 16S ARNr: Utilizada para identificar
arqueas y bacterias presentes en los tapetes.

Cultivos microbianos: en condiciones controladas para
evaluar la actividad metabdlica de las arqueas

metanogénicas.

Estos materiales permitieron caracterizar la comunidad
microbiana y su papel en la produccién de metano,
contribuyendo al conocimiento sobre el ciclo del carbono en
ambientes extremos.




RESULTADOS:

*Ambiente de estudio: Los investigadores examinaron tapetes microbianos e
estanques de concentracion de la salinera Exportadora de Sal S.A., ubicad
Guerrero Negro, Baja California Sur, México.

*Diversidad microbiana: Mediante analisis del gen 16S ARNTr, identifica
diversas bacterias y arqueas adaptadas a condiciones de alta salinidad.

*Produccion de metano: Se propone por primera vez un modelo de degradaci
de materia organica en estos tapetes, donde bacterias y arqueas colaboran
procesos que culminan en la produccién de metano.

‘Importancia ecologica: Este proceso microbiano tiene implicaciones significativa
para comprender el ciclo global del carbono y su relacion con el cambio climatico.
Este estudio destaca la relevancia de las comunidades microbianas en ambient
extremos y su papel en procesos biogeoquimicos esenciales.
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DISCUSIONES:

El estudio demuestra que la producciéon de biogas en tapetes microb
hipersalinos involucra cuatro procesos bioquimicos clave mediados por bac
y arqueas metanogénicas. Se identificaron arqueas halofilas' del o
Methanosarcinales, que usan TMA (Amplificacion mediada por transcrip
como fuente energética, y del orden Methanofastidiosales, que degradan ti
metilados. Tambieén se detectaron arqueas Bathyarchaeia con posible capaci
metanogenica. Estos hallazgos resaltan la relevancia ecologica de e
microorganismos en el ciclo del carbono.



CONCLUSIONES:

Las arqgueas son un tipo especial de microorganismos diferentes a las bacteri
las células de plantas o animales. Pueden vivir en lugares muy dificiles,
aguas muy calientes o muy saladas, pero también en ambientes normales.
Importantes porque ayudan a mantener el equilibrio de la naturaleza y puede
utiles para la industria gracias a su capacidad para resistir condiciones extre
Estudiarlas nos ayuda a entender mejor la vida en la Tierra y a descubrir nue
formas de aprovecharlas. Ademas, las arqueas forman parte de la microb
humana, especialmente en el intestino, donde colaboran en la digestion
mantienen el equilibrio microbiano sin ser patdgenas, lo que resalta aln mas
relevancia ecologica y biologica.
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Resumen

En los estanques de concentracion de la salinera Exportadora
de Sal S.A., en Guerrero Negro, B.C.S., se desarrollan estructuras
laminadas que se conocen como tapetes microbianos,y estan
constituidos por organismos microscopicos denominados
bacterias y arqueas. Las arqueas fueron reconocidas como un
tercer dominio de la vida a finales de los anos 70’s del siglo
pasado. Son distintas a las bacterias y a los eucariontes, donde se
encuentran los hongos, insectos, animales y plantas. Las arqueas
de Guerrero Negro se diferencian de aquellas de otros habitats
por su elevada afinidad a la salinidad. En este trabajo se reporta
por primera vez una propuesta del proceso de degradacion de
materia organica en tapetes microbianos hipersalinos, basado
en diferentes grupos de bacterias y arqueas, a través de su
deteccidn e identificacion por secuencias del gen 16S ARNr, que
es a una molécula que contiene informacion genética especifica
de bacterias y arqueas. Con estos resultados se presenta una
propuesta de la estrategia que pudieran llevar a cabo las
bacterias que habitan en los tapetes microbianos de ambientes
hipersalinos para apoyar de manera cooperativa a las arqueas
productoras de metano, lo cual habia sido poco explorado en
estudios anteriores y es de gran relevancia para comprender el

ciclo global del carbono y cambio climatico de nuestro planeta.

Palabras clave: Guerrero Negro, metandgenas, tapetes

microbianos hipersalinos, comunidad microbiana

Abstract
Below the concentration ponds of the Exportadora de Sal S.A.
salt mine, in Guerrero Negro, B.C.S. are developed laminated

structures known as microbial mats that are constituted by
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microscopic organisms called
bacteria and archaea. Archaea
were recognized as a third
domain of life in the late
1970s. These tiny organisms
are different from bacteria

and eukaryotes, where fungi,
insects, animals, and plants are
found. Singularly, the archaea
of Guerrero Negro differ from
those of other habitats due to
their high affinity for salinity.
This work reports for the

first time a proposal for the
degradation process of organic
matter in hypersaline microbial
mats, based on different
groups of bacteria and archaea,
through its detection and
identification by sequences of
the 16S rRNA gene, which is a
molecule containing genetic
information specific from
bacteria and archaea. With
these results, is proposed a
scheme for the strategy that
the bacteria that inhabit the
microbial mats of hypersaline
environments could carry out
to cooperatively support the
methane-producing archaea,
which had been little explored

in previous studies and is of
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interest. great relevance to understand the global carbon cycle

and climate change of our planet.

Key words: Guerrero Negro, methanogens, hypersaline microbial

mats, microbial community

Introduccion

Poco abundantes en comparacion con las bacterias, pero
ampliamente distribuidas en todos los entornos imaginables

del planeta Tierra, se han detectado aqueas capaces de producir
metano incluso en ambientes con altas concentraciones de

sal como los estanques de concentracion de la salinera en
Guerrero Negro, Baja California Sur, México. A pesar de haber sido
detectadas en tapetes microbianos (Figura 1) desde hace muchos
anos, fue recientemente que se ha comenzado a explorar su
identidad, sus capacidades metabdlicas para aprovechar ciertos
sustratos y la funcion ecoldgica de estos diminutos organismos
en tales entornos. A continuacion, se plantea con base a la
literatura y del analisis bioinformatico de fragmentos de ADN del
gen 16S ARNT, la reconstruccion de un proceso cooperativo entre
diferentes grupos de microorganismos asociados a la degradacion
de la materia organica que resulta en biogas (metano, diéxido de

carbono e hidrégeno).

Figura 1. Muestra de tapete microbiano laminado de Exportadora de Sal, S.A. Guerrero
Negro, B.C.S.

En condiciones de salinidad
por arriba a la del agua de mar
(hipersalinidad), las actividades
metabdlicas microbianas
para la generacién de energia
y el crecimiento celular se
ven afectadas y disminuidas
en comparacion con las
condiciones de menor salinidad
(Javor, 1989; Paerl y Yannarell,
2010; Pinckney et al. 1995),
de modo que es considerada
un factor modulador de
la diversidad bioldgica
en estos ambientes. Para
sobrellevar esta adversidad,
algunos microorganismos
han desarrollado tres
sistemas de adaptacion
que les permiten reqgular la
presion osmotica externa'y
evitar la deshidratacion y en
consecuencia su muerte.

El primero tiene lugar en
la composicion lipidica de
las membranas; el sequndo
mecanismo radica en el
transporte y acumulacion de
iones de sodio (Na*) y potasio
(K" al interior de la célula, en
lugar de excluir la sal (Sun et
al. 2019),y el tercero consiste

en la produccion de moléculas
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denominadas osmoreguladores, un comportamiento muy
particular de las arqueas haldfilas (Javor, 1989). Con el desarrollo
de tecnologias de secuenciacion masiva y de las bases de datos
para los analisis bioinformaticos, ha sido posible detectar dentro
de toda la diversidad de bacterias (Figura 2) y de arqueas (Figura
3),dos grupos de arqueas productoras de metano capaces de
prosperar en los tapetes microbianos de Guerrero Negro, que son
diferentes a cualquier otro microorganismos reportados hasta el

momento para este tipo de ambientes.

Figura 2. Abundancia relativa a nivel de Phylum de los dominios Bacteria y Arquea en
los sitios ESSAA4N1 y ESSAA5N4 de Exportadora de Sal S.A. Las barras muestran la
abundancia relativa de (ASVs: variantes de secuencias de amplicén) asignadas a cada
Phylum.

Las arqueas metandgenas, como su nombre Lo indica, son las
responsables de la produccién bioldgica de metano (Figura 4):
un potente gas de efecto invernadero clave en el ciclo global
del carbono y que influye tanto en flujo de nutrientes, como en
el clima del planeta Tierra. Estos microorganismos son capaces
de desarrollarse solo en ausencia de oxigeno (anaerobios

estrictos) y obtienen la energia para su crecimiento a partir del
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uso de sustratos inorganicos y
organicos sencillos, entre Los
que destaca la mezcla de CO,/
H,, el acetato y los compuestos
metilados (Sollinger y Urich,
2019) desempenando con
ello el paso final de la
descomposicion de la biomasa
en la mayoria de los habitats.
Aunque la bioquimica
de la metanogénesis es
relativamente compleja e
implica reacciones enzimaticas
muy inusuales, estudios
recientes han revelado una
enorme diversidad dentro de
las arqueas metanogeénicas.
Particularmente, se
describieron nuevos
grupos capaces de emplear
simultaneamente compuestos
metilados e hidrégeno para
la produccion de metano en
una via denominada metil-
reductora o metilotréfica
dependiente de hidrogeno.
Esta via, que difiere de los
procesos bien conocidos
de metanogénesis que
usa hidrogeno (via
hidrogenotrofica), acetato (via

acetoclastica) y compuestos
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metilados (via metilotréfica clasica), no habia sido evaluada de forma sistematica en los tapetes
microbianos hipersalinos de ESSA, Guerrero Negro.

Mientras que muchas arqueas son capaces de vivir en ambientes con altas concentraciones de
sal y otras de producir metano, solo unas pocas pueden hacer ambas cosas. Este trabajo es de gran
valor y puede proporcionar informacion relevante para comprender como funciona esta recién

descubierta clase de arqueas en el medio ambiente.

Figura 3. Abundancia de los grupos de arqueas a nivel de Orden detectados en las muestras de tapetes microbianos (dos sitios por
triplicado), lLa mayoria de ellas con valores <0,1% de la comunidad total. En el eje superior de la X se indican las muestras ordenadas
jerarquicamente por area, el orden se representa en el eje Yy su correspondiente abundancia se indica en la cuadricula del mapa de calor.
La estrella dorada senala aquellos grupos con potencial metanogénico distintos a Methanosarcinales.

Metanogénesis en ambientes hipersalinos

A la fecha, existe mucha literatura experimental y tedrica sobre el proceso de metanogénesis

en ecosistemas hipersalinos. Dado que se trata de un entorno hostil y altamente competitivo,

la competencia por los sustratos determina en gran medida la persistencia de los grupos
microbianos que en él habitan. En el caso especifico de los tapetes microbianos, las relaciones que
se establecen entre especies diferentes estan determinadas por el impulso fundamental de cada
grupo para promover su propia supervivencia. Por ejemplo, algunos grupos microbianos desarrollan
asociaciones estrechas de cooperacion con otros grupos y dependen en gran medida de sus aliados;

y de manera simultanea pueden desarrollar una rivalidad con otro tipo de microorganismos por
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ganar recursos finitos como nutrientes, luz o territorio. La competencia directa de las arqueas
metanodgenas con bacterias sulfato reductoras por sustratos como el hidrégeno y el acetato, asi
como la falta de mecanismos de adaptacion a la salinidad se cree son los factores mas importantes
que afectan la metanogénesis hidrogenotréfica y acetoclastica en este tipo de ambientes y se
deduce que las tasas de produccién de este gas se deben al uso de sustratos no competitivos (p. ej.

metanol (MeOH), aminas metiladas, sulfuro de dimetilo, etc.).

Figura 4. Diagrama esquematico de la secuencia de degradacién de la materia organica en tapetes microbianos. A) Procesos bioquimicos
desempenados por la compleja comunidad microbiana de los tapetes durante la degradacién de la materia organica. B) Grupos troficos:
a) bacterias fermentativas; b) bacterias acetogénicas; c) bacterias homoacetogénicas; d) arqueas metanogénicas. CO,: diéxido de carbono.
CH,: metano. C) Fuentes naturales de trimetilamina cuya degradacion permite la formacion de metano en este entorno.

Si bien la ocurrencia de arqueas metandgenas metilotroficas con dependencia de hidrogeno
también esta ligada a la presencia de compuestos metilados, la ausencia de citocromos en su
membrana celular hace imposible el transporte de energia quimica tal y como ocurre en el caso de
metilotréficas convencionales, de modo que dependen estrictamente de la donacién de electrones
del hidrégeno y/o formiato para poder reducir los compuestos metilados hasta metano (Kallistova
et al. 2020). El requerimiento de hidrégeno por este tipo de microorganismos contribuiria, ademas,
a reqular la presion parcial de este gas en el tapete microbiano, un aspecto clave para que otros
procesos metabolicos previos (p. ej. el rompimiento de polimeros a mondmeros o la fermentacion)

puedan llevarse a cabo.
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Posibles interacciones entre metandgenas y otros grupos
microbianos en los tapetes hipersalinos

Los tapetes microbianos albergan una gran diversidad de
microorganismos y su bioquimica es bastante compleja,ya que
algunos microorganismos requieren de la interaccion entre los
diferentes grupos, asi como el aporte quimico y energético en
cada uno de los niveles de organizacion que lo componen. A
continuacién, se plantea una secuencia de degradacion de la
materia organica en los tapetes microbianos de Guerrero Negro
B.C.S. (Figura 4A) con base en la identidad y abundancia relativa
de grupos microbianos detectados mediante tecnologias de
secuenciacion, asi como del conocimiento de sus capacidades
metabdlicas reportadas en la literatura de cada grupo.

Debido a que la estructura quimica de los polimeros
organicos, como los polisacaridos, proteinas y lipidos es
complicada, el primer paso para su degradacidn esta a cargo de
bacterias hidroliticas, de los phyla Bacteroidota, Fibrobacterota,
Proteobacteria, Spirochaetota y Calditrichota (Figuras 2 y 4B)
las cuales rompen las moléculas complejas que resultan en
monomeros: aminoacidos, azUcares y acidos grasos de cadena
corta. Posteriormente, los mondémeros pueden ser usados como
fuente de carbono y energia por microorganismos fermentadores
de los phyla Bacteroidota, Spirochaetota, Fermentibacterota,
Proteobacteria, Halanaerobiaeota, Caldatribacteriota,

Latedscibacterota, Deinococcota, Synergistota, Caldisericiota y

Chloroflexi (Figuras 2 y 4B), que resultan en acidos organicos como

el propionato y butirato, y son usados por bacterias anaerobias
estrictas de los phyla Firmicutes, Desulfobacterota, Synergistota,
Chloroflexi, Halanaerobiaeota y Fermentibacterota (Figura 2; 4B
y 5),en un tercer evento tréfico conocido como acetogénesis
que resulta en acetato, dioxido de carbono e hidrégeno. Las

arqueas metanogeénicas constituyen el ultimo eslabon de la

cadena de microorganismos
encargados de asimilar los
productos de la acetogénesis
como consecuencia de la
degradacion total de la materia
organica y reintegrar en el
medio moléculas de menor
complejidad quimica para
reiniciar el ciclo del carbono.
Durante todo este proceso
se lleva a cabo el rompimiento
de enlaces quimicos a través
del cual se “mueven” electrones
y se genera energia. Para
aprovechar al maximo los
recursos energéticos del tapete
microbiano, se establecen
relaciones cooperativas
entre dos o mas grupos de
microorganismos que trabajan
en conjunto para degradar
una sustancia que no pueden
degradar por si solos. A esta
relacion mutualista se le
conoce como “Sintrofia”. Un
ejemplo claro de la sintrofia
corresponde a los microbios
fermentadores de azUcares
y aminoacidos que producen
acetato, formiato, e H,. Estos
compuestos seran consumidos
por bacterias reductoras

de sulfato y metandgenos
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hidrogenotroficos (Morris

et al. 2013; Qiu et al. 2008)
(Figura 5). Aunque en bajas
abundancias, estas arqueas
metanogenas hidrogenotrdéficas
si estan presentes en el
ambiente hipersalino (Garcia-
Maldonado et al. 2015), pero
son las arqueas metanogenas
que emplean como sustrato
compuestos metilados como
la trimetilamina (TMA) las
mejor representadas. Para
entender la disponibilidad de
TMA que va a ser usada como
fuente de energia por arqueas
metandgenas metilotréficas,
se parte de la forma oxidada
de la trimetilamina (TMAQ),
un osmolito comun de peces
pelagicos como el atuny la
sardina (King, 1988). A partir
de la literatura se presume
que la forma oxidada de TMA
puede ser reducida a TMA

por la actividad microbiana
de bacterias del género
Alteromonas (Proteobacteria),
Flavobacterium (Bacteroidota)
(Barret y Kwan, 1985) y arqueas
halofilas extremas (Oren, 1990)
del Phylum Euryarchaeota
(Figuras 2 y 4C). Ademas, la
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TMA puede ser sintetizada por bacterias sulfato reductoras del
Phylum Desulfobacterota (Figuras 2 y 4C) a partir de la amina
cuaternaria colina, un constituyente de las membranas celulares
de eucariotas, o bien, la colina puede ser transformada en glicina-
betaina (osmo-regulador) por la actividad de cianobacterias'y
ésta a su vez,en TMA por fermentacion hecha por representantes
de los phyla Clostridia y Halanaerobiaeota (Figuras 2 y 4C) (Oren,
1990). La evidencia que senala a los metandgenos metilotroficos
del orden Methanosarcinales como los Unicos capaces de producir
metano a partir de compuestos metilados en el ambiente
hipersalino, se ha ampliado e incluye nuevos grupos de arqueas

metanogeénicas.

Figura 5. Diagrama de ejemplos de potenciales relaciones sintroficas en tapetes
microbianos de ESSA. La linea azul corresponde a la transferencia directa de electrones

(€).
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Grupos microbianos productores de metano nunca antes detectados
en ESSA

Se presentan resultados de la secuenciacion del gen 16S

ARNr, técnica ampliamente utilizada en estudios de filogenia

y taxonomia bacterianas, que evidencian la existencia de
arqueas del Orden Methanofastidiosales (Figuras 3 y 4C) en

los tapetes hipersalinos de Guerrero Negro. Debido a cambios
en la estructura de su membrana y la carencia de complejos
enzimaticos, este tipo de metandgenas son incapaces de reducir
los compuestos metilados hasta metano de la misma forma en
que lo hacen los metandgenos metilotroficos convencionales,
Methanosarcinales (Thauer et al. 2008).

Los miembros de Methanofastidiosales emplean tioles metilados

Foto: Dispositivo para medir el desplazamiento de volumen para estimar la produccién de
biogas (metano, diéxido de carbono e hidrégeno), en botellas que contienen muestras de
tapete microbiano. La botella invertida contiene una solucién de NaOH 1N, que funciona
para atrapar el dioxido de carbono. EL gas (metano) que desplaza el volumen de NaOH se
mide en la probeta de lado derecho.

como sustrato y dependen
de la donacion de electrones
por parte del hidrégeno.
Contemplando que un
tiol metilado se compone
quimicamente de azufre,
carbono e hidrégeno (CH,-SH),
su empleo por parte de este
grupo microbiano no sélo
estableceria un puente entre
los ciclos de carbono y azufre
en ambientes ricos en materia
organica como éstos, sino
que ademas contribuiria a la
regulacién de la presion parcial
de H, en el tapete propiciando
una potencial competencia
con los microorganismos
reductores de sulfato.
Secuencias asociadas al
orden Bathyarchaeia también
fueron identificadas en
los tapetes microbianos
hipersalinos de Guerrero Negro
(Figura 3). Pese a tratarse de
un grupo microbiano con una
historia evolutiva muy distinta
a la de los metandgenos,
el hallazgo de genes cuya
secuencia de nucledtidos
presentan alta similitud
sugiere que comparten la

misma funcion de aquellos
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necesarios para el metabolismo
del metano, hecho que
apunta a que utilizan una via
metanogénica basada en el
uso de compuestos metilados
para la obtencion de energia
(Evans et al. 2015). Asimismo,
y dado que requieren una
fuente de carbono organico
externo para su crecimiento,
también se podrian encontrar
en asociacion sintrofica con
bacterias fermentadoras que

producen acetato y propionato.

Discusiéon Académica

Se propone que la degradacién
de la materia organica en
tapetes microbianos que
resulta en metano, dioxido de
carbono e hidrégeno (biogas),
involucra cuatro procesos
bioquimicos (hidrdlisis,
fermentacion, acetogénesis y
metanogénesis), representados
por una gran diversidad

de bacterias asociadas a
arqueas metanogeénicas
(Figura 4). Se confirmo que

las arqueas metanogénicas
halofilas dominantes en el

ambiente hipersalino fueron
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del orden Methanosarcinales caracterizadas por emplear TMA
como fuente de carbono y energia (Garcia-Maldonado et al.
2012, 2015). Asi mismo, los resultados sugieren la participacién
de arqueas metanogénicas que emplean tioles metilados con
dependencia de hidrogeno, representadas por miembros del
Orden Methanofastidiosales, en la mineralizacion completa

de la materia organica. Dicha capacidad se presume podria
estar presente incluso en algunos representantes del orden
Bathyarchaeia, que también fue identificado en este trabajo. Estas
caracteristicas fisioldgicas y evolutivas colocan a estos grupos
en el centro de atencion de los estudios actuales de Ecologia
Microbiana y fomenta nuevas exploraciones de su impacto en
el ciclo biogeoquimico del carbono y su papel ecoldgico en la

degradacion completa de la materia organica.

Fotos: Izquierda. Vista de campo que muestra los poligonos de desecacion correspondien-
tes a tapetes microbianos. Derecha. Micrografia de microscopia electrénica de barrido que
muestra un paquete de cianobacterias filamentosas del género Microcoleus (Mi), cianobac-
terias de forma helicoidal del género Spirulina (Sp) y su asociacién con minerales (M).

Consideraciones finales y perspectivas

Las arqueas detectadas en los tapetes hipersalinos de Guerrero
Negro desempenan un papel esencial para el funcionamiento,
estabilidad y resiliencia de las comunidades microbianas que
los componen, actuando como reservorios casi ilimitados

de diversidad genética y funcional e impulsando los ciclos
biogeoquimicos a escala global. Sin embargo, para ampliar

el conocimiento acerca de la diversidad y distribucién de
arqueas metanogeénicas con bajas abundancias relativas y con

metabolismo metilotréfico dependiente de hidrogeno en los
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ambientes hipersalinos, es esencial abordar el estudio de estas comunidades a través de otras
herramientas gendmicas (p. ej. secuenciacion de todos los genes de los microorganismos presentes).
De este modo se amplia la posibilidad de acceder a nuevas concepciones de la diversidad
filogenética y funcional de microorganismos no cultivables, asi como caracteristicas emergentes

de estas comunidades con potenciales aplicaciones biotecnolégicas, como la produccién de un

combustible alterno al petréleo, denominado biogas.
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