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Un relleno sanitario se define como una obra de infraestructura que involucra
meétodos’y obras de ingenieria para la disposicion final de Residuos Solidos Urbanos
(RSU) y_Residuos de Manejo Especial (RME) con el fin de controlar los impactos
ambientales/(NOM-083-SEMARNAT-2003).

Los residuos al ser depositados en los rellenos, inician su descomposicion
mediante una serie~de procesos quimicos complejos en presencia 6 ausencia de Oxigeno.
Los productos pringipales de esta descomposicion son los liquidos lixiviados y los gases
(ATSDR, 2001)

Los liquidos lixiviados_se forman por la infiltracién de liquidos (como p. e. agua de
lluvia) a través de las sustancias en proceso de descomposicion. El liquido, al fluir
disuelve algunas sustancias y(arrastra particulas y otros compuestos quimicos. Los acidos
organicos como el 4cido acético, lactico o formico, contenidos en el lixiviado, de acuerdo a
ciertas etapas de la descomposicion~disuelven los metales en los residuos dejandolos
disponibles en el lixiviado (Friends of the-Earth, 1996).

Si bien en los lixiviados+se encuentran metales pesados, el principal componente y
en mayor proporcion de los gases~emanados en los rellenos sanitarios es el metano,
seguido por el diéxido de carbono-ambos unidos en una mezcla denominada Biogas.
(Environmental Research Foundation, 1998)

La produccion de metano (CH4) se’debe a lasactuacion de microorganismos como
bacterias, que mediante procesos biolégicos degradan-l0os residuos, emitiendo éste y otros
gases, liberando otras sustancias quimicas. EI metano eS uho de los seis gases de efecto
invernadero regulados por el Protocolo de Kyoto. Este gas._atrapa 21 veces mas el calor
gue el diéxido de carbono (CO2), considerado el principaldGEF (Altamirano, Freire y
Gallegos, 2012).

La produccion de biogas actualmente es uno de los procesos\ambientales que
generan energias limpias, debido a que utilizan materia organica para\su produccion. A
nivel mundial, los rellenos sanitarios ocupan el tercer lugar en produccion de energia
eléctrica (Marland et al., 2003)

De acuerdo a Arvizu y Huacuz (2003) no es cuestionable la posibilidad técnica de
convertir los gases de un relleno sanitario en electricidad; existe la tecnologia comercial,
pero su aplicacion aun no esté difundida en nuestro pais. Los rellenos sanitarios gue se

estudiaron aqui se originan de Residuos Solidos Urbanos (RSU) por lo que cabe la
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necesidad de conocer las bacterias metanogénicas que puedan estar presentes para un
futuro_indculo nativo del biorreactor.

lsa_importancia de identificar los consorcios de bacterias metanogénicas existentes
en el area y+*que también fijen nitrégeno reside en el hecho de que la acumulacion de
amonio y acidos grasos volatiles denominados inhibidores traen como consecuencia
procesos ineficaces en la produccion de metano, los microorganismos son la parte
medular de los digestores debido a que la digestion anaerobia es un proceso bioquimico
gue involucra una gran.variedad de grupos microbianos (Wang et al., 2017).

En los rellenos~sanitarios de Villahermosa, Tabasco y Leon, Guanajuato
pertenecientes a a emprésasPromotora Ambienta S. A de C.V. (PASA) se emplea a la
planta Vetiver (Chrosopogon.*zizanioides) cuyas raices pueden alcanzar 5 m de
profundidad con la intencion de traslocar los metales pesados del suelo de las celdas. En
el suelo y la laguna de oxidacion de ambos rellenos también pueden existir bacterias
metanogénicas que se pueden ubicar en la fase andxica del lixiviado con emision de gas
de diferente calidad, ya que el relleno~de Ledn, Guanajuato ya se encuentra en etapa
madura de produccién de gas”para.cogeneracion mientras que en el relleno sanitario de
Villahermosa, las celdas son recCientes con emisiones de gas (10-15% de CH4) aun no
aprovechables para produccion.

Por tanto, el objetivo del presente~proyecto _es identificar los grupos microbianos
presentes en lixiviados, sedimento de dos rellenossSanitarios ubicados en Villahermosa,
Tabasco y Leodn, Guanajuato. La identificacion de<estos consorcios permitira a los
administradores de los rellenos sanitarios usarlos como biogstimuladores para potenciar la

produccién de biogas en un generador eléctrico.
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Alvarez (2016) en el relleno sanitario de Leén, Guanajuato y Morales (2016) en el
relleno_sanitario de Villahermosa identifican en los lixiviados y en suelo rizosférico de
vetiver los‘metales pesados: As, Cd, Cu, Li, Mn, Ni, Pb y Tl. Concluyendo Morales (2016)
gue hace falta_analizar las interacciones microbianas asociadas a la rizosfera de vetiver.

Por otra/ parte, FIRCO (Fideicomiso de Riesgo Compartido) reporta que la
produccion de bjogas en México 2010 alcanza una cifra de 721 biodigestores, de los
cuales el 78% son financiados bajo el subsidio del Mecanismo de Desarrollo Limpio (MDL)
y 4 biodigestores en‘a_ iniciativa metano a mercados. Para plantas de biogas a partir de
rellenos sanitarios, el caso'mas importante (primero a nivel nacional y latinoamérica) es el
de Monterrey, Nuevo Ledn inaugurado el 22 de septiembre de 2003 con un financiamiento
de cinco millones de délares por_parte del fondo mundial para el medio ambiente a través

del Banco Mundial. (Fuente: Red Mexicana de bionergia. http://rembio.org.mx).

Sin embargo, menciona Arvizury, Huacuz (2003) que pese al proyecto de Monterrey
y a su capacidad nominal de 8MW nesse compara con el beneficio si toda la basura
actualmente fuera confinada en ellenos_sanitarios, la capacidad de generacion eléctrica
por medio del biogas resultante llegaria a 400°MW para todo el pais tal y como se plantea
en el relleno sanitario de Ledn, Guanajuato.

Otro aspecto de importancia so€iakes el 'creciente interés por el Gobierno Federal
por la produccion de tecnologias limpias y/energias alternas a través del Plan Nacional de
Desarrollo 2013-2018, del cual se derivara partir ‘de_das estrategias transversales el
Programa para democratizar la productividad 2013-2018 publicado en el Diario Oficial de

la Federacion el 30 de agosto de 2013, donde mencionas’que para combatir el uso
ineficiente de recursos energéticos se observan 2 estrategias:.promover instrumentos
financieros que contribuyen al crecimiento verde y promover un mayor uso de energias
limpias.

La estrategia nacional de energia 2013-2027 menciona que el consumo de energia en
el pais de 2000 a 2011 aumentd en un promedio anual de 2.08% superiar al PIB (1.82%),
fue necesario invertir en plantas de “ciclos combinados” por lo que la ‘generacion de
energia eléctrica en el pais se basa en un 50% de gas natural. Aunado a estorexiste un
mandato legal de generar el 35% de la electricidad en el pais a partir de energias no
fosiles en el 2024 ya que de esta estrategia se desprende la ultima Medida de Politica

denominada “Transicion Energética”. En este tenor el relleno Sanitario de Ledn proyecta el
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aprovechamiento del biogas generado por los pozos del relleno para generacion de

energiar eléctrica.

En el'relleno sanitario de Ledn, Guanajuato ya se produce metano para cogeneracion y
presenta suelos con influencia salina a diferencia del relleno de Villahermosa, Tabasco

gue aun no llega a producir gas con porcentaje de metano aprovechable.

Por otro lado, de acuerdo a los trabajos de Garcia- Maldonado et al. (2018) el cual
estudio la diversidad microbiana en ambientes hipersalinos de Baja California Sur, México,
encuentra que las comunidades metanogénicas estaban dominadas por miembros de los
ordenes Methanosarcinales, .Methanobacteriales y Methanococcales, asimismo observa
gue el orden Methanomicrobiales aumenta su abundancia bajo concentraciones mas
bajas de salinidad y sulfato. También identifica abundancia de la clase Thermoplasmata
prospera en ambientes acidos y-alta.temperatura en sus experimentos de microcosmos al
adicionar Trietilamina, lo que sugier€‘la capacidad potencial de estos microorganismos

para usar la trimetilamina en ambientes-hipersalinos.

Este proyecto se limit6 a identificar la camposicion de las comunidades relacionadas a
la condicion de temperatura y salinidad para, confirmar 6 descartar la presencia de
arqueobacterias de los 6rdenes hidrogenotroficos* en condicion de salinidad baja en
Villahermosa, Tabasco contra arquegbacterias” de los Ordenes acetotréficos en
condiciones mas salinas como las presentadas en Ledn, Guanajuato. La informacion
generada sobre los consorcios microbianos identificades podran ser utilizados para
estimular la abundancia y ruta metabolica de generaciéndel gas en ambos rellenos

sanitarios en una nueva propuesta técnica.
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La, tecnologia emergente de la biologia molecular que ha evolucionado a la
genomiea~de hoy, did lugar a una publicacion de 1977 de Carl Woese donde demostro
que un grupo de microbios poco conocido llamado arqueobacteria estaba en realidad mas
relacionado can, el eucaria que con la bacteria verdadera. Woese se fundamenté en el
ARN mitocondrial"16s que es una secuencia altamente conservada, es decir que se puede
usar para buscar.dos tambios evolutivos porque ha evolucionado lento. Posteriormente
Woese en 1990 propuse’dividirlos en un documento titulado "Hacia un sistema natural de
organismos: propuestas»para los dominios de Archeae, Bacteria y Eucarya" (Morrison,
2003).

Los estudios metagenémicos para arqueas se realizan mediante el analisis del gen
del ribosoma 16S procariético (I6SARN r), que tiene aproximadamente 1.500 pb de
longitud y contiene nueve regiones‘variables intercaladas entre las regiones conservadas.
Las regiones variables de 16S rRNA se utilizan con frecuencia en las clasificaciones
filogenéticas, tales como el género o la especie en diversas poblaciones microbianas asi
fue como en 1993, el Departamento de Energia (DOE) financio la secuenciacién de tres
genomas completos de arqueas: Methanococcus Jannaschii, como una colaboracion entre
el Instituto para la Investigacion del Genomas(TIGR) y la Universidad de lllinois en
Champaign; Thermoautotrophicum Methanobacterium, como una colaboracion entre
Genome Therapeutics y la Universidad Estatal de Ohio; y Furiousus pyrococcus, en la
Universidad de Utah y la Universidad de Mayland. Las.dos primeras secuencias del
genoma archaeal fueron descifrados en 1996 y 1997 respectivamente, y pronto se
complementaron con la liberacion de las secuencias’ del genoma de Fulgidus
Archaeoglobus por TIGR y Pyrococcus horikoshii por la Universidad de Tokio, y NITE
NIBHT en Japon (Gaasterland, 1999).

Garcia, Patel y Olliver, (2000) realizan la revision mas referenciada actualmente
sobre taxonomia, filogenética y diversidad ecolégica de las arqueas metanegénicas donde
se resume caracteristicas ecoldgicas de las 5 ordenes propuestas por Begne en 1993.
Este autor destaca la necesidad de conocimiento del metabolismo y la bioguimica de
cultivos puros sobre los cultivos mixtos de metanogénicos esenciales para_futuras

aplicaciones.
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Luton et al., (2002) desarrollaron métodos para permitir el analisis de poblaciones
de metandgenas en rellenos sanitarios utilizando el gen mcrA como objetivo. Se
examinaron dos vertederos y se analizaron sesenta y tres clones de un sitio en Essex, y
ciento dos de un sitio en Odcombe, Somerset. El analisis revelé una diversidad mucho
mayor en la poblacion de metandgenas dentro del material de relleno sanitario de lo que

se ha visto anteriormente.

Conklin et)al.y (2006) realiza un estudio sobre cinética de crecimiento y
competencia entre 19s géneros Methanosaetta y Methanosarcina en 2 digestores a escala
laboratorio hallando queyel crecimiento de Methanosarcina aumenta en concentraciones
mas altas de acetato, .mientras que el crecimiento de Methanosaeta domina en
concentraciones mas bajas.

Ferrer y Pérez (2010) propene una hipétesis sobre la relacion de in6culos a base
de excreta de cerdo con los problemas de rendimiento de metano, debido la competencia
por el acetato de las bacterias reductoras de sulfatos y las arqueas metandgenas
acetoclasticas. Este autor enfatiza que. una buena seleccion de cepas, garantiza el mejor
aprovechamiento de las plantas-de‘biogas‘existentes en Cuba y un disefio mas eficaz de
reactores futuros, al identificar inéculos altamente productores de metano.

La innovacion en técnicas/ moleculares,~para agilizar la identificacion de
metandgenas a nivel de comunidades se_puede observar en Kim, Kyung y Cho (2014) con
la comparacion de PCR por goteo y el PCR en tiempo)real en muestras de digestores a
gran escala y también en los estudios de Kim y Lee (2014) donde presentan una rapida
toma de huellas digitales de comunidades metanogénicas’ mediante andlisis de fusién de
alta resolucion. En contraste a nivel género Stantscheff et al., (2014) identificaron
metanogénicas de cinco plantas de biogas agricola a gran ‘escala con secuencias de
genes ARNr 16S parciales, las cepas aisladas de cultivos "de enriquecimiento se
relacionaron con Methanoculleus bourgensis, Methanosarcina mazei, Methanosaeta
concilii y Methanobacterium formicicum.

Tejerizo et al., (2017) secuencidé por completo del genoma de la“novedosa cepa
Buetzberg de Methanobacterium congolense, una arquea hidrogenotrofica, metanogénica,
aislada de una planta de biogas mesdfila a escala industrial que utilizé biorresiduos. El
analisis de la arquitectura del cromosoma M. congolense Buetzberg reveld una alta

colinealidad con el cromosoma Methanobacterium paludis.
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Por dltimo, Wang et al., (2017) habla sobre las caracteristicas microbianas en el
procese de digestion anaerobia a partir de restos alimenticios para la produccion de
metano~y. destaca que los microorganismos pueden ser indicadores de la estabilidad o
falla del proceso de digestion anaerobia. Finalmente indica que en futuros trabajos se
requieren esfuerzos de investigacion sobre las reglas de sucesion dinamicas de los
microorganismos dominantes mediante el control de las condiciones de fermentacion.

Las plataformas de secuenciacion de segunda y tercera generacion que vienen a
complementar a la‘tradicional secuenciacion por el método Sanger, permiten analizar un
gran numero de individuoes obteniendo una profundidad de secuenciacion significativa de
sus genomas o transcriptomas (Meneses, Rozo y Franco, 2011)

Después del método sanger vino la pirosecuenciacion usada p.e. por Sahm et al.,
(2013) para determinar la‘_cemposicion de las comunidades de 2 manantiales
hidrotermales. Usando pirosecuenciacion, investigé 93,576 secuencias parciales del gen
16S rRNA amplificadas con cebador€s especificos V2 / V3 para Bacteria y Archaea y se
compararon con las secuencias del=gen 16S ARNr de secuenciacion directa de
metagenoma sin amplificacion /previa finamente concluyé que En el manantial acido, la
diversidad procariota fue menor gue en elsmanantial caliente, ligeramente alcalino. La
comunidad del manantial acido estuve-dominado por organismos quimio-quimioautotrofico
del género Acidithiobacillus (43%),“ con el ‘heterotréfico Acidicaldus (38%) y con
Anoxybacillus (7,8%).

Actualmente las plataformas de SecuenciaCidp®. masiva consiguen secuenciar
simultdneamente millones de fragmentos de ADN de® mdltiples individuos, lo cual se
traslada en menos costos y tiempo. Una de las mayores-gondiciones es el manejo de
grandes volumenes de datos generado en cada proyecto, qué requiere un buen manejo
de técnicas bioinformaticas avanzadas y de una adecuada heframienta computacional.
Las técnicas que se benefician de la secuenciacibn masiva\ deben abordar
necesariamente dos fases: La primera fase (in vitro) consiste en {da canstrucciéon de
bibliotecas genodmicas, seguida de la subsiguiente secuenciacion de dichas/bibliotecas en
una plataforma de secuenciacion. La segunda fase (in silico) comprende el analisis
bioinformatico de los archivos de lecturas generadas por las distintas plataformas de
secuenciacion masiva. (L6pez de Heredia, 2016).

Un ejemplo del uso de esta ecuenciacion masiva para mejorar las condicionas de

una planta municipal de biogas termofilica es la de Weiss et al., (2009) quien muestred
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dos veces al mes y clasificd la microbiota residente mediante el analisis de los genes 16S
ARNr, descubriendo que la mayoria de las secuencias bacterianas eran bacterias no
identifiecadas o no cultivadas de héabitats similares. El 78,4% de las secuencias arqueales,
pertenecian,al género Methanoculleus, que se sabe que utiliza eficientemente H2 y
CO2.Finalmente, esta informacion indujo la extraccion de amoniaco del agua de proceso
de la planta @ ‘través de la cual el amoniaco ingresa al reactor de biogas reactor pudo
reducirse a la mitad, lo que aumentoé la produccion de energia de la planta de biogas en

casi un 20%.
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4afObjetivo General:

e Identificar' les consorcios asociados a los grupos metanogénicos presentes en
lixiviados de les rellenos sanitarios de Villahermosa, Tabasco y Ledn, Guanajuato

mediante técnicas moleculares.

4b. Objetivos Especificos:

1. Extraer ADN del total de'les consorcios microbianos del lixiviado o sedimento de los
pozos emitiendo metano para identificar arqueobacterias metanogénicas a partir de

la técnica molecular: andlisis 16rs:

2. Caracterizar molecularmenté mediante secuenciacion masiva y comparacion con
bases de datos al grupo de arqueobacterias metandgenas en cada sitio
relacionandolos con los parametros fisicosquimicos de temperatura, % metano y pH

3. Comparar la diversidad de consoreios.de ambos rellenos mediante la diversidad y
composicion de especies.

Hipoétesis: Se espera cambios en la diversidad de bacterias’eén los consorcios presentes
en lixiviados y sedimentos de los rellenos sanitarios de Villahermosa, Tabasco y Ledn,
Guanajuato.

De acuerdo a las condiciones climaticas se podria observar el predominio en Leodn,
Guanajuato de las metandgenas metilotroficas del orden de methanosSarcinales (géneros
metanosarcinas y metanosaetas) a 35 °C, mientras que a temperaturas‘mayores (aprox .
55°) como en Villahermosa se podria esperar el predominio de “metanégenas

hidrogenotroficas de los érdenes methanomicrobiales y methanobacteriales.
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ABSTRACT

Landfill's waste stars its decompasition through complex chemical processes in the
presence or absence of oxygen. Frem this process, products such as leached liquids and
gases are obtained. Of the mixture' called BiggaS, the main component is methane,
followed by carbon dioxide. To identify the imethanogenic consortiums associated with the
soils of two landfills, sediments and leachates were collected, Leached in wells of 25
meters deep methane producers for cogeneration in{saline soil of Ledn, Guanajuato and
sediments from 16m wells in thermophilic conditions”without methane production in
Villahermosa, Tabasco. Identification was performed by metagenomic sequencing. The
wells of Ledn with saline influence had sequences of 68:+43% Archeas and 31.27% of
Bacteria against the wells of Villahermosa with 90.25% of Bacteria and 3.61% of
Archaeas. In the wells of Ledn, hydrogenotrophic methanogens of the order
methanobacterial dominated over the acetotrophic ones of the order,of methanosarcinales
(genus methanosaeta). In the wells of Villahermosa the methane ‘génesis phase is not yet
present, the presence of hydrogenotrophic methanogens of the methanomicrobial orders
being incipient. The Ledn landfill had 165 species against 38 of the Villahermosa landfill
and a higher diversity index including non-methanogens.

Keywords: Archeas, landfill, leachate, metagenomic sequencing, methanogens; saline.

RESUMEN

Los residuos depositados en rellenos sanitarios inician su descomposicion mediante
procesos quimicos complejos en presencia o ausencia de Oxigeno. De este proceso se
obtienen productos como los liquidos lixiviados y gases. De la mezcla denominada Biogas
el principal componente es el metano, seguido por el diéxido de carbono. Para identificar

Erika Cristell Martinez Ramén


mailto:sugeylo@hotmail.com

los consorcios metanogénicos asociados a suelos de dos rellenos sanitarios se colectaron
sedimentos vy lixiviados. Lixiviados en pozos de 25 mts de profundidad productores de
metano para cogeneracion en suelo salino de Ledn, Guanajuato y sedimentos en pozos
de 16.n1 en condiciones termofilas sin produccién de metano en Villahermosa, Tabasco.
La identificacion se realizé mediante secuenciacion metagenémica. Los pozos de Ledn
con influencia salina presentan secuencias de 68.73% Arqueas Yy 31.27% de Bacterias
contra los pozos de Villahermosa con 90.25% de Bacterias y 3.61% de Archaeas. En los
pozos de Ledn dominan metanogénicas hidrogenotroficas del orden methanobacteriales
sobre acetotroficas del orden de methanosarcinales (género Methanosaeta). En los pozos
de Villahermosa, alin no se presenta la fase de metanogénesis siendo incipiente la
presencia de metandgenas hidrogenotroéficas del rden methanomicrobiales. El relleno de
Ledn presenta 165 ¢especies contra 38 del relleno de Villahermosa y mayor indice de
diversidad incluyendo’ng-metandgenas.

Palabras clave: Arqueas, Relleno sanitario, lixiviado, secuenciacion metagendmica,
metandgenos, salina.

1. INTRODUCCION

La produccion natural de metane” se debe a la actuacion de microorganismos como
bacterias, que mediante procesos biologicos degradan los residuos, emitiendo éste y otros
gases, y liberando otras sustancias quimicas. El metano (CHa4) es uno de los seis gases
de efecto invernadero regulados-por el*Protocolo de Kyoto. Este gas atrapa 21 veces mas
el calor que el dioxido de carbono-(€0:2);"considerado el principal Gas Efecto Invernadero
(GEI). Los rellenos sanitarios son~la tercera fuente a nivel mundial aplicandose en
produccion de energia eléctrica (Marland et-al;,2003). De acuerdo con Arvizu y Huacuz
(2003) en México se tiene el potencial“técnica comercial para convertir los gases de un
relleno sanitario en electricidad; sin embargo, ‘su’ aplicacion aun es baja. Los rellenos
sanitarios de este estudio son de origen, de Residuos Solidos Urbanos (RSU) con
condiciones distintas de salinidad, madurez.y tempeératura por lo que existe la necesidad
de conocer las bacterias metanogénicas que puedan‘estar presentes para ubicar las rutas
metabodlicas y las interacciones entre consorcios. Lasimportancia de identificar los
consorcios de bacterias metanogénicas reside en el hegho _de que la acumulacion de
amonio y acidos grasos voléatiles (denominados inhibidores)’ traen como consecuencia
procesos ineficaces en la produccion de metano, los microerganismos son la parte
medular de los digestores debido a que la digestidon anaerobia_es un proceso bioquimico
gue involucra una gran variedad de grupos microbianos (Wang €t al., 2017). Un ejemplo
de influencia de parametros fisicoquimicos ambientales sobre la, composicion de
diversidad bacteriana es el trabajo de Garcia-Maldonado et al.,»20128 en ambientes
hipersalinos de Baja California Sur, México, donde las comunidades) metanogénicas
estaban dominadas por miembros de los 6rdenes Methanosarcinales, Methanobacteriales
y Methanococcales, y donde la salinidad y el sulfato bajan, se observa-abundancia del
orden Methanomicrobiales. Otro ejemplo de interaccion es la competencia.por_el acetato
de las bacterias reductoras de sulfatos y las arqueas metandgenas acetoclasticas
mencionada por Ferrer y Pérez (2010). Por tanto este proyecto se orientd a identificar la
composicién de las comunidades relacionadas a la condicién de salinidad para confirmar o
descartar la presencia de arqueobacterias en condicion de salinidad baja de
Villahermosa, Tabasco contra arqueobacterias en condiciones mas salinas de Leodn,
Guanajuato que pueden ser indicadores de la estabilidad o falla del proceso de digestion
anaerobia.
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2. MATERIALES Y METODOS

El preCeso completo se dividi6 en cuatro fases:

Fase\l.de Gabinete: se selecciond los pozos en cada sitio (Villahermosa, Tabasco y Leon,
Guanajuato) en funcion del estado de mantenimiento, método de muestreo, condiciones
de presewvacion y envio de muestras. Se contd con los andlisis de salinidad
reglamentarios. del relleno por el Laboratorio del grupo Microanalisis S. A. de C...v.
acreditado ante el EMA por medio del método de la Sociedad Mexicana de la Ciencia del
Suelo “Analisis quimico para evaluar la fertilidad del suelo”.

Fase 2 de Campo{ Se tomo la decision de colectar muestras con lixiviado y/o sedimentos
en base a la factibilidad en cada sitio. Los pozos tienen profundidades de 6 a 20 m y con
diametro reducido (3" de*¢ aprox.) por lo que la forma de llegar al fondo fue extendiendo
un nucleador, pero se"determing in situ si el fondo era completamente liquido o si se podia
obtener material térreo gque.es lo ideal para el analisis molecular debido a que el lixiviado
debe procesarse para obtepér una muestra concentrada.

Fase 3 de Laboratorio: Se realizaron pruebas para determinar el kit de extraccion de ADN
més adecuado y las concentraciones de la extraccion para el PCR.

Fase 4 de Gabinete: En esta fase del andlisis bioinformatico contd con la plataforma de
lllumina la cual autométicamente.arroja en comparaciéon con una base de datos de genes
desde los reinos hasta las especies halladas.

2.1. Colectade muestras

2.1.1. Colecta de Lixiviados: Las muestras_se tomaron con uso de guantes y envases
estériles (en autoclave a 121° por-15 min)y se conservaron en nevera con hielo a 4°C
hasta llevar a refrigeracion en el laboratorio as muestras se procesaron dentro de las 24
h siguientes de acuerdo con la NMX-AA-003-1980. Aguas residuales. - Muestreo.

En Ledn, Guanajuato se colecto lixiviados‘en el Poze 81 y 104.

2.1.2. Colecta en sedimentos: Se realizé~muestreopor duplicado con nucleador de PCV
de 16-20 m de profundidad, introduciende\el nucleador en cada pozo por debajo del
espejo de agua. Las muestras se mantuvieron en" gondiciones anaerobias en frascos y
bolsas estériles cerrando inmediatamente el’contenedor y:manteniendo a 4°C.

En Villahermosa se colect6 sedimento en el pozo 5.

Al momento de la colecta se midié el % de CH4, CQO2,-02 y Balance de N con el
Analizador De Gases De Relleno Sanitario Marca Gem 2000,kandtec.

2.2. Extraccién de ADN

Preparacion del lixiviado:

Se tomaron aprox. 300 ml de los lixiviados, se depositaron en botellas estériles de 0.5 L,
se centrifugaron a 10000 xg durante 20 min a una temperatura de 4°C. Una vez
centrifugado, se retir0 el sobrenadante, metiéndolo en tubos estériles, €l'pellet obtenido se
re-suspendid con agua estéril y se pasO a tubos Eppendorf paray realizar otra
centrifugacion a 12,000 rpm por 5 min. El pellet obtenido se usé en la extraceion de ADN
siguiendo el protocolo especifico de los kits.

Preparacién del sedimento:

1. Se centrifug6 a 10000 xg durante 20 min a una temperatura de 4°C para eliminar todo
liquido. Se transfirié la muestra a un tubo de polipropileno de 50 ml. Adicionar 10.ml de
regulador de lisis y se mezclo con vortex por 1 min.

2. Se incubd a 65 °C por 15 min con agitacion, y adicioné 10 ml de cloruro de bencilo, se
mezclé con vortex por 3 min. Continud la incubacion a 65 °C por 15 min con agitacion. Se
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adicionaron 10 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1) pH 8. Se Mezclé con
vortex por 1 min y colocar en hielo por 10 min.

3. SerCentrifugo a 8,500 xg por 15 min. Se recuperd la fase acuosa y se mezclé con un
volumen’ igual de isopropanol. Enseguida se incub6 a -20 °C por 2h y centrifugé a 8,500
xg por 25 min.

4. Se deScarto la fraccidon acuosa, se lavo la pastilla o pellet con etanol al 70%, se seco al
aire, y disolvid.en 100 pl de agua desionizada estéril. Para asegurar alta calidad del ADN
se uso un kit deextraccion para suelos (Herran, et al., 2015).

Se eligio el kit'dessuelo NucleoSpin® de MOBIO que esta disefiado para el aislamiento de
ADN genomico alto\peso molecular de microorganismos como bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, argueas, hongos y algas en muestras de suelos, lodos y sedimentos.
Para una util extraceion.de ADN se requirié6 una adecuada ruptura celular para evitar que
el ADN pueda contaminarse con acidos humicos del suelo. La ruptura celular se logré con
fuerte agitacion de las _muestras en un regulador de lisis, el cual contiene altas
concentraciones de detergente, sales, o perlas de vidrio. El ADN se separ6 del lixiviado
por medio de centrifugacion, del concentrado del lixiviado y del sedimento se uso6 0.25 g
de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit.

2.3. Amplificacién ADN por PCR

La PCR tomo tres pasos térmicos:

A. La desnaturalizacion de la doble ‘cadena de ADN (Etapa 1), con temperaturas entre 92
y 96°C. B. Templado o hibridacion de=los cebadores a un sitio complementario de la
plantilla (Etapa 2), a una tempeératura entre, 45 y 72°C. Extension del cebador a 72°C
(Etapa 3). Para este caso se utilizé el termociclador Applied Biosystems | Thermo Fisher
Scientific — AR con un programa‘de tiempo‘tetal de 45" distribuido en Etapa 1= 3" a 95°C,
Etapa 2= paso 1_30" a 95°C, paso 2 30" a’55°C, paso 3_ 30" a 72°C; Etapa 3= 5" a
72°C y enfriamiento a 4°C.

2.4. Andlisis 16S R ARN

Los fragmentos del gen 16S ARNr de 1.254 pb deslongitud se amplificaron a partir de
extractos de ADN de muestras y posteriormente se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa.

Se aplico el protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library-Preparation que describe un
método para preparar muestras para secuenciar las regiones V3 y V4 variables del gen
16S ARNr. Este protocolo combinado con un sistema de seeuenciacion de laboratorio,
proporciona un flujo de trabajo completo para la secuenciacion'de’ amplicon de ARNr 16S.
Resumen del flujo de trabajo:

1. Se prepard y mezcl6 los cebadores de amplicones: el protocolo incluye las secuencias
de pares de cebadores para la region V3 y V4 que crean un”unico amplicon de
aproximadamente ~ 460 pb. Se preparé la biblioteca: el protocolo describe los pasos para
amplificar la region V3 y V4 y utilizando una PCR de ciclo limitado;” se agrega los
adaptadores de secuencia lllumina y los codigos de barras de doble indice.al objetivo del
amplicon.

2. Se leyo la Secuencia en MiSeq: utilizando lecturas emparejadas de 300 pb,.y_reactivos
MiSeq v3, los extremos de cada lectura se solapan para generar lecturas de alta calidad y
longitud completa de la region V3 y V4 en una Unica ejecucion de 65 horas.

3. Se analiz6 en MSR o BaseSpace. El flujo de trabajo de Metagenomics realiza una
clasificacion taxondémica utilizando la base de datos de genes Green que muestra
clasificacion del nivel de género o especie en un formato grafico.
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2.5. Primers

De acuerdo con Narihiro y Sekiguchi (2015) algunos cebadores se desarrollaron para
descifrar_poblaciones completas metanogénicas en ecosistemas de interés por lo que
proporeionan una tabla de cebadores. La tabla incluye cebadores dirigidos a los genes
16S ARNrsdebido a que los organismos de arqueas metanotréficas anaerdbicas no
cultivadas (ANME) toman parte en la oxidacion anaerobia de metano (AOM) mediante el
empleo de enzZimas relacionadas a la metanogénesis incluyendo mcr. En este caso se
usaron los primers Archea 519F y 1041R de lllumina mencionados por Klindworth et al.,
(2012), quien evaluo el espectro de cobertura global y phylum de 175 cebadores y 512
pares de cebadoresqn silico con respecto al conjunto de datos de referencia SILVA 16S /
18S ADNr, encontrande que este par de cebadores especifico a Archaea logra un
espectro de phylum completo. SD-Arch0519-AS-15 / SD-Arch-1041-AA-18 (A: 76.6%, B:
0.0%, E: 0.0%) muestra, los mejores resultados con respecto a una cobertura
relativamente alta en general. Este par de cebadores cubre dos de cada ocho phyla
(crenarchaeota y Euryarchaeota), pero el espectro phylum aumenta notablemente a seis
phyla detectados si se permiteuna falta de coincidencia (A: 92.8%, B: 0.0%, E: 0.0%). En
resumen, SD-ARCH-0519-AS=15 ./-S-DARCH-1041-AA-18 es el par de cebadores mas
adecuado con una region de alta tensién 540 pb de amplificaciébn que abarcan 4-6 y
excelente dominio especifico.

2.6. Secuenciacion

Se realizé la secuenciacion masiva. Las plataformas de secuenciacion de segunda y
tercera generacion que vienen=a-complementar a la tradicional secuenciacién por el
método Sanger, permiten analizaryun gran numero de individuos obteniendo una
profundidad de secuenciacion significativa desSus genomas o transcriptomas. Por lo tanto
se conté con el secuenciador modelo Miseg-de la compafiia Illlumina Inc. Los
secuenciadores de Illumina utilizan la teenologia.de.secuenciacion por sintesis y pueden
conseguir lecturas de 2 x300 pb hasta 15-Gb.y 25 millones de lecturas (ML).

3. RESULTADOS
En el relleno sanitario de Villahermosa se presenté dominancia del reino bacteria con

90.25%, contra 3.61% de Archeas y 6.14% de muestras sin poder clasificar. El 14.29% de
las lecturas clasificadas a nivel de especies pertenecieron a Ruegeria lacuscaerulensis.
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FIGURE 1. Top 20 OF THE RESULTS%/I THE VILLAHERMOSA LANDFILL CLASSIFIED BY

TAXONOMIC LEVELS :

El Relleno de Ledn presento biogas:con %y metano del 49.6% al 56.3% lo que lo colocé
en estatus de buena calidad, en a &Iad con 13,299 mg/L se diagnostic6 como

hipersalino. !
' i %‘
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Taa 1. DATOS DE GASES Y SALINIDAD EN LOS POZOS DE LESN, GUANAJUATO.
TABLE 1. GASES AND SALINITY DATA FROM THE WELLS SAMPLED IN LESN, GUANAJUATO.

Fuente: Gem 2000 Landtec Analizador De Gases De Relleno Sa

En el Pozo 104 (parte cima de la celda) del relleno sanitario de Ledn, Guana presenté
dominancia del reino Arquea con 68.73%, contra 31.27% de Bacterias. El 58: de las
lecturas clasificadas a nivel de especies pertenecieron a Methanocolleus rec @ulli y

17.84 % de Methanocolleus palmolei. .
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Mientras que para el pozo 8 Ia celda) del relleno sanitario de Leon,
Guanajuato dominé el reino Arqu n 52 contra 47.40% de Bacterias. El 42.37%
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FiG.3. TOP 20 CON LA CLASIFICACION DE RESULTADOS POR NIVEL TAXONOMICO DEL Pozo 81
DE LEON, GUANAJUATO.

FIGURE 32 TOP 20 OF THE RESULTS OF WELL 81 FROM LEON, GUANAJUATO, CLASSIFIED BY
TAXONOMYIEC LEVEL.

La plataforma-de Illumina realizé una medicion de Diversidad de especies mediante el indice de
Shannon el cual mide la entropia de la clasificacion a nivel de especies en la muestra
obteniéndose oS siguientes resultados:

Relleno sanitario Pozo indice de Diversidad de | Numero de Especies
Muestra Especies de Shannon Identificadas

Villahermosa P05 1.189 38

Leon, Guanajuato P104 1.013 159

Ledn, Guanajuato P81 1.187 165

TaBLA 2. INDICE DEADIVERSIDAD EN LOS DIFERENTES P0ZOS.

TABLE 2. DIVERSITY INDEXES OF THE SAMPLED WELLS

4. DISCUSION

Cadena et al.,, 2018 identifica metanogénesis, metilétrofa evidenciada por secuencias
pertenecientes a la familia Metanosarcinacea (€omo las especies encontradas en el Pozo
81 del relleno de Leon, Guanajuato), también estimuld incubaciones suplementadas con
acetato y lactato, eliminando sulfato y. produjerenCHa4 conducidas por metanégenos
hidrogetroficas.

En el pozo 104, el género Peptoniphilus. descrito\por. Rooney et al.,, (2011) abarca
especies de cocos anaerobios grampositivos que pueden utilizar la peptona como Unica
fuente de carbono. En ambos pozos de Leon también _se_presenta Methanobacterium
kanagiense la cual es una Arguea metanogénica, anaerobica, hidrogendtrofa, crece con
hidrogeno y didxido de carbono como Unica fuente de energia y carbono.

En el relleno de Villahermosa abunda Ruegeria lacuscaerulensis descrita originalmente
como Silicibacter lacuscaerulensis, es una bacteria mesofila (moderadamente haldfila
pertenece a la familia Rhodobacteraceae. Este organismo puede Crecera temperaturas de
hasta 50 °C. Los aislados no crecen sin sal afiadida en el medio y pueden crecer hasta un
7% de NacCl (p/v). La salinidad 6ptima para el crecimiento es 3.5-4% NaCl. (Petursdotirr y
Kristiansson 1997) lo que es congruente con este medio termofila” y~ denota ligera
salinidad. La Unica metanogena encontrada en los pozos de Villahermosa es
Methanoculleus receptaculi una Metandégena termofilica (50-55°C)‘_estrictamente
anaerdbica, utiliza H2/CO2 o formiato de sodio como sustrato para la metanogeénesis, pero
no acetato de sodio, trimetilamina, monometilamina, etanol, sulfuro de" dimetilo,
isopropanol, isobutanol, butan-2-ol o H2/CO2. (Lei et al; 2008). Otras bacterias” menos
abundantes pero que denotan ligera salinidad son: Polaribacter butkevichii: ‘bacteria
heterotrofica miembro de Ila familia Flavobacteriaceae, aerdbica, mesofilica,
(Nedashkovskaya et al, 2005), Chryseobacterium culicis: bacteria Gram negativa y crece
en presencia de 0.5-3.0% de NaCl (Kampfer et al, 2010), Lewinella lutea: Bacteria marina
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gue requiere NaCl para crecer. El crecimiento ocurre con NaCl 2—-4% (p/v); se observa un
crecimiento débil con NaCl al 5% (p/v). El crecimiento no ocurre con NaCl al 6% (p/v) o
mas (Khan et al, 2007). Finalmente tenemos las bacterias tolerantes a contaminantes:
Xanthobacter polyaromaticivorans la cual degrada los compuestos aromaticos policiclicos
y heterociclicos en condiciones extremadamente bajas de oxigeno. Es capaz de degradar
una amplia” gama de compuestos aromaticos ciclicos como dibenzotiofeno, bifenilo,
naftaleno, antraceno y fenantreno, incluso bajo condiciones extremadamente bajas de
oxigeno [oxigeno disuelto (OD) <o = 0.2 ppm], degradador efectivo de dibenzotiofeno
(DBT), un compuesto aromatico heterociclico que contiene azufre modelo en petréleo
crudo (Hirano et al, 2004). La Thiomona thermosulfata es una bacteria Gramnegativa
presenta movilidadg tiobacilos como la mayoria de las proteobacterias exhiben un
crecimiento 6ptimo en condiciones mixotroficas, se adaptan y responden al arsénico ya
gue pueden usar AsS (IlIf) como donante de electrones o pueden obtener energia de la
oxidacion de los compuestos de azufre inorganicos reducidos (RISC). Orden:
Burkholderiales, Familia:'Comamonadaceae (Moreira et al., 1997).

Finalmente, en los Pozos* de Lebén, Guanajuato se confirma Metanogenas
hidrogenotroficas del génefo methanobacterium 'y metilotroficas del género
methanosarcinales. En los pozos.-de Villahermosa, Tabasco aun no inicia la fase de
metanogenésis sin embargo de forma prematura se encuentran methanomicrobiales como
es el caso de Methaocolleus receptaculi que pertenece a los microbiaceas. Por otra parte
en los pozos de Ledén Guanajuato pese a la alta salinidad es incipiente la reduccién de
sulfato debido a que no es dominanterla‘presencia de las bacterias reductoras de sulfato
(BRS) por lo tanto aun no limitan’Ja disponibilidad de estos sustratos a los metandgenos.
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6. CONCLUSIONES

En la primera parte de la hipétesis se esperan Metanogenas hidrogenotroficas del genero
methanebacterium y metilotroficas del género methanosarcinales como las
methanosaetas y methanosarcinas en el relleno sanitario de Ledn. La presencia de
methanobacterium y methanosaetas se confirma sin embargo estos géneros pueden ser
facultativos para Metanogénesis metilétrofa 6 hidrogenotréficas en el Pozo 81 de Leon,
Guanajuato. En _tanto en el pozo 104 de Leo6n, Guanajuato se observo el dominio
metandgenas hidregenotréficas (methanobacteriales) sobre las acetotroficas del orden de
methanosarcinales (género metanosaeta).

En los pozos de LednsGuanajuato pese a la alta salinidad es incipiente la reduccion de
sulfato debido a que no‘es dominante la presencia de las bacterias reductoras de sulfato
(BRS) por lo tanto aun no’limitan la disponibilidad de estos sustratos a los metandgenos.

En cuanto a la segunda parte_ de la hipétesis, en Villahermosa aun no se presenta la fase
de metanogénesis siendo aun’incipiente la digestién de la materia por lo que se descarta
el predominio de metandgenasy-Sin embargo si estan presentes las metanogenas
hidrogenotroficas aunque con‘gpoca presencia, éstas pertenecen a los 6rdenes
methanomicrobiales y methanobacteriales como es el caso de Methaocolleus receptaculi
gue pertenece a los microbiaceas.YEsto principalmente se debe a ladiferencia de
profundidad y tipo de muestra en cadaSitio.

El pozo de Villahermosa presentazain etapa previa a la metanogenesis debido a la alta
dominancia de bacterias, sin embargo-estas bacterias son moderadamente halofilas y con
tendencia a tolerancia a contaminanteés come”hidrocarburos y Arsénico de acuerdo a la
presencia de Xanthobacter y Thiomonas.

Por ultimo el Relleno Sanitario de Leon Guanajuate’presenta mayor nimero de especies y
diversidad incluyendo no metandgenas a diferencia del+relleno de Villahermosa.

7. RECOMENDACIONES

Es importante contar con varias alternativas de muestreo y-r€alizar las adecuaciones a la
forma de colectar la muestra ya que en el primer muestreo en elrelleno sanitario de Leén
se tenia prevista la toma de lixiviado ya que acuerdo a la metodologia con 50ml (un tubo
falcon podria ser suficiente), sin embargo se tomo >150ml de lixiviado debido a que no se
podia extraer material térreo por la abundancia de lixiviado. Sin embargo al procesar las
muestras y observar poco material recuperado de la centrifugacion del lixiviado se plane6
para el sitio de Villahermosa evitar el lixiviado y obtener sedimento por.do_que se busco
aplicar un nucleador que alcanzara los 16m de la profundidad promedio.4Por tanto a partir
de esta experiencia se recomendaria aplicar una tercer forma de obteper, la muestra
podria incluir mas especies mediante una unidad de celda de flujo para elFmuestreo de
microorganismos unidos del agua subterrdnea es decir concentrar 50 \L _de agua
subterranea mediante filtracion por impacto en filtros de disco de membrana Supor.de 293
mm de didmetro con poros de 1,2 y 0,2 um (Pall Life Sciences). Colocando los filtros en
bolsas de hidromasaje y congelandose rapidamente en bafio de hielo seco de acuerdo al
meétodo usado por Holmes et. al., (2018) para extraccion de acido nucleico y preparacion
de ADNC.
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8. ANEXOS

Fig. 4 Diagrama resumen del método de trabajo.
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Fig. 6 Relleno sanitario de Ledn, Guanajuato
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Fig. 8 Colecta de Lixiviados en Ledn, Guanajuato.

Relleno sanitario de Leon, Guanajuato. 26 de Junio de 2018.
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Fig. 9 Colecta de sedimentos en Villahermosa, Tabasco.

Relleno sanitario de Leon, Villahermosa, Tabasco. 29 de Octubre de 2018.

POZOS TERMINADOS (3 ANOS, % CH4 10-15%)
Pozo 5 Pozo 6

LAGUNA DE OXIDACION

Erika Cristell Martinez Ramén



Fig. 9 Extraccidn de adn de las muestras de ledn, guanajuato.
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Tabla 3.-Géneros diagnosticados en los diferentes

Unclassified 55.23 % Unclassified 65.07 % Unclassified 48.39 %
Chryseobacterium | 5.42 % Methanobacterium 15.31 % Methanocul 23.35%
Pseudomonas 4.33% Methanosaeta 7.15% Methanimicro s | 11.12 %
Ruegeria 2.89 % Thermoanaerobacter | 1.83 % Desulfurococcus(}) 7.78 %
Flavobacterium 217 % Methanoculleus 1.62 % Methanobacterium Ry 4 %
Methanoculleus 1.81 % Methanosphaera 0.90 % Peptoniphilus ‘I@/o
Sphingomonas 1.81 % Methanofollis 0.76 % Thermoanaerobacter | 0.78 %
Phaeobacter 1.44 % Desulfurococcus 0.50 % Dethiosulfovibrio 0.72%
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Tabla 4.- Especies diagnosticadas en los diferentes pozos.

% Lecturas

% Lecturas

% Lecturas

P% totales POZO 81 totales POZO 104 totales
Unclassified 79.78 Unclassified 72.38 Unclassified 74.12
Ruegeria 2.89 Methanobacterium 11.70 Methanoculleus 15.27
lacuscaerulensis kanagiense receptaculi
Methanoculleus 1.81 Methanosaeta 6.93 Methanoculleus 4.62
receptaculi peldgica palmolei
Polaribacter 1.08 Metanoccolleus 1.57 Peptoniphilus 1.01
butkevichii receptaculi methioninivorax
Chryseobacterium | 1.08 Methanobacterium 1.15 Methanimicrococcus 0.71
culicis uliginosum blatticola
Lewinella lutea 0.72 Methanosphaera 0.89 Methanobacterium 0.62

cuniculi kanagiense
Xanthobacter 0.72 Methanofalis 0.76 Peptococcus niger 0.57
polyaromaticivora ethanolicus
ns
Thiomonas 0.72 Methanocorpusculum | 0.42 Methanobacterium 0.26
thermosulfata parvum beingense
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