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RESUMEN GENERAL

Con la finalidad de conocer si los sedimentos superficiales de la plataforma y talud
continental del Noroeste (NW) del Golfo de México presentan alguna afectacion bioldgica a
causa de los hidrocarburos, en este estudio, se han utilizado las comunidades bacterianas y
pigmentos como indicadores de las condiciones ambientales. Las muestras fueron colectadas
en los meses de Octubre-Noviembre del 2012. Para el analisis de la diversidad bacteriana, se
recolectaron cuatro muestras y se examinaron mediante la técnica de pirosecuenciacion. Los
resultados revelaron un total de 60 phyla, 151 clases, 193 o6rdenes, 204 familias, 191 géneros
y 27 especies, siendo el phylum mas representativo las Proteobacterias, y dentro de estas la
clase de mayor abundancia fueron las y-proteobacterias. De acuerdo con la diversidad
bacteriana los sitios fueron agrupadas en plataforma continental interna (B-13 y B-25) y
talud continental (B-9 y B-6). De los 191 géneros registrados, 81 tienen al menos un gen
identificado con rutas metabdlicas involucradas en la degradacion de compuestos
contaminantes. La proporcién de géneros con la capacidad de degradar contaminantes fue
menor con respecto a las bacterias heterdtrofas. Sin embargo, la proporcion en lecturas fue
inversa. Para los pigmentos, se recolectaron catorce muestras y se analizaron por medio de la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Los resultados registraron seis
pigmentos (Clorofila-a, Feofitina-a, Feoforbide-a, Pirofeofitina-a, p-Caroteno vy
Zeaxantina), registrando una distribucion correspondiente con la profundidad y la distancia a
la costa. Mientras que los hidrocarburos no mostraron relevancia en la distribucion o

concentracion de los pigmentos.



ABSTRACT

Bacterial consortiums and photosynthetic pigments were analyzed in surficial
sediments from the continental shelf and slope of NW Gulf of Mexico as indicators of the
presence of spilled hydrocarbons. The sediments were obtained in the winter of 2013.
Pyrosequencing was applied to four sediment samples to determine bacterial diversity. A total
of 60 Phyla, 151 classes, 193 orders, 204 families, 191 genera and 27 species were identified.
Proteobacteria were dominant and the y-proteobacteria were the most representative class.
Keeping with bacterial diversity, the sites were grouped into the inner continental shelf (B13
and B-25) and the continental slope (B9 and B-6). At least 81 of the recognized genera
contained one gene associated to metabolic pathways involving degradation of pollutant
compounds. The ratio of genera with the ability to degrade contaminants was lower than that
of heterotrophic bacteria. However, the ratio of readings of genera with the ability to degrade
contaminants was inverse. Pigments obtained from fourteen sampled sites in the area of study
were analyzed using high performance liquid chromatography (HPLC). This analysis revealed
the presence of six pigments: chlorophyll-a, pheophytin-a, Pheophorbide-a, Pirro Pheophytin-
a, p-carotene, and Zeaxanthin. The most representative variables were depth and distance from
shore. However, hydrocarbons presence was not related to the distribution or concentration of

pigments.



INTRODUCCION GENERAL

El Golfo de México tiene un gran valor en términos ambientales, sociales y
econdémicos. Estas condiciones lo han llevado a soportar actividades humanas que se han
incrementado en variedad e intensidad y que pueden poner en riesgo la zona. Una de las
actividades de mayor peso es la explotacion petrolera, que con sus procesos (exploracion y
transporte) conlleva a multiples problemas ambientales, ya que esta latente la introduccion de
hidrocarburos hacia el medio marino, no solo por el riesgo de accidentes fatales, sino también
por las pequefias cantidades de éstos y otros compuestos arrojadas cotidianamente (Yafiez, et
al., 2004).

Dada la importancia y particularidad del Golfo de México es de sumo interés evaluar
las condiciones ambientales del sitio que enfrenta graves impactos por contaminacion de
hidrocarburos de petroleo y sus derivados (Beltran, et al., 2005). La introduccién se da de
forma cronica (descargas petrogénicas por fuentes terrestres 0 marinas) o aguda (a menudo
catastrofico como el caso de un derrame) (Beltran, et al., 2005). El ejemplo més reciente es lo
ocurrido el 20 de abril del 2010, a 50 MN al sureste del Delta del rio Mississippi en el norte
del Golfo de México; un grave accidente en la plataforma petrolera Deepwater Horizon
(DWH) operada por British Petroleum (BP), derramd aproximadamente 4.9 millones de
barriles de petroleo a 1600 m de profundidad, siendo éste el mayor derrame de petréleo en el

mar registrado en la historia (Kostka et al., 2011, Soto y Botello, 2011).

A partir de este accidente, se generé una enorme preocupacion, tanto por el gobierno
como de la comunidad cientifica y la sociedad, debido a la contaminacién y las consecuencias
que pueda generar el derrame en los ecosistemas de las costas mexicanas y en la Zona
Econdmica Exclusiva (EEZ) del Golfo de México. Por lo cual a partir del afio 2010 se inici
un estudio multidisciplinario por parte de un grupo académicos del Instituto de Ciencias Mar y
Limnologia (ICMyL) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) llamado
“Marco Ambiental de las Condiciones Oceanograficas en el Sector NW de la ZEE del Golfo
De México (MARZEE)”. Esta campafia explord los ambientes de plataforma y talud
continental del sector noroeste del Golfo de México, frente a las costas de Tamaulipas y norte

de Veracruz con el objetivo de establecer una linea base en las caracteristicas oceanograficas,
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geoquimicas y ecoldgicas del sitio, buscando evidencia de hidrocarburos provenientes del

derrame de petrdleo del pozo Macondo.



JUSTIFICACION

A pesar de saber que las bacterias han servido para identificar ambientes en
condiciones anormales, el uso de éstas como indicadoras de contaminacion por petréleo con
respecto a los niveles de hidrocarburos son relativamente recientes (Hood et al., 1975). Es
importante poner atencién en las comunidades bacterianas ya que, de acuerdo con Lizarraga-
Partida (1982), la proporcion de bacterias hidrocarbonoclasticas respecto de las heterétrofas
(HET/HID) son un buen indicador del grado de impacto ocasionado por la presencia
hidrocarburos en el ambiente y, en algunos casos, la fuente de contaminacion. La respuesta a
la introduccidon de hidrocarburos al ambiente, se manifiesta con el incremento drastico en la
concentracion de bacterias degradadoras de hidrocarburos con respecto a las heterotrofas.
Lizarraga-Partida (1996), menciona que la identificacion de estas bacterias ha permitido
determinar zonas contaminadas por hidrocarburos en el medio marino sin contar con

informacion previa de la fuente.

Por su parte, los pigmentos ya sean clorofilas o carotenoides funcionan para la captura
de la luz absorbiéndola y transformandola en energia, ademas de funcionar como protectores
de células radicales dafiinas en organismos fototréficos y no fototréficos. Los pigmentos estan
distribuidos de forma no uniforme y son vitales para las algas marinas, bacterias e incluso en
algunos macro organismos (Palmer y Baker, 1978; Reuss, 2005).Sin embargo dependen
mucho de las condiciones ambientales, por lo que su presencia y calidad pueden considerarse
como indicadores de contaminantes en el sitio. Autores como Zsolnay, (1973, 1977 y 1979),
han utilizado principalmente la Clorofila-a para hacer correlaciones en ambientes

contaminados por hidrocarburos.

En el NW del Golfo de México no se han realizado estudios en las poblaciones
bacterianas y presencia de pigmentos en sedimento, y con base en lo expuesto con
anterioridad, los datos obtenidos en este trabajo son una oportunidad para sentar precedentes
con la caracterizacion de las comunidades bacterianas y los pigmentos contenidos en los

sedimentos superficiales presentes en la zona de estudio.



AREA DE ESTUDIO

Por sus dimensiones y caracteristicas de cuenca semicerrada, el Golfo de México es el
gran mar interior del Atlantico tropical y un verdadero mediterraneo entre las Américas del
norte y del sur. Pocas zonas del planeta pueden ofrecer, a distancia relativamente cortas, la
gran diversidad de ambientes que aqui se encuentran. A lo largo de los 4,000 km de litoral,
entre las peninsulas de la Florida y de Yucatan se integra una compleja combinacion de
habitats (Fig. 1) (Monreal et al., 2004).

La parte litoral de las costas de Tamaulipas y el norte de Veracruz esta constituida por
una plataforma de menos de 50 km de ancho, la cual termina a 100 o 200 m de profundidad.
La plataforma es abrupta y se distingue por relieves paralelos a la linea de costa (Aguirre,
2004).

Tiene una gran influencia riverefia de cuando menos tres rios (Bravo, Soto La Marina 'y
Panuco) cuyos caudales enriquecen con nutrientes y materia orgénica las aguas de la
plataforma continental adyacente. Ademas la presencia de extensas lagunas costeras, como la
Laguna Madre y la de Tamiahua (Soto y Botello, 2011), provoca que el ambiente sedimentario
en la franja costera esté dominado por aportes terrigenos de rios y lagunas en tanto que a
mayor profundidad predominan las arenas y los lodos de origen biogénico (Soto y Botello,
2011).

En la zona, el ciclo anual de la descarga de los rios es escasa de febrero a mayo, y
aumenta entre julio y septiembre durante la época de lluvias. La descarga de los rios Soto La
Marina, Bravo y Panuco producen una capa con una salinidad baja de 30UPS y temperatura de
21 a 23°C que puede llegar hasta los 100 km de la desembocadura. En la temporada de
invierno (enero), en el area comprendida entre la zona de descarga del rio Bravo y la Laguna
Madre, la temperatura superficial es de 12°C y en el noroeste al interior de la plataforma

continental en un area de 110 km es de 10°C (Aguirre, 2004).

Los valores de referencia de nutrientes (PO4, NO3z, NO,, y SiO,) tienden a ser mas
enriquecidos durante la fase de mezcla de la columna de agua, disminuyendo sus valores de

concentracion cuando se restablece la fase estratificada. Las concentraciones de metales



pesados y compuestos policiclicos aromaticos de hidrocarburos (HAPs) contenidos en los
sedimentos del area de estudio cuentan con registros de concentraciones significativas de
Cromo, Niquel, Plomo y Cadmio. Ademés se han registrado niveles altos (26.9ugg™) de HAPs
en sedimentos de la plataforma continental de Tamaulipas y Veracruz (Soto y Botello, 2011).

Figura 1. Localizacion geografica de la zona de muestreo en el NW del Golfo de México.



CAPITULO UNO

BACTERIAS

RESUMEN

En este estudio se evalud la diversidad bacteriana en los sedimentos superficiales de la
plataforma y talud continental del NW del Golfo de México con la finalidad de conocer la
proporcion de bacterias heterdtrofas con respecto a las hidrocarbonoclasticas; mediante el
aislamiento de DNA, amplificacion del gen ARNr 16s y pirosecuenciacion utilizando la
plataforma Roche 454 FLX. Se obtuvo un total de 1, 095,768 secuencias, con un porcentaje de
asignacion taxonomica por encima del 80%. El andlisis filogenético agrupo 60 phyla, 151
clases, 193 ordenes, 204 familias, 191 géneros y 27 especies. El phylum més abundante fue el
de las Proteobacterias. Dentro de este phylum las y-proteobacterias fueron la clase mas
representada en las estaciones B-13, B-25 (plataforma continental interna) y B-9 (talud
continental), mientras que en el sitio de mayor profundidad (>1000m), la estacion B-6, la clase
mas abundante fueron las d-proteobacterias. El orden con mayor abundancia en las estaciones
de la plataforma continental interna (B-13, B-25) y una del talud (B-6) fueron las
Thiotrichales, mientras que en la muestra B-9 (talud continental) fueron Alteromodales. Para
los géneros, el mas representativo fue Desulfococcus para los sitios de la plataforma
continental interna (B-13 y B-25), para las estaciones del talud continental fueron
Propionibacterium en la estacion B-6 y Shewanella en la estacion B-9, representando el 87%
del total de lecturas de este sitio. De acuerdo con los géneros las estaciones se separan en
plataforma continental interna y talud continental, siendo la profundidad, la distancia a la
costa, temperatura, la concentracion de aluminio y oxigeno disuelto las variables de mayor
importancia. De los 191 géneros registrados, 81 tienen al menos un gen identificado con rutas
metabdlicas involucradas en la degradacion de compuestos contaminantes. Los mas

representativos, presentes en los cuatro sitios fueron: Shewanella, Clostridium, Desulfococcus,



Planctomyces, Synechococcus y Pseudomonas. La proporcion de géneros con la capacidad de
degradar contaminantes fue menor con respecto a las bacterias heterdtrofas. Sin embargo, la

proporcion en lecturas de generos con la capacidad de degradar contaminantes fue inversa.



ABSTRACT

Bacterial diversity was evaluated in surface sediments from the continental shelf and
slope of NW Gulf of Mexico. The heterotrophic/hydrocarbonoclastic ratio was determined
using DNA purification, 16S rRNA gene amplification, and 454/Roche FLX pyrosequencing.
A total of 1, 095.768 sequences were generated with a taxonomic assignment percentage
above 80%. The phylogenetic analysis congregated 60 Phyla, 151 classes, 193 orders, 204
families, 191 genera and 27 species. The most abundant Phylum was Proteobacteria. The class
y-proteobacteria prevailed on the inner shelf and upper continental slope sediments. In
contrast, the class 5-proteobacteria was dominant at depths exceeding 1000 m. Similarly, the
order Thriotrichales was the most abundant in the continental shelf (B-13 and B-25) and B-6
site, but in the slope (B-9) was Alteromodales. The occurrence of the genus Desulfococcus
was confined to the inner continental shelf while Propionibacterium and Shewanella were
mostly detected in deep-sea sediments. The complexity of the bacterial consortiums studied
here seems significantly influenced by depth, distance from the shoreline, temperature,
dissolved oxygen and aluminum. At least 81 of the recognized genera contained one gene
associated with metabolic pathways involving degradation of pollutant compounds. The most
representative were: Shewanella, Clostridium, Desulfococcus, Planctomyces, Synechococcus
and Pseudomonas. The ratio of genera with the ability to degrade contaminants was lower
than that of heterotrophic bacteria. However, the ratio of readings of genera with the ability to

degrade contaminants was inverse.
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INTRODUCCION

Una de las principales actividades econdmicas en el GM esta basada en la extraccion,
procesamiento y distribucion de hidrocarburos y sus derivados, que son compuestos de origen
bioldgico (lipidos y acidos grasos de plantas y animales). Muchos de estos compuestos
constituyen contaminantes con gran impacto en los ecosistemas debido a que alteran el
equilibrio ecolégico y pueden ser dafiinos para el hombre (Bracho et al., 2004; Atlas y Hazen,
2011). Estos compuestos pasan tanto tiempo en los sedimentos marinos, que diversos
organismos han desarrollan la capacidad de utilizar estos como fuentes de carbono y energia
en su crecimiento (Yakimov et al., 2003; Bracho et al., 2004; Echeverri, 2009; Atlas y Hazen,
2011).

Existe un numero significativo de especies entre bacterias, arqueas y hongos de
ambientes marinos, con la capacidad de degradar u oxidar petréleo en condiciones ambientales
favorables (Echeverri, 2009). La biodegradacion bacteriana del petrdleo en ambientes
contaminados se ha documentado en numerosos trabajos, desde los afios sesentas (Mironov,
1969; Turner y Ahearn, 1970; Walker y Colwell, 1973; Hood et al., 1975). En la zona
intermareal al sureste del GM, Rosano et al. (2009), evaluaron la diversidad bacteriana
presente en sedimentos en el suroeste del Golfo de México, identificando a las de metabolismo
degradador de hidrocarburos. En el 2012, ademas analizaron la densidad de bacterias
heterétrofas (HAB) y bacterias degradadoras de hidrocarburos (HDB). Sus resultados fueron
muy variable a lo largo de la playa con respecto al grado de influencia de hidrocarburos de

petroleo.

Después del derrame en el pozo Ixtoc | (1979), Lizarraga-Partida (1982) midio6 la
proporcion de bacterias hidrocarbonoclasticas con respecto de las heterétrofas (HDB/HAB) y
concluyé que es un buen indicador del grado de impacto ocasionado por la presencia
hidrocarburos en el ambiente. A partir del desastre ocurrido en la plataforma Deepwater
Horizon (DWH), de la British Petroleum (BP) en 2010 frente a las costas de Luisiana,
diversos grupos de investigacion han colaborado para conocer el impacto causado en las aguas
y costas del GM, utilizando a las comunidades bacterianas indigenas heterétrofas y

degradadoras de hidrocarburos como indicadoras del medio. Por ejemplo Atlas y Hazen
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(2011), hicieron una comparacion entre el derrame del Exxon Valdez en 1999 y la DHW,
donde, a pesar de ser sistemas diferentes, los microorganismos en ambos sitios fueron capaces
de degradar estos compuestos, mientras que Kostka et al. (2011), determinaron y
caracterizaron los taxas degradadores de petréleo en la Playa Pensacola, Florida, sitio
directamente impactado por el derrame de la DWH. Beazley et al. (2012), analizaron la
sensibilidad de las marismas de la misma zona. Al comparar las comunidades bacterianas,
encontraron que la diversidad microbiana tuvo cambios significativos a lo largo de los
periodos del estudio, confirmando que los grupos descritos como degradadores de
hidrocarburos se incrementan con el aumento en la concentracién de hidrocarburos, y

disminuyeron una vez que estos decrecen.

Con ayuda de técnicas moleculares y el inicio del uso de la pirosecuenciacion, tras este
mismo evento Chakraborty et al. (2012), buscaron una relacion entre el petroleo, los gases y
los dispersantes, con la actividad en comunidades bacterianas degradadoras de hidrocarburos.
Mason et al. (2012), determinaron miembros de la comunidad bacteriana indigena. Las
secuencias del metagenoma y metatranscriptomic revelaron que los genes de la motilidad, la
quimiotaxis y la degradacion de hidrocarburos alifaticos se expresan de una manera
significativa en las areas contaminadas por hidrocarburos en comparaciéon con las zonas no
contaminadas. Kimes, et al.,, (2013) analizaron el metagenoma en sedimentos del GM
posteriormente al derrame, para corroborar la dominancia de bacterias degradadoras de
hidrocarburos. Liu y Liu (2013), evaluaron la estructura de la comunidad bacteriana en
sedimentos de marismas y aguas superficiales. Un afio después, evaluaron sedimentos
depositados, y con sus resultados proporcionaron informacion importante de los grupos

relevantes en la degradacion de hidrocarburos con una linea de tiempo.

En este estudio, se describe la diversidad bacteriana mediante el aislamiento de ADN,
amplificacion del gen ARNrl6s (ribosomal) y pirosecuenciacién. Asi mismo, se determinéd
cudl es la proporcion de los consorcios bacterianos que se encuentran relacionados con el
metabolismo de los hidrocarburos (bacterias hidrocarbonoclésticas), en los sedimentos

superficiales de la plataforma y talud continental en la zona NW del Golfo de México.
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MATERIAL Y METODOS

Durante la campafia oceanografica MARZEE-III a bordo del B/O “Justo Sierra”
(Octubre-Noviembre, 2012), se recolectaron muestras de sedimento superficial mediante un
nucleador Reineck en 36 lugares situados en la parte NW del Golfo de México sobre la
plataforma y talud continental frente a las costas de Tamaulipas y norte de Veracruz. (Fig.2).
Para el analisis de bacterias, se tomaron 4 submuestras de sedimento de los primeros 5¢cm de
profundidad y fueron conservadas en tubos Eppendorf de 125 ml previamente esterilizados y
congelados a -70° C en nitrogeno liquido, hasta su posterior procesamiento en el laboratorio
del Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis del Instituto de Biotecnologia
(UNAM) en Cuernavaca, Morelos. Los parametros fisico-quimicos utilizados en el presente
estudio, fueron proporcionados por el Laboratorio de Contaminacion Marina del Instituto de

Ciencias del Mar y Limnologia (Tabla 1).

Con la finalidad de observar la diversidad bacteriana de las cuatro muestras de sedimento
superficial colectadas a diferentes profundidades en el NW del Golfo de México dos en la
plataforma continental interna (a 50m; B-13 y B-25), y dos del talud continental (a 500m; B-9,
y a 2000m; B-6). Los cuatro nucleos fueron seleccionados con base en las caracteristicas
ambientales que presentaron estos mismos sitios como parte del proyecto en afios anteriores
(MARZEE 1 (2010) y MARZEE |1 (2011)). Las caracteristicas ambientales para las muestras
B-6, B-9 y B-13 fueron: la presencia elevada de Hidrocarburos alifaticos policiclicos (HAPS),
Hidrocarburos alifaticos, materia organica y algunos elementos como el Al, Mg, Ni, Fe, Vay
Co. La muestra B-25 se tomd como blanco, ya que en los cruceros anteriores presento

caracteristicas inversas, esto es, con baja concentracion en las variables antes mencionadas.
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Figura 2. Localizacién de los sitios de muestreo de sedimentos superficiales para analisis de bacterias en la
plataforma y talud continental del NW del Golfo de México.
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Tabla 1. Parametros hidrogréficos fisico-quimicos registrados en los cuatro sitios de muestreo
sedimentario en la plataforma y talud continental del NW del Golfo de México. Bacterias-estacién (B-#).

Estacion B-13 B-25 B-6 B-9
Longitud 97.13 97.53 95.40 96.31
Latitud 24.87 23.76 25.91 25.36
CONDICIONES HIDROGRAFICAS
Profundidad (m) 52 49 2181 511
Distancia a la costa (Km) 40 19 175 101
BIOGEOQUIMICA ACUATICA
Temperatura°C 27.3 26.1 4.3 8.8
Salinidad (UPS) 36.4 36.4 35 35.1
4.67 4.56 5.6 2.89

Oxigeno disuelto (ml/1™)

CONTAMINACION

HAPs (ugg™) 0.36 0.16 0.99 0.19
Alifaticos(ugg™) 27.65 14.39 26.40 25.54
M 0% 2.26 2.43 1.92 1.92
Corg% 1.31 1.41 1.12 1.12
83 cVPDB (%o) -21.14 -21.14 -21.52 -21.10
NT 0.13 0.13 0.16 0.14
CIN 9.40 10.35 6.91 7.96
Metales pesados
Al (%) 8.21 5.93 2.09 8.23
Mg (%) 0.31 0.39 0.60 0.29
Fe (%) 4.27 5.20 3.87 5.21
Co (ugg™) 14.32 16.88 19.87 18.44
Ni (ngg™) 34.41 39.37 53.31 50.27
Cr(ugg™) 78.80 83.79 75.51 91.40
V (ugg™) 131.58 159.73 152.59 188.29

Extraccion del ADN

Se realizo una extraccion directa de ADN en cada muestra de sedimento con el “kit”
“Power SoillTM DNA Isolation” (Mo Bio Laboratories, Inc), de acuerdo al protocolo
proporcionado por el fabricante, utilizando de 0.4 a 1.0 gramos de sedimento. Una vez
extraido el ADN se realizo un andlisis de calidad mediante electroforesis en forma rutinaria
utilizando un gel de agarosa al 1% con buffer TBE (Tris/Borato/EDTA) a 80 mV, 10ul del
ADN extraido, 2l de colorante y 3ul de marcador de peso molecular (2-Log DNA Ladder) y

tefiido con bromuro de etilo (Fig. 3).
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Figura 3. Gel de agarosa al 1%, que muestra el ADN extraido de las muestras de sedimento. A) De
izquierda a derecha: Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: B-6 y Carril 3: B-25. B) De izquierda
a derecha; Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: B-9, y Carril 3:13.

Amplificacion por PCR del gen ARNr 16s

Se realizd un PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, del ARNr 16s con el
objetivo de obtener el mayor nimero de copias del fragmento de ADN correspondiente,
utilizando un termo-reciclador Robo Cicler 40 Stratagene y una Taq polimerasa recombinante
del proveedor Invitrogen (Tabla 2) (Diaz, et al., 2014). El gen que codifica para el ARNr 16s
se amplificé con los oligonucledtidos universales para bacterias (Ghosh, et al., 2010):

515F (5’-GCGGATCCTCTAGACTGCAGTGCCAGCAGCCGC GGTAA-3") y
1492R (5’-GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTACCTTGTTACGA CTT-3?)
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Tabla 2. Condiciones del PCR ARNr 16s y ciclos programados para el termorreciclador.

Condiciones Programa
Reactivo Cantidad Temperatura®°C Tiempo (M) Ciclos
Agua 29.5ul 94 3 1
Buffer 10x 5ul 94 1
Mg 25mM 2ul 50 1:30 5
dNtp 10mM 2ul 72 2:00
fD1 2. 5ul 94 0:45
rD1 2. 5ul 50 1:30 25
ADN 4ul 72 2:00
TAQpolimerasa 2. 5ul 72 10 1

Figura 4. Gel de agarosa al 1% que muestra la calidad de los PCR. A) De izquierda a derecha: Carril 1: B-
6, Carril 2: B-25y Carril 3: Marcador de peso molecular. B) De izquierda a derecha; Carril 1: B-9, Carril
2: B-13 y Carril 3: Marcador de peso molecular

La calidad de amplificacion de los PCR fue evaluada mediante electroforesis de rutina
con geles de agarosa de la manera descrita anteriormente (Fig. 4).
Se hicieron pruebas de PCR con los oligonucleétidos especificos para amplificar el gen

ARNTr 16s de bacterias, con 300pb (pares de bases) (King et al., 2013).
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(515F) GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT
(806R) GTG CCA GCM GCC GCG GTA A

Pirosecuenciacién

Una vez obtenido el ADN purificado y se corrobord la amplificacion por PCR, se
determind su concentracion de ADN en un cuantificador de ADN (NanoDrop 2000C).
Aproximadamente 100 ng de ADN (por muestra) fue enviada a los laboratorios MOgene, LC,
St. Louis, MO, EE. UU., donde se llevd a cabo la secuenciacion por pirosecuenciacion,
utilizando el secuenciador automatico Roche 454 FLX, mediante la técnica quimica del

Titanio en la plataforma Y.
Identificacion y andlisis de las secuencias del ADNr 16s

El andlisis metagendmico para la asignacion jerarquica taxondémica bacterial de las
lecturas, se realizé utilizando el software Qiime version 1.8 (Caporaso et al., 2010). Para cada
una de las cuatro muestras, una vez que las Unidades Taxonomicas Operacionales (OTUs, por
sus siglas en ingles) fueron asignadas a cada jerarquia, se procesd la informacion para
compactarla en cada nivel. Posteriormente, se determin6 que las jerarquias taxondémicas que se
iban a considerar como estadisticamente significativas eran aquellas que estuvieran por arriba
del primer cuartil. Para las muestras B-13, B-25, B-6 el corte se definid6 mayor o igual a 4
OTUs, mientras que para B-9 mayor o igual a 3 OTUs. Finalmente, solo se consideraron para
el analisis aquellas que llegaran por lo menos a nivel de género compactando el nivel de

especie.

Para determinar cuales géneros identificados en este estudio tienen la capacidad de
degradar los diferentes componentes de petréleo y otros contaminantes (ej, hidrocarburos
alifaticos y aromaticos, alcanos, azufre, benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos, fenoles,
fenantrenos, etc.), se realiz6 una busqueda en la base de datos KEGG (por sus siglas en ingles
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de los 35 genes previamente determinados en la
literatura como asociados con la degradacion de estos diferentes componentes (Anexol).

Después se corroboro la presencia de estos genes en las secuencias obtenidas.
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Anadlisis estadistico

La matriz compuesta de estaciones, parametros hidrogréaficos y fisico-quimicos, fueron
sometidos a un Analisis de Componentes Principales (ACP), aplicando el programa PRIMER-
E V.6, para detectar las variables que determinan la estructura de la comunidad bacteriana. Las
estaciones de muestreo fueron inicialmente agrupadas de acuerdo con su composicion del

consorcio bacteriano en un analisis de conglomerados (CLUSTER).

La base de datos fue transformada por Log (X+1), para reducir el efecto de la
abundancia de OTU’s y analizar la estructura de la comunidad bacteriana. La similitud entre
los sitios de muestreo fueron calculados usando el indice de Bray-Curtis. Los resultados
fueron evaluados a través un andlisis ordinario por medias de escala multidimensionales no
paramétricas (NMDS).

El método de analisis de similitudes (ANOSIM) de una via, una sub-rutina dentro del
PRIMER-E, se utiliz6 como test de estadistica significativa en la composicion de grupos de
bacterias entre muestras con el valor de R y p. Los valores de R=0 indican una similitud entre
grupos, mientras que valores R#0 comunidades diferentes. Un valor de significancia (p)
también fue calculado por el estudio (Rees et al., 2004; Anderson, et al., 2013). Se realiz6 un
analisis de porcentajes de similitud (SIMPER) para identificar los géneros responsables por las

diferencias significativas en la composicién de la comunidad bacteriana entre estaciones.
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RESULTADOS

Para conocer la diversidad microbiana se emplearon métodos no cultivables, mediante
la extraccion de ADN total, de las diferentes muestras de sedimento y la amplificacion del gen
RNAL6s generando un total de 1, 095,768 secuencias por el método de pirosecuenciacién, con
un porcentaje de asignacion taxonémica por encima del 80%. La herramienta de clasificacién
reveld entre los cuatro sitios una distribucion similar entre el nimero de secuencias B-13
(24%), B-25 (27%), B-6 (21%) y B-9 (28%) (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién del nimero de secuencias para cada uno de las muestras de sedimentos superficiales
recolectadas al Noroeste (NW) del Golfo de México durante el crucero oceanografico MARZEE-I11.

B-13 B-25 B-6 B-9 TOTAL
Bacterias 231,491 275,126 200,639 303,542 1,010,798
Desconocidos 24,668 23,122 31,295 5,885 84,970
Total de secuencias 256,159 298,248 231,934 309,427 1,095,768

El andlisis taxonémico del perfil microbiano permitié conocer la presencia de
organismos bacterianos, los cuales se agruparon en un total de 60 phyla, 151 clases, 193
ordenes, 204 familias, 191 géneros y Unicamente 27 especies (Tabla 4). Se observaron

diferencias entre los cuatro sitios cuando se examino a nivel de phylum (Fig. 5).

Tabla 4. Nimero de lecturas por cada nivel de clasificacién para todas las muestras analizadas.

B-13 B-25 B-6GM B-9 TOTAL
Phyla 55 56 36 39 60
Clase 127 114 79 74 151
Orden 156 145 88 74 193
Familia 158 155 117 85 204
Géneros 127 116 76 53 191
Especie 9 9 10 6 27
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Clasificacion filogenética

Entre las bacterias clasificadas, las Proteobacterias fue el grupo dominante en todos
los sitios (64-83%); el resto de los grupos mas representativos fueron los siguientes: En la
plataforma continental interna, Planctomycetes (7%) y Acidobacterias (6%) en la muestra B-
13, Bacteroidetes (11%) y Planctomycetes (4%) en la muestra B-25, Actinobacterias (12%).
Mientras que en el talud continental, Acidobacterias (8%) en el B-6, y Firmicutes (14%) en

la muestra B-9.

Debido a su dominancia, el grupo de Proteobacterias fue analizado con maés detalle
(Fig.6). La clase méas abundante fue la y-proteobacteria, con 66% del total. En tres de las
muestras (B-13 con el 48%, B-25 con el 54% y B-9 con el 98%), esta clase fue la dominante
con respecto a las demas clases, mientras que en la muestra B-6, la clase mas abundante fue el
de las a-proteobacteria representadas con el 46%, seguida de las y-protebacteria con el 41%.
Este caso no es similar para los demas sitios, donde las a-proteobaterias representaron apenas
el 14% en la muestra B-13, 17% en B-25, y solo el 1% en B-9.

Las o-proteobacteria presentaron un porcentaje relevante en la muestra de la plataforma
continental interna (B-13 y B-25) con el 37% y 28% respectivamente, entre tanto en las

muestras del talud continental (B-6 y B-9) con tan solo el 11% y 1% respectivamente.

En general, las B-proteobacterias representaron tan solo el 1%. La muestra con
mayor presencia fue en la B-6 (2%) del talud continental, mientras que en la plataforma
continental interna (B-13 y B-25) solo tuvieron el 1%. En la muestra B-9 se registrd con
>1%. EIl caso es similar para e-proteobacteria y (-proteobacteria, que se encontraron
apenas con el 1% del total de Proteobacterias, Unicamente estuvieron presentes en de la

plataforma continental interna (B-13 y B-25).

Dentro de las y-proteobacterias, el orden de mayor diversidad fue el de los
Thiotrichales para las muestras B-13 (49%), B-25 (55%) y B-6 (56%), mientras que para la
B-9 fue el orden Alteromodales con el 99%. Los géneros mas comunes en estos Ordenes
fueron HTCC en la plataforma continental interna (B-13 y B-25) y Shewanella en el talud
continental (B-6 y B-9). Shewanella, presento una dominancia extrema, con 243,085
secuencias de un total de 309,427 en la muestra B-9.

21



La distribucion a nivel de orden de las a-proteobacterias y d-proteobacterias vario entre
las cuatro muestras. En las o-proteobacterias, los ordenes predominantes dentro de la
plataforma continental interna B-13 fueron Rhodospirillales (40%) y Rhodobacterales (37%).
En la B-25, la proporcion fue inversa: Rhodobacterales (47%) y Rhodospirillales (24%). En el
talud continental, en la muestra B-6 se registraron Rhodobacterales (41%) y Rizobiales
(36%), mientras que la B-9 el orden dominante fueron los Rizobiales (82%). Los principales
géneros en la plataforma continental interna fueron Devosia (B-13 y B-25) y en el talud
continental fue Phaeobacter (B-6), pero en la muestra B-9 solo se encontraron 4 géneros con

una minima presencia.

En cuanto a las 6-proteobacteria, los 6rdenes més representativos para las muestras de
la plataforma continental interna B-13 y B-25 fueron Desulfobacterales, con el 40% y el 48%
respectivamente y, Myxococcales con el 20% y 21%, respectivamente. Para las muestras del
talud continental en B-6 los 6rdenes mas dominantes fueron NB1-j (62%) y Myxococcales
(20%), mientras que en la B-9, el mas abundante fue Syntrophobacterales (50%), seguido de
Desulfobacterales (21%). Desulfococcus fue el género mas comdn en B-13, B-25 y B-9,

seguido de Nitrospina en B-13, B-25 y B-6.

Se identificaron pocos géneros en las clases siguientes, [B-proteobacteria (Comamonas,
Delftia y Herbaspirillum), e-proteobacteria (Arcobacter, Sulfurospirillum y Sulfurimonas)
y (-proteobacteria (Mariprofundus), pero éste Gltimo solo se registrd en la plataforma

continental interna B-13 y B-25 (Figura?).
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Figura 5. Clasificacion de organismos a nivel phylum, mostrando similitudes entre las secuencias de los
cuatro sitios de muestreo en la plataforma interna y talud continental del NW del Golfo de México.

23



W Zetaproteobacteria
® Gammaproteobacteria
m Epsilonproteobacteria
u Deltaproteobacteria

m Betaproteobacteria

® Alphaproteobacteria

Figura 6. Diferencias de clases entre sitios del phylum Proteobacterias, mostrando similitudes entre las
secuencias de los sitios (B-13 y B-25) de la plataforma interna y el B6 talud continental del NW del Golfo
de México, mientras que el sitio B-9, tuvo presencia mayoritaria de y-proteobacterias.

La biodiversidad fue estimada de acuerdo con los indices de diversidad de Shannon y
Simpson a nivel de género, los resultados se presentan en el Tabla 5. La muestra que generd
mayor diversidad, segun el indice de Shannon, fue la B-6 con 76 géneros (2.92), seguida de
los sitios de plataforma interna, B-13 con 127 géneros (2.32) y B-25 con 116 géneros (2.24).
La diversidad més baja se presentd en la B-9 del talud continental con 53 géneros (0.533), asi
como también el indice de dominancia de Simpson con un valor de 0.241, lo cual se traduce
en una baja diversidad o alta dominancia, mientras que para las otras muestras la diversidad y
dominancia es media, por tanto no hay una dominancia marcada de un género bacteriano en

particular.
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m Alfaproteobacteriz Hyphomicrobium
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Figura 7. Clasificacién de organismos a nivel Género, revelando similitudes mostrando similitudes entre
las secuencias de las estaciones de la plataforma interna (B-13 y B-25), del NW del Golfo de México.
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Analisis estadisticos
Analisis exploratorio

El PCA de los pardmetros ambientales permiti¢ identificar dos componentes con un
Eigenvalor de 5.25, describiendo el 97% de la varianza total de los datos. El primer
componente del modelo explica el 93% y el segundo el 4%; estos componentes son definidos
principalmente por la profundidad y la distancia a la costa, seguidos de la temperatura

(negativamente), y las concentraciones de Al y O, disuelto (Fig. 8).
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Figura 8. Representacion grafica del andlisis de componentes principales (ACP) de los parametros
ambientales.

El analisis de conglomerados (CLUSTER), agrupé las estaciones muestreadas en dos
grupos principales, basado en la diversidad de los consorcios bacterianos identificados. Esta

agrupacion esta influida principalmente por la profundidad (Fig. 9). En el CLUSTER A se
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agruparon las estaciones situadas, en la plataforma continental interna (~50m) (B-13 y B-25),
claramente separadas de las estaciones del talud continental (>200m). Las estaciones

profundas quedaron agrupadas en el CLUSTER B (estaciones B-6 y B-9).
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Figura 9. Anélisis de conglomerados a nivel Género que separa estaciones someras (B-13 y B-25) de las
profundas (B-6 y B-9)

Anélisis de similitud
El valor de R arrojado por la prueba ANOSIM fue de 0.75, con una p=0.3, lo que

demostro que la diferencia global entre los sitios (plataforma interna y talud continental) es

grande y de acuerdo con la p no son estadisticamente significativa.

El andlisis SIMPER mostré una similitud entre grupos (la plataforma continental
interna y talud continental) muy baja, con un indice de disimilitud de 63.95.Los siguientes
géneros representaron el 25% de la contribucidn de esta disimilitud: Robigintalea (2.12%),
Propionigenium (1.85%), Shewanella (1.81%), LCP-6 (1.65%), HTCC (1.61%), HTCC2207
(1.50%), Desulfococcus (1.49%), Propionibacterium (1.47%), Spirochaeta (1.46%),
Desulfobacca (1.40%), Fluviicola (1.38%), C1_B004 (1.34%), Devosia (1.31%), HB2-32-21
(1.30%), B-42 (1.29%), Ferrimonas (1.25%) y Pelagicoccus (1.24%).
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La similitud que existe dentro de cada complejo bacteriano fue diferente. Para el grupo
A, formado por las estaciones de la plataforma continental interna (B-13 y B-25), el indice de
similitud fue alto (74.51), y los géneros que contribuyeron con el 25% de esta similitud
fueron: Desulfococcus (3.75%), LCP-26 (2.76%), Nitrospina (2.55%), Robiginitalea (2.52%),
HTCC (2.43%), B-42 (2.36%), Fluviicola (2.33%), Spirochaeta (2.30%), Planctomyces
(2.28%) y Candidatus portiera (2.25%). Sin embargo, en el grupo B, formado por las
estaciones del talud continental (B-9 y B-6), tuvieron un indice de similitud bajo (38.11). Los
géneros que tuvieron la contribucién de mas del 25% fueron: Shewanella (7.84%),
Propionibacterium (7.57%), Planctomyces (6.43%) y Bacillus (6.19%).

Genes funcionales

La busqueda en la base de datos KEGG de los 35 genes previamente determinados en
la literatura como asociados con la degradacion de estos diferentes componentes, indican que
el area de estudio contiene una ampliavariedad de bacterias con la capacidad de degradar
algin compuesto contaminante, ya que de los 191 géneros identificados para esté trabajo, 81

tienen al menos un gen registrados.

De los 35 genes, los mas comunes fueron, xylA, ASS, MAS, ali y nid. Mientras que los
géneros con mayor cantidad de genes funcionales fueron Pseudomonas, Rhodococcus y
Marinobacter.

De acuerdo con el analisis de secuencias y la base de datos KEGG, se reconoci6 que
los géneros con mayor numero de genes en sus lecturas fueron Shewanella, Clostridium,
Desulfococcus, Robiginitalea, Propionibacterium, Planctomyces, Fluviicola, Spirochaeta, y
Candidatus Portiera. Se determin6 que solo los géneros con mas de tres secuencias deben ser

considerados representativos.

De los generos considerados como representativos, seis estuvieron presentes en los
cuatro sitios (Shewanella, Clostridium, Desulfococcus, Planctomyces, Synechococcus y

Pseudomonas) (Fig.10).
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Figura 10. Géneros representativos con mas nimeros de genes con la capacidad de degradar compuestos
contaminantes en sus secuencias. Gréafica expresada en logyg

Los sitios de la plataforma continental interna, B-13 (con un total 33 géneros) y B-25
(con un total 33 géneros) fueron los que mas coincidencias tuvieron con 22 géneros similares.
El sitio B-6 (total 26) tuvo mayor similitud con el sitio B-25 en 17 géneros. Mientras que los

sitios del talud continental B-9 (total 18), tuvieron 13 géneros coincidentes con el sitio B-6

(Figurall).
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De acuerdo a estos géneros, la base de datos KEGG indic6 que muchas de sus
especies estan relacionadas directamente con las vias de degradacion de diferentes
compuestos contaminantes tales como: azufre, metano, benzoato, aminobezoato,
cloroalcanos, clorocicloalcanos, toueno, xileno, nitrotolueno, etilbenceno, HAPs, HAs,

atrazina, bifenol dioxin, naftaleno butano y propano.

De acuerdo con los resultados obtenidos se realizO una aproximacion con la
cantidad de secuencias y géneros de bacterias heterétrofas con respecto a la cantidad
secuencias y géneros de bacterias consideradas degradadoras de contaminantes (Tabla 6).

Tabla 5. Cantidad de secuencias y géneros de bacterias heterdtrofas con respecto a la cantidad

secuencias y géneros de bacterias hidrocarbonoclasticas, recolectadas NW del Golfo de México durante
el crucero oceanogréfico MARZEE-III.

) Secuencias Bacterias Secuencias de
ESTACION Bacterias de Bacterias  degradadoras de Géneros Bacterias degradadoras
heter6trofas ~ heter6trofas ~ contaminantes representativos de contaminantes
B-13 78 6,772 49 34 12,582
B-25 67 4,419 49 34 12,923
B-6 41 1,177 35 26 2,703
B-9 25 21,548 28 17 258,923
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DISCUSION

En la zona de estudio, existe la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos y
alifaticos debido a diversos factores y fuentes, siendo las mas importantes las biogenicas y
las petrogénicas. Las primeras, provienen principalmente del aporte de material vegetal
terrestre que el continente introduce al medio costero y marino mayoritariamente por via
fluvial. En el caso particular del area de estudio, los material organicos exportados por la
Laguna Madre, los rios Bravo, Soto La Marina y Panuco, contribuyen a la mezcla compleja
de compuestos organicos que se acumulan en los sedimentos marinos (Botello et al., 2011).
Las segundas, se derivan de filtraciones naturales de hidrocarburos que existen en el Golfo
de Meéxico, asi como de las emisiones de tipo antropogénico provenientes de las zonas
industriales costeras de Tamaulipas, de las embarcaciones de gran calado que utilizan los
puertos mexicanos en sus rutas de transporte de petroleo y de los residuos intemperizados

que son llevados por las corrientes desde fuentes lejanas (Botello et al., 2011).

Kimes, et al. (2013) y Liu y Liu (2013), mencionan que el phylum mas abundante
en sedimentos marinos cercanos a la plataforma del Deepwater Horizon, son las
Proteobacterias con al menos el 60% de la comunidad. El 40% restante esta representado
por Bacteroidetes, Firmicutes, Acidobacterias, Actinobacterias, y Planctomycetes. Los
resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con lo reportado por estos autores, ya
que las Proteobacterias representaron el porcentaje mas elevado (>65%). Estas
proporciones también se han registrado en sitios severamente contaminados por
hidrocarburos como las arenas de playa, columna de agua y marismas (Kostka, et al., 2011,
Beazley, et al., 2012; Chakraborty, et al., 2012; King, et al., 2013; Mahmoudi, et al., 2013,
King et al., 2014) y la Sonda de Campeche (Rosano, et al., 2012).

En las muestras de la plataforma continental interna (B-13 y B-25), las phyla mas
abundantes, después de las Proteobacterias, fueron los Bacteroidetes y Planctomycetes.
Mientas que en las muestras profundas (B-6 y B-9) las dominantes fueron Firmicutes y
Actinobacterias. Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Kimes, et al. (2013) y Liu
y Liu (2013), donde reportan esta misma distribucién en las costas de Luisiana después del

derrame de la plataforma Deepwater Horizon. Las phyla funcionan como bioindicadores
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cuando la presencia de gases metagenicos es alta. Ademas Firmicutes se caracteriza por
aumentar su densidad cuando los otros grupos empiezan a decrecer, por lo que se les
consideran como un indicador de etapas tardias de biodegradacion de compuestos como los
HAPs (Beazley et al., 2012; King et al., 2013).

Dentro de las Proteobacterias, la clase mas abundante fueron las y-
proteobacteria en las estaciones B-13, B-25 y B-9, tal como lo reportan Chakraborty et
al. (2012) y Kimes, et al. (2013) para el &rea de Luisiana. La siguiente clase mas
abundante fueron las é-proteobacterias, especialmente en las estaciones cercanas a la
costa, donde se tiene la influencia directa de la Laguna Madre (B-13) y Rio Soto La
Marina (B-25). Kimes, et al. (2013) sugieren que la concentracidn de esta clase, asi
como las g-proteobacterias (con bajo porcentaje de abundancia), se eleva en relacion
con la incorporacion directa de hidrocarburos antropogénicos (HAPs, HAs, alcanos,
alquenos), las zonas de filtraciones naturales principalmente de azufre y metano, la

biomasa senescente y la profundidad (Tabla 1).

Por otra parte el aumento en la abundancia que se presenta en la muestra B-6, a
pesar de ser la de mayor profundidad, se puede explicar por algunas de sus
caracteristicas quimiolitotroficas como la oxidacion de azufre, denitrificacion y

metanogenesis (King et al., 2013).

La muestra B-6, presentd consistencia con lo reportado por trabajos anteriores
(Kostka et al., 2011; Liu y Liu 2013; Kimes et al., 2013) donde la proporcion entre
a-proteobacterias y y-proteobacterias es similar. Se han reportado trabajos donde la
presencia de plumas de hidrocarburos, gases subsuperficiales, emanaciones naturales y
yacimientos de petrdleo, suelen estar relacionados con la estimulacién directa de las
a-proteobacterias y y-proteobacterias en el Golfo de México (Hazen et al., 2010; King et
al., 2013). Aunque Chakraborty et al. (2012) mencionan que las a-proteobacterias tienen
una mayor presencia con hidrocarburos ligeros mientras que las y-proteobacterias con
hidrocarburos pesados. Estos autores denominan a estas clases como grupos indicadores
de sitios principalmente anaerobios previamente expuestos a hidrocarburos. También
sugieren que la proporcion entre estas clases pueden estar determinada por los

componentes de los hidrocarburos, la concentracion de oxigeno disuelto y la temperatura.
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Es posible que por ello, la concentraciéon mas elevada de a-proteobacterias (B-6, 46%) se
reportara en la mayor profundidad (2,182m). Ademas, de acuerdo con lo que dice King et
al. (2013), es comun que las y-proteobacterias excedan a las a-proteobacterias en
muestras con una profundidad >100m. La dominancia de las a-proteobacterias suele
presentarse en las etapas finales de la degradacién, cuando ya se perdieron algunos
alcanos de cadena corta por procesos de evaporacion (King et al., 2013). Incluso hay
autores como Mahmoudi et al. (2013), que resaltan la dominancia de las a-proteobacterias
al menos cinco meses después del impacto de un derrame como fue el caso del DWH.

Las clases e-proteobacteria y {-proteobacteria, tuvieron una presencia minima en las
estaciones de la plataforma continental interna (B-13 y B-25). Estas son clases que estan
asociadas a ambientes sulfurosos y férricos, respectivamente (Campbell et al., 2006;
Emerson et al., 2007).

A nivel género, los mas conocidos hasta el momento por su actividad en la
degradacion de compuestos contaminantes, relacionados con los hidrocarburos en
ambientes ocednicos y costeros presentes en este trabajo fueron: Pseudomonas, Vibrio,
Flavobacterium, Pseudoalteromonas, Corynebacterium, Rhodobacter, Shewanella,
Microbulbifer (hidrocarburos aromaticos monociclicos), Mycobacterium, Rhodovulum
Hyphomicrobium y  Methylobacterium  (hidrocarburos aromaticos policiclicos),
Thalassospira (hidrocarburos alifaticos), Staphylococcus (naftaleno, dibenzotriofeno,
fenantrenos y fluorenos), Marinobacter (también pueden oxidar otras fuentes de carbono),
Candida Portiera, Rhodococcus, Bacillus, Arthrobacter y Acinetobacter (hidrocarburos
saturados), Erythrobacter y Alcanivorax (alcanos), Moraxella (resinas), Arcobacter,
Desulfovibrio y Geobacter (oxidacion o reduccion de azufre), Beggiota (zonas de
filtraciones) (Bracho et al., 2004; Desai y Pranav, 2006; Echeverri, 2009; Hazen et al.,
2010; Valentine et al., 2010; Kostka et al., 2011; Chakraborty et al., 2012; Paul et al.,
2013; Kimes et al., 2013; King et al., 2013; Liu y Liu, 2013; Mahmoudi et al., 2013; King
et al., 2014). Esta diversidad de bacterias se debe a que no se conoce una sola especie capaz
de metabolizar todas las fracciones y componentes que constituyen a los hidrocarburos

fosiles (Lizaraga et al., 1996).
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De los géneros anteriormente referidos, Shewanella fue el género que alcanzo la
mayor abundancia, especialmente en las zonas del talud continental (B-9). Este género, es
capaz de reducir metales, degradar petréleo y otros compuestos contaminantes como
hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX), incluso a bajas temperaturas y altas
presiones. (Zhao et al., 2005). King et al. (2013), mencionan que las y-proteobacterias,
pueden responder a la disponibilidad de hidrocarburos, formando florecimientos a
profundidades >500m en respuesta a las altas concentraciones de hidrocarburos; este
sefialamiento podria explicar porque en la muestra B-9 se tiene la alta dominancia de
Shewanella (87%). Generalmente, donde ocurren estos florecimientos, se presenta una
disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto, que es un indicativo del consumo de
éste por respiracion microbiana, lo que seria de esperarse por el catabolismo de los
hidrocarburos (Hazen et al., 2010). Los valores de oxigeno disuelto para esta muestra

fueron los més bajos registrados en el area de estudio (2.9mi/l).

El género Vibrio, se ha asociado directamente con la degradacion de hidrocarburos.
La baja abundancia de este género en sitios contaminados, puede indicar que no son los
principales actores de la biodegradacion. Lo mismo sucede con el género Pseudomonas que
se considera como parte de la comunidad que responde a concentraciones grandes de
hidrocarburos (Chakraborty et al., 2012). A pesar de que algunos géneros representativos
de la degradacion de hidrocarburos, de acuerdo con la literatura (Leahay y Colwell, 1990),
no se registraron en este estudio (Colwellia y Cycloclasticus), e incluso Alcanivorax se
identifico en bajas concentraciones, esto puede deberse a que los hidrocarburos susceptibles
a la degradacion se agotan rapidamente y la poblacion bacteriana de estos géneros bajan su
concentracion y la poblacion cambia. Estos géneros solo crecen en emulsiones directas de
petréleo. La organizacion de la diversidad bacteriana en medios naturales y en sitios
contaminados es muy variable e implica interacciones complejas entre microrganismos y
algunas propiedades en el ambiente circundante (Mahmoudi et al., 2013). Existen diversos
parametros que se consideran relevantes para la distribucion de la diversidad bacteriana,
como lo son la degradacion de hidrocarburos, temperatura, profundidad, salinidad,
concentracion de oxigeno, geografia y nutrientes (Kostka et al., 2011; Beazley et al.,
2012). Aunque algunos autores sugieren que la diversidad bacteriana estd sujeta a otros

parametros ecologicos ademas de los ya mencionados (King et al., 2013). Esto se puede
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ver reflejado en los valores del indice de Shannon (2.32, 2.24 y 2.92) que mostraron
mayor similitud en las estaciones B-13, B-25 y B-6, que con respecto a la B-9 (0.533);
ello indica que no hay un patrén ligado estrechamente a alguna de estas variables, y abre
la posibilidad de que puede haber otras variables fisico-quimicas o bioldgicas, no
consideradas en este estudio, que estan determinando la diversidad bacteriana. Cuando las
variables fisico-quimicas y bioldgicas afectan poco a la diversidad bacteriana, se produce
un efecto conocido como “habitat filtrado” que es cuando mas de una variable ambiental
determina los patrones de ensamble de la comunidad (Beazley et al., 2012; King et al.,
2013).

Segun Paul et al. (2013), si la abundancia bacteriana es alta pero los indices de
diversidad son bajos, indican una comunidad marina perturbada. También revela que
cuando se detectan componentes ajenos al ambiente, como los dispersantes quimicos de
hidrocarburos, algunas bacterias hidrocarbonoclasticas son inhibidas. Kimes et al. (2013),
proponen que la forma de establecer si el ambiente fue perturbado es buscando que la
diversidad en los sedimentos aumente una vez que se acabe la fuente directa del

contaminante.

De acuerdo con los resultados del ACP, se registro que las variables de mayor
peso fueron la profundidad, las concentraciones de oxigeno, la temperatura, el aluminio y
la distancia a la costa. Chakraborty et al. (2012), mencionan que la temperatura juega un
papel primordial en la seleccion de la diversidad microbiana, ya que algunos grupos
pueden aumentar su abundancia a temperaturas oscilantes entre los 4-5°C. King et al.
(2013) presentaron una estrecha relacion entre la temperatura y la rapida reaccion de la
comunidad degradadora de hidocarburos. Hazen et al. (2010), sugieren que la
degradacion bacteriana se realiza a una mayor velocidad a una temperatura de
aproximadamente 5°C, lo cual esta relacionado directamente con la composicion de los
hidrocarburos (ligeros, que son més facil de degradar). En contraste Beazley et al. (2012)
y Liu y Liu (2013), mencionan que la degradacién microbiana aumenta en los climas
calurosos, especialmente las a-proteobacterias, es por eso que se esperaria una mayor

concentracion en la en las zonas someras.
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Beazley et al. (2012) sefialan que la concentracion de oxigeno tiene una gran
influencia en la composicion bacteriana, ya que la tasa de degradacion es mayor en
condiciones aerdbicas que anaerobias. Incluso algunos ordenes como Rhodobacterales y
Rhodospirillales, ademéas de estar relacionados con la degradacion de hidrocarburos, son
capaces de fotosintetizar (Chakraborty et al., 2012). Estos mismos autores mencionan esto
como la razén por la que algunas de estas especies son abundantes tanto en zonas someras
como en zonas profundas. Ziervogel et al. (2012), menciona que la degradacién microbiana
aumenta el flujo de carbono, lo cual estimula el crecimiento de las bacterias no relacionadas
con este proceso, aumentando la biomasa microbiana, por el incremento de los niveles de la

actividad de la peptidasa y glucosidasa, u otros nutrientes.

De acuerdo con Valentine et al. (2010), la presencia de propano y etano en el area
préxima del derrame DWH (>800m) fueron los principales motores de la respiracién
microbiana, provocando la perdida de hasta un 70% de la concentracion de oxigeno. Estos
autores consideran que en aguas profundas la tasa de respiracion es mas rapida para la

degradacion de hidrocarburos.

Hablando de la influencia de la profundidad, el anéalisis de CLUSTER apoy6 esos
resultados, donde la composicion faunistica se distribuye en dos grupos con respecto a la
profundidad, separando las estaciones de la plataforma continental interna (<50m) del
talud continental (>500m) (Fig. 9), lo que corrobora la importancia de la profundidad con
respecto a la diversidad bacteriana. Sin embargo, con el ANOSIM, se registré que la
diferencia entre estos dos grupos es grande, y que no hay diferencias estadistica
significativas (p=0.3). Esto puede deberse a que comparten individuos pero difieren en
concentraciones, ya que los grupos que forman la mayor diferencia con respecto al analisis
de SIMPER estan Unicamente en la zona somera 0 con muy baja abundancia en zonas
profundas, exceptuando a Shewanella y en menor proporcion Propionibacterium. A pesar
de que las y-proteobacterias dominaron en la plataforma interna y talud continental, la
dindmica y caracteristicas del ambiente como la presencia de contaminantes, hicieron que

estos sitios se diferenciaran entre si.

El conocimiento de la estructura en la diversidad microbiana, principalmente la
respuesta de los grupos cruciales para la degradacion de hidrocarburos da una vision de la
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dindmica que controla el crecimiento y la actividad de los microorganismos en ambientes
contaminados (Mahmoudi et al., 2013). De acuerdo con Chakraborty et al. (2012), se han
reportado aproximadamente 1600 genes aislados en sedimentos implicados en la
degradacién de compuestos contaminantes, como lo son alcanos, cicloalcanos, HAPS,
azufre, tolueno, fenoles etilbenceno y xilenos totales (BTEX). Estos mismos compuestos
fueron registrados para el interés de este estudio, ya que son conocidos por estar presentes

en sitios contaminados.

Al igual que en los resultados obtenidos en este estudio, Kimes et al. (2013),
registraron con la base de datos KEGG, genes asociados con las rutas de degradacion que
incluyen dicloroetano, benzoato, bifenilo, etilbenceno, fluoreno, naftaleno, antraceno,
estireno y tetracloroeteno. De acuerdo con estos autores, la deteccion de los genes que estan
relacionados con la biodegradacion de compuestos contaminantes, soporta la premisa de
que las comunidades microbianas en sedimentos de aguas profundas tienen el potencial
para metabolizar la diversa variedad de compuestos organicos, incluyendo los del petréleo.
Beazley et al. (2012), por su parte, reportaron genes que funcionan para degradar estos

mismos contaminantes pero en zonas de marismas.

En los resultados de los genes, se determiné que los involucrados en la degradacién
de alcanos fueron los mas comunes entre los géneros, seguido de los compuestos
aromaticos y finalmente los compuestos aromaticos policiclicos. De acuerdo con Mason et
al. (2012), cuando la proporcion de genes con la capacidad de degradar tolueno y HAPS es
menor que los genes degradadores de alcanos, sugieren que el sitio esta enriquecido con
poblaciones que tienen la capacidad de degradar alcanos. Un ejemplo de esto lo tenemos al
tomar como referencia los datos de King et al. (2014), donde la mezcla de hidrocarburos
perteneciente al derrame DWH, los compuestos principales fueron hidrocarburos saturados
como alcanos y parafinas (74%), hidrocarburos aromaticos policiclicos (10%), y el resto
corresponde a gases propano, butano y etano, asi como otros como los BTEX. Incluso estos
mismos autores realizaron un modelo del cambio en la comunidad microbiana, una vez que
se acaba el sustrato principal, quedando al final los grupos que expresan la degradacion de

alcanos.
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De acuerdo con los genes, los sitios de la plataforma interior (B-13 y B-25) tienen
mayor coincidencia entre géneros que con respecto a los del talud continental (B-6 y B-9).
En la plataforma interna, el género dominante fue Desulfococcus, Musat et al., (2006)
menciona que es un género perteneciente al grupo de bacterias sulfato reductoras, que
pertenece al grupo de las d-proteobacterias, lo cual refuerza la idea de que este grupo es
mas propenso a encontrase cerca de la costa donde hay un fuerte impacto antropogénico y
posibles filtraciones naturales. Ademas, se caracteriza por mayor abundancia en zonas de
sedimentos arenosos, lo cual coincide con lo registrado en los reportes MARZE | y 1l, que

sedimentos de la plataforma interna son principalmente arenas.

Para el sitio B-9 del talud continental, los géneros mas representativos fueron
Shewanella y Clostridium, ambos géneros registraron una gran cantidad de vias de
degradacién de contaminantes dentro de sus especies (ver resultados), consistente con lo
antes ya mencionado de Shewanella. En cuanto a Clostridium, se conoce como un género
degradador de sacarosa (Bergey’s, 2009); otros trabajos lo han reportado por su capacidad
de degradar compuestos contaminantes como el 2-sec-Butyl-4,6-Dinitrophenol (herbicidas)
(Hammil y Crawford, 1996), petroleo (Gula et al., 1982) e incluso Uranio (Francis,
1998).La idea de que el sitio B-9 presenta condiciones atipicas de contaminacion, se
refuerza con datos de la base KEGG, donde esta hay especies registradas para ambos
géneros que se caracterizan por tener rutas metabolicas relacionadas con la degradacion de
compuestos contaminantes como son el naftaleno, tolueno, metano, propano, azufre,
butano, compuestos aromaéticos, aminobenzoate, fluorobenzoate, chloroalkane,

chlorocyclohexane y dioxin.

De acuerdo con Hazen, et al. (2010), si un gen codifica para la degradacién de
varios compuestos contaminantes, significa que hay una variedad de poblaciones
bacterianas que degradan estos componentes y que estan experimentando una adaptacién
dinamica en respuesta a la contaminacién, ya sea por petréleo o por algin otro compuesto.
King et al. (2014) mencionan que los cambios en la composicion y cantidad de
hidrocarburos a través del tiempo y el espacio, contribuyen a la sucesion de la comunidad.
Eso puede explicar porque encontramos los mismos genes expresados en sitios con

diferentes caracteristicas. Beazley et al. (2012) y Mason et al. (2012), coinciden en que el
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aumento en los genes funcionales es evidencia de la degradacion constante de

hidrocarburos.

En este estudio registramos que la cantidad de géneros con la capacidad de degradar
compuestos contaminantes fue menor que los géneros heterotrofos. Sin embargo, la
abundancia de las secuencias se invierte. De acuerdo con Lizarraga et al. (1982), la
distribucion en la comunidad bacteriana cercana a la costa se ve influenciada fuertemente
por los rios y las caracteristicas propias de los sedimentos. Estos autores mencionan que en
las zonas de transicion entre rios y lagunas existe una fuerte influencia de hidrocarburos o
contaminantes de origen antropogénico, a lo que atribuyen que sus resultados mostraron
una baja concentracion de bacterias heterétrofas, aunque no descartan que esos datos sean
indicadores de altas cantidades de petrdleo. En este trabajo, hay dos sitios de la plataforma
continental interna que tienen influencia del Rio Soto La Marina y la Laguna Madre (B-13
y B-25). Sin embargo, los sitios del talud continental (B-6 y B-9) no tienen las mismas
condiciones. Lizarraga et al. (1986), consideran que el aumento de microorganismos
degradadores de petr6leo u otro contaminante es una respuesta a la entrada crénica de estos

compuestos.
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10.

CONCLUSIONES

La diversidad bacteriana no tuvo una variacion sustancial con respecto a la profundidad.
Sin embargo, los indices de diversidad fueron diferentes, indicando que la estructura de la
comunidad se ve afectada por otras variables fisico-quimicas.

El phylum maés representativo fueron las Proteobacterias.

La clasificacion filogenética también tuvo diferencias entre estaciones.

Todos los sitios presentaron una concentracion elevada de y-proteobacteria, sin embargo los
géneros fueron diferentes, marcandose una separacion entre estaciones de la plataforma
continental y el talud continental.

El género méas representativo de la zona de la plataforma continental interna, fue
Desulfococcus.

El género mas representativo para la zona profunda fue Propionibacterium

El género méas importante fue Shewanella.

El sitio B-9 mostrd una peculiaridad con respecto a los demas sitios, atribuible al género
Shewanella, el cual por su dominancia y caracteristica metaboélicas, merece mayor atencion
para futuros estudios

La proporcion de bacterias heterdtrofas/hidrocarbonoclésticas, los géneros reportados en la
literatura como heterotrofos fueron mas que los relacionados con los compuestos
contaminantes.

Las lecturas de los géneros considerados degradadores de contaminantes tuvieron una

mayor abundancia,
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CAPITULO DOS
PIGMENTOS

RESUMEN

Se analizaron e identificaron los pigmentos de catorce sitios de sedimentos
superficiales provenientes de la plataforma y talud continental del NW del Golfo de
México, utilizando la técnica HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia). Del total de las
muestras solo diez tuvieron la presencia de al menos un pigmento. Se identificaron seis
pigmentos, de los cuales tres son fotosintéticos y los otros tres productos de degradacion de
Clorofila-a (Feofitina-a, Feoforbide-a y Pirofeofitina-a). Los pigmentos con mas
concentracion fueron el B-Caroteno y la Clorofila-a. Las estaciones con mas abundancia
fueron las cercanas a la costa (muestras P-1 y P-25) claramente influenciados por los rios
Bravo y Rio Soto La Marina. De acuerdo con los resultados las variables de més
importancia fueron la profundidad, temperatura y salinidad. Mientras que los hidrocarburos

no mostraron relevancia en la distribucion o concentracion de los pigmentos.
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ABSTRACT

Pigments contained in surface sediments obtained at 14 sites located on the
continental shelf and upper slope of NW Gulf of Mexico were analyzed and identified
using high performance liquid chromatography (HPLC). In ten of the examined samples at
least one pigment was detected. A total of six pigments were identified of which, three
were photosynthetic and the remaining three were chlorophyll-a degradation products:
phaeophytin-a, phaeophorbide-a and pyrophaeophytin-a. Pigments with the highest
concentration were: B-carotene and chlorophyll-a. Significant pigment concentration in
sediments corresponded to inshore localities exposed to the river discharge influence
(Bravo and Soto La Marina). Pigment composition and concentration appeared influenced
by depth, temperature and salinity. However, hydrocarbons presence was not related to the

distribution or concentration of pigments.
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INTRODUCCION

Los pigmentos contenidos en sedimentos marinos han sido estudiados desde hace
varios afios (Palmer y Baker, 1978; Herblan, 1988; Jeffrey et al., 1999; Kowalewska,
2005). La Clorofila-a, asi como otros pigmentos estan relacionados con compuestos
quimicos organicos en sistemas marinos y son de gran interés para la oceanografia, debido
a que pueden ser Utiles para evaluar las comunidades fototroficas y las condiciones del
ambiente. Se sabe que los pigmentos pueden ser utilizados como biomarcadores en
sistemas marinos y estuarinos, debido a que son producidos por una gran cantidad de
organismos (macro y microrganismos) (Palmer y Baker, 1978; Kowalewska, 2005). A
pesar de que la Clorofila-a no tiene una clasificacién especifica y es utilizada comunmente
para estimar biomasa en sistemas acuaticos, la amplia gama de productos de degradacion
que se desprenden de ésta, pueden funcionar como indicadores de procesos heterotréficos
(Kowalewska, 2005). Por otro lado, los carotenoides y sus xantofilas son efectivos

indicadores de diferentes clases de fitoplancton (Jeffrey et al., 1999).

Los organismos capaces de producir pigmentos como las bacterias o microalgas son
ubicuas, y son un componente principal en los ecosistemas benténicos, conformando una
porcién importante de la biomasa del sedimento (Megharaj et al., 2000). En general, se han
realizado estudios sobre produccion, degradacion, y sedimentacion de pigmentos con
bacterias tanto en columna de agua como en sedimentos en diferente tipo de ambientes
(Guerrero et al., 1988; Nelson, 1993; Bianchi, 2000). La cualificacién de pigmentos en
sedimentos marinos mediante la técnica de HPLC ha sido utilizada por varios autores
(Kowalewska, 1994, 1995, 1996, 2005; Szymczak-Zyla y Kowalewska, 2007), que han
registrado una relacién entre pigmentos y factores fisico-quimicos y biolégicos. También se
ha utilizado esta técnica para la medicion especifica de la Clorofila-a y asi poder evaluar la

eutrofizacién, ademas de utilizarla como bioindicador ambiental.

El efecto que causa el petréleo crudo por algunos de sus componentes en estos
organismos puede afectar su crecimiento o actividad fotosintética (Fabregas et al., 1984).
Zsolnay, en sus trabajos describié en 1973 el Oeste de Africa, en 1977 la Corriente del

Golfo y nueva Escocia y 1979 el noroeste de Africa. En estos trabajos explica la posible
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existencia de una relacién entre la Clorofila-a y la concentracion de hidrocarburos en
condiciones normales y zonas eutrdficas. Sin embargo, cuando existe una alteracion por
hidrocarburos de petréleo el patron de esta relacion cambia. Fabregas et al. (1984)
mencionan que las bajas concentraciones de hidrocarburos estimulan el crecimiento de las
microalgas y aumenta el contenido de Clorofila-a, ya que funciona como fuente de
carbono. Sin embargo, en altas concentraciones resulta en un efecto inhibidor en su

crecimiento y por lo tanto en el contenido de Clorofila-a.

Goutx y Saliot (1980) analizaron, en la Bahia de Villefranche en el mar
Mediterraneo, la relacion entre hidrocarburos, Clorofila-a, acidos grasos disueltos y
particulados con la biomasa del zooplancton, mediante cromatografia de gases y
espectrofotometria de masas. El estudio tuvo conexion con la determinacion de Clorofila-a,
zooplancton, biomasa y plancton. Los autores mostraron que los alcanos tienen una
distribucion relacionada con los fendmenos bioldgicos del sitio. La correlacion que
registraron entre particulas de hidrocarburos, particulas de alcanos y contenido de
Clorofila-a, fue significativa, por lo cual plantearon la idea de que existe una contribucion
directa entre el fitoplancton y los hidrocarburos, ademas de la asociacion bioquimica entre

el plancton y la materia organica disuelta.

El objetivo de este estudio fue el identificar y cuantificar los pigmentos en
sedimentos superficiales de la plataforma y talud continental en la zona NW del Golfo de
México, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), para buscar

una posible relacién entre pigmentos e hidrocarburos.
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METODOLOGIA

Durante la campafia oceanografica MARZEE-III a bordo del B/O “Justo Sierra”
(Octubre-Noviembre, 2012), se recolectaron muestras de sedimento mediante un nucleador
Reineck en catorce lugares situados en la parte NW del Golfo de México sobre la
plataforma y talud continental, frente a las costas de Tamaulipas y norte de Veracruz. (Fig.
12). Para el andlisis de pigmentos, se tomaron aproximadamente 5g de sedimento
superficial de cada muestra, se depositaron en frascos &mbar con una capacidad de 20ml, se
etiquetaron y se mantuvieron en congelacion a -10°C, para evitar la descomposicion
pigmentaria (Tabla 6). Los parametros fisico-quimicos utilizados en el presente estudio,
fueron proporcionados por el Laboratorio de Contaminacion Marina del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia (Tabla6).

Tabla 6. Parametros fisico-quimicos de los sedimentos superficiales obtenidos de la plataforma y talud

continental en la zona NW del Golfo de México, durante el crucero oceanografico MARZEE-I1I en
2012. Pigmentos-estacion (P-#)

Profundidad HAPs Alifaticos Corg MO Salinidad Temperatura

Estaclon *“m) (ugg) (ugg’) % % (UPS) c°
P-1 50 0.54 38.42 0.97 1.66 36.4 27.7
P-3 200 0.17 17.36 152 261 36.1 16.0
P-4 500 0.12 16.38 1.25 214 35.1 9.3
P-6 2181 .99 26.40 1.12 1.92 35.0 4.4
P-9 500 0.19 25.54 1.12 1.92 35.1 8.8
P-13 50 0.36 27.65 1.31 2.26 36.4 27.3
P-15 200 0.24 11.99 1.38 2.38 36.0 15.5
P-18 2622 0.57 19.77 0,93 1.59 35.0 4.4
P-20 1500 0.73 26.67 1.07 1.84 35.0 4.3
pP-23 100 0.28 7.11 1.27 2.18 36.5 22.6
pP-25 50 0.16 14.39 141 243 36.4 26.1
p-27 200 0.36 15.66 1.36 2.33 35.9 14.7
P-30 2286 0.05 6.13 0.78 1.50 35.0 4.3
pP-32 1523 0.07 5.54 1.02 1.93 35.0 4.3
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Figura 12. Ubicacién de los puntos de muestreo para pigmentos al NW del Golfo de México, durante el
crucero oceanografico MARZEE-III en 2012.

Anélisis de pigmentos

El andlisis de pigmentos se realiz6 en el Laboratorio de Pigmentos del Centro de

Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR, S.C.) en La Paz, Baja California
Sur.

Para la extraccion y cuantificacion de los pigmentos contenidos en las muestras,
se pesaron 0.5gr de sedimento y se procedidé a la extraccion con 4 ml de acetona grado
HPLC al 100%. Las muestras se dejaron reposar por 24 h a -20°C, cubiertas con papel
aluminio para protegerlas de la luz. Posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm durante

15 min a 5°C. El extracto se filtré a través de una membrana de fibra de vidrio de 0.45 um
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de diametro de poro. ElI volumen se recuperd en viales (Eppendorf) de 2 ml, se
almacenaron a -20°C y se extrajeron 20 ul para inyectarlos en el cromatdgrafo de liquidos
de alta eficiencia (modelo 1100, Hewlett Packard). Para separar los pigmentos, se siguio el
método propuesto por Vidussi et al. (1996). Utilizando una fase movil mezclando dos

soluciones:

Solucién A: Metanol grado HPLC mezclado con acetato de amonio acuoso 1 N para

formar una mezcla 70:30 v/v.
Solucioén B: Metanol grado HPLC.

La fase estacionaria utilizada fue una columna Hypersil C8, de 10 cm de longitud,

de 0.45 cm de didmetro y rellena de particulas de silice de 5 um.

El equipo HPLC se configur6 y se equilibrd con la solucién A, con un flujo de 1mi

min-1. Los solventes se programaron de acuerdo con la Tabla 7.

Tabla 7. Programacion de los solvente

Minuto % Solvente A % Solvente B
0 75 25
1 50 50
15 0 100
18.5 0 100
19 75 25

El sistema de cromatografia recomendado debe contar con un desgacificador,
detector de arreglo de diodos con un rango de longitud de onda de 190-900 nm y capacidad
para determinar 5 longitudes de onda fijas, una bomba cuaternaria y un automuestreador
con capacidad para 100 muestras.

La identificacion de los pigmentos se realiz6 tomando en cuenta dos criterios: 1)
comparando los tiempos de retencion de los picos de la muestra con los de los estandares
puros y 2) por comparacion de los espectros de absorcion de la muestra problema con los
de la biblioteca generada de los estdndares. La mayoria de los pigmentos observados in situ

Se reportan en un cromatograma.
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Cuantificacion de pigmentos

Para cuantificar los pigmentos se prepard la curva de calibracion para cada uno; esto
se hizo inyectando diferentes concentraciones de los estandares (entre 3-10 ng/ul). La
concentracion de cada pimento se calcula integrando el area bajo la curva, la cual es
proporcional a la concentracion de los estandares inyectados. Este procedimiento se realizd
para cada uno de los pigmentos.

Analisis estadistico

Prueba de Kruskal-Wallis

Se aplico la prueba de Kruskal-Wallis para identificar diferencias estadisticas
significativas en el contenido de pigmentos en funcion de la profundidad, representado por

un valor de p menor a 0.05 (Siegel, 1990).
Las hipotesis planteadas fueron:

Ho: No hay diferencias en la concentracién de pigmentos con respecto a la profundidad y

las variables fisico-quimicas.
Ha: Al menos la concentracion de un pigmento es diferente.

Ho= No existe diferencia estadistica significativa en la concentracion entre pigmentos, sin
ser relevante la profundidad y las variables presentes en donde fue colectada la muestra con
una (p< 0.05).

Ha= Existe diferencia significativa en la concentracion entre pigmentos siendo relevante la
profundidad y las variables presentes en la estacién donde fue colectada la muestra con una
(p<0.05).

Prueba de correlacion de rangos (Sperman)

La prueba de correlacion de rangos de Sperman, es una prueba no paramétrica
utilizada para probar la asociacion entre variables, después de realizar una prueba de
Shapiro-Wilks para conocer la normalidad de los datos. En este trabajo se utilizd para
comparar la concentracion de los pigmentos por estacion con la profundidad y variables

quimicas del sitio (Siegel, 1990).

Ho: No existe correlacion entre los pigmentos y la profundidad o las variables quimicas

Ha: Al menos un pigmento tiene correlacion con la profundidad o las variables quimicas
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RESULTADOS

El analisis de pigmentos realizado a las catorce muestras que se obtuvieron en la
zona de estudio mediante la técnica de HPLC, solo en diez de ellas se registro al menos un
pigmento. Las cuatro muestras restantes fueron sitios ubicados en el talud continental
(Estacion P-6, P-18, P-30 Y P-32).

Se registrd la presencia de seis pigmentos cuyas concentraciones se muestran en el
Tabla 8. Tres de estos pigmentos son fotosintéticos (pigmentos que se pueden encontrar
en microorganismos, y que tienen poder de retencion en la energia luminica para
utilizarla en la fotosintesis (Balech, 1977) y fueron: Zeaxantian, Clorofila-a y B-Caroteno
(Fig. 13). Los otros tres pigmentos (producto de la degradacion de la Clorofila-a) fueron:
Feofitina-a, Feoforbide-a y Pirofeofitina-a (Fig. 13).

Tabla 8. Concentracion de los pigmentos registrados en las estaciones obtenidas del NW del Golfo de
Meéxico. La concentracion se expresa en ng/g.

ESTACION Feoforbide-a Zeaxantina Clorofila-a Feofitina-a Pirofeofitina-a p-Caroteno

P-1 203 128 205 52 70 157
P-3 - 10 - 42 23 46
P-4 . - - - - 44
P-9 - - - - - 22
P-13 - - - 120 - 168
P-15 70 80 132 21 21 19
P-20 - - - 14 - -
P-23 - 23 - 53 35 63
P-25 378 197 363 113 118 217

p-27 29 - 13 35 26 24

En general en las catorce muestras, los pigmentos con mayor abundancia fueron
B-Caroteno (22.76%), Clorofila-a (21.38%) y Feoforbide-a (20.33 %). Los de menor
concentracion fueron Feofitina-a (13.59%), Zeaxantina (13.52%) y Pirofeofitina-a
(8.73 %). La estacion que tuvo mayor diversidad pigmentaria notoriamente fue la P-25
(41.57%), seguida de la P-1 (24.36%) y la P-13 (17.08%), situadas en la zona de la
plataforma continental. Hubo poca concentracion en la P-23 (5.25%), P-27 (3.80), P-3
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(3.37%), P-15 (1.83%) y P-4 (1.30%), ubicadas en esta misma plataforma pero mas
alejadas de la costa; y las que tuvieron una concentracion minima de pigmentos fueron
la P-9 (.65%) y la P-20 (.42%) situadas en el talud continental (Fig. 14).

DADL A Sig=440,1 Ref=off (NOLASCONOLASCOO2 2013-10-24 13-33-00SIG1000020.0)

Figura 13. (Cromatograma (lecturas a 440 y 667 nm) indicando pigmentos identificados y estdndares de
comparacion.

El B-Caroteno se detectd en nueve de las diez estaciones que registraron pigmentos,
exceptuando a la P-20 perteneciente al talud continental. La Feofitina-a se identifico en
ocho de estos. Mientras que la Pirofeofitina-a y Zeaxantina, se registraron en cinco y cuatro
estaciones respectivamente, pertenecientes a la plataforma continental interna. La Clorofila-

a y Feoforbide-a solo se registraron en cuatro estaciones.
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Figura 14. Porcentajes totales de cada pigmento en todas las estaciones con concentraciones en ng/g.

Analisis estadistico

Prueba de Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis demostré que existen diferencias estadisticas
significativas (p< 0.05) entre las concentraciones por pigmento y las profundidades. Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
variables ambientales (HAPs, HAs, materia organica, carbdn organico, temperatura y
salinidad) (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de las diferencias estadisticas significativas entre pigmentos y profundidad.

PIGMENTO p X2
Feoforbide-a o 0.0184 11.59
Zeaxantina 0.0137 12.32
Clorofila-a 0.0184 11.59
Feofitina-a 0.0113 12.32
Pirofeofitina-a 0.0464 9.64
B-Caroteno 0.0167 12.32

Prueba de correlacion de rangos (Sperman)

Puesto que los datos mostraron una distribucién no normal, se realizé la prueba de
correlacion de rangos de Sperman. Solo se registrd correlacion con la profundidad y
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temperatura para todos los pigmentos. Mientras que la Zeaxantina, Feofitina-a,
Pirofeofitina-a y B- Caroteno, tuvieron correlacion con la salinidad (Anexo 2). No se

presentd ninguna correlacion con alguna de las otras variables quimicas antes mencionadas.

Para las variables que presentaron correlacion, se realizaron pruebas de correlacion
lineal (R? donde solamente hubo una relacién directa en las concentraciones de

Pirofeofitina-a, Zeaxantina y B-Caroteno con respecto a la temperatura (Tabla 10).

Tabla 10. Coeficiente de correlacion lineal

COEFICIENTE DE CORRECLACION

VARIABLES (Concentraciones) LINEAL (R?)

Profundidad-Feoforbide-a 0.1141
Profundidad- Zeaxantina 0.196
Profundidad- Clorofila-a 0.1295
Profundidad-Feofitina-a 0.3082
Profundidad- Pirofeofitina-a 0.2823
Profundidad- - Caroteno 0.3789
Salinidad- Zeaxantina 0.3059
Salinidad-Feofitina 0.579
Salinidad- Pirofeofitina 0.4139
Salinidad- p- Caroteno 0.3774
Temperatura-Feoforbide-a 0.3075
Temperatura- Zeaxantina 0.5201
Temperatura- Clorofila-a 0.3634
Temperatura-Feofitina-a 0.7012
Temperatura- Pirofeofitina-a 0.9661
Temperatura- - Caroteno 0.6606
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DISCUSION

Se han descrito cerca de 13 tipos de Clorofilas y 500 carotenoides, muchos de ellos
restringidos a las zonas marinas (Repeta y Simpson, 1991; Jeffrey et al, 1997). Los
pigmentos cumplen una serie de funciones que los vuelve indispensables para los
organismos en ambientes marinos y terrestres, como son la captacion de luz en los
organismos fotosintéticos, la produccién fotoautotréfica, ademas de desempefiar un papel
importante en la produccion primaria (Herblan, 1988).

La Clorofila-a, ha sido objeto de investigacion por muchos afios, debido a su
abundancia y funcionalidad de marcador en diferentes procesos ocurridos en el ambiente
marino, como la eutrofizacion o la presencia de fitoplancton (Szymczak-Zyla y
Kowalewska, 2007). Este pigmento, se ubicO Unicamente en cuatro sitios dentro de
plataforma continental interna (estaciones P-1, P-13 y P-25 y P-27) con profundidades
menores a 200m, las cuales presentaron concentraciones considerablemente menor
(<13ng/g). Estos mismos autores mencionan que la Clorofila-a es un marcador de material
vegetal fresco proveniente de la costa influenciados por la descarga de rios, y que prevalece
gracias a que esta zona generalmente esta enriquecida con nutrientes, tiene una mejor

penetracion de luz y condiciones de oxigeno.

Varios son los autores que coinciden en que, en los sedimentos alejados de la costa,
la cantidad de pigmentos y sus concentraciones disminuyen como consecuencia de factores
abioticos (temperatura, luz y oxigeno) y bidticos (microorganismos u organismos
heterétrofos) que influyen en el proceso de depositacion y degradacion (Yentsch, 1965;
Schwartz y Von Elbe, 1983; Herblan, 1988; Heaton et al., 1996; Jeffrey et al., 1997,
Szymczak-Zyla y Kowalewska, 2007). La Clorofila-a en especifico sufre procesos de
degradacién debido a la combinacion de estos factores extremos. A los productos
resultantes de estos procesos se les conoce como cloropigmentos o productos de
degradacion, y hay dos vias principales para llegar a ellos. De acuerdo con Kowalewska
(2005), cuando estos productos estan contenidos en sedimentos funcionan como indicador
del estado trofico de los cuerpos de agua o de las condiciones del ambiente, principalmente
de las condiciones de oxigeno, la actividad de los organismos y el flujo de carbono. Los
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productos de degradacion de la Clorofila-a mas conocidos, son Feofitina-a, Pirofeofitina-a

y Feoforbide-a, los cuales fueron registrados en este estudio (Tabla 8).

La primera via de la degradacion de la Clorofila-a, produce Feofitina-a al perder un
magnesio y cambia el color verde caracteristico por un color pardo olivaceo (Yentsch,
1965; Herblan, 1988; Kowalewska, 2005; Szymczak-Zyla y Kowalewska, 2007). La
Feofitina-a fue registrada en ocho estaciones, P-1, P-13 y P-25 (50m), P-3, P-13, P-23y
P-27 (200m) dentro de la plataforma interna, y la P-20 del talud continental (1500m). Este
pigmento se considera poco estable, aunque puede ser abundante en sedimentos con buenas
condiciones ambientales, ademas de ser considerado un marcador de descomposicion
vegetal (Szymczak-Zyla y Kowalewska, 2007) lo que explica porque las estaciones
cercanas a la costa son las de mayor concentracion. Al igual que como lo reportan
Szymczak-Zyla et al., (2006) y Szymczak-Zyla y Kowalewska (2007), es comun encontrar
la Feofitina-a en los mismos sitios que la Clorofila a y a mayores profundidades, pero en

menores concentraciones.

Al ser un pigmento poco estable, la Feofitina-a continla su descomposicion, y
pierde un grupo carboxilo; esto da como resultado otro pigmento de degradacion Ilamado
Pirofeofitina-a, el cual a diferencia de la Feofitina-a se considera un producto final, debido
a gque no sigue otro paso de degradacion. Este pigmento se caracteriza por encontrarse en
sedimentos viejos, poco oxigenados y con alto contenido de carbon organico (Yentsch,
1965; Schwartz y Von Elbe, 1983, Herblan, 1988; Kowalewska, 2005; Szymczak-Zyla y
Kowalewska, 2007). Este pigmento se identificd en seis estaciones dentro de la plataforma
interna (P-1 y P-25 (50m), y P-3, P-15, P-23 y P-27 (200m)), teniendo una relacion directa
con la Clorofila-a y més estrechamente con la Feofitina-a, ya que incluso la concentracion
es muy similar a este ultimo, lo cual coincide con trabajos como el de Szymczak-Zyla y
Kowalewska (2007).

En la segunda via de degradacién se obtiene Feoforbide-a, que resulta de la
Clorofila-a al perder un fitol para dar Clorofilide la cual rapidamente pierde un magnesio.
De acuerdo con Szymczak-Zyla y Kowalewska (2007), la Feoforbide-a también se

considera un producto final y se encuentra en sedimentos antiguos. Al igual que otros
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productos de degradacion de la Clorofila-a, se considera un marcador vegetal ademas de un
buen indicador de la actividad de los organismos del sitio. Este pigmento se registré en las
mismas estaciones que la Clorofila-a, dentro de la plataforma continental (P-1, P-13, P-25y
P-27), y en concentraciones similares, que son mayores a los otros pigmentos de
degradacion, lo cual puede ser por las caracteristicas que presentan los sedimentos en esos

sitios favoreciendo su acumulacion.

El B-caroteno se encuentra en casi todas las algas excepto en Cryptophytas y
Rhodophytas, ademas es producido por una gran variedad de organismos autétrofos y
heterétrofos (Jeffrey y Vest, 1997). Sus colores pueden ser amarillos, naranjas o rojos, y es
considerado el carotenoide méas abundante en la naturaleza (Britton, 1995). Debido a su
abundancia, estuvo presente en nueve de las diez estaciones de este estudio dentro de la
plataforma continental interna (P-1, P-3, P-4, P-9, P-13, P-15, P-23, P-25 y P-27) y fue el
pigmento con mayor porcentaje de concentracion (23%). Ademas, de acuerdo con
Kowalewska y Konat (1997) este pigmento se preserva mejor en sedimentos con bajas
concentraciones de oxigeno como las reportadas para el Golfo de México (Rabalais et al.,
2001 y Rabalais et al., 2002). Incluso Bianchi et al. (2000), lo ha reportado como un buen
indicador de biomasa especialmente en sedimentos recientes, ya que en sedimentos

antiguos es dificil su conservacion.

La Zeaxantina (pigmento liposoluble de color amarillo) pertenece al grupo de las
xantofilas presentes de manera natural en bacterias, algas, plantas superiores, animales y en
algunos grupos del fitoplancton tales como Baciallariophyta, Dinophyta,
Prymnesiophyceae, Chrysophyceae y Raphidophyceae (Jeffrey y Vest, 1997). Estos autores
sugieren que este pigmento tiene propiedades foto-adaptativas por lo que su concentracion
en una célula puede ser constante a pesar de los cambios de luz. En este estudio se registro
en cinco estaciones de la plataforma continental interna (P-1, P-3,  P-13, P-23 y P-25)
profundidades menores a los 200m. De acuerdo con Bianchi et al., 2000, este pigmento
puede ser indicador de la abundancia de cianobacterias y picocianobacterias, en sedimentos
antiguos y recientes.

La distribucion registrada en los pigmentos es consistente con lo reportado por otros
autores Yentsch, (1965); Kowalewska, (2005); Szymczak-Zyla y Kowalewska, (2007)
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quienes afirman que la concentracion de pigmentos disminuye con relacién a la distancia de
la costa y aumenta la profundidad. Yentsch (1965) propuso una equivalencia en porcentajes
de concentracion de pigmentos y definié que la costa contiene tiene el 81% de los
pigmentos, mientras en zona profundas solo el 27%. Esto es coincidente con nuestros
resultados ya que de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis, la profundidad es la Unica
variable que presenta diferencias estadisticas significativas (p< 0.05) con respecto a la
concentracion de los pigmentos. Los sitios cercanos a la costa exhiben mas pigmentos y
mayor concentracion a diferencia de los sitios de la zona profunda. Esto fue corroborado
con la prueba de Sperman que mostré la correlacion positiva ente la profundidad y la

temperatura.

Con lo que respecta a las estaciones, mas cercanas a la costa (P-1 y P-25) fueron las
de mayor relevancia, lo cual es coincidente con la profundidad (~50m), ademas de tener las
temperaturas mas elevadas (>26°C). Ambas estaciones presentan la influencia de las
descarga de los rios Bravo (P-1) y Soto La Marina (25); en esta area las condiciones
hidrodindmicas son severas y con una mayor tasa de sedimentacion. De acuerdo con
Szymczak-Zyla y Kowalewska (2007) tales condiciones son favorables para la acumulacién
de los pigmentos. Es importante mencionar que estas estaciones también tienen un alto
contenido de carbono organico y granos finos de sedimentos (<0.063mm, que va de los

limos-arenas).

Biggs (1992), mediante la cuantificacion de clorofilas, nitratos, productividad
primaria y fosfatos, determiné que el Golfo de México es una zona oligotrofica y
bioldgicamente pobre, en especial después de la plataforma continental interna (100m de
profundidad). En este estudio la distribucion de los pigmentos fue normal pero la
concentracion de pigmentos fue baja, siendo esto consistente con lo mencionado por dicho

autor
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CONCLUSION

La cantidad de pigmentos registrados en este estudio coincide con las caracteristicas
oligotroficas reportadas para el Golfo de Mexico.

La mayor concentracion de pigmentos se localizd en las estaciones P-1 y P-25, estaciones
influenciadas por los rios Bravo y Soto La Marina, respectivamente, debido al aporte de
materia organica, la renovacion constante de sedimentos, entre otras.

La concentracion de los pigmentos disminuye con la profundidad y la distancia de la costa,
lo que se considera una distribucion normal

La estacién P-13, a pesar de estar cerca de la costa, con la misma profundidad y con
influencia de la Laguna Madre, no registr6 la misma variedad y concentracion de

pigmentos que los sitios antes mencionados.
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CONCLUSIONES GENERALES Y
PERSPECTIVAS

La informacion obtenida en este estudio es relevante para trabajos futuros, ya que
sienta bases en el conocimiento de la diversidad bacteriana y la composicién pigmentaria
en los sedimentos del NW del Golfo de México, y puede ser util para conocer los cambios
que se presenten en el sitio; ademas de saber si estos cambios son causados de forma

natural o antropogénica.

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis, las perspectivas de
trabajos futuros indican que es necesario dar seguimiento a los aspectos de la comunidad
bacteriana y la presencia de pigmentos. En primer plano, se recomienda tomar en cuenta
condiciones como la temporalidad anual, para saber si existen diferencias principalmente
entre secas y lluvias. En segundo, las variables hidrograficas que marquen diferencias
importantes entre plataforma interna y externa. Finalmente, incluir el andlisis de otros
compuestos contaminantes ademas de los ya considerados para este proyecto como lo son
alcanos y parafinas, e incluso gases (propano, butano y etano), ya que podrian resultar de
interés para tener un panorama mas completo de la actividad microbiana, las condiciones

del sitio y los factores que pueden influir en la distribucion de los pigmentos.
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ANEXOS

Anexo 1

Genes identificados en la degradacion de compuestos contaminantes en la base de datos KEGG,

GEN COMPUESTO QUE DEGRADA REFERENCIA
ali Degradacion de hidrocarburos aliciclico Ealand. et al.. 1997
hba Degradacion de acido hidroxibenzoico grand, et
dsr Degradadoras de azufre Guan, et al., 2014
narG Degradacion de nitrato
:Irrli Degradacion de nitrito Chon, et al., 2011
i
nosZ Degradacion de 6xido nitroso
tbmD
tmoA
xyIM
xylA i6 i
y Degrada_czlon de penceno, tolueno, e,tl_lbenceno Hendrix, et al., 2006
todC1 y xilenos, hidrocarburos aromaticos
xylE
xylE2
cdo
assh Degradacion anaerébica de hidrocarburos Callaghan, et al., 2008
assB g Acosta et al., 2013
BSS Catalizacion de hidrocarburos arométicos Callaghan, et al., 2008
bad Degradacion de acido benzoico Breese, et al., 1998
nid Stingley, et al., 2004
Degradacion de Hidrocarburos policiclicos
nahAC e
aromaticos Wang, et al., 2007
nahC
phd Degradacion de fenantrenos Saito, et al., 1999
Pmo o . Mason, et al., 2012
Bifenilo monooxigenasa
bphA Wang, et al., 2007
ASS L Callaghan, et al., 2010
Catalizacion de n-alcanos .
MAS Mbadinga, et al., 2011
alma(C32+) y . Wang & Shao 2012
Degradacion de N-Alcanos monoxigenasa
alkB1 Whyte et al., 2002
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alkB2

alkB
alkM
cyp 153 (C5-C6) Wang et al., 2011
LmPH Degradacion de Fenol Nolvak, et al., 2012
Tud .
BeeA Tolueno Coschigano, et al., 1998
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Anexos 2

Prueba de correlacién de rangos (Sperman)

Profundidad | Feoforbide-u | Zeaxantina | Clorofila-a | Feofitina-u |Pirrofeofitina-u| f-Caroteno | HAP'S Alifaticos (0] MO Salinidad | Temperatura

Profundidad 1 -0.672 -0.888 -0.672 -0.854 -0.759 -0.854 0.1% 0.261 -0.185 -0.261 -0.873 -0.981
Feoforhide-o -0.672 1 0.674 0.788 0.519 0.401 0.556 -0.006 0.215 0.096 0.128 0.325 0.655
Zeaxantina -0.888 0.674 1 0.539 0.825 0.658 0.721 0.092 -0.122 0.096 0.122 0.828 0.897
Clorofila-o -0.672 0.788 0.539 1 0.547 0.458 0.611 0.089 0.27 0.068 0.073 0.298 0.627
Feofitina-o -0.854 0519 0.825 0.547 1 0.698 0.64 0.127 -0.265 0.372 0419 0.825 0.842
Pirrofeofitina-o| -0.759 0.401 0.658 0.458 0.698 1 0.562 -0.109 -05 0.24 0.304 0.779 0.745
p-Caroteno -0.854 0.556 0.721 0.611 0.64 0.562 1 -0.416 -0.132 0.143 0.204 0.722 0.853
HAPS 0.196 -0.006 0.092 0.089 0.127 -0.109 -0.416 1 0.482 -0.091 -0.223 -0.169 -0.18
Alifaticos 0.261 0.215 -0.122 0.27 -0.265 -0.5 -0.132 0.482 1 -0.228 -0.357 -0.4% -0.21
0 -0.185 0.096 0.09 0.068 0.372 0.24 0.143 -0.091 -0.228 1 0975 0.302 0.26
MO -0.261 0.128 0.122 0.073 0419 0.304 0.204 -0.223 -0.357 0.975 1 0.359 0.317
Salinicad -0.873 0.325 0.828 0.298 0.825 0.779 0.722 -0.169 -0.496 0.302 0.359 1 0.899
Temperatura -0.981 0.655 0.897 0.627 0.642 0.745 0.853 -0.18 -0.21 0.26 0.317 0.899 1
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