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l. RESUMEN

En este trabajo se aborda el estudio de los bacteriéfagos y su interaccién con
bacterias heterétrofas presentes en la columna de agua del Océano Pacifico
dentro del territorio mexicano. El muestreo se llevé a cabo abordo del B/O “El
Puma” en los cruceros MareaR X y MAZ-IV realizados en el mes de abril del
2018 en cuatro estaciones, una costera y una oceanica, en frente de Mazatlan y
de Maruata.

Las cepas seleccionadas para los ensayos pertenecieron a los géneros
Rhodococcus, Marinobacter, Sulfitobacter y Vibrio, y fueron obtenidas en la
misma zona de estudio. Las cepas fueron expuestas a los bacteriéfagos
presentes en las muestras de agua filtrada obtenidas a tres profundidades
diferentes (5 m, primer maximo de clorofila y final de la oxiclina). El grado de
infeccion se determindé mediante un puntaje asociado a la pérdida de turbidez
en los cultivos en medio liquido y la formacion de sedimento. De las muestras
que presentaron mayor lisis se recuperd el sobrenadante y se realizd
nuevamente una infeccion en todas las cepas para observar si hubo una
propagacion de los virus presentes, asi como un mayor grado de infeccion.
Finalmente se estimd la cantidad de particulas virales infecciosas mediante
ensayos en placa en la muestra de agua y la cepa que presentaron mayor

grado de infeccion.

Las muestras que mayor virulencia presentaron fueron las pertenecientes a la
estacion costera de Maruata, en particular la del primer maximo de clorofila. En
general, la profundidad que mostré6 mayor capacidad infectiva en los ensayos
realizados fue el final de la oxiclina, el cual es un nicho de biodiversidad muy
importante. La cepa que se vio mas afectada por los virus presentes en las

muestras fue Rhodococcus y la que resulté menos susceptible fue Sulfitobacter.



Il. INTRODUCCION

El océano cubre alrededor del 70% de la superficie terrestre y en él habita la
mayor diversidad de organismos. De éstos, los virus son por mucho la forma de
diversidad genética mas abundante en la Tierra, ya que se estima que hay
cerca de 10°° particulas virales suspendidas en todo el océano (Danovaro et al.,
2011), superando en una proporcién 10:1 a los organismos celulares (Breibart
et al.,, 2018). Si bien los virus representan el 94% de las particulas que
contienen acido nucleico en los océanos, solo comprenden una proporcién

minuscula de la biomasa total debido a su pequefio tamafio (Suttle et al., 2007).

El estudio de los virus en los océanos ha sido clave para muchos
descubrimientos: desde el descubrimiento de que los virus han originado
nuevos linajes de genes fotosintéticos, como los cian6fagos que infectan a
Synechococcus y Prochlorococcus (Lindell et al., 2005; Mann et al., 2003), a la
identificacion de nuevas familias virales que desafian gran parte de la sabiduria
convencional sobre la historia de la vida viral (por ejemplo, el descubrimiento de
virus "gigantes" que infectan algas (Derelle et al., 2008) e incluso virus que
parasitan otros virus (La Scola et al., 2008). Ademas, los virus son actores
principales en la mortalidad de microorganismos marinos y, en consecuencia,
afectan los ciclos de nutrientes y energia, asi como la estructura de las

comunidades microbianas (Wommack et al., 2000; Suttle et al., 2007).

I.1 Microbiologia en la columna de agua marina

El equilibrio de los ecosistemas marinos es muy dindmico y depende de
diversos factores. Parametros como la profundidad, asi como los gradientes de
temperatura, oxigeno, salinidad, presion, nutrientes y luminosidad propician la
formacion de nichos en los que distintos tipos de organismos pueden adaptarse

y habitar. Los microorganismos que habitan estos nichos son los responsables



de los flujos de materia y energia en los ecosistemas marinos y, junto con los
virus (Breitbart et al., 2018), forman un complejo sistema organizado en el

bioma marino (Danovaro et al., 2011).

El océano es muy vasto y en él se pueden encontrar muy diversos habitats,
como arrecifes, pastos marinos, sedimentos, bosques de algas, etc. En todos
ellos esta presente la columna de agua, la cual presenta sus propios
ecosistemas (Lalli y Parsons, 2006). La columna de agua es un sistema
mayormente oligotrofico, esto quiere decir que es pobre en nutrientes. En el
agua se encuentran suspendidos innumerables microorganismos que forman
parte de las redes troficas y participan en los ciclos biogeoquimicos (Flaviani et
al.,, 2017). A este conjunto de organismos se les denomina plancton, el cual
esta conformado por organismos celulares eucariontes, procariontes (bacterias
y arqueas) y virus. Dentro de ellos, los productores primarios (fitoplancton) son
los principales responsables de la introduccion de materia organica a las redes
troficas. Por otro lado, las bacterias heterdtrofas son las responsables de la

mineralizacion de la materia organica que se encuentra disuelta en el medio.

Cuando el fitoplancton muere libera al medio materia organica disuelta (MOD) y
materia organica particulada (MOP), que pueden ser aprovechados por los
organismos heterotrofos (Middelboe y Lyck, 2002). Las bacterias heterétrofas
tienen un rol fundamental en el flujo de materia y energia en el ecosistema, al
interactuar con gran parte la MOP y MOD (Wiebinga et al., 1997) a traves del

bucle microbiano (Anderson y Ducklow, 2013).

Los virus juegan un papel esencial como depredadores de los microorganismos
acuaticos. Dentro de los virus presentes en el océano, los bacteriofagos son los
mas numerosos (Breibart et al., 2018). Los fagos son aquellos virus que
infectan exclusivamente a bacterias, por lo que tienen un impacto directo en el
flujo de la MOD en la columna de agua. Asimismo, los virus tienen un impacto
directo en las poblaciones de organismos procariontes, actuando como una de
las principales causas de mortalidad y, por tanto, como control del nimero de

individuos y manteniendo un sano equilibrio en el ecosistema (Suttle et al.,



2007; Vaqué et al., 2014). Se estima que del 10% al 30% de la produccion
bacteriana se pierde como MOD en el océano por el efecto de la lisis viral
(Middelboe, 2010).

.2 Importancia y biodiversidad de los virus marinos

Los virus marinos tienen un rol fundamental en el equilibrio y diversidad de los
organismos, en particular los bacteriéfagos, los cuales son vitales en procesos
biogeoquimicos y son la base de las redes troficas marinas (Breitbart, et al.,
2018). De hecho, los bacteriéfagos son los principales responsables de la
recombinacién genética y de la transferencia horizontal de genes en las
bacterias marinas (Jiang y Paul, 1998). Dado que son capaces de integrar su
genoma al del hospedero, pueden provocar cambios en las secuencias
codificantes de éste. De igual manera, cuando ocurre la lisis de una bacteria,
los é&cidos nucleicos que contenia se liberan al medio, pudiendo haber
fragmentos que alguna bacteria competente pueda asimilar e integrar a su
propio genoma.

Los bacteriofagos pertenecientes al orden de los Caudovirales son los mas
abundantes y los virus mas estudiados en el océano (Ackermann, 2001).
Este orden se ha descrito desde el afio 1959, representando el 96% de las
morfologias descritas en las muestras ocednicas. Los Caudovirales tienen
un genoma de cadena doble de DNA el cual se encuentra contenido en una
capside icosaédrica. Como el nombre del orden lo indica, los Caudovirales
son virus cuya capside cuenta con una cola que propicia el anclaje a la

pared celular de la célula hospedero para dar inicio a la infeccion.

Los Caudovirales representan entre el 60% y 90% del viroma en aguas
oceanicas (Haro-Moreno et al., 2017). De este porcentaje, la familia
Myoviridae ocupa alrededor del 45%, la familia Syphoviridae el 30% vy la
familia Podoviridae el 25% (Figura 1) (Flaviani et al., 2017). La familia
Myoviridae se caracteriza por tener una capside con cola, que una vez anclada
a la pared celular del hospedero, la lisa y se contrae para inyectar su genoma

en el citoplasma (King et al., 2012). De forma similar, las familias Podoviridae y
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Syphoviridae se anclan a la pared celular del hospedero e introducen su
genoma al citoplasma. Todos ellos cuentan con genes que codifican su propia
polimerasa y helicasa, proteinas estructurales y una regiéon promotora para la
regulacion de la transcripcion del genoma viral (Marintcheva, 2018).

Figura 1. Morfologia de los bacteri6fagos mas abundantes en el océano. Imagen recuperada de

Harper et al. (2014).

Myoviridae Podoviridae Siphoviridae

100 nm

Il .3 El impacto de los bacteriéfagos en la biogeoquimica marina

La mortalidad de microoganismos inducida por virus tiene efectos directos
en la funcién del ecosistema marino. La lisis bacteriana por los
bacteriofagos implica la liberacion de carbono organico y otros nutrientes al
medio marino, que se conoce como “deriva viral” (Wilhelm y Suttle, 1999).
Esta consiste en un proceso ciclico previo al inicio de la cadena trofica
tradicional. Las bacterias productoras primarias se encargan de transformar
el CO2 en materia organica y proliferar. Al ser infectadas y lisadas por
bacteri6fagos, la materia organica que contenia la célula es liberada al
medio en forma de MOD y MOP (Figura 2). De esta forma son aprovechados
por organismos heterotrofos, que a su vez son infectados y lisados por virus
(Weitz y Wilhelm, 2012).
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Figura 2. Esquema de la deriva viral. Imagen recuperada de:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Viral_Shunt_.jpg
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El nitrégeno, un elemento limitante para la productividad en los ecosistemas
marinos, es otro elemento que se ve afectado directamente por la actividad
de los bacteriéfagos a través del proceso de la deriva viral. La deriva viral es
clave en el reciclaje del nitrogeno organico disuelto. Dado que los virus
infectan y lisan bacterias que participan activamente en el ciclo del
nitrégeno, al morir estas bacterias lo liberan al medio en forma de MOD vy
MOP. Parte de esta MOP que no es asimilada por los organismos presentes
en aguas superficiales se dirigen hacia aguas mas profundas, en las que
hay baja concentracién de oxigeno, donde otros organismos son capaces de
remineralizarla y continuar el ciclo (Jetten, 2008). De igual manera, el
fosforo es uno de los nutrientes principales para los organismos marinos,

incluidos los mismos virus, que también se ve afectado por la deriva viral.

Por lo tanto, los fagos marinos tienen un impacto directo en los ciclos del
carbono, nitrégeno, fosforo, asi como de los elementos traza (Henderson y
Henderson, 2016; Weitz y Wilhelm, 2012). Como consecuencia de la lisis de

las células microbinas ocasionada por los bacteriéfagos, estos elementos en
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sus distintas formas son transportados y reciclados a lo largo de la deriva

viral.

II. 4 Ciclos replicativos y sus consecuencias en el ecosistema marino

Los bacteriofagos cuentan con exolisinas, que son proteinas en la capside
gue permiten la infeccién de sus hospederos (Young, 1992). La infeccién
viral ocurre cuando la capside del fago se ancla a la superficie de la bacteria
con las fibras proteicas. Para que esto ocurra la célula objetivo debe contar
con los receptores adecuados en la superficie. Si esto se logra, las lisinas
degradan la pared celular e inyecta el material genético al citoplasma. Se
realiza la transcripcién de los genes que permiten la apropiacion de la

magquinaria enzimatica que actia sobre el material genético.

En este punto de la infeccién pueden ocurrir dos distintos tipos de ciclos, el
litico y el lisogénico, ambos son procesos mediados por promotores (Dini,
2011), los cuales son regiones ubicadas al extremo del genoma que regulan

la expresion de los genes virales.

En el ciclo litico comienza inmediatamente la transcripcion y traduccion de
los genes que codifican la capside, la cola y las fibras. De igual manera,
comienza la replicacion del genoma viral, el cual sera empaquetado dentro
de las nuevas capsides y posteriormente se ensamblara para producir
viriones maduros. Cuando la cantidad de viriones en la célula rebasa su
capacidad de contenerlos, la membrana celular se rompe, lisando asi la

célula y liberandose los viriones producidos al medio (Figura 3).

En el ciclo lisogénico el material genético del fago se integra al genoma
bacteriano mediante un proceso de recombinacién, pudiendo ocurrir una
modificacion de una secuencia de algun gen. Este estado del virus se
denomina “profago”. En cualquier momento el genoma del virus puede ser
escindido del cromosoma bacteriano y continuar con el ciclo replicativo.

Cuando esto ocurre, algunos genes bacterianos pueden pasar a formar
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parte del ADN que se va a empaquetar dentro de las capsides. Este viridon
con material genético bacteriano puede infectar a otra bacteria cuyo genoma
no contenia dicha informacion, fenédmeno conocido como transferencia

horizontal de genes bacterianos (Figura 4) (Galvani, 2003).

Figura 3. Ciclo litico y ciclo lisogénico. Imagen obtenida y modificada de: Prada-Pefiaranda

et al. (2014).
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Figura 4. Mecanismo de transferencia horizontal de genes bacterianos mediados por fagos.

Imagen recuperada de:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Transduction_genetic_fr.svg
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Otro mecanismo indirecto por el cual algunas bacterias son capaces de
adquirir nuevos genes es la transformaciéon. Como consecuencia de la lisis
bacteriana por la produccion de progenie viral, se libera al medio su DNA; si
una bacteria competente natural, entre las que se encuentra Vibrio, puede
asimilar este ADN exogeno, habra modificado su genoma (Stewart y
Carlson, 1986; Zeaiter et al., 2018).

La infeccion viral de los microorganismos tiene efectos directos en la
composiciéon de la comunidad microbiana marina. Los virus son, en algunos
casos, tan importantes como los herbivoros para matar a éstos de forma
selectiva, mientras que, en otros casos, pueden ser la fuente dominante de
mortalidad microbiana (Weitz y Wilhelm, 2012). Por lo tanto, los virus
marinos juegan un papel relevante en la regulacibn de la biomasa
microbiana marina, en particular sobre los florecimientos (Weinbauer et al.,
2006). Ademas, los bacteriofagos pueden infectar huéspedes de diferentes
especies o incluso de diferentes géneros. Por ejemplo, algunos cianofagos
pueden infectar diferentes cepas dentro de la misma especie de

cianobacterias, ya sea Synechococcus o Prochlorococcus.

I, ANTECEDENTES Y ESTUDIOS ACTUALES SOBRE
BACTERIOFAGOS MARINOS

El estudio de los bacteriofagos se ha llevado a cabo desde la segunda década
del siglo XX; en estos afos se entendidé su potencial para la lisis bacteriana y su
importante papel en los ecosistemas (Keen y Gables, 2016). Posteriormente,
con la llegada de las herramientas de la biologia molecular, los estudios se
enfocaron en los bacteriéfagos que infectan a E. coli, los cuales permitieron un
gran avance en el entendimiento de los mecanismos de infeccion y replicacion
(Clokie et al.,, 2011). Con este nuevo conocimiento, el panorama se abrid
enormemente, dando pie a un gran abanico de areas de estudio, una de estas

es la ecologia microbiana marina.
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Una de las herramientas por excelencia para el estudio de los virus es su cultivo
y propagacién in vitro. Desde los afios 50 se han realizado estudios de la
relacion de los bacteriéfagos con sus hospederos con el fin de identificar el
cambio que produce la infeccion en éstos (Groman y Lockart, 1953). Estas
técnicas han representado un primer paso de suma importancia, ya que
proporcionan un excelente panorama general y corrobora la presencia de los

virus que se buscan estudiar (Casey et al., 2018).

Por otro lado, el océano es uno de los ecosistemas menos estudiados dada la
dificultad de acceso a éste y a su vastedad. La gran cantidad de nichos
existentes en los sistemas marinos promueve una gran diversidad y abundancia
de virus, que a su vez tienen una influencia directa en las especies que pueden
proliferar en éstos (Seed, 2015). Actualmente, el estudio y caracterizacion de
los virus marinos se apoya en métodos de biologia molecular, combinados con
la citometria de flujo y técnicas modificadas de hibridacion in situ (Brussard,
2009; Onodera, 2009; Vilas Boas, 2016). Por ejemplo, el descubrimiento de
nuevos linajes de virus marinos por medio de la genémica se ha incrementado
significativamente en las Ultimas dos décadas, sin embargo, la mayoria de las
investigaciones se han enfocado en los ciandéfagos (Middelboe, 2017). Un
campo interesante y reciente es el estudio de la distribucion de los virus
marinos por medio de la metagendmica a lo largo de periodos de tiempo (Luo et
al., 2017).

Un nuevo enfoque en el estudio de los virus marinos es hacia aquellos que no
tienen capside con cola. Mediante estudios metagenomicos se identificd y
caracterizo un grupo de virus de DNA de doble cadena cuyo genoma estaba
cerca de las10-kb y pertenecen a los virus cuya capside tiene un arreglo Double
Jelly Roll. Estos son capaces de infectar y lisar distintas cepas del género Vibrio
y han sido pasados por alto por mucho tiempo a pesar de tener un papel

fundamental en el ecosistema marino (Kauffman et al., 2018).

Otras técnicas claves para la identificacion y cuantificacion de los virus son la

microscopia electrénica de transmision y de epifluorescencia. De esta forma se
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han podido identificar y caracterizar gran cantidad de bacteriéfagos presentes
en el océano (Alonso et al.,, 2002). Por ejemplo, se han podido caracterizar
bacteriéfagos de ambientes extremos, como es el caso de los fagos 9A y 34H,
los cuales infectan a Colwellia psychrerythraea, una bacteria psicrofila

facultativa del océano Artico (Wells y Deming, 2006).

llI.1 Importancia del estudio de virus en la Zona de Minimo Oxigeno del
Pacifico Mexicano

En el océano existen areas entre los 100 y 1500 m de profundidad en las que la
concentracion de oxigeno disuelto es muy baja y son conocidas como Zonas de
Minimo Oxigeno (ZMOs). Estas ZMOs se forman en zonas de surgencias
asociadas a una ventilacion reducida y a la respiracion de la materia organica
gue se hunde producida por los fototrofos en la superficie (Paulmier y Ruiz-
Pino, 2008). Las ZMO estan presentes en las aguas tropicales, como en el mar
Arébigo, el Pacifico Norte tropical oriental (ETNP) en frente de México y el
Pacifico Sur tropical oriental (ETSP) en frente de Pera y Chile (Figura 5). Las
ZMOs son de interés particular porque ocupan solo el 0.1-0.2% del volumen
total del océano (Codispoti et al., 2001), pero son fuentes importantes de N20,
un potente gas de efecto invernadero, representando alrededor del 30-50% de

la pérdida de N fijado en el océano (Jayakumar et al., 2009).

Figura 5. Distribucion del oxigeno disuelto en el océano a los 300 m de profundidad. Obtenido

de: WOA (2009).

Oxygen (uM) at 300 m
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Las condiciones de deficiencia de oxigeno en las ZMOs afectan a los macro
organismos maviles, lo que hace que estas regiones estén dominadas por
microorganismos que participan en metabolismos anaerobios de los ciclos del
nitrégeno y del azufre (Ulloa et al., 2012; Wright et al., 2012). Las ZMOs,
particularmente la del Pacifico Mexicano, son areas Unicas en el océano global
en la que se han realizado pocos estudios sobre la ecologia de las
comunidades microbianas y, en particular, de los bacteriéfagos asociados a
ellas (Cassman et al., 2012). Por lo tanto, estudios en estas ZMOs representan
una oportunidad excepcional para ampliar el conocimiento de la virologia de la

zona y el impacto ecoldgico que ésta pudiera tener.

En el Pacifico Mexicano convergen al menos dos corrientes marinas, una
proveniente del norte y la otra de Centroamérica, que dan lugar una importante
diversidad bioldgica (Cepeda-Morales et al., 2009). Estas corrientes provocan
surgencias intermitentes a lo largo del afo frente a las costas de Nayarit y
Jalisco y son importantes porque transportan una gran cantidad de nutrientes
hacia la superficie, donde los productores primarios (algas y cianobacterias) asi
como organismos heterotrofos pueden aprovecharlos y proliferar, haciendo de
estas aguas muy ricas en biodiversidad y abundancia. Sin embargo, hasta la
fecha en esta zona del Pacifico se desconoce la diversidad de los

bacteri6fagos, asi como su dindmica e interaccion con sus hospederos.

IV. JUSTIFICACION

Los bacteriéfagos son depredadores de las bacterias presentes en los océanos
y tienen un rol fundamental en el equilibrio de los ecosistemas acuaticos.
El estudio de las interacciones virus-hospedero es clave en el entendimiento del
papel de los virus y su impacto en los ambientes marinos, en particular en
aguas de la ZMO del Pacifico Mexicano, dado que las condiciones ambientales
son muy particulares. Por esto, es importante plantear ensayos sencillos y

confiables que permitan el aislamiento y propagacion de fagos marinos para su
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estudio in vitro, asi como conocer su especificidad y capacidad ante los
hospederos disponibles para el fago en cuestion, sobre todo de aquellos que
infectan bacterias heter6trofas en la columna de agua. Actualmente, una
enorme cantidad de bacteriofagos marinos permanece sin caracterizar y es un

campo donde se necesita profundizar el conocimiento.

V. HIPOTESIS

e Se espera encontrar una mayor cantidad de fagos en las muestras de agua
del Pacifico Mexicano provenientes de la zona del primer maximo de clorofila
por ser un nicho donde prospera una gran diversidad de microorganismos.

e En las muestras de agua costera encontraran una mayor cantidad de fagos
debido a que la disponibilidad de nutrientes es mayor para los
microorganismos que en las zonas mas oceanicas.

e Los fagos de la zona costera seran los que tendran mayor capacidad
infectiva y rango de hospederos que en la zona oceénica.

e Habra bacterias heterétrofas marinas con mayor susceptibilidad a la

infeccion viral que otras.

VI. OBJETIVOS

e Objetivo general:
Conocer la capacidad infectiva de los fagos obtenidos de muestras de agua del
Pacifico Mexicano en cuatro cepas bacterianas aisladas de los mismos

ambientes.
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Objetivos particulares:

1. Probar la susceptibilidad de los hospederos bacterianos a la infeccién por
los fagos obtenidos de muestras de agua colectadas en diferentes zonas y
profundidades en el Pacifico Mexicano.

2. Estimar la cantidad de particulas virales efectivas en las muestras de
agua del Pacifico Mexicano obtenidas en estaciones costeras y ocedanicas y a

tres profundidades diferentes.

vil. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Cultivos bacterianos

Las cepas bacterianas utilizadas en los ensayos pertenecieron a los géneros
Rhodococcus, Sulfitobacter, Marinobacter y Vibrio, las cuales fueron
aisladas de las mismas zonas donde se tomaron las muestras de agua para
el aislamiento de virus en el Pacifico tropical mexicano.

Se partié de cultivos congelados a -80°C y se sembraron por estriado en
cajas Petri sobre agar medio marino a 23°C. Posteriormente, cada ocho dias
se hicieron subcultivos de mantenimiento para realizar los ensayos

posteriores.

VII.2 Muestreo y procesamiento de las muestras de agua

Las muestras de agua se obtuvieron en el crucero Marear X llevado a cabo en
abril de 2018 a bordo del B/O “El Puma” (UNAM) en cuatro estaciones de
muestreo (dos oceanicas y dos costeras) (Figura 6). Se recolecté agua a tres
profundidades diferentes mediante botellas Niskin acopladas a una roseta: 5 m,
primer maximo de clorofila (PMC) y final de la oxiclina (FinOx). Las muestras
recolectadas se obtuvieron de las estaciones Mar Cos, Mar Oce, Maz Cos y

Maz Oce, para facilitar la identificacion de éstas.
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Los param fisicoquimicos del agua (oxigeno disuelto, temperatura, salinidad y
fluorescencia) de las estaciones se obtuvieron con un CTD acoplado a la roseta

y se procesaron en el software Ocean Data View (versiéon 5.0,

https://odv.awi.de/) para elaborar los perfiles de las estaciones muestreadas.

Figura 6. Mapa de la ubicacion de las estaciones de muestreo en la costa del Pacifico

Mexicano.
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Se filtraron 200 mL de agua por muestra a través de membranas de ésteres de
celulosa Millipore de 0.22 um. Cada muestra se guardd por duplicado en
botellas de plastico estériles, agregando a uno de los duplicados dos gotas de
cloroformo para eliminar bacterias que hayan podido pasar a través del filtro.

Posteriormente, se almacenaron en un congelador a -20°C.

VII.3 Estimacién de la curva del crecimiento bacteriano por densidad

Optica

En una campana de flujo laminar, se realizaron cultivos de las cepas de
Rhodococcus, Sulfitobacter, Marinobacter y Vibrio en caldo con medio
marino por duplicado en tubos de ensayo de 15 mL y se incubaron a 23°C
en agitacion a 150 rpm. Se realizé la lectura de las absorbancias a una
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longitud de onda de A=600 nm en una celda de vidrio. El caldo medio marino
se utiliz6 como blanco. La lectura de las absorbancias de los cultivos se

realiz6 a los siguientes tiempos (h): 0, 2, 18, 24, 44 y 48.

VIl.4 Ensayos de infeccion

En campana de flujo laminar, se realizaron cultivos por duplicado de las
cepas de Rhodococcus, Sulfitobacter, Marinobacter y Vibrio en 3 mL de
caldo con medio marino en tubos de ensayo estéril de 15 mL. Tras haber
pasado 48 h de incubacién a 23°C en agitacién a 150 rpm, se afiadié a cada
tubo 1000 pL de la muestra de agua marina filtrada correspondiente. Al
control negativo no se le agrego nada.

Los tubos inoculados y el control (cultivo sin muestra inoculada) se
incubaron con agitacién a 150 rpm y a 23°C por 24 h. Posteriormente, se
observaron los tubos y se describié la pérdida de turbidez y formacion de
sedimento mediante un gradiente visual cualitativo en relacion al control
(Figura 7). A cada tubo se le asigné un puntaje del 0 al 3 tanto para
cuantificar la pérdida de turbidez como la formacién de sedimento, de
manera que los valores mas altos significan pérdida total de turbidez y
mayor formacion de sedimento. Se hizo la suma de ambos puntajes, de

manera que el maximo puntaje posible (6) significa lisis celular total.

Figura 7. Escala establecida para la comparacion visual del desarrollo bacteriano tras la

inoculacion de las muestras en el ensayo de infeccion. Puntaje (de 0 a 3) para cuantificar

la pérdida de turbidez y la formacién de sedimento. El control tuvo un puntaje de 0.
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A partir de los resultados obtenidos en este ensayo se decidié con qué
muestras de agua y cepas bacterianas se trabajaria en los ensayos

subsecuentes (Figura 8).

Figura 8. Esquema de trabajo de los ensayos realizados.
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VII.5 Ensayos de viabilidad

En la parte posterior de una caja Petri con agar medio marino se realizaron
diez divisiones, las cuales se rotularon de acuerdo con la muestra de agua
de procedencia y la fraccion a sembrar (sobrenadante o sedimento). Cinco
divisiones se utilizaron para sembrar los sobrenadantes obtenidos de los
ensayos con mayor sedimento formado y las otros cinco para la siembra del

sedimento producido.

Dentro de la campana de flujo laminar, el sobrenadante se decanté en un
tubo de ensayo estéril y se dejo escurrir por 3 min. Se tomd una asada del

sobrenadante y se realiz0 una siembra por punteo en la zona
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correspondiente de la caja Petri. De igual forma, se inoculo el sedimento con
un asa microbiolégica y se realiz6 un sembrado por punteo en la zona

correspondiente de la caja Petri.

VIl.6 Ensayos de infeccion cruzada

Se filtraron los cinco sobrenadantes recuperados del ensayo de viabilidad a
través de un filtro para jeringa Millipore de 0.22 um con el fin de eliminar las
bacterias presentes y obtener los fagos suspendidos en el cultivo. ElI medio
filtrado se colocd en tubos de ensayo de 15 mL estériles, los cuales fueron
almacenados en refrigeracion a 4°C.

Se prepararon 4 tubos con 3 mL de caldo con medio marino. Se inocul6
cada cepa en su correspondiente tubo y se incubaron por 48 h a 23°C.
Posteriormente, se inocularon los tubos con 1000 pL del sobrenadante
filtrado correspondiente y se incubaron con agitacion a 150 rpm y 23°C por
24 h. Se realizé nuevamente una comparacion mediante un gradiente visual

cualitativo para determinar el grado de formacién de sedimento y turbidez.

VII.7 Titulacidén viral

Se eligi6 la cepa Rhodococcus para realizar este ensayo porque fue la que
presentd mayor formacién de turbidez en mayor cantidad de muestras
(véase Figura 14 en la seccion de resultados), asi como el sobrenadante
recuperado de la infeccion con la muestra PMC de Mar Oce.

Se colocaron 5 mL de la suspensién de Rhodococcus en un tubo de Falcon
estéril de 15 mL y se incubo por 24 h a 23°C a 150 rpm. Posteriormente, se
inoculé 100 pL del sobrenadante filtrado en 900 uL de solucion buffer de
fosfato (PBS) estéril en un tubo Eppendorf (se eligié el sobrenadante de la
muestra que produjo mayor infeccién). Se tomé 100 pL de éste y se
transfirio a otro tubo Eppendorf con 900 uL de PBS estéril, asi se realizaron

diluciones sucesivas de 1 hasta 107°.
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En la campana de flujo laminar, se afadieron 0.5 mL de la suspension
bacteriana a 6 tubos Eppendorf y se agitaron. Se prepararon 20 mL de una
solucién de agarosa con una concentracion de 7.5 g/L y se calentd hasta
solubilizarla completamente, de la cual se afiadi6 3 mL a tubos Falcon
estériles de 15 mL. Cuando la solucion de agarosa alcanzo una temperatura
aproximada de 45°C se verti6 el contenido de los tubos Eppendorf en cada
uno de los tubos Falcon con la dilucién correspondiente.
Se prepararon 6 cajas Petri con agar medio marino y se rotularon con la
dilucion correspondiente. Los tubos se agitaron y se vertieron sobre el agar
en la caja Petri correspondiente para realizar el cultivo en dos capas. Se
dejo enfriar y solidificar por 10 min y se incubaron por 24 h a 23°C.
Pasado el tiempo de incubacion, se contaron las placas de lisis formadas
para realizar el célculo de las unidades formadoras de placa (UFP)
utilizando la siguiente formula:

UFP placas

mL ~ dV

Donde el total de placas contadas se divide entre el factor de dilucién (d) y

el volumen inoculado (V).

VIll. Resultados

VIII.1 Perfiles oceanograficos de las estaciones

En el perfil de oxigeno de las estaciones se puede apreciar que en la
estacion Maz Cos disminuyé la concentracion de oxigeno mas rapidamente;
cabe mencionar que se trata de una estacion costera de 22 m de
profundidad, por lo que el equilibrio de intercambio de gases se ve mas
limitado que las estaciones con profundidades mayores (Figura 9). El FinOx,
donde el oxigeno practicamente ha desaparecido, muestra el comienzo de la

ZMO en esta zona del Pacifico, el cual comienza a una profundidad mucho
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menor en las estaciones costeras (22 m Maz Cos y 45 m en Mar Cos) que

en las oceanicas (55 m en Mar Oce y 85 m Maz Oce).

Figura 9. Perfil de concentracién de oxigeno en mg/L.
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El perfil de clorofila a en las estaciones muestra que su concentracion
comenzd a aumentar después de los 20 m de profundidad hasta alcanzar el
PMC, el cual se presentd alrededor de los 35-45 m de profundidad (Figura
10). Este PMC indica una alta productividad a esta profundidad, producida
por una alta abundancia de microorganismos fotoautotrofos. Sin embargo,
en la estacion Maz Cos, el PMC fue mas intenso y se encontré cerca de los
10 m, ya que se trata de una estacion costera con una profundidad mas
somera y que se encuentra mas eutrofizada que el resto de las estaciones
por estar cercana a un asentamiento urbano (Puerto de Mazatlan). A
mayores profundidades en las estaciones de Maruata se observaron picos
con altas concentraciones de clorofila a, o que indica alta abundancia de

microorganismos fotoautotrofos en dichas profundidades.
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Figura 10. Perfil de concentracion clorofila a por fluorescencia en mg/mé.

MT/}

[

50 |

Depth [m]

100

Ocean Data View

0 1 2 3 4 5 6
Fluorescence [mg/m*3]

Las aguas de la estacion Maz Cos fueron al menos 4 °C mas frias que el
resto de las estaciones, las cuales mostraron un comportamiento mas
similar entre si (Figura 11). Las estaciones de Maruata tuvieron una
temperatura superficial en torno a 27 °C, mientras que las de Mazatlan
fueron de 24°C para Maz Oce y de 21 °C para Maz Cos. La temperatura
minima de Maz Cos se alcanzé en el fondo y fue de 17.5 °C, mientras que

en las otras estaciones la temperatura minima fue de 13 °C en la ultima

profundidad muestreada (150 m).
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Figura 11. Perfil de temperatura de las estaciones muestreadas.
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La salinidad es un parametro que refleja la cantidad de nutrientes presentes en
el agua. En el perfil obtenido se observa que la salinidad en la zona eufética fue
mayor en las estaciones de Mazatlan, siendo Maz Oce la que tuvo valores
mayores de salinidad (en torno a 34.8-35.1 PSU) con respecto a las demas
estaciones (con valores en torno a 34.4-34.8 PSU). Sin embargo, todos los
perfiles presentaron un comportamiento similar, en donde la salinidad disminuyo
con la profundidad hasta los 40 a 50 m para volver a incrementar nuevamente
hasta alcanzar valores de 34.8 PSU a 150 m de profundidad (Figura 12).

Figura 12. Perfil de salinidad de las estaciones muestreadas.
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VIII.2 Estimacién de la curva del crecimiento bacteriano por densidad

Optica

Las cepas bacterianas con las que se trabajé son de crecimiento rapido, sin
embargo, era preciso cuantificar la fase exponencial de su desarrollo, ya
que es el periodo en el que las células estan proliferando mas rapidamente,

siendo el momento mas favorable para la infeccién viral.

Las cepas Marinobacter, Sulfitobacter y Vibrio alcanzaron la fase
exponencial después de las 24 h de cultivo, mientras que Rhodococcus la
alcanzo alas 18 h (Figura 13). Por ello, se eligi6 el tiempo de incubacion de

24 h pararealizar todos los ensayos posteriores.

Figura 13. Determinacion de las curvas de crecimiento de las cepas: a) Rhodococcus, b)

Sulfitobacter, ¢) Marinobacter y d) Vibrio.
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VIII.3 Ensayos de infeccion

Se inocularon las cuatro cepas bacterianas por duplicado con agua
procedente de las cuatro estaciones a tres distintas profundidades y su
respectivo control negativo. Se realizaron un total de 96 ensayos en los que
se pudo distinguir diferentes intensidades de turbidez en el medio de cultivo,
asi como el sedimento que permanecio sin suspender aln después de agitar
vigorosamente el tubo y dejar reposar por unos minutos a que se asentara.
Ademas, se comprob6 que el uso de cloroformo no fue un factor
determinante, ya que no se apreci6 diferencia en los cultivos inoculados con

muestras de agua con y sin cloroformo.

Un resultado interesante fue en aquellos ensayos pertenecientes a las
muestras de Mar Cos 5 m en Sulfitobacter y Mar Oce PMC en Rhodococcus,
donde el desarrollo bacteriano fue escaso tras inocular la muestra de agua,
ya que hubo nulo o muy poco incremento de la turbidez. Esta caracteristica
es propia del incremento de la cantidad de bacterias en un caldo de cultivo.
A pesar de esto, en el tubo de Mar Cos 5 m en Sulfitobacter se logré
observar la acumulacion de sedimento en el fondo del tubo (puntaje de 1).
Este resultado podria indicar que la infeccion viral fue sumamente efectiva y

evitd el desarrollo bacteriano.

Por otro lado, hubo varias muestras (la mayoria de ellas ensayadas con
Sulfitobacter) que presentaron puntajes de 1, lo cual indica que no hubo
pérdida de turbidez ni acumulacién de sedimento en el fondo del tubo por
muerte celular (Figura 14). Sin embargo, Sulfitobacter también mostro
interaccion con algunas de las muestras. La muestra Mar Cos en el FinOx
mostré una notable formacién de sedimento (puntaje de 4). Sin embargo,
fue la cepa que mostro resultados de lisis mas bajos. Cinco de las 12
pruebas realizadas en Sulfitobacter obtuvieron un puntaje de 1, indicado que

esta cepa fue mas resistente a la lisis viral que las otras cepas ensayadas.
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Figura 14. Resultados de puntuacién de lisis tras la exposicion a las muestras de agua.
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Los resultados de la lisis bacteriana por formacién de sedimento y pérdida
de turbidez fueron muy variados en las otras cepas ensayadas. Por ejemplo,
Vibrio obtuvo los indices de lisis mas altos con las muestras del FinOx de
las estaciones costeras y océanicas de Maruata y la perteneciente alos 5 m

de Mar Oce, (puntaje de 4). El resto de las muestras ensayadas con Vibrio
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arrojaron indices bajos, provenientes en su mayoria de la formacion de

sedimento.

Por otro lado, Marinobacter tuvo los puntajes méas altos con las estaciones
Mar Oce y Mar Cos a 5 m de profundidad, estas muestras registraron una
pérdida de turbidez importante. En cambio, Maz Cos en el PMC, la otra
estacion que obtuvo un puntaje alto, se debié a una mayor formacion de

sedimento.

En general, Rhodococcus fue la cepa que mostré mayor indice de infeccion
en las muestras ensayadas, ya que todos los ensayos con esta cepa dieron
puntajes iguales o mayores a 2. Las muestras ensayadas con esta cepa que
dieron un puntaje de 2 pertenecieron a las estaciones de Mazatlan; por lo
gue quedaron descartadas para los ensayos subsecuentes. Todos los
demas ensayos de infeccion con esta cepa dieron puntajes altos (de 3 a 5),
destacando la muestra de FinOx de Mar Oce, con un puntaje de 5. Esta
tltima fue la muestra con mayor puntaje de todas y con la que se decidié
trabajar en los ensayos posteriores por ser el mejor ejemplo de lo que se
buscaba con esta metodologia. También destacan aquellas muestras
pertenecientes a Mar Cos en las profundidades de 5 m y en el PMC, las
cuales tuvieron un puntaje de 3, el cual fue otorgado Unicamente por la

pérdida de turbidez, ya que no hubo formacién de sedimento

De todas las muestras inoculadas en Vibrio anicamente una (Maz Cos
FinOx) presentd un puntaje minimo (1), mientras que las de mayor puntaje
no superaron el valor de 4 (Mar Cos 5m, Mar Cos FinOx y Mar Oce FinOx).
De acuerdo a estos resultados se podria decir que Vibrio fue la segunda
cepa que mas infeccion mostrd, seguida de Marinobacter, la cual no tuvo
interaccién notable con las muestras de Mazatlan, con excepcion del PMC
de Maz Cos. Sin embargo, se puede apreciar un puntaje alto en las
muestras de de Maruata, aunque ninguno fue particularmente destacado. La

mayor parte del puntaje fue otorgado por la formacién de sedimento.
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Por ultimo, las estaciones costeras mostraron mayor indice de infeccion que
las oceanicas. En cuanto a las profundidades ensayadas, en general, las del

FinOx fueron las que mostraron un mayor indice de infeccion.

Se seleccionaron las cinco muestras de agua y las cepas que presentaron
los ensayos con mayor puntaje de lisis (Figura 15). Todas las muestras
pertenecieron a las estaciones de Maruata: las tres profundidades de la
costa y el FinOx de la estacién oceanica. En cuanto a las cepas, tres
pertenecieron a Rhodococcus, una a Vibrio y otra a Sulfitobacter. El
resultado de Mar Cos del PMC no destac6 por un puntaje alto, pero fue el

gue presento la mayor pérdida de turbidez de todos los ensayos.

Figura 15. Muestras con mayor puntaje de lisis (muestras de Maruata).
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VIIl.4 Ensayo de viabilidad

De las cinco muestras de agua seleccionadas por su alto indice de infeccién
(todas de la estacion Maruata), las pertenecientes al FinOx de las cepas
Vibrio, Sulfitobacter y Rhodococcus y a la superficie (5 m) de Rhodococcus
fueron consistentes con los ensayos pasados, ya que ocurrio una lisis de las
bacterias y la formacion de sedimento, el cual al cultivarse en una caja Petri
no generaron colonias (Figura 16). Sin embargo, si hubo colonias a partir

del sobrenadante de dichos ensayos.
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La muestra que no registrdé crecimiento a partir del sobrenadante ni del
sedimento fue la perteneciente al PMC de la estacion Mar Cos en la cepa

Rhodococcus.

Figura 16. Ensayo de viabilidad tras infeccion.

Sedimento Sobrenadante

VIIL.5 Ensayos de infeccion cruzada

Las pruebas de infeccion cruzada se realizaron con las muestras de mayor
puntaje de lisis del ensayo de infeccion, que fueron las mismas que se usaron

para los ensayos de viabilidad (Figuras 15 y 16).

En este ensayo hubo dos muestras que alcanzaron el maximo puntaje de 6
(Figura 17). La primera pertenecio al PMC de Mar Cos, la cual obtuvo una
puntuacion de 6 al infectar nuevamente a la misma cepa hospedero
(Rhodococcus). La segunda perteneci6 al sobrenadante recuperado de Mar
Cos FinOx en Sulfitobacter, que al infectar a Rhodococcus obtuvo un

puntaje maximo de 6.
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Figura 17. Ensayos de infecciéon cruzada.

Las muestras que presentaron mayor puntaje de infeccién fueron inoculadas nuevamente
en cada una de las cuatro cepas.
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Todos los puntajes en este ensayo fueron altos (iguales o0 mayores a 4), con
la excepcion del perteneciente a Mar Oce en el FinOx de Vibrio a
Rhodococcus, con un puntaje de 3. Esto indicaria que hubo una
propagacion de los virus presentes en las muestras de agua recolectadas en

el Pacifico Mexicano.

VIII.6 Titulacién viral

Por medio del ensayo en placa se realizo el conteo de halos de lisis para

realizar la estimacion de UFP/mL, el cual se realiz6 dos veces consecutivas a
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partir de la muestra del PMC de Mar Cos con Rhodococcus, dado que fue la
gue mayor lisis mostro tras todos los ensayos previos.

En el primer ensayo, la titulacién viral tuvo un valor de 1.76x10* UFP/mL, el
cual es un numero muy bajo de particulas infectivas y se decidio realizarlo
una vez mas tras un segundo pase para propagar los fagos obtenidos en el
primer ensayo.

En el segundo pase el titulo viral fue del orden de 2.42 x10” UFP/mL (Figura
18), el cual se encuentra dentro del rango esperado para muestras marinas.
Ademas, en este segundo pase hubo un incremento de 3 érdenes de
magnitud con respecto al primer pase, por lo que se puede suponer que hubo
una propagacion de los bacteriéfagos en las muestras de agua del Pacifico
Tropical mexicano. Por otro lado, en las diluciones seriadas a partir de 102
disminuyeron los halos de lisis hasta 10, en la cual ya no se apreciaron halos

de lisis bacteriana en la placa de agar.

Figura 18. Cantidad estimada de particulas virales en la muestra de agua mas infectiva.
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IX. Discusion

En este trabajo se busca comprobar la presencia e interaccion de los
bacteriéfagos del Pacifico mexicano con sus hospederos bacterianos.
Asimismo, se busca conocer la influencia que tienen los parametros
fisicoquimicos (concentracion de oxigeno disuelto, concentracién de
clorofila, temperatura y salinidad) de esta zona oceéanica en la distribucion y
capacidad de infeccion de los bacteriofagos presentes en las muestras
recolectadas en cuatro cepas bacterianas aisladas en la misma zona de
estudio.

Las cuatro cepas ensayadas se eligieron por ser bacterias heterotrofas
tipicas de sistemas marinos, que son de facil cultivo y pueden crecer en
presencia de oxigeno y con concentraciones altas de salinidad (Bowman y
McMeekin, 2015; Helmke y Weyland, 1984; Leyton y Riquelme, 2015; Long
et al. 2011). De estas cepas, Sulfitobacter y Rhodococcus se aislaron en la
parte superficial del océano y el PMC y Vibrio y Marinobacter en el PMC vy
FinOx (Guzman, 2018). Por lo tanto, estas cepas bacterianas tienen una alta
probabilidad de encontrarse en las estaciones y profundidades muestreadas
y, con ellas, los bacteriéfagos correspondientes. Sin embargo, cada cepa
tiene preferencias nutrimentales de acuerdo con su metabolismo, asi como
distintos requerimientos de concentracion de oxigeno, temperatura,

salinidad y fuentes de carbono.

Sulfitobacter es una Proteobacteria aerobia especializada en la oxidacion de
sulfito que ha sido en diversas partes del océano, desde la Antartida, hasta
el Mar Mediterraneo (Long et al.,, 2011). Por lo tanto, se considera una
bacteria marina cosmopolita. Rhodococcus es una Actinobacteria aerobia
con una gran diversidad genética y catabdlica, que se encuentra en el
océano, suelo y el aire (Helmke y Weyland, 1984). En cambio, Vibrio y
Marinobacter son Proteobacterias aerobias facultativas que pueden usar
nitrato como aceptor de electrones en condiciones anaerobias (Bowman y
McMeekin, 2015; Leyton y Riquelme, 2015).
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Los requerimientos de oxigeno de cada cepa bacteriana son diferentes, por
lo que la distribucion de éstas y, por lo tanto, de los fagos capaces de
infectarlas (dado que la proliferacién de los fagos depende del hospedero),
también se vera afectada por la disponibilidad de oxigeno a lo largo de la
columna de agua. Los perfiles de oxigeno disuelto de las estaciones
muestreadas demuestran que existe una zona en la que el oxigeno alcanza
concentraciones tan bajas como 0.1 pM. Esta tendencia persiste desde el
FinOx, aproximadamente entre 50 y 80 m, hasta pasados los 1000 m de
profundidad (datos no mostrados). Esto nos indica la presencia de una ZMO
de gran extension en la que el oxigeno es deficiente, por lo que muchas
especies aerobias no pueden habitar aqui (Cepeda-Morales et al., 2009). De
hecho, Vibrio es un género anaerobio facultativo (Thompson et al., 2004)
qgue registré susceptibilidad notable a los fagos presentes en las muestras
del FinOx. Sin embargo, esta el caso de Marinobacter, que es un género
anaerobio facultativo (Bowman y McMeekin, 2015; Gauthier et al., 1992), el
cual mostr6 mayor susceptibilidad a la infeccion viral por las muestras

tomadas a los 5 m de profundidad.

La temperatura también influye en la distribucion de las bacterias y, por
tanto, de los fagos. La actividad enziméatica de los microorganismos
depende de la temperatura del medio al que se encuentran y por tanto, la
capacidad de un virus que esta infectando de poderse reproducir. Las
condiciones ideales para el cultivo de estas cepas son entre 20 y 45°C y en
presencia de oxigeno (Bowman y McMeekin, 2015; Helmke y Weyland,
1984; Martinez et al., 2010). Por lo que, de acuerdo con los perfiles de
temperatura obtenidos en las estaciones de estudio y a las profundidades
donde fueron aisladas estas bacterias, estas cepas podrian desarrollarse
mejor en todas las estaciones hasta una profundidad méaxima aproximada de
35 a 40 m, que es donde la temperatura comienza a descender por debajo
de los 20°C y es donde se encuentran la mayoria de los PMC de cada

estacion. Por lo tanto, podria ser un nicho adecuado donde estas bacterias
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pudieran desarrollarse y, junto con ella, los bacteriofagos que puedan

infectarlas.

La concentracion de clorofila a y salinidad son parametros que se relacionan
con la productividad (la cantidad de materia organica que los
microorganismos autoétrofos estan produciendo) y la cantidad de nutrientes,
respectivamente. A excepcion de la estacion Maz Cos (la mas somera), los
PMC y los menores valores de salinidad se producen en las mismas
profundidades en las estaciones muestreadas, lo que indicaria que estas
profundidades son de mayor productividad y con menor concentracién de
nutrientes. A pesar de que hay pocos nutrientes, hay una enorme cantidad
de microorganismos autotrofos y heterotrofos habitando esta zona y, por
tanto de bacteriéfagos (Finke et al., 2017; Johannessen et al., 2017). Esto
puede deberse a la deriva viral, que fomenta un reciclaje de la materia
organica, la cual puede ser aprovechada por los organismos heterotrofos.
En general, la densidad viral aumenta con la productividad del sistema
(Maranger y Bird, 1995), por lo que se espera que, en las zonas mas
productivas, como es la estacion Maz Cos y las profundidades asociadas al
PMC, sean donde predominen los bacteriéfagos y, por tanto, sean las que

presenten indices de lisis mas altos.

En general las muestras pertenecientes a la superficie (5 m) mostraron
indices de lisis menores en las bacterias ensayadas con respecto a las otras
dos profundidades de muestreo, siendo Mar Cos la que mostré mayor lisis.
Las aguas costeras contienen una mayor cantidad de nutrientes, por lo que
se espera que haya mayor abundancia de bacterias que estén expuestas a
la infeccion viral. Cabe mencionar que los fagos en esta profundidad se
encuentran sometidos a una alta radiacion UV de los rayos solares. La
radiacion tiene un impacto directo en los acidos nucleicos provocando
mutaciones (Clokie et al., 2011), por lo que en la superficie oceanica se

espera encontrar menor abundancia de bacterias y, por tanto, de
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bacteriofagos, como se puede deducir de los ensayos de infeccion realizado

en este estudio.

Un fendmeno interesante que ocurre en algunas algas unicelulares marinas
es la aparente proteccion que brindan los virus a sus hospederos ante la
radiacion UV (Jacquet y Bratbak, 2003), optando asi por el ciclo lisogénico
en vez del litico. De igual forma, se ha observado que la lisis por virus es
menor en ambientes oligotréficos (Vaqué, et al.,, 2014) Por lo tanto, los
menores indices de infeccién encontrados en las muestras superficiales en

relacion a las muestras del PMC y FinOx son coherentes con lo esperado.

En los ensayos de infeccién, Rhodococcus fue la que tuvo puntajes mas
altos, seguido de Vibrio. Por lo tanto, Rhodococcus fue la cepa mas
susceptible a la infeccion. Rhodococcus pertenece al orden de los
Actinomycetales, los cuales son muy diversos y muchas especies se
encuentran en el océano (Jensen, et al., 2005), por lo que es de esperarse
gque haya una gran cantidad de fagos capaces de infectarla. Ademas,
muchas de las proteinas de membrana entre las bacterias de este orden son
muy similares y éstas son las responsables del reconocimiento de superficie

necesario para la infeccion (Summer et al., 2011).

Las muestras que mayor infeccibn mostraron con Rhodococcus fueron las
pertenecientes a5 m y PMC de la estacion Mar Cos, lo cual es un resultado
esperado porque se trata de un género aerobio. Ademas, esta estacidon
presenta condiciones diferentes en cuanto a concentracion de oxigeno
disuelto, temperatura y salinidad con respecto a las otras tres estaciones,
por lo que podria tratarse de una estacion con condiciones Optimas para el
desarrollo microbiano y, por tanto, de bacteriéfagos a lo largo de la columna
de agua. Tras los ensayos de infeccién cruzada, los indices en las muestras
del segundo pase en Rhodococcus también fueron altos. En todos ellos
aumentd el puntaje con respecto al ensayo anterior, incluso llegando a

obtener una maxima puntuacién en el indice de lisis.
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Al realizarse la prueba de viabilidad en la muestra del PMC de Mar Cos en
Rhodococcus, no se obtuvo desarrollo del sedimento ni del sobrenadante, lo
cual indica que hubo muerte celular por lisis viral muy efectiva. Por lo tanto,
a partir de esta muestra se decidio realizar la estimacion de particulas
virales presentes en dicha muestra. El ensayo de titulacion viral se realizo
en dos pases. El primer pase dio un resultado del orden de 10* UFP/mL,
mientras que en el segundo se obtuvo un promedio de 2.42 x107 UFP/mL, lo
cual indica que hubo una propagacion de los fagos de la muestra en tres
ordenes de magnitud. De acuerdo con Zemb et al. (2008), a partir de
muestras marinas se esperan obtener cuantificaciones del orden entre 10° y
10'° UFP/mL, por tanto, los valores obtenidos de particulas virales en una
muestra de agua del Pacifico mexicano estan en el rango esperado. De
hecho, en ambientes marinos, costeros y en aguas superficiales se han
encontrados valores de 10’ UFP/mL, mientras que, en ambientes marinos
mas eutrofizados, como los estuarios, se alcanzan valores de 10® UFP/mL
(Maranger y Bird, 1995; Paul, 2000). Utilizando técnicas de microscopia por
epifluorescencia, se han reportado valores de abundancia viral desde 10°
virus/mL en el océano abierto hasta 108 virus/mL en regiones cercanas a la

costa (Fuhrman y Suttle, 1993; Hara et al., 1991).

Donde sea que haya células vivas, existiran virus para depredarlas, por lo
tanto, se espera que donde haya mayor cantidad y diversidad de bacterias
también haya mayor cantidad de bacteriéfagos y con mayor capacidad
infectiva. Investigaciones recientes en la misma regién de estudio han
demostrado que el FinOx es un nicho favorable para el desarrollo de una
gran diversidad de bacterias con diferentes capacidades metabdlicas
(Pajares et al., 2019). De acuerdo con los resultados obtenidos en los dos
ensayos de infeccién, el lugar con mayores indices de infeccién en las
cepas bacterianas heterotrofas ensayadas fue el FinOx de Mar Oce, por lo
que se podria inferir que en esta zona es donde se localizaria la mayor

cantidad y diversidad de bacteriéfagos.
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Finalmente, se sugiere profundizar en este tipo de estudios usando métodos
gue combinen técnicas moleculares con microscopia de epifluorescencia y
citometria de flujo, los cuales permitan una mejor aproximacién en la
estimacion de la abundancia y dinamica de los bacteriofagos que habitan en
las ZMOs.

X.  CONCLUSIONES

o Las cuatro cepas bacterianas heteotrofas ensayadas fueron infectadas
por todas las muestras recolectadas en diferentes zonas y profundidades
del Pacifico mexicano, aunque las cepas mostraron diferentes grados de
suceptibilidad a la infeccion.

o Los fagos de las muestras provenientes de la costa tuvieron una mayor
capacidad infectiva en las cepas bacterianas ensayadas, principalmente
en Rhodococcus. Por el contrario, Sulfitobacter fue la cepa menos
susceptible a la infeccién por los fagos en estas muestras.

o La profundidad que mostr6 mayor capacidad infectiva en los ensayos
realizados fue el FinOx, el cual es un nicho de biodiversidad muy
importante. Sin embargo, la infeccion mas contundente ocurrié con las
muestras del PMC de la estacién costera de Maruata en Rhodococcus.

o Se estimé que la cantidad de particulas virales provenientes de la
profundidad del primer maximo de clorofila (PMC) en la estacion costera
de Maruata capaces de infectar a la cepa Rhodococcus fue de 2.42 x10°
UFP/mL.
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