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RESUMEN

Se analizaron diecisiete muestras de sedimento superficial de la parte
norte del Golfo de California, para determinar diferencias regionales en la
estructura de la comunidad bacteriana y la biomasa bacteriana empleando a
los 4cidos grasos unidos a moléculas fosfolipidicas por enlaces ésteres
(PLFA's). Los acidos grasos se clasificaron en tres grupos mediante el AC y en
3 factores, asociados a tres fuentes distintas, mediante el AF modo-R. Las
fuentes determinadas fueron bacterias “tipo b®, correspondiente a bacterias
anaerobias, Gram-positivas y sulfatoreductoras; bacterias “tipo c¢’, que
corresponde a bacterias aerobias; y bacterias “tipo a", que es un grupo
transicional con una mezcla de bacterias aerobias y anaerobias. Las
estaciones de muestreo se agruparon en tres regiones. En la Regién 1
predominaron los aportes de la fuente bacteriana “tipo b", para la Regi6n 2 se
encontraron bacterias aerobias y anaerobias, y en la Regién 3 predominé la
fuente bacteriana “tipo ¢”. La biomasa bacteriana, calculada a partir de la
concentracién total de PLFA’s, estuvo en el intervalo de 1 x 10° células g™ a 2.4
x 10° células g'. Las biomasas bacterianas fueron mayores en las zonas
costeras, presentandose los valores mas altos hacia la costa de Baja
California. Se emple6 la razén trans/cis del 4cido graso monoinsaturado 16:109
para determinar el estado fisiol6gico de las bacterias, encontrandose una razén
en el rango de 2 a 4. La constante resuspension y depositacién del sedimento
en la regién puede ser una de las causas de los elevados valores de los acidos
grasos trans.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos en el medio ambiente marino se pueden dividir en
dos grandes grupos: (1) Eucariontes, con tamafo tipico de 10-100um, los
cuales tienen una estructura celular mas especializada formada por: un ndcleo,
nucleolo, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, mitocondria y lisosoma; este
grupo incluye a las microalgas (organismos fotosintéticos), protozoarios (preda-
dores de bacterias) y hongos, levaduras y moho (organismos no fotosintéticos);
y (2) Procariontes, con tamarios tipicos de 1-10um, son organismos unicelula-
res que carecen de un nicleo bien definido; incluyen a las bacterias (0.5-10um)
y algas verdeazules. Los organismos procariontes, especialmente las bacte-
rias, son agentes importantes en la transformaciéon de la materia organica
particulada en productos orgénicos disueltos y finaimente en CO. (Millero,
1996). Las comunidades bacterianas del bentos son importantes para el
funcionamiento de los ecosistemas marinos, particularmente en lo que se refie-
re a la transferencia de energia a través de la cadena tréfica. Los sedimentos y
los microorganismos que los habitan son una fuente de alimento para los
invertebrados, los cuales a su vez sirven de alimento para especies de peces
demersales de importancia econémica y otras especies que son presas de

predadores tope (Findlay y Watling, 1998).




La cuantificacién de poblaciones microbianas en sedimentos marinos es
complicada, ya que el aislamiento y enumeracioén exacta de todos los microbios
presentes en el medio ambiente se debe hacer sin modificar las condiciones in
sifu (Rajendran et al., 1992a). Los primeros métodos para estimar biomasa
microbiana en sedimentos fueron similares a los que se empleaban para la
columna de agua e incluyen la microscopia de epifluorescencia o técnicas
basadas en el comportamiento bioquimico de las células. Sin embargo, estos
métodos tenian problemas con Ié recuperacién de bacterias adheridas a parti-
culas y limitaciones en la medicion exacta de biovolumenes (Findlay et al.,
1989).

El analisis de los lipidos, particularmente los acidos grasos en
fosfolipidos (PLFA’s), provee de un método alternativo para la cuantificacién de
la comunidad microbiana (Findlay y Dobbs, 1993). Los lipidos han sido usados
como marcadores biolégicos para determinar fuentes de materia organica (ej:
terrestre vs. marina, natural vs. antropogénica, procarionte vs. eucarionte) y
sus procesos de transformaci6n en varios medios ambientes (White et al.,
1979: Volkman et al., 1980; Tunlid et al., 1989; Mancuso et al., 1990; Rajendran
et al., 1994; Findlay y Watling, 1998; Doumengq et al., 1999). Los biomarcado-
res se pueden dividir en dos categorias, aquellos que reflejan la biomasa
general o la biomasa de grupos de organismos, y los que indican la presencia

de un organismo especifico. ldealmente, un biomarcador que sea especifico




debe ser Gnico para un género o especie y representar una alta proporcion del
total de los &cidos grasos, para que bajas concentraciones de bacterias puedan
ser determinadas mediante el analisis de sus biomarcadores. Un biomarcador
debe estar distribuido universalmente, ser reproducible con relacién a la
biomasa celular y ser recuperable cuantitativamente (Parkes, 1980).

Los lipidos de la membrana celular, particularmente sus acidos grasos
asociados, son utilizados como biomarcadores, ya que son componentes esen-
ciales de las bacterias (con excepcién de archaebacterias), ademas de que
tienen una gran diversidad estructural complementada con una alta especifici-
dad biolégica (Parkes, 1980). Algunas de las ventajas de los métodos de
analisis de lipidos son: (1) se puede determinar la estructura de la comunidad
microbiana a nivel de grupos funcionales y la biomasa en la misma muestra; (2)
se puede aplicar a sedimentos que no pueden ser analizados por microscopia;
(3) tienen una alta precisién (Findlay y Dobbs, 1993). Las desventajas de los
métodos son: (1) aunque se conoce la composicién de acidos grasos de
muchos microorganismos, existen algunas dudas para traducir los datos de los
acidos grasos de fosfolipidos en una descripcién de las comunidades microbia-
nas, (2) se necesita equipo especial sofisticado y de costo elevado como el
cromatégrafo de gases, espectrémetro de masas, y proteccién para el personal
de laboratorio que maneja solventes organicos potencialmente cancerigenos

(Findlay y Dobbs, 1993).




El analisis de acidos grasos unidos por enlaces ésteres a moléculas
fosfolipidicas (PLFA's) es un método quimico eficaz para cuantificar la biomasa
microbiana viva y la estructura de la comunidad (Mancuso et al, 1990). Los
fosfolipidos son componentes de la membrana celular (Fig. 1), cuya degrada-
cion es relativamente rapida por hidrélisis cuando las células mueren; es por
eso que su andlisis provee de una medicién de la biomasa celular viable mejor
que otros métodos para medir biomasa como la actividad enzimatica, niveles
de acido muramico y ATP total (Rajendran et al., 1992b).

El analisis de los PLFA en sedimentos subsuperficiales no contaminados
provee de informacién de biomasa similar a la obtenida por conteos directos al
microscopio (Volkman et al., 1980; Rajendran et al., 1992a; Doumenq et al,
1999). Por otro lado, para determinar la estructura de la comunidad microbiana
en los sedimentos Findlay et al. (1990a) y Findlay y Dobbs (1993), proponen el
término “grupo funcional” donde agrupan microorganismos que comparten
caracteristicas bioquimicas. Estos autores forman a los grupos funcionales con
base en informacién bibliografica sobre la composicién microbiana y con base
en la respuesta de los microorganismos a perturbaciones de su habitat. Los
dos grupos funcionales principales en los sedimentos son eucariontes y
procariontes, y a estos ultimos los dividen en tres grupos. Los cuatro grupos
funcionales resultantes son: (i) microeucariontes, (i) procariontes aerobios y

eucariontes, (iii) procariontes Gram positivos y otras bacterias anaerobias, y




(iv) bacterias sulfatoreductoras y otras bacterias anaerobias Gram-negativas

(Tabla 1).

Luger de las cadenas
de oligosacdridos

Glucolipidos

Exterior
de la
célula

Membrana
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célula

Fosfolipidos

Proteina globular
ransmembrana

Colesterol

Proteina
hélice -1

*Tomado de Hickman (1990).

Figura 1. Modelo de una membrana celular indicando la bicapa fosfolipidica. Los hilos

representan la porcién hidrofébica (dcidos grasos) y las esferas la porcién hidrofilica
(grupo fosfato).




Tabla 1. Grupos funcionales de microorganismos clasificados con base en los 4cidos
_grasos predominantes (Tomado de Findlay y Dobbs, 1893).

Grupos funcionales’

Procariontes Gram- Bacterias
Eucariontes Procariontes aerobios positivos y otras sulfatoreductoras y
y Eucariontes bacterias anaerobias otras bacterias
anaerobias Gram-
negativas
16:401 16:105 a-15:0 10Me16:0
16:3 16:107 i-15:0 a-17.0
18:403 17:106 i-16:0 i-17:0
20:5 18:107 cy-17:0
22:506 18:109 cy-19:0
22:603 18:206
20:406

Como ejemplos de estudios recientes en sedimentos marinos para
determinar diferencias en la estructura de la comunidad microbiana benténica y
biomasa se pueden citar los realizados por Findlay y Watling (1998) y
Rajendran ef al. (1994). En el caso de Rajendran et al. (1994), se estudio la
biomasa microbiana y la estructura de la comunidad en la bahia de Osaka,
Japén, encontrandose que la biomasa, calculada en base a la concentracion
total de PLFA's, estuvo en el intervalo de 0.25x10° a 1.35x10° células por
gramo (peso seco) de sedimento. Se encontraron diferencias regionales signifi-
cativas en la estructura de la comunidad bacteriana incluyendo: (1) la predomi-
nancia de bacterias anaerobias y bacterias Gram-positivas, caracterizadas por
la mayor abundancia de PLFA's ramificados, en el lado este y noreste de la

bahia, donde la concentracién de contaminantes fue alta, y (2) la predominan-




cia de procariontes y eucariontes aerobios, en el lado oeste y sudoeste de la
bahia, evidenciado por el mayor contenido de PLFA’s monoinsaturados. En el
caso de Findlay y Watling (1998) el andlisis de PLFA’s se aplicé al estudio de
variaciones estacionales en la estructura de una comunidad microbiana marina
benténica. Tres grupos funcionales de microorganismos fueron los mas abun-
dantes: los microeucariontes fotosintéticos y dos grupos de bacterias anaero-
bias. Los organismos microeucariontes tuvieron la mayor abundancia relativa
durante periodos de agua fria y mayor productividad primaria. Los dos grubos
de bacterias anaerobias poseyeron la mayor abundancia relativa en periodos

de agua calida.

1.1. Limitaciones del método

Haack et al. (1994) determinaron la exactitud y reproducibilidad de los
perfiles de ésteres metilados de acidos grasos (FAME's), en dos modelos de
comunidades bacterianas y su efecto en la determinacién de la biomasa y la
composicion taxonémica de la comunidad. Los resultados de estos autores
sugieren que las conclusiones acerca de la composicién taxonémica de la
comunidad, asi como de las estimaciones de biomasa publicadas se han basa-
do en generalizaciones inapropiadas. Como ejemplo estan los acidos grasos

ramificados, los cuales se han considerado caracteristicos de bacterias Gram-




positivas. En este trabajo se encontré que estos &cidos grasos también son
caracteristicos de los géneros Gram-negativos Cyfophaga y Flavobacterium, en
especifico el acido graso i-15:0. Los &cidos grasos ciclopropilicos 17:0 y 19:0,
generalmente asociados a bacterias anaerobias, fueron encontrados por estos
autores en las especies de Pseudomonas. Los acidos grasos monoinsaturados
16:107 cis y trans se asocian comunmente a procariontes, sin embargo tres de
las bacterias estudiadas por estos autores no presentaron alguno de los isome-
ros de este acido graso, y solo una tuvo bajos niveles dél 4cido graso 16:107
cis. Por otro lado, en le célculo de la biomasa microbiana sugieren que el factor
de conversion de 100 pmol de PLFA por gramo de peso seco de celulas
microbianas, puede presentar problemas de exactitud. En su experimento
determinaron que cada especie bacteriana difiere en el contenido de PLFA's.
Las concentraciones estimadas variaron de 11 a 197 umol de PLFA por gramo
de peso seco para dos bacterias, Bacillus sp. y Cytophaga sp. respectivamente.
Otros autores como Mancuso et al. (1990) determinaron concentraciones de
PLFA’s para Methylococcus sp. entre 272 y 354 pmol de PLFA por gramo y
para Methylobacterium sp. de 57 a 66 pmol de PLFA por gramo. Haack et al.
concluyen que las estimaciones de biomasa y la interpretacion taxonémica
basada en los perfiles de acidos grasos se deben emplear con precaucion,

ademéas de comparar los resultados obtenidos con métodos aiternativos.




Con base en lo anterior, es pertinente aclarar que el uso de Escherichia
coli como bacteria de referencia para las estimaciones de biomasa en el

presente estudio se debe considerar como una primera aproximacion.

1.2. Antecedentes

Chavez-Vargas (1997) utilizé los acidos grasos de la materia organica
total para determinar las fuentes de cafbono organico presente en los sedimen-
tos superficiales del norte del Golfo de California. Determiné que existen seis
fuentes principales de carbono organico hacia los sedimentos: fitoplancton,
zooplancton, material terrigeno, bacterias sulfatoreductoras y otros dos grupos
de bacterias a las que llamé Ay B. Los sedimentos superficiales los clasificé en
seis regiones: Alto Golfo, Costa de Sonora, Cuenca Wagner, Cuenca Delfin,
Costa de Baja California y Cuenca Tiburén. Las regiones del Alto Golfo y Costa
de Sonora presentaron una alta abundancia relativa de acidos grasos fitoplanc-
tonicos. Para estas regiones se han reportado valores altos de productividad
primaria (Gaxiola-Castro et al., 1995 y Valdéz-Holguin ét al., 1995), por lo que
la produccién primaria en la columna de agua se ve reflejada en la composicion
de los sedimentos.

En las regiones profundas disminuy6 el aporte fitoplanctonico y aumenté

el zooplancténico, posiblemente debido a una mayor degradacion del fitoplanc-




ton en la columna de agua y sedimentos. El material zooplancténico es menos
susceptible a la degradacién por la alta velocidad de asentamiento asociada a
la formacion de pelets fecales y macroagregados, por lo que la profundidad y la
diagénesis en la columna de agua deben ser importantes en la composicion
organica de los sedimentos. El aumento en la contribucion relativa de la fuente
terrigena en las regiones profundas se debe probablemente a la baja reactivi-
dad de los &cidos grasos terrigenos y a su transporte desde el Delta del Rio
Colorado (Chévez-\/argas, 1997).

Los resultados de Chavez-Vargas (1997) sugieren la presencia de tres
comunidades bacterianas y que estas tres comunidades contribuyen significati-
vamente en el contenido de 4cidos grasos totales en los sedimentos (46-62%).
El grupo bacteriano A se caracterizé por la predominancia del acido graso
monoinsaturado 16:1w9t y los acidos grasos ramificados a-15:0 y a-17:0; las
bacterias del grupo B se caracterizaron por la predominancia de los acidos
grasos monoinsaturados i-15:0, i-16:0 e i-17:0 y el grupo bacteriano C
[bacterias sulfatoreductoras] por los acidos grasos monoinsaturados 18:1w9¢c y
18:109t y por el acido graso ramificado 10Me16:0. La contribucion de la fuente
bacteriana A varié en el intervalo de 13% a 22%, con un mayor aporte para las
regiones de la cuenca Wagner y la cuenca Delfin. Los aportes de la fuente
bacteriana B estuvieron en el intervalo de 11% a 20%; la costa de Baja

California y la cuenca Wagner presentaron los mayores porcentajes de esta
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fuente seguidas por el alto Golfo. Lavin ef al (1995) registraron concentracio-
nes de oxigeno disuelto mayores de 6 ml I'* para las regiones someras del
norte del Golfo de California, por lo que Chavez-Vargas sugiere que probable-
mente las bacterias B tengan preferencia por sedimentos bien oxigenados. Los
aportes de las bacterias sulfatoreductoras variaron entre 21% y 31% y la costa
de Sonora tuvo el mayor porcentaje de esta fuente. De acuerdo con Chavez-
Vargas, estas tres comunidades reflejan condiciones 6xicas en las regiones del
Alto Golfo y costa de Baja California y anoxicas en los sedimentos de las
regiones de la costa de Sonora. Los resultados de este autor indican que la
actividad bacteriana y la diagénesis en los sedimentos del norte del Golfo de
California es intensa.

Por otro lado, Aguifiga-Garcia (1999) determiné las fuentes principales
de material organico y su distribucién espacial en el delta del rfo Colorado
mediante analisis de isétopos estables, composicién elemental de carbono y
nitrdgeno, acidos grasos totales y acidos grasos de fosfolipidos en sedimentos.
Dos regiones fueron identificadas con base en el contenido de acidos grasos
totales, la costa de Sonora y la costa de Baja California. Las fuentes de mate-
rial organico fueron de origen marino, organismos microheterétrofos y material
orgénico terrigeno. Los sedimentos superficiales de la costa de Sonora tuvieron
aportes organicos en el orden fitoplancton (45%)> bacterias (25%)> zooplanc-

ton (19%). En la costa de Baja California, en la region influenciada por la
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descarga de la cuenca estuarina, dominaron aportes de organismos zooplanc-
tonicos (34%)> fitoplanctonicos (25%) y terrigenos (25%); el resto de las
estaciones estuvieron dominadas por bacterias (40%), donde predominaron
biomarcadores de fuentes anaerobias. La biomasa bacteriana presenté los
valores mas altos en la costa de Baja California, decreciendo hacia la costa de
Sonora.

Con base en los PLFA’s se determiné el contenido de bacterias en los
sedimentos superficiales de la regién del delta del rio, variando de 9.3x1 0° cel
g sedimento seco a 4x10° cel g sedimento seco (Aguifiiga-Garcia, 1999). En
los sedimentos superficiales del delta se encontraron mayores contribuciones
de organismos heterétrofos y una menor contribucién de microeucariontes y
material terrigeno. Se determinaron dos ambientes en los sedimentos de la
regién del delta, organismos heterdtrofos anaerobios y sulfatoreductores en
mayor proporcién en el area influenciada por la descarga de la cuenca estuari-
na correspondiente al canal y costa de Baja California. Las bacterias aerobias
estuvieron presentes mayormente en la costa sonorense. Aguifiiga-Garcia
sugiere que la influencia de la descarga intermitente de agua y sedimento por
el canal y costa de Baja California es uno de los factores que caracterizan la
mayor contribucién de}écidos grasos bacterianos. El mayor contenido de &cidos
grasos polinsaturados y monoinsaturados 16:109¢c, 18:109¢, 16:109t y 18:107t

en la costa de Sonora determiné que sea estadisticamente diferente a la costa
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de Baja California, ya que es un ambiente sedimentario bien definido, con
condiciones aerobias que permiten la presencia de los acidos grasos monoin-

saturados caracteristicos de bacterias aerobias.
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2. OBJETIVOS

Determinar la distribucién de la biomasa bacteriana en la region norte

del Golfo de California con base en los acidos grasos asociados a fosfolipidos.

Conocer la estructura de la comunidad bacteriana a nivel de grupos

funcionales en los sedimentos superficiales del norte del Golfo de California.
2.1. Hipétesis
Existen por lo menos tres tipos de comunidades bacterianas en los

sedimentos superficiales del norte del Golfo de California, las cuales reflejan

diferentes condiciones ambientales.
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3. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El Golfo de California se ubica en la costa occidental de México, entre
los 25° y 32° N de latitud y 107° y 115° O de longitud. Tiene una longitud
aproximada de 1000 km y un ancho de 100 a 200 km (Secretaria de
Gobernacion, 1998). La parte norte del Golfo de California (Figura 1) es esen
cialmente una plataforma continental, con profundidades maximas en el canal
de Ballenas (1500 m), en la Cuenca Delfin (800 m) y en la Cuenca Wagner
(200 m). Las partes mas someras en la cabeza del Golfo estan en el lado este
y oeste del area del Delta del Rio Colorado y en las zonas costeras
(Hernandez-Méndez, 1998).

Santamaria-del-Angel et al. (1994) mediante andlisis de imagenes de
satélite del CZCS, dividieron el NGC en siete regiones biogeograficas con base
en las variaciones espaciales y temporales de la biomasa fitoplancténica de
noviembre de 1978 a junio de 1986. Dichos autores distinguieron el Alto Golfo
y una region al norte de la Isla Tiburén que presentaron mayor biomasa que la
region central y la regién de la costa oeste y al norte de la Isla Angel de la
Guarda. Las concentraciones maximas de pigmentos de 36 mg m™ se observa-
ron en la region |, localizada en el Alto Golfo, y las minimas de 0.04 mg m?en
la region IV, ubicada al norte de la Isla Angel de la Guarda (Santamaria-del-

Angel et al., 1994). Otros estudios de Chl ‘a’ establecen valores superficiales
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Figura 1. Localizacién del area de estudio y las 17 estaciones
de muestreo de sedimentos superficiales.
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de 40 mg m™ en regiones de las costas de Baja California y Sonora (Gendrop-
Funes, 1978) y valores de ~3 mg m™ en el 4rea de las grandes islas (Gaxiola-
Castro ef al., 1995).

La circulacién general del norte del Golfo de California esta determinada
por las mareas, vientos, distribucion de densidad, intercambio de calor y agua
con la atmoésfera y el Océano Pacifico (Lavin et al., 1997a). En invierno la
circulacién es anticiclénica, mientras que en verano la circulacién es ciclonica
(Lavin et al., 1997b).

Sanchez-Gonzalez (1997) hizo un estudio sobre las fuentes de sedimen-
to y su dispersion en el norte del Golfo de California(NGC). Con base en las
propiedades texturales de los sedimentos determin6 tres facies sedimentarias:
la facie arcillosa, localizada a lo largo del margen oeste del NGC; la facie de
arenas finas, en el margen este del alto Golfo (AGC) hasta la regién sur del
NGC y la facie de limos arcillosos y/o arenosos, cubriendo el margen sonoren-
se y la zona central sur del NGC. Existe un transporte neto de sedimentos en
direccién N-S a lo largo de las plataformas continentales oeste y este del NGC,
y un movimiento dominante de sedimentos en direccion NE-SW del litoral de

Sonora a la costa de Baja California.
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4. MATERIALES Y METODO

4.1. Colecta del sedimento superficial

En agosto de 1995 se hicieron dos cruceros oceanograficos GAGO-1 y
GAGO-2, a bordo de los bugques oceanograficos Francisco de Ulloa y El Puma.
Se escogieron 17 estaciones de las 42 muestreadas, estas estan ubicadas
entre el delta del Rio Colorado y la isla Angel de la Guarda (Fig. 1). La colecta
de sedimentos se hizo con una draga tipo Van Veen, se tomaron los dos primé—
ros centimetros de sedimento y se almacenaron a -20 °C en frascos de vidrio
de 250 ml. Las muestras se analizaron en el laboratorio de Geoquimica Am-

biental del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas.

4.2. Procedimiento Analitico

El analisis de los fosfolipidos se hizo segun el método reportado por
Baird y White (1985). El método consta de tres etapas: extraccion, purificacion
e identificacion y cuantificacion.

La cristaleria se lavé con jabon Micro, se enjuagé con agua destilada y
desionizada, y se calcind a 400 °C por cuatro horas. Antes de utilizarse la
cristaleria, se enjuagdé con metanol, una mezcla de diclorometano-metanol y

finalmente con diclorometano.
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4.2.1. Extraccién de los lipidos totales

Se pesaron ~30 g de sedimento ya homogenizado. La muestra se colocé
en un sistema Soxhlet y se extrajo durante ~24 hr con una mezcla de
diclorometano-metanol (1.8:1 v/v). El extracto se transfiri6 a un embudo de se-
paracion y se mezcl6 con una soluciéon de NaCl 5%, se agit6 y se esper6 hasta
la aparicién de dos fases. La fase de diclorometano se transfirié a un embudo
de separacién y se lavod de nuevo con la solucién de NaCl. .El extracto organico
se concentré y se dejé en Na;SO, anhidro por 12 hrs.

Se tomé 1 ml del extracto lipidico total (ELT) y se transfirié a un vial de 4
ml, se secé con N, y después se agregaron 500 pl de cloroformo. El ELT se
transfirié a una columna de extraccion y se enjuagé con 10 ml de cloroformo, 5
ml de acetona y 5 ml de metanol, para obtener tres fracciones: hidrocarburos,
glicolipidos y fosfolipidos respectivamente, las cuales se colectaron en tubos
de 15 ml con tap6n de plastico con teflon. La fraccién de hidrocarburos se
guardd a baja temperatura para su posterior analisis, los glicolipidos se

desecharon y la fraccion de fosfolipidos fue la que se empleo.
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4.2.2. Purificacién

El tubo con la fraccién de PLFA's se sec6 con N, se agregd 1ml de
mezcla tolueno-metanol y 7 uL de surrogado (C:19 [1250 ng/uL]). Se adicion6 1
mL de solucién de KOH-metanol 0.2 M, 2 mL de mezcla hexano-cloroformo
[4:1] y 200 uL de solucién de acido acético glacial 1N, se agit6 en vortex. Se
determiné el pH de la solucién que contiene PLFA's empleando papel pH, si la
solucién estaba en pH 6-7 asi quedaba; si no, se agregaban 25 ulL de acido
acético glacial hasta obtener el pH requerido. Se adicionaron 2 mbL de agua
desionizada (previamente extralda) al tubo con fraccién de PLFA's y se
centrifugd a 2000 r.p.m. durante 5 minutos.

La fraccion de PLFA’s (fase organica) se transfirié a un tubo de 15 mL,
se le agregaron 2 mL de mezcla hexano-cloroformo [4:1] y se centrifug6 a 2000
r.p.m. durante 10 minutos. La fase organica se pas6 a un tubo de 15 mL y el
procedimiento se realizo tres veces. La fase organica se secé con N se
agregaron 0.5 mL de hexano y se transfiri6 a un vial de 2 mL, se hicieron tres
enjuagues. Al vial de 2 mL se adicionaron 7 plL de estandar interno (C:20 [1250
ng/ulL]), se sec6 con N, y se llevé a un volumen conocido (20 uL hexano) para

su cuantificacion.
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4.2.3. Identificacion y cuantificacién de PLFA’s

Los PLFA's fueron analizados con un cromatégrafo de gases (GC)
Hewlett Packard 5890 Serie II, con detector de ionizacion de flama (FID). EI GC
estd conectado a un integrador Perkin Elmer PE NELSON modelo 1020 LC
(plus). La separacién se realiz con una columna capilar de 30 m-0.32 d.i. HP-6
(Hewlett-Packard), se utilizé H, como gas transportador. La temperatura del
detector fue de 300 °C y la del inyector de 250 °C. La rampa de temperatura
inicié a 100 °C por 1.5 minutos y se incrementé 3.5 °C/minuto hasta llegar a

300 °C, permaneci6 a esta temperatura durante 15 minutos.
4.3. Calculo de la biomasa microbiana

La biomasa microbiana se calculé mediante el uso de los siguientes
factores de conversion:; la bacteria promedio, del tamafio de Escherichia coli,
contiene 100 umoles de PLFA por gramogpesoseco) ¥ 19 de bacteria es equivalen-
te a 5.9x10" células. 1 mol de PLFA’s (equivalente al C16:0) son 256 gramos
de PLFA's, cada célula bacteriana tiene 1.7x10""" moles de PLFA, que
corresponden a 4.3x10° pg de PLFA 0" peso seco) (White et al., 1979; Mancuso et

al., 1990; Rajendran et al., 1992b).
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4.4. Procesamiento de los datos

Se emplearon dos métodos estadisticos para el procesamiento de los

datos: 1) Anélisis de Grupo y 2) Andlisis Factorial.
4.4.1. Anélisis de Grupo (AG)

El AG modo-R tiene como objetivo agrupar los PLFA's identificados en
los sedimentos superficiales del norte del Golfo de California y representarios
en orden jerarquico en un dendograma (Sicre et al, 1988). Para el analisis se
emple6 como medida de distancia el coeficiente de correlacion de Pearson r (1-
r Pearson) (Davis,' 1986), para el agrupamiento se utilizé el método de
aglomeracion de unién completa.

El AG en modo-Q se utilizd para agrupar las estaciones de muestreo.
Para calcular la matriz similitud entre las estaciones se utilizé como medida de
distancia las distancias Euclideanas (Davis, 1986), y para el agrupamiento el

método de aglomeracion de unién completa.

22




4.4.2. Anélisis de Componentes Principales (ACP)

El prop6sito del ACP en modo-R utilizando los PLFA’s fue reducir la
dimensionalidad de los datos en el menor nimero posible de factores y poder
determinar los principales grupos bacterianos en los sedimentos superficiales
del area de estudio. La extraccion de los factores se hizo por medio de un
analisis de componentes principales. Los componentes fueron rotados por
medio de la rotacién Varimax, esta maximiza las varianzas de las cargas de los

factores, tiende a dar valores cercanos a 1, =1 0 0 (Davis, 1986).
4.4.3. Razones entre 4cidos grasos

Se calcul6 la razén entre los PLFA's i+a15:0/16:0, los resultados de esta
razén son un indicador de la abundancia de bacterias en los sedimentos
(Mancuso et al., 1990; Rajendran et al., 1994); la razén trans/cis del acido
graso 16:109, indica si los microorganismos han estado expuestos a estados
de inanicién o anéxia (Guckert et al., 1985; Findlay et al., 1990a; Mancuso et
al., 1990). Esta razén para la mayoria de los cultivos bacterianos y los sedi-
mentos se ha encontrado que es menor a 0.1 (Gillan and Hogg, 1984; Guckert
et al., 1985; Nichols ef al., 1986 y Perry et al., 1979). Razones mayores a 1 se

han determinado durante estados de inanicién (Mancuso ef al., 1990). La razén
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de PLFA’s monoisaturados(<19)/PLFA’s ramificados, nos da una idea de la do-
minancia relativa de poblaciones bacterianas en el érea de estudio. Una razén
menor a 1 indica que las bacterias anaerobias dominan en la zona, mientras
que una razén mayor a 1 indica la predominancia de bacterias aerobias
(Rajendran et al., 1994).

Los andlisis estadisticos fueron hechos con el paquete STATISTICA

para Windows version 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Acidos grasos en el NGC

En las muestras de sedimento superficial analizadas del NGC se
identificaron un maximo de 32 acidos grasos. La concentracién, expresada
como porcentaje del total de &cidos grasos en cada muestra, se presenta en la
tabla 2. En promedio, el &cido graso saturado 16:0 fue el mas abundante
(15%), seguido de los &cidos grasos monoinsaturados 18:1w9 (9%) y 16:1w7
(8%), asi como de las formas anteiso de los acidos grasos ramificados a-17:0
(9%) y a-15:0 (7%) (Tabla 2).

Con base en los estudios de Rajendran ef al. (1992b) y Rajendran et al.
(1994), los acidos grasos se clasificaron en 6 grupos: saturados pares (<18),
saturados impares (<19), saturados (>20), ramificados, monoinsaturados Yy
polinsaturados (Tabla 3). Los acidos grasos que presentaron mayor contenido
en todas las muestras fueron los monoinsaturados (>24%) y los ramificados
(>25%). Ambos grupos representan un promedio de 61% del total de los
PLFA's. Los acidos grasos saturados impares (<19) presentaron valores meno-
res a 4%. Acidos grasos de cadenas largas (>20) y los 4cidos grasos polinsatu-
rados estuvieron presentes en las muestras en porcentajes bajos (<10%). En

promedio, el orden de abundancia por grupo fue: ramificados> monoinsatura-
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Tabla 2. Composicién porcentual de PLFA’s en las muestras de sedimento y concentracién total de PLFA’s en cada muestra.

Estaciones
PLFA AUO1 AU11 DUO8 EUO8 FUO5 BP03 BP06 CD06 CWO03 CP01 CP05 CPO7 EPO1 EP05 FP08 HPOO HPO3
i-14:0 19 15 15 22 15 29 15 18 16 19 11 20 14 23 19 21 14
14.0 60 51 50 31 28 51 35 51 38 32 26 48 27 50 40 45 39
i-15:0 61 58 69 70 64 74 73 45 56 54 51 106 63 50 58 47 51
aC15:0’ 42 45 55 59 71 80 52 86 75 49 60 80 58 92 76 56 8.1
15:0 23 25 24 22 17 20 22 16 17 23 19 21 16 20 17 20 17
i-16:0 26 30 29 29 25 20 28 21 23 22 31 33 25 22 25 26 22

16:1W7 98 70 85 63 98 79 73 85 85 64 55 83 73 79 81 70 9.5
16:1w8c 07 10 08 10 12 13 06 12 11 08 11 12 09 10 12 11 11
16:1wot 19 20 20 25 32 35 19 44 37 23 29 30 24 39 31 25 46

16:0° 182 184 199 161 152 125 176 139 146 136 121 171 164 146 132 155 135
10-Me160 26 42 40 54 68 41 41 31 41 47 42 56 58 52 33 42 39
-17:0 17 25 20 24 21 21 24 14 21 17 20 28 21 16 16 18 14
aC17:0’ 03 94 17 21 22 87 135 74 22 210 206 12 159 36 108 53 107
17:1 15 20 16 21 27 22 18 21 26 20 22 23 20 32 16 18 26
17:0 18 198 19 21 19 15 19 19 21 16 18 18 25 22 14 20 17
182w0,12 13 18 15 22 15 12 13 11 11 10 17 13 18 13 14 10
18:1w7 61 46 55 53 54 47 52 55 67 53 50 53 45 61 47 49 586
18:1w9" 05 72 98 95 132 78 90 87 114 98 73 88 99 95 82 110 93
18:3 19 13 27 20 22 20 21 57 25 19 42 22 14 26 31 46 33
18:0 49 38 43 45 38 32 44 30 41 35 28 33 37 46 29 41 28
20PUFA 16 21 17 45 08 30 05 25 28 20 05 14 18 15 22 18 22
20:0 08 13 09 15 09 198 ©09 12 10 08 12 08 07 31 10 08 07
21:0 03 11 04 12 06 10 06 07 05 08 13 06 04 28 06 15 04
22-PUFA 03 03 09 05 31 05 03 08 11 07 06 11 04
22:0 05 08 05 1.1 05 07 07 07 14 05 0.5
23:0 A 0.3

24:0 06 18 06 17 16 04 14 06 16 06 05 0.4
26:0 06 25 18 24 04 05 09 06 1.8
27:0 11 04 06 08 0.6

28:0 0.9 0.8 24 2.9 27 12
29:0 14 06 1.7

30:0 0.7 0.4 0.6 30 17 07

[ug-g'sed] 2 1 11 0.7 3 1 6 2 5 4 3 5 4 0.7 7 2 7
*Acidos grasos més abundantes




Tabla 3. Distribucién porcentual de los diferentes
grupos de PLFA’s en los sedimentos.

% de acidos grasos

Acidos Acidos Acidos  Acidos Acidos  Acidos
grasos  grasos  grasos grasos Qrasos grasos
Estacién saturados saturados monoinsa ramificados polinsa_ saturados
pares impares _ turados turados (>20)
(<18)'  (x19) (<19) [PUFA]
Grupo 1
EPO1 23 4 27 40 6 1
BP06 25 4 26 37 6 3
CP05 17 4 24 42 9 7
CPO1 20 4 27 42 5 2
Grupo 2
AUO1 29 4 30 28 5 4
AU 27 4 24 31 5 9
FPO8 20 3 27 M4 7 8
HPO3 20 3 33 33 7 4
BPO3 21 4 27 35 7 5
CD06 22 4 30 29 9 5
Grupo 3
CPO7 25 4 29 33 7 2
DUO08 29 4 28 25 6 7
EU08 24 4 27 28 7 8
FU05 22 4 36 29 5 3
HPOO 24 4 28 26 9 9
EPO5 24 4 32 29 7 7
CW03 23 4 34 25 7 7
Méaximo 29 4 36 42 9 9
Minimo 17 3 24 25 1 5
Media 23 4 29 32 5 7
Dev. Std. 3 0.3 3 6 3 1

1 El valor en paréntesis indica e nimero de tomos de carbono.
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rados> saturados pares (<18)> polinsaturados> saturados (>20)> saturados
impares (<19).

En la tabla 4 se presentan las estaciones de muestreo que tuvieron los
mayores porcentajes para cada uno de los grupos de PLFA's. Los acidos
grasos ramificados tuvieron valores méximos de 42% para las estaciones CP01
y CP05; para los &cidos grasos monoinsaturados (<19) el maximo porcentaje
fue de 35% (estacién FUO05). Las estaciones DUO8 (29%), AUO1 (29%) y AU11
(27%) tuvieron el mayor pbrcentaje de 4cidos grasos saturados pares (<19).
Los 4cidos grasos polinsaturados tuvieron concentraciones maximas de 9%
(estaciones CD06, HP0O0 y CP05). Para los acidos grasos de méas de 20 atomos
de carbono la concentracién maxima fue de 9% (estaciones AU11y HPOO0). Los
acidos grasos saturados impares (<19) presentaron un promedio de 4% para

todas las estaciones de muestreo.

5.2. Concentracioén total de PLFA's y biomasa microbiana

El contenido de PLFA’s totales, biomasa, acidos grasos totales, contenido de
carbono organico y la profundidad para las estaciones de muestreo se presenta

en la tabla 5. La concentracién total de PLFA's vari6 de 0.7 ug/g (estacion

EPOS5 y EUO8) a 11 pg/g (estacién DUOS).
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Tabla 4. Estaciones con mayor porcentaje de
cada uno de los grupos de PLFA’s.

pares <19 % imp<20 %
DU08s 29 -

AU01 29 X = 4

AU11 27

monin<19 % ramif %
FU0S 35 CPO1 42
CwWo03 34 CPO5 42
HPO3 33 EPO1 40
EPOS 32 BP0O6 37
sat>20 % PUFA %
AU11 9 CcD06 9

HPOO 9 HP0O 9

EU08 8 CPO5 9

FP08 8

Tabla 5. Estaciones de muestreo, PLFA’s totales, biomasa, acidos grasos

totales (AGT), carbono organico (CO), profundidad (Z) y region.

Estacion| PLFA's (ug-.g" | Biomasa AGT ugg' | CO (mgC-g" |Z(m) Regién®
sedimento) | (10° cél.g™) | (peso seco)®| sedimento)®

AUO1 2 5 53 6 1"
AU11 1 2 22 8 3 AG
DU08 11 25 54 7 8
BPO3 1 2 80 12 150 | CW
CW03 5 11 96 16 212
CPO5 3 7 66 17 200
EPO5 0.7 2 66 38 400 CcD
CDO06 2 5 85 39 460
FPO8 7 16 50 15 180
BPO6 6 14 38 7 15
EU08 0.7 2 26 5 18 | CoBC
CP0O7 5 11 53 13 39
HPO3 7 16 20 7 285
CPO1 4 9 40 16 35
FU05 3 7 22 3 42 CoS
HPOO 2 5 95 18 47
EPO1 4 9 26 12 35

AG, Alto Gotfo; CW, Cuenca Wagner; CD, Cuenca Deifin; CoBC, Costa de Baja California y
CoS, Costa de Sonora.
2 Tomado de Chavez-Vargas (1997).
b Basado en la regionalizacién de Chévez-Vargas (1997).
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La biomasa bacteriana vari¢ de 2x108 células g para las estaciones
EPO5 y EUO8, a 25x108 células g™ para la estacion DUO8. Si la suma de las
abundancias relativas de los isémeros iso y anteiso del acido graso 15:0 que
representan el componente bacteriano de la comunidad, se dividen entre la
abundancia relativa del 4cido graso 16:0, el cual se encuentra en la mayoria de
los organismos, el resultado da una idea de la proporcion de bacterias en la
muestra de sedimento en comparacién con otras fuentes de &acidos grasos
(Mancuso et al., 1990). Esta razon vari6 de 0.6 (Estaciones AUO1, AU11 y
DUO08) a 1.2 (Estacion BP03) (Tabla 6). La razén trans/cis del acido graso
16:1w9 varié de 2.0 a 4.1 en los sedimentos (Tabla 6), esto indica que los
microorganismos estuvieron expuestos a un posible estrés fisiologico, ya que
esta razon tiende a aumentar en los microorganismos durante estados de
inanicion o anéxia (Guckert ef al., 1985; Findlay et al., 1990a; Mancuso et al.,

1990).

5.3. Agrupacién de los acidos grasos

De los 32 4cidos grasos presentes en las muestras de sedimento solo se

emplearon los acidos grasos de Cis a C.s monoinsaturados indicadores de

procariontes aerobios y los acidos grasos de C4s a Cg ramificados indicadores
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Tabla 6. Valores de las razones PLFA’s i+a 15:0/16:0,
trans/cis de 16:109 y PLFA monoinsaturado (<19)/PLFA
ramificado, en los sedimentos superficiales del NGC
para las 17 etaciones de muestreo.

Estacién i+ade Forma PLFA
15:0/16:0 trans/cis de monoinsat
16:109  (<19)/PLFA

ramificado

Grupo 1

EPO1 0.7 26 0.7
BP06 0.7 3.1 0.7
CP05 09 26 0.6
CPO1 0.8 25 0.6
Grupo 2

AUO1 0.6 26 1.0
AU11 0.6 2.0 08
FPO8 1.0 27 0.8
HPO3 1.0 41 1.0
BPO3 1.2 27 0.8
CD06 0.9 36 1.1
Grupo 3

CPO7 1.1 2.5 0.9
DU08s 0.6 26 1.2
EUO08 0.8 24 1.0
FUO5 0.9 25 1.2
HPOO 0.7 2.3 1.1
EPO5 1.0 38 1.1
CW03 0.9 33 1.3




de procariontes Gram-positivos, bacterias sulfatoreductoras y otras bacterias
anaerobias.

Se obtuvieron tres agrupaciones de PLFA's (Figura 3). El grupo 1 tuvo
tres 4cidos grasos monoinsaturados (18:109, 18:107 y 16:1w7). El grupo 2 in-
cluyé cinco &cidos grasos, tres monoinsaturados y dos ramificados (17:1,
16:109¢, 16:109t, a-15:0 y 10Me16:0). El grupo 3 tuvo 4 4cidos grasos ramifi-

cados (i-15:0, i-16:0, i-17:0y a-17:0).

5.3.1. El Anélisis de componentes principales

En la figura 4 se observan los eigenvalores del analisis de componentes
principales. Se tomaron todos aquellos componentes con eigenvalores mayo-
res a 1.5, resultando un total de 3 componentes que explican el 72.4% de la
varianza total de los datos. El primer componente principal explica el 34.7% de
la varianza total. Se agruparon con carga positiva mayor a 0.6 los acidos
grasos monoinsaturados 16:109¢c, 16:109t, 17:1y el 4cido ramificado a-15:0. El
segundo componente principal explica el 22% de la varianza total. Tuvieron
carga positiva los acidos grasos ramificados i-15:0, i-16:0, i-17:0 y 10Me16:0 y
carga negativa el acido graso polinsaturado 18:3. El tercer componente

principal con el 15.7% de la varianza total agrup6 con carga positiva a los
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acidos grasos monoinsaturados 16:107, 18:1w7 y 18:109 y con carga negativa

al acido graso ramificado a 15:0 (Tabla 7, Figura 5).

Método de aglomeracién completa

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

1-r de Pearson
>
o]

0.4

&

0.2

1

_18_1W9 _16_1W7 _10ME16 _16_1WeT  A17_0 117_0
_18_1W7  _17_1 _16_1W9C  A15_0 116_0 115_0

Acidos grasos

0.0

Figura 3. Dendrograma del AC modo-R para los acidos grasos, obtenido a partir del
coeficiente de correlacién de Pearson (1-Pearson r) y el método de aglomeracion de
unién completa.
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50

Valores

Numero de Eigenvalores

Figura 4. Representacion gréfica de los eigenvalores y porcentaje total de la varianza del

analisis factorial en modo-R para los acidos grasos.
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Tabla 7. Analisis Factorial en modo-R. Carga de los factores
rotados para los acidos grasos. Extraccién por Componentes
principales y rotacién Varimax. Los tres factores explican el 72%
de la varianza total.

cidos Factor 1 Factor 2 Factor 3
115:0 -0.05 0.82+ 0.07
A15:0 0.92+ -0.10 0.15
116:0 0.42 0.70+ -0.21
16:107 0.15 -0.18 0.75¢
16:109cis 0.86+ 0.09 -0.14
16:109%frans 0.89+ -0.36 0.14
10Me16:0 0.32 0.66+ 0.16
117:0 0.17 0.92+ -0.12
A17:0 -0.28 -0.38 -0.67+
17:1 0.78+ 0.06 0.29
18:1w7 0.07 -0.25 0.78*
18:109 0.05 0.05 0.78#
% Var. total 34.68 22 15.75

+ Se tomaron todos aquelios valores >.600
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Factor 1 vs. Factor 2 vs. Factor 3
Rotacién: Varimax
Extraccién: Componentes Principales

(S S =

Figura 5. Representacion gréfica de las cargas de los factores rotados para los acidos

grasos. Extraccién por Componentes principales y rotacién Varimax.
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5.4. Clasificacién de las estaciones de muestreo.

Para la clasificacion de las 17 estaciones de muestreo se utilizé el anali-
sis de grupo (Figura 6). Se determinaron tres grupos distintos en el norte del
Golfo de California. El grupo 1 incluy6 4 estaciones: dos localizadas en la costa
de Sonora, una en la cuenca Delfin y una en la costa de Baja California. El
grupo 2 incluyé 6 estaciones: dos en el Alto Golfo, una en la costa de Sonora,
una en la cuenca Wagner y dos en la cuenca Delfin. El grupo 3 tuvo 7
estaciones: una en el Alto Golfo, dos en la costa de Baja California, dos en la
_ costa de Sonora, una en la Cuenca Wagner y una en la Cuenca Delfin (Tabla
8). En los tres grupos los acidos grasos que mas abundaron fueron los
ramificados, seguidos de los monoinsaturados y los }saturados pares (<19).

En promedio el grupo uno presento el mayor porcentaje de &cidos
grasos ramificados (40%) y el menor porcentaje de 4&cidos grasos
monoinsaturados (26%). En el grupo dos abundaron mas los acidos grasos
ramificados (32%) que los monoinsaturados (28%). El grupo tres tuvo el mayor
porcentaje de acidos grasos moninsaturados (31%) y el menor porcentaje de
acidos grasos ramificados (28%). La distribucion de los &cidos grasos
saturados pares (<19) fue muy similar en los tres grupos de estaciones (21%-

24%).
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Método de aglomeracion completa
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Figura 6. Dendrograma del AC modo-Q para las estaciones, obtenido a partir del método
de aglomeracién de unién completay la distancia Euclideana.
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Tabla 8. Concentraci6n porcentual de los grupos funcionales

en cada estacién de muestreo.

% de acidos grasos
Estacion PUFA Monoinsa- Ramificados Ramificados
turados (14a16)' (172 19)

Grupo 1

EPO1 6 27 16 24
BP06 6 26 17 20
CPO5 9 24 15 27
CPO1 5 27 14 27
Grupo 2

AUO01 5 30 15 14
AU11 5 24 15 16
FPO8 7 27 18 16
HPO3 7 33 17 16
BPO3 7 27 20 15
CD06 9 30 17 12
Grupo 3

CPO7 7 29 24 10
puos 6 28 17 8
EU08 7 27 18 10
FU0S 5 36 17 1"
HPOO 9 28 15 11
EPO5 7 32 19 10
CW03 7 34 17 8
Maximo 9 36 24 27
Minimo 5 24 14 8
Media 7 29 17 15
Dev. Std. 1 3 2 6

1 E} valor en paréntesis indica el nimero de atomos de carbono.
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Las razones de los acidos grasos monoinsaturados entre los ramificados
confirma la abundancia relativa de poblaciones bacterianas en el area de
estudio. Una razén menor a 1 indica la dominancia de bacterias anaerobias,
una razén mayor a 1 indica la predominancia de bacterias aerobias (Rajendran
et al., 1994). En el 4rea de estudio, esta razén vario de 0.6 a 1.3 (Tabla 6). En
los grupos 1y 2 la razén fue menor a 1, por lo que predominaron las bacterias
Gram-positivas y las bacterias anaerobias, incluyendo a las sulfatoreductoras.
E! grupo 3 tuvo una razén mayor a 1 (excepto lé estacion CP07), lo que indica
que los procariontes aerobios son los organismos mas abundantes en la

estructura de la comunidad bacteriana.
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6. DISCUSIONES
6.1. Fuentes bacterianas de carbono sedimentario

En el presente estudio se realizé el analisis de PLFA's en sedimentos
del norte del Golfo de California, ya que este método ha sido validado y
empleado para determinar diferencias relativas en la estructura de comunida-
des microbianas. Otros trabajos relacionados con la variacién de la comunidad
microbiana en sedimentos marinos son los realizados por White et al. (1979),
Baird y White (1985), Tunlid et al. (1989), Findlay et al. (1990a,b), Mancuso et
al. (1990), Rajendran et al. (1992a y b), Rajendran et al. (1994), Findlay y
Watling (1998).

Env el presente trabajo los acidos grasos monoinsaturados, caracteris-
ticos de microeucariontes y procariontes aerobios (Findlay y Dobbs, 1993), se
consideraron como de origen Unicamente bacteriano. Las bases para conside-
rarlos solamente como biomarcadores de bacterias y no de microeucariontes
fueron que en el area de estudio los 4cidos grasos polinsaturados, indicadores
de la presencia de biomasa viable de microeucariontes (Findlay y Dobbs, 1993)
tuvieron abundancias relativas bajas (<7%). Ademas, la profundidad a la cual
fueron tomadas las muestras, asi como la alta turbidez del agua en algunas

regiones como el Alto Golfo, limitan la penetracion de la luz y hacen poco
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probable la presencia de biomarcadores de microeucariontes viables en
sedimentos del norte del Golfo de California. Existen otros sitios donde la
suposicién de que los PLFA's monoinsaturados solamente representan la
presencia de bacterias no puede aplicarse. Por ejemplo, Findlay et al. (1998)
determinaron la variacién estacional de una comunidad microbiana benténica y
encontraron que tres grupos funcionales de microorganismos fueron los mas
abundantes: los microeucariontes fotétrofos y dos grupos de bacterias anaero-
bias. En la serie de tiempo que realiiaron determinaron que habia dos periodos
bien definidos, uno en que la temperatura del agua era fria (<5 °C), correspon-
diente a los meses de invierno y otro en que el agua era calida (<20 °C), para
la época de verano. En el invierno predominaron los organismos eucariontes
fotosintéticos, indicados por la alta abundancia de los acidos grasos polinsatu-
rados: 20:503, 16:401, 16:3, 22:603 y 16:1013 trans. En especial el acido
graso 20:503, el cual tuvo una abundancia relativa de 4 a 21% del total de
acidos grasos. En verano las bacterias anaerobias fueron las que dominaron ya
que los &cidos grasos a-15:0, i-15:0, i-16:0 y 10Me16:0 tuvieron una alta
abundancia. Estos autores proponen que las causas de este patrén son la
respuesta de estos grupos microbianos a cambios en la intensidad de la luz, la
cual afecta las tasas de crecimiento de los organismos fotétrofos, y la tempera-

tura del agua, afectando la actividad de los heterétrofos.
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Con base en el analisis de grupo para los PLFA's en el norte del Golfo
de California (Fig. 3), se encontraron tres fuentes de carbono organico de
origen bacteriano predominantes en los sedimentos superficiales, a las que se
les llamé bacterias “tipo a”, bacterias “tipo b” y bacterias “tipo ¢”. Los resultados
del analisis de componentes principales ratifican los tres grupos bacterianos
encontrados.

El primer componente (Tabla 7), que representa el grupo bacteriano
“tipo a", incluye ééidos grasos a15:0, 16:109 cis, 16:109 transy 17:1. Parkes y
Taylor (1983) y Volkman et al. (1980) determinaron que los acidos grasos
monoinsaturados estan presentes en mayor cantidad en las bacterias aerobias.
Por otro lado, Volkman et al. (1980), Findlay et al. (1990a) y Haack et al. (1994)
reportaron que los &cidos grasos ramificados son mas abundantes en las
bacterias anaerobias. En particular, el 4cido graso a15:0 se ha reportado como
biomarcador de bacterias anaerobias por Findlay et al, 1990a, Findlay y
Dobbs, 1993; Zelles, 1997.

El segundo componente, representante del grupo bacteriano “tipo b®,
tuvo altas cargas en los 4cidos grasos ramificados i-15:0, i-16:0, i-17.0 y
10Me16:0. Los acidos grasos i-15:0, i-16:0 han sido reportados como
biomarcadores de bacterias Gram-positivas y otras bacterias anaerobias
(Findlay et al., 1990a, Findlay y Dobbs, 1993; Zelles, 1997). Los acidos grasos

i-17.0 y a-17:0 se han reportado como biomarcadores de bacterias sulfatore-
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ductoras y bacterias anaerobias (Findlay y Dobbs, 1993; Zelles, 1997), mien-
tras que el acido 10Me16:0 es un acido graso caracteristico del género
Desulfobacter spp. (Parkes, 1980; Mancuso et al., 1990; Zelles, 1997; Findlay y
Watling, 1998). Colombo et al. (1996) reportaron a los acidos grasos i-15:.0 y a-
15:0 como abundantes en bacterias sulfatoreductoras.

El tercer componente corresponde a las bacterias "tipo ¢’, y tiene una
alta carga en los 4cidos grasos monoinsaturados 16:107, 18:107 y 18:19,
estos 4cidos son biomarcadores de eucariontes y procariontes Gram-positivos
(Findlay y Dobbs, 1993). En el factor tres, el acido graso a-17:0 (biomarcador
de bacterias sulfatoreductoras y bacterias anaerobias) presentd una carga
negativa opuesta a la carga de los acidos grasos monoinsaturados, confirman-
dose que este factor incluye a las bacterias aerobias.

En sintesis, los resultados de los anélisis de PLFA’s indican la existencia
de tres grupos funcionales bacterianos predominantes en el norte del Golfo de
California. El grupo de bacterias “tipo b” corresponde predominantemente a
bacterias anaerobias, Gram-positivas y sulfatoreductoras. El grupo de bacterias
“tipo ¢” corresponde predominantemente a bacterias aerobias, mientras el
grupo bacteriano “tipo a" aparentemente refleja un grupo transicional con una
mezcla de bacterias aerobias y anaerobias. Cabe enfatizar que en todas las
muestras se encontraron biomarcadores de todas las clases de bacterias, por

lo que la clasificacion en tres grupos refleja la predominancia en la abundancia




relativa de alguno de los tipos bacterianos, mas que la presencia exclusiva de
unos y la ausencia de otros.

Los resultados del presente estudio corroboran las observaciones de
Chévez-Vargas (1997) quien determin6 que las bacterias son la principal
fuente de 4cidos grasos en la materia organica total de los sedimentos super-
ficiales del norte del Golfo de California. Este autor reportd tres grupos
microbianos predominantes, uno de bacterias sulfatoreductoras y otros dos a
los que identificé como bacterias A y B. El grupo correspondiente a las bacte-
rias “A” incluy6 a los 4cidos a-15:0, a-17:0 y 16:1wst, el grupo correspondiente
a las bacterias “B’ incluy6 a los acidos i-15:0, i-16:0 e i-17:0 y el grupo de
sulfatoreductoras incluy6 los acidos 10Me-16:0, 18:1w9c y 18:1wot. Resulta
claro que, por lo menos, dos de los tres grupos obtenidos por Chavez-Vargas
son equivalentes a dos grupos obtenidos en el presente estudio. Las diferen-
cias entre ambos estudios se pueden explicar con base en la diferencia meto-
doldgica. Mientras que los anélisis de Chavez-Vargas incluyen acidos grasos
tanto de material bacteriano vivo como detritico (i.e. acidos grasos de materia
organica total), en el presente estudio se incluyen predominantemente &cidos
grasos asociados a biomasa microbiana viva (4cidos grasos asociados a
fosfolipidos). Por lo tanto, en cuanto a la determinacion de la estructura de

comunidades bacterianas el presente estudio se puede considerar como mas

preciso.
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Por otro lado, con base en andlisis de PLFA’s Aguifiiga-Garcia (1999) encontrd
una mayor contribucién de organismos heterétrofos y una menor contribucion
de microeucariontes y material terrigeno hacia los sedimentos superficiales
para la region estuarina del rio Colorado. Sin embargo, este autor encontré un
promedio de 12% de acidos grasos polinsaturados y de 7% de &cidos grasos
saturados de cadena larga (>20 carbonos) lo cual indica que en esa region
somera del norte del Golfo de California existe una proporcion de biomasa
viable de origen no-bacteriano mayor a la encontrada en el presente estudio,
en el cual la contribucion promedio de &cidos grasos polinsaturados fue menor
(< 7%). La presencia de acidos grasos de cadena larga en el presente estudio
fue en promedio menor a 6%. Sin embargo, la presencia de estos acidos
grasos en la fraccién fosfolipidica no representa biomasa viable de origen
terrigeno, sino la presencia de acidos grasos libres de cadena larga que

pueden considerarse como “contaminantes” de la fraccion fosfolipidica.
6.2. Regionalizacién del Golfo de California

Con base en los fosfolipidos asociados a los acidos grasos de la
membrana celular de las bacterias, el Golfo de California se dividié en tres

regiones (Figura 7). La Region 1 fue la que tuvo en promedio el mayor

porcentaje de acidos grasos ramificados (40%) y el menor porcentaje de acidos
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grasos monoinsaturados (26%; Figura 8). En la Regién 2, el contenido de
acidos grasos ramificados (32%) y monoinsaturados (28%) fue muy similar. En
la Region 3 se presentd el maximo porcentaje de 4&cidos grasos
monoinsaturados (31%) y el menor porcentaje de acidos grasos ramificados
(28%). Los &cidos grasos saturados pares, a pesar de tener una contribucion
importante en las tres regiones, no se consideraron para el analisis ya que no
son biomarcadores especificos de algun grupo funcional en particular, debido a
que las membranas celulares de tbdos los microorganismos tienen porcentajes
significativos de estos acidos grasos, en especial el acido palmitico (16:0).

La razén de PLFA’s monoinsaturados entre PLFA’s ramificados oscildé
entre 0.6 y 0.7 en la Regién 1, indicando una predominancia de bacterias
anaerobias. En la Region 2, esta razéon fue mas cercana a 1 (0.8-1.1) por lo
que la diferencia entre los dos grupos funcionales al parecer no es significativa.
Para la Region 3, la razon fue en general >1 lo que indica que las bacterias
aerobias fueron las dominantes (Tabla 6).

El uso de los fosfolipidos asociados a la membrana celular de las
bacterias se ha considerado como una herramienta util para determinar la
biomasa y la estructura de comunidades en sedimentos marinos. El presente
estudio permitié caracterizar las poblaciones bacterianas del norte del Golfo de
California, sin embargo, la regionalizacién observada no estuvo bien definida y

es dificil de explicar. En otros trabajos como los realizados por Rajendran et al.
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(1992b y 1994) se observaron zonas de grupos bacterianos claramente
definidas. Sin embargo, las areas de estudio de dichos autores (la Bahia de
Osaka y la bahia de Hiroshima) se caracterizan por la presencia de aportes de
contaminantes hacia los sedimentos superficiales. Dichos aportes generan
gradientes espaciales muy marcados en las caracteristicas de los sedimentos,
lo cual resulta en gradientes muy marcados en la distribucién de las comunida-
des microbianas.

Con base en los resultados obtenidos en el presehte trabajo y los
resultados de estudios similares (Mancuso et al., 1990; Rajendran et al., 1992b
y 1994), se puede concluir que este método de determinacion de comunidades
microbianas tiene mejor resolucion en zonas que presenten gradientes mas
marcados en las condiciones ambientales que permitan obtener una discrimina-
cién mas clara de los grupos bacterianos.

En contraste con el presente estudio, Chavez-Vargas (1997) clasificé la
parte norte del Golfo de California en seis regiones geograficamente mas
coherentes: Alto Golfo, Costa de Sonora, Cuenca Wagner, Cuenca Delfin,
Costa de Baja California y Cuenca Tiburon a partir de la distribucion de los
acidos grasos totales. Sin embargo, los resultados de Chavez-Vargas estuvie-
ron fuertemente determinados por los biomarcadores fitoplanctonicos y terrige-
nos mas que los bacterianos. Por lo tanto, la comparacion de las regionaliza-

cién observada en ambos estudios es mas limitada. Ademas, por la dificultad
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de los analisis de PLFA's, en el presente estudio Gnicamente se analizaron 17
muestras de sedimentos en contraste con las 42 muestras analizadas por
Chéavez-Vargas, lo cual permiti6 a este Gltimo obtener una mejor resolucién en
la clasificacién.

En el presente estudio la Regién 2 representa una zona de transicion
que incluye bacterias tanto aerobias como anaerobias. Esta Regioén incluyod los
sedimentos del Alto Golfo de California (Figura 7), los cuales fueron estudiados
previamente con mayor detalle por Aguiﬁ.iga-Garcia (1999). Los analisis de
PLFA's reportados por Aguiftiga Garcia indican la predominancia de bacterias
anaerobias en la region oeste del Alto Golfo de California mientras que en la
region este predominan los microheterétrofos aerobios. Este autor sugiere que
las condiciones anoxicas pueden estar asociadas a la alta descarga de
sedimentos de la cuenca estuarina y a las relativamente bajas velocidades de
corrientes de marea que ocurren por el canal y costa de Baja California. Por
otro lado, la mayor dinamica en la costa de Sonora favorece el establecimiento
de condiciones 6xicas y en consecuencia de poblaciones microbianas aerobi-
cas en los sedimentos de esta zona. Por lo tanto, para esta region del Alto
Golfo en particular los resultados del presente estudio son consistentes con lo

previamente reportado.
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6.3 Biomasa microbiana.

La concentracién total de PLFA’s en el sedimento es un indicador de la
cantidad de biomasa viable (White et al., 1988), por lo que diferencias en la
concentracion total de PLFA’s son un indicador de variaciones en las biomasas
de las comunidades que aportan los lipidos. En el norte del Golfo de California
el contenido de biomasa bacteriana estuvo en el intervalo de 1 x 10° células g™
a 2.4 x 10° células g™'. Estos valores son aparentemente tipicos de sedimentos
marinos ya que son similares a los reportados por otros autores para sedimen-
tos superficiales. Por ejemplo, Mancuso et al. (1990) reportaron valores de
biomasa microbiana para los sedimentos de un ecosistema antartico en el
intervalo de 0.06 x 10° células g a 4.2 x 10° células g”, mientras que
Rajendran et al. (1994) reportaron valores entre 0.25 x 10% células g"'y 1.35 x
10® células g™ para sedimentos costeros contaminados de la bahia de Osaka.
Por su parte, Aguifiga-Garcia (1999) determiné valores de biomasa bacteriana
entre 9.3 x 10° células gy 4 x 10° células g™ para la regién deltaica del rio

Colorado, valores similares a los obtenidos en este trabajo.

Desde una perspectiva regional, los resultados obtenidos en el presente
trabajo indican que los sedimentos en la costa oeste del Golfo de California
tienen un mayor contenido de biomasa microbiana, seguidos de los sedimentos

de la costa este y finalmente la regién central (Tabla 5 y Figura 9). Esta
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distribucién esta probablemente determinada por el contenido de particulas
finas en los sedimentos, el cual es mayor en la region costera cercana a Baja
California (Carriquiry ef al., sometido). Carriquiry y Sanchez (1999) proponen
un modelo para la hidrodinamica de los sedimentos en el delta del rio Colorado
y norte del Golfo de California. El transporte de sedimento es de NE-SW, de la
costa de Sonora donde el oleaje es importante, hacia la costa de Baja
California generandose un centro de depositacion o “depocentro”. Dicho
depocentro se localiza alrededor de la estacion DUO8 (Fig. 9) donde se
encontré el valor maximo de biomasa bacteriana. Sanchez-Gonzélez (1997)
determiné que en la costa de Baja California los sedimentos son
predominantemente arcillosos, en la costa de Sonora son limos arcillosos y/o
arenosos y en la regién central son arenas finas.

Observaciones similares al presente estudio fueron realizadas por
Rajendran et al. (1992a) quienes en un estudio sobre la bahfa de Hiroshima
determinaron que la biomasa microbiana y la concentracion total de PLFA's era
mayor en los sedimentos costeros que en los sedimentos de la regién central

de la bahia.
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6.4. Estado fisiolégico de las comunidades bacterianas

Diversos autores han empleado las razones frans/cis de acidos grasos
monoinsaturados para determinar el estado fisiolégico de los microorganismos
en sedimentos acuéticos. Esta razén se ha encontrado que es menor a 0.1
para la mayoria de los cultivos bacterianos y los sedimentos que presentan
condiciones “ideales” para el crecimiento bacterjano (Perry et al., 1979; Gillan
and Hogg, 1984; Guckert et al., 1985 y Nichols ef al., 1986). Por otro lado, se
ha reportado que una razén mayor a 1 indica que los organismos estuvieron
expuestos a algun tipo de estrés (Rajendran ef al., 1992b; Rajendran et al.,
1994) o inanicién (Mancuso et al., 1990). Findlay et al. (1990a) realizaron un
estudio para determinar la respuesta de una comunidad microbiana ante
perturbaciones y encontraron una diferencia significativa entre los sedimentos
control y los sedimentos alterados. La razén trans/cis indicé que la comunidad
en estudio estuvo bajo estrés metabdlico, el cual pudo ser causado por
inanicién o andxia. Rajendran ef al. (1992b) encontraron valores para la razén
trans/cis del acido graso 16:109 en el rango de 0.1 a 0.2, lo que les sugirié que
las bacterias estuvieron expuestas a. algin estrés fisiolégico, el cual
atribuyeron a la contaminacion y a la escasa circulacion del agua que favorece
condiciones anodxicas en las bahia de Hiroshima. Rajendran et al. (1994)

determinaron valores para la razén trans/cis de 0.07 a 0.2 en la bahia de
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Osaka, sitio caracterizado por la presencia de descargas domésticas e
industriales a través de dos rios localizados en la parte NE. Estos autores
encontraron que en las zonas donde se localizaban las descargas la razoén era
mayor, mientras que para las partes mas alejadas a estas la razén disminuyo.
En el norte del Golfo de California la razén fue mayor a 0.1 (intervalo de
2 a 4), por lo que el acido graso frans en los sedimentos superficiales fue mas
abundante (1.9 a 4.6%) que el acido graso cis (0.6 a 1.3%). La presencia de
condiciones ambientales extremas como inanicién, bajos niveles de oxigeno,
incremento de la temperatura o gran movilidad del sustrato, promueven la
produccion de acido graso trans (Findlay y Dobbs 1993). Sanchez-Gonzalez
(1997) determin6 que existe un transporte neto de sedimentos y materiales en
direccion N-S a lo largo del margen este y oeste del Golfo de California,
ademas de un movimiento dominante de sedimentos en direccion NE-SW de la
costa de Sonora a la de Baja California. La constante resuspension y
depositacién de sedimentos en la region puede ser una de las causas de los
elevados valores de 4cidos grasos frans. Por otro lado, Aguifiiga-Garcia (1999)
encontré valores entre 0.2 y 1.2 para los sedimentos el Alto Golfo de California.
Este autor sugiere como posible productor de acidos grasos trans a la
resuspension y depositacién de sedimento, que es caracteristico de la zona del

Alto Golfo de California.
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Findlay et al. (1990a) hicieron un estudio para determinar la respuesta
de una comunidad microbiana a ser perturbada. Determinaron que la respuesta
inmediata a la perturbacién fue una disminucion en la tasa de crecimiento y un
cambio en el estatus metabélico hacia la sintesis de fosfolipidos mientras que
la biomasa no se afect6. Unas horas después, la tasa de crecimiento aumenté
y la biomasa microbiana disminuyé hasta en un 75% y a las 8 horas del
experimento la biomasa regresé a su nivel inicial. Una de sus conclusiones fue
que los grupos de PLFA’s asociados con grupos funcionales de microorganis-
mos varian en su respuesta a la perturbacion. Con este estudio se ve la
importancia que tiene una perturbacién en la ecologia de la comunidad
microbiana del bentos.

El presente estudio fue realizado en el Golfo de California durante
condiciones de verano; en esta época del afo la temperatura del agua es mas
elevada, por lo que no se descarta la posibilidad de que en otra estacion del
afio cuando las condiciones del medio ambiente cambien, pueda existir un

cambio en las comunidades microbianas.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se encontraron grupos bacterianos en los sedimentos
superficiales del norte del Golfo de California correspondientes a (1) bacterias
anaerobias Gram-positivas y bacterias sulfatoreductoras, (2) bacterias aerobias

y (3) un grupo mixto de bacterias anaerobias y aerobias.

Los sedimentos superficiales del norte del Golfo de California se
clasificaron en tres regiones. La Regién 1 representa condiciones anéxicas, la
Region 2 condiciones tanto 6xicas como andxicas, y la Region 3 condiciones
éxicas. Sin embargo, la distribucién espacial de estas regiones no es tan clara
como lo reportado por otros autores (Rajendran et al., 1992 a y b; 1994) donde
los gradientes de las comunidades bacterianas son mas claros, posiblemente
debido a que en dichos estudios los gradientes de las propiedades

fisicoquimicas (temperatura, pH, Eh, sulfuro) del sedimento son mas marcados.

La dindmica de los sedimentos superficiales del norte del Golfo de
California juega un papel importante en la distribucién de la biomasa bacteriana,
determinando mayores biomasas en las regiones costeras y menores en la

region central.
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