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RESUMEN

La materia organica disuelta (DOM por sus siglas en inglés) en el mar constituye un
reservorio de carbono tan grande como el CO, atmosférico y tiene una composicion
guimica desconocida parcialmente y variable, que incluye a compuestos y moléculas
de diferente tamarfo y de distinta vida media. En este trabajo intentamos disminuir la
variabilidad del DOM tratando agua de mar con ozono, carbon activado y la
combinacion de los dos ultimos para disminuir la cantidad de DOM labil antes de su
uso con bioensayos con bacterias marinas. Encontramos que el carbén activado
resultdo ser el tratamiento mas eficiente removiendo hasta un 41% del DOC labil
original. Cuando evaluamos el efecto de la concentracion y del diferente tamafio
molecular del DOM (>70 kDa y <70 kDa) en el consumo total de oxigeno y la tasa de
respiracion de bacterias marinas, encontramos que ambas variables; concentracion y
tamafio molecular tienen un efecto en el metabolismo de las comunidades de
bacterias que inoculamos. Nuestros resultados sugieren que ambas caracteristicas,
es decir, la concentracion del DOM asi como su composicion tienen un efecto en la

capacidad de las bacterias marinas para degradar la materia organica disuelta.

Palabras clave: Remocion, concentracion, Carbono Organico Disuelto.
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INTRODUCCION

La materia organica disuelta (DOM por sus siglas en inglés) constituye un reservorio
dindmico de carbono organico cuya magnitud es comparable al CO, atmosférico y el
interés de su estudio esta ligado al ciclo del carbono global y el clima del planeta
(Hansell y Carlson, 2015). Los componentes clave en el ciclo de la materia organica
en la biosfera son tres, produccion, transformacion y degradacion. En ecosistemas
acuaticos, las bacterias heterotréficas participan en las tres etapas y son las
principales responsables de la mayor parte de la degradacion de la materia organica

(del Giorgo y Davis, 2003).

Una fracciéon muy grande (~50%) del carbono organico producido por fotosintesis se
convierte en carbono organico disuelto (DOC por sus siglas en inglés) distinto del
producto fotosintético. No se conoce bien estos mecanismos de trasformacion que
estan controlados en gran parte por diferentes interacciones troficas (Azam et al.,
1983; Pomeroy et al.,, 2007) De tal manera que es necesario conocer su destino
biogeoquimico que esta vinculado con los mecanismos de produccién de carbono
organico por fotosintesis, transformacion fisicoquimica y biolégica y la respiracion del
DOC. La mayor parte del DOC proviene de la fotosintesis del fitoplancton marino y la
diversidad de los compuestos organicos producidos es enorme (Bertilsson y Jones,
2003; Pomeroy, 1974) A priori esperariamos encontrar que todos los compuestos
organicos producidos en las células de los organismos unicelulares y superiores,
sean introducidos al agua de mar de una u otra manera. El tamafio o peso molecular
de la DOM es mencionado con frecuencia como un factor importante que influye en

la utilizacion microbiana de DOM (Amon y Benner, 1996). Aunque la identificacion
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de compuestos organicos individuales y grupos de compuestos organicos en el agua
de mar se ha llevado a cabo desde hace varias décadas (Williams 1970; Liebes,
2009), estructuralmente solamente <10% del DOC de la superficie del mar y <5% del
DOC del océano profundo se han podido caracterizar a nivel molecular (Libes 2009;
Repeta, 2015). Se han realizado intentos para obtener informacion sobre el tipo de
materia organica disuelta (DOM) en el océano a través de su tamafo molecular.
Algunos métodos como el de filtracion tangencial han permitido la separacion de
compuestos disueltos en un amplio rango de tamafios moleculares que van desde la
fraccion <1000 daltones hasta 0.2 um (Brockmeyer y Spitzy, 2013); sin embargo, no
hay un consenso en lo que respecta a la definicion clara de un umbral entre los
compuestos de alto y bajo peso molecular. La mayoria del DOM (75 — 80%) esta
asociada a compuestos de bajo peso molecular (<1000 daltones o 1 kDa), aunque
dentro de la fraccion de alto peso molecular, los coloides llegan a aportar del 30 al
50% del total del reservorio del DOM. Este tipo de materia organica coloidal esta
Sujeta a interacciones que producen agregados espontaneamente y conducen a la
formacion de geles (Verdugo 2012; Wotton, 2004; Verdugo et al., 2004). Este tipo de
materia organica ha sido el foco de interés de la investigacibn porque son
potencialmente sitios donde se ha documentado alta actividad heterotrofica
bacteriana (Azam y Long 2001; Azam y Malfatti, 2010) y sirve como punto de partida
para la formacion de particulas de mayor tamafio que pueden salir de la capa
superficial del océano por hundimiento y es susceptible de transformaciones

fisicoquimicas entre la fase disuelta y particulada como respuesta a diferentes
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fluctuaciones ambientales como la radiacion solar, pH y temperatura entre otros

(Chen et al., 2015).

La vida media de los diferentes constituyentes del DOM es de una escala muy
amplia. Algunos constituyentes son mineralizados por bacterias heterétrofas en una
escala de minutos y son los compuestos mas labiles (LDOM), los semilabiles
(SLDOM) son degradados en dias 0 meses y existen otros que por su resistencia a la
degradacion tienen una vida media de milenios y son refractarios (RDOM) (Jiao et
al., 2014; Osterholz et al., 2015). Este ultimo tipo de compuestos constituyen la base
para plantear el concepto de la bomba microbiana de carbono (BMC) (Jiao y Azam,
2011; Lechtenfeld et al., 2015). La BMC es un mecanismo biolégico propuesto
recientemente que explica la dinamica del DOC y su transformacion y secuestro en
los océanos. El secuestro de carbon por la formacién de materia organica refractaria
(RDOM) es una propiedad béasica en ecosistemas marinos, similar a lo que se ha
descrito para ambientes terrestres (Maier et al., 2009). Cambios en la abundancia o
composicién del reservorio de DOM pueden actuar como presiones selectivas que
estructuran las comunidades microbianas naturales en estos sistemas. Por otro lado,
cambios en la composicion y estructura de comunidades microbianas pueden
también impactar en la abundancia y composicion del reservorio marino de DOM
conduciendo a la acumulacion de diferentes RDOM con diferentes edades o
persistencia en distintos ambientes (Dang y Jiao, 2014). Recientemente ha aparecido
informacion que sefiala que la degradacion de materia organica disuelta en el océano
profundo pudiera ser un problema de baja dilucion extrema del DOM en lugar de la

recalcitrancia del RDOM (Arrieta et al. 2015). En este trabajo colectamos agua a 600
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y 1200 metros de dos estaciones oceanograficas en La Corriente de California para
separar la DOM en dos fracciones (<70 kDa y <70 kDa) y evaluar el efecto de su
concentracion y tamafio en la respiracion de poblaciones de bacterias marinas

costeras.

HIPOTESIS

Tanto el tamafio molecular de las diferentes fracciones de la materia organica
disuelta (DOM) asi como su concentracion tienen un efecto en la capacidad
metabdlica de las bacterias marinas para la degradacion de la materia organica
disuelta del océano. Por lo que se espera que una mayor concentracion de DOM y
en la fraccion de tamafios mayores (>70 kDa) estimule la produccion bacteriana en

términos de abundancia y respiracion.

OBJETIVOS

1.- Examinar el efecto del tratamiento de agua de mar natural fresca y envejecida con
ozonificacion, carbén activado, y la combinacién de ozonificacién y carbén activado,
en la reduccion del contenido de carbono labil examinado por bioensayos de
consumo de oxigeno, y en el carbén organico total por combustion catalitica de

muestras de agua de mar.

2.- Evaluar el efecto en la capacidad de poblaciones naturales de bacterias marinas
para degradar la materia organica disuelta mediante el uso de bioensayos de
consumo de oxigeno, indculos de bacterias marinas y diferentes fracciones de

tamafio de DOM (>70 kDa y <70 kDa) de tres diferentes estaciones oceanograficas.
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METODOS

« Descripcion del area de muestreo.
Los sitios de muestreo corresponden a dos estaciones de monitoreo oceanografico,
la estacion Antares (116. 96° W y 31.37° N) y la estacion IMECOCAL 100.40
(117.44° W y 31.35° N) esta Ultima perteneciente al proyecto Investigaciones
Mexicanas de la Corriente de California (IMECOCAL) y ambas ubicadas al suroeste
de la Bahia de Todos Santos (Figura 1), los cuales fueron muestreados a finales del
mes de octubre. La hidrografia de la region se caracteriza por un flujo superficial
hacia el ecuador denominado Corriente de California (CC), que transporta agua
relativamente fria y con baja salinidad de la region subértica (Espinosa-Carredn et
al., 2001), la cual tiene influencia hasta los 300 metros de profundidad
aproximadamente (Checkley y Barth, 2009), y por un flujo subsuperficial hacia los
polos a lo largo del borde del talud continental, asi como por eventos de surgencia
costera impulsados por los vientos del noroeste durante la mayor parte del afo
(Mufioz et al., 2015; Durazo et al., 2010). A escala estacional, el Agua Subdrtica
domina durante la temporada del maximo de intensidad de surgencia en la primavera
y el verano mientras que la influencia de aguas tropicales y subtropicales se observa
comunmente durante finales de verano y otofio. Debido a esto, la regién surefia del
Sistema de la Corriente de California se considera como una zona de transicion
(Durazo et al.,, 2010). Las caracteristicas tipicas de la CC (bajas temperaturas y
salinidad y alta concentracion de oxigeno disuelto) cambian abruptamente hacia el

sureste, en frente de California, en donde hay una estructura salina compleja, o Zona
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Frontal Subartica, la cual se encuentra entre la CC y las masas de agua tipicas del

Agua Transicional del Pacifico Nororiental (Lynny Simpson, 1987).

Debido a que en el océano Pacifico no existe una region de formacion de masas de
agua, las aguas profundas se agrupan en una sola y las masas de aguas
superficiales e intermedias se vuelven mas complejas y numerosas. A lo largo del
margen oriental del Pacifico se distribuye una Unica capa de agua transicional y de
formacién de aguas intermedias en ambos hemisferios. Estas dos capas (superficial
e intermedia) de agua son el producto de aguas subpolares advectadas hacia el
ecuador a lo largo del margen oriental. Representando una transicién de aguas frias
subarticas a méas cdlidas y salinas, la masa de Agua Transicional del Pacifico
Nororiental (ENPTW) tiene un rango de salinidad de 33.8 a 34.3 y un rango de

temperatura de 11 a 20 °C (Emery y Meincke, 1986).

Ocean Data View

118°W  117.5°W  117°W 116.5°W  116°W
Figura 1. Mapa del area de muestreo, estacién Antares (e) y estacion IMECOCAL

100.40 (=).
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% Toma de datos hidroldgicos y colecta de muestras en campo
Durante el crucero OMCENS1015 (21 al 23 octubre 2015) se utilizd un perfilador de
conductividad, temperatura y profundidad (CTD por sus siglas en inglés) Sea-Bird
9Plus con fluorimetro (SeaPoint SCF), Altimetro (PSA-916D) y sensores de
temperatura (3plus), conductividad (4C) y oxigeno disuelto (Sea-Bird 43), asociado a
un sistema Sea-Bird 11Plus en cubierta para comunicacién en tiempo real. Los
lances de CTD se hicieron en conjunto con una Rosetta Sea-Bird Carousel 32 con
capacidad para 12 botellas Niskin de 5 litros. Para cada una de las estaciones se
registraron posicion geografica, profundidad, fecha, hora y profundidad maxima del
lance. Se obtuvieron muestras de la columna de agua para abundancia bacteriana,
carbono orgéanico particulado (POC), carbono organico disuelto (DOC) y carbono
organico disuelto labil (LDOC) unicamente en la estacién Antares. En este trabajo
nos enfocaremos principalmente en la estacion Antares y haremos una comparacion

con la estacion IMECOCAL 100.40.

« Abundancia bacteriana por conteo directo con el colorante fluorescente
DAPI (4’,6- diamino-2-fenilindol)
Se colectaron 10 ml de la muestra directamente de la botella Niskin en un vial de
centelleo, se fij6 con una solucién de formaldehido a una concentracién final de 2%.
Se filtr6 1 ml de la muestra a través de un filtro de policarbonato negro de 0.2 um de
tamafio de poro y 25 mm de diametro. Dicho filtro se monto en un portaobjetos con
15 pl de una soluciéon previamente preparada de DAPI (350 uL de glicerol, PBS 1:1,
50 pL de p-fenilenediamina al 0.1% y 5 pl de DAPI 150 pg ml ). La muestra fue

observada en un microscopio de epifluorescencia Carl Zeiss, con un aumento de
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100x, utilizando aceite de inmersion de baja fluorescencia y bajo a una luz de
excitacion de 358 nm y 461 nm. Se seleccionaron campos aleatorios hasta contar
2300 células por muestra. La abundancia celular se determiné utilizando la ecuacion

1.

= )

Donde X es el promedio de células por campo, F es el cociente entre el area del filtro

y el area de la rejillay V es el volumen filtrado de la muestra.

% Carbono organico disuelto (DOC)
La medicion de carbono organico disuelto se realiz6 a partir de 40 ml del filtrado
(<0.4 um) de las muestras de agua de mar, fijadas con 200 uL de &cido fosférico al
50% V/V vy refrigeradas por mas de cuatro horas. Luego se almacenaron en la
oscuridad y a temperatura ambiente en el laboratorio hasta su posterior

cuantificacién en un analizador de TOC/TNb Elementar modelo vario TOC cube.

% Cuantificacién de carbono organico disuelto labil (LDOC) mediante la
determinacion del consumo de oxigeno disuelto
Se colectaron muestras de agua de mar de diferentes profundidades de la estacion
Antares (20, 50, 100, 350 y 700 metros), las cuales se filtraron por un filtro de 0.8 um
de tamafio de poro y 47 mm de didmetro de filtro. Posteriormente se llenaron 10
botellas de vidrio para demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de 60 ml con
sensores para oxigeno “Planar Oxygen-Sensitive Spots” previamente colocados;

evitando introducir burbujas de aire. Las incubaciones de las botellas se llevaron a
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cabo durante 10 dias en la oscuridad en el laboratorio, sumergidas en agua para
evitar el ingreso de oxigeno a una temperatura entre 23 y 26 °C. Se registraron las
lecturas de la concentracion de oxigeno disuelto durante el periodo de incubacion
mediante un sensor o6ptico DP-PSt3-YOP y un sistema Fibox 4 (PreSens,
Regensburg, Alemania). Con estos datos se estimaron los valores de consumo de

oxigeno y su respectiva tasa de consumo, la cual se determin6 con la ecuacion 2.

Concentracion Ozjnciqii—Concentracién Ozfinal

Consumo de 0, (uM h™1) =

(2)

tiempo inicial—tiempo final

% Reduccién del contenido de DOM por tratamiento con ozono, carbén
activado y combinaciéon de ozono y carbén activado.
Se tom6 una muestra de 20 litros de agua de mar y se dej6 envejecer por tres
meses, se filtrd por un filtro GF/F. A partir de esta, se tomaron tres submuestras de
aproximadamente 5 litros en tres diferentes matraces bola. Cada matraz fue tratado
de diferente manera; el primero de ellos se ozonificO durante 24 horas y
posteriormente se ventild, es decir, se le hizo pasar un flujo de aire durante 24 horas
para eliminar cualquier residuo de ozono. Al segundo se le realizé el procedimiento
anterior y se le agregdé aproximadamente 10 gramos de carbén activado, luego se
ventild por 24 horas de igual manera que al tratamiento previamente descrito y
finalmente se filtré por un filtro de 0.2 um de tamafio de poro y 47 mm de diametro. Al
altimo matraz solo se le agregd carbén activado y después de 24 horas se le removio
por filtracién con un filtro GF/F y se ventil6 con aire filtrado durante 24 horas de la
misma forma que los tratamientos anteriores (ver anexo 1). Posteriormente se

tomaron muestras de DOC por duplicado para cada tratamiento. El carbono organico
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disuelto labil (LDOC) fue cuantificado mediante la determinacién de la disminucion de
la concentracion de oxigeno disuelto en el tiempo. Para ello se inoculé cada
tratamiento de agua descrito a una razon 1:10 con agua de mar costera filtrada por
un filtro de policarbonato de 0.8 um tamarfo de poro y 47 mm de didmetro. Con esta
agua inoculada se llenaron por duplicado 2 botellas de vidrio DBO de 150 ml con
sensores para oxigeno PreSens (previamente descritos) evitando introducir burbujas
de aire. Las muestras fueron incubadas en la oscuridad, sumergidas en agua para
evitar el ingreso de oxigeno. Se obtuvieron datos de consumo de oxigeno y se
estimaron sus respectivas tasas de consumo. Adicionalmente, se tomaron muestras
para la estimacién de abundancia de bacterias al tiempo inicial y al final. Se realizd
lo anteriormente descrito con una muestra de 20 litros de agua de mar fresca (ver
anexo 2), con el fin de comparar los diferentes tratamientos en dos tipos de agua de

mar.

% Respuesta de comunidades naturales de bacterias marinas costeras a la
adicion de diferentes concentraciones de DOM obtenida por filtracién de
agua de mar por 0.2 um y posteriormente por filtracién tangencial por 70

kDa.
Se colectd agua de mar de diferentes localidades. Una muestra de 10 litros de agua
de mar superficial de la costa frente a la Facultad de Ciencias Marinas, otra de la
estacion Antares a una profundidad de 600 metros y de la estacion de IMECOCAL
100.40 a una profundidad de 1500 metros. Las muestras fueron tratadas de igual
manera, primeramente se filtraron por un filtro de 0.45 um y luego por un filtro

Gelman de 0.2 um de tamafo de poro. La fraccion filtrada por 0.2 um se paso por el
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sistema de filtracion tangencial (SFT) KrosFlo Research lli TFF System, con un filtro
de 70 kDa para obtener un concentrado de 1 litro, que comprende a la fraccion de
DOM >70 kDa y < 0.2 um. Para poder concentrar el agua de mar, el SFT filtra el
agua dividiéndola en dos fracciones segun el filtro que se le coloque. En este caso,
filtra el agua a través de un filtro de 70 kDa, generando asi dos fracciones de agua; la
primera fraccion contiene DOM <70 kDa (permeado) y la segunda de ella contiene
DOM >70 kDa (concentrado). Se prepararon 4 diferentes diluciones y un control; este
altimo se preparé en algunos tratamientos con el agua de mar filtrada por un filtro de
0.2 um tamafo de poro, y en otros experimentos con agua de mar de la fraccion <70
kDa (Tabla I, I, lll, IV y V). Para el in6culo se tom6 una muestra de agua de mar de
la costa (1 litro) y se filtrd por un filtro de policarbonato de 0.8 um de tamafio de poro
y 47 mm de didmetro. Por cada dilucién y control se llenaron por duplicado las 10
botellas de vidrio tipo DBO de 60 ml con sensores para oxigeno “Planar Oxygen-
Sensitive Spots” previamente colocados; para evitar la introduccion de burbujas de
aire. Las muestras fueron llevadas al laboratorio y se incubaron en la oscuridad, se
sumergieron en agua para evitar el ingreso de oxigeno, manteniendo una
temperatura constante de 20°C. Se registraron las lecturas de concentracién de
oxigeno disuelto durante el periodo de incubacion mediante un sensor Optico DP-
PSt3-YOP y un sistema Fibox 4 (PreSens, Resenburg, Alemania). Se estimaron los
datos de consumo de oxigeno en el tiempo y se calculd su respectiva tasa de
consumo. Adicionalmente, se tomaron muestras para la estimacion de abundancia

de bacterias al tiempo inicial y final de incubacion.
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Tabla I. Tratamiento de agua de mar costera. El agua fue prefiltrada primeramente
por un filtro de cuerda conectado a un filtro GF/F calcinado y posteriormente por un
filtro de policarbonato de 0.2 um de tamafio de poro y en seguida varias veces por el
SFT a 70 kDa, hasta concentrarla 10 veces. El concentrado se diluy6é con agua de
mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro de la siguiente
manera 10:1, 1:2 1:5y 1:1. El in6culo utilizado consiste en agua de mar de la costa
filtrada por un filtro de policarbonato de 0.8 um de tamafio de poro. El control fue

agua de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro.

Agua de mar
Tratamiento del concentrada, Agua de mar Inéculo, agua
20Ua fraccion de filtrada 0.2 um | de mar filtrada
g DOM >70 kDa (ml) 0.8 um (ml)
(ml)
Muestra diluida
101 500 0 50
Muestra diluida 250 250 50
1.2
Muestra diluida 100 400 50
1.5
Muestra diluida 50 450 50
11
Agua de mar
filtrada por 0 500 50
0.2 um

Nota: ver anexo 3
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Tabla Il. Tratamiento de agua de mar 600 metros estacion Antares. El agua fue
prefiltrada primeramente por un filtro de cuerda conectado a un filtro GF/F calcinado
y posteriormente por un filtro de policarbonato de 0.2 um de tamafio de poro y en
seguida varias veces por el SFT a 70 kDa, hasta concentrarla 10 veces. El
concentrado se diluyé con agua de la fraccion <70 kDa (permeado) de la siguiente
manera 1:5, 1:10, 1:20 y 1:100. El inéculo utilizado consiste en agua de mar de la
costa filtrada por un filtro de policarbonato de 0.8 um de tamafio de poro. El control

fue con agua de la fraccion <70 kDa (permeado).

Agua de mar Agua de mar
Tratamiento del concer\,trada, perm.e'ada, Inoculo,.agua
a0UA fraccion de fraccion de de marr filtrada
g DOM >70 kDa | DOM <70 kDa | 0.8 um (ml)
(ml) (ml)
Muestra diluida 34 119 17
1:5
Muestra diluida
1-10 17 136 17
Muestra diluida
1:20 8.5 1445 17
Muestra diluida
1:100 1.7 151.3 17
Fraccion de
agua <70 kDa 0 153 17

Nota: ver anexo 4
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Tabla Ill. Tratamiento de agua de mar profunda (1500 metros) IMECOCAL estacion
100.40 experimento 1 El agua fue prefiltrada primeramente por un filtro de cuerda
conectado a un filtro GF/F calcinado y posteriormente por un filtro de policarbonato
de 0.2 um de tamafio de poro y en seguida varias veces por el SFT a 70 kDa, hasta
concentrarla 10 veces. El concentrado se diluyé con agua de mar filtrada por un filtro
de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro de la siguiente manera 10:1, 1:2 1.5y
1:1. El in6culo utilizado consiste en agua de mar de la costa filtrada por un filtro de
policarbonato de 0.8 um de tamafo de poro. El control fue con agua de mar filtrada
por un filtro de tamafio de

policarbonato de 0.2 pum poro.

Agua de mar

Tratamiento del concentrada, Agua de mar Inéculo, agua

a0UA fraccion de filtrada 0.2 um | de mar filtrada

g DOM >70 kDa (ml) 0.8 um (ml)
(ml)

Muestra diluida

C 101 315 0 35
Muestra diluida

C 12 175 140 35
Muestra diluida

C 15 70 245 35
Muestra diluida

C 110 35 280 35

Agua de mar
filtrada por 0 153 17
0.2 um

Nota: ver anexo 3
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Tabla IV. Tratamiento de agua de mar profunda (1500 metros) IMECOCAL estacion
100.40 experimento 2. El agua fue prefiltrada primeramente por un filtro de cuerda
conectado a un filtro GF/F calcinado y posteriormente por un filtro de policarbonato
de 0.2 um de tamafio de poro y en seguida varias veces por el SFT a 70 kDa, hasta
concentrarla 10 veces. El permeado (fraccién de agua <70 kDa) se diluyé con agua
de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro de la
siguiente manera 10:1, 1:2 1:5 y 1:1. El inOculo utilizado consiste en agua de mar de
la costa filtrada por un filtro de policarbonato de 0.8 um de tamafio de poro. El control

fue con agua de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro.

Agua de mar
. permeada, Agua de mar Inéculo, agua
Tratazlir;to del fraccion de filtrada 0.2 um | de mar filtrada
g DOM <70 kDa (ml) 0.8 um (ml)
(ml)
Muestra diluida
P 101 153 0 17
Muestra diluida
b 1:2 85 68 17
Muestra diluida
b 15 34 119 17
Muestra diluida
P 1:10 17 136 17
Agua de mar
filtrada por 0.2 0 153 17
um

Nota: ver anexo 3
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Tabla V. Tratamiento de agua de mar profunda (1500 metros) IMECOCAL estacién
100.40 experimento 3. El agua fue prefiltrada primeramente por un filtro de cuerda
conectado a un filtro GF/F calcinado y posteriormente por un filtro de policarbonato
de 0.2 um de tamafio de poro y en seguida varias veces por el SFT a 70 kDa, hasta
concentrarla 10 veces. El concentrado (fraccion de agua >70 kDa) se diluy6 con agua
de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro de la
siguiente manera 10:1, 1:2 1:5 y 1:1. El in6culo utilizado consiste en agua de mar de
la costa filtrada por un filtro de policarbonato de 0.8 um de tamafio de poro. El control

fue con agua de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um tamafo de poro.

Agua de mar Agua de mar
Tratamiento del conce_n,trada, permgada, Inoculo.agua
20Ua fraccion de fraccion de de mar filtrada
g DOM >70 kDa | DOM <70 kDa | 0.8 um (ml)
(ml) (ml)
Muestra diluida
101 180 0 20
Muestra diluida 100 80 20
1:2
Muestra diluida 40 140 20
1:5
Muestra diluida 20 160 20
1:1
Fraccion de
agua <70 kDa 0 180 20

Nota: ver anexo 4
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RESULTADOS

% Propiedades termohalinas y oxigeno disuelto en el area de muestreo

Temperatura [°C]
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Figura 2. Perfil de temperatura obtenido con CTD para la estacion Antares (e) y
estacion IMECOCAL 100.40 (v).

Las temperaturas maximas registradas fueron en superficie, con valores de 24.3 y
22.3 °C para las estaciones IMECOCAL 100.40 y Antares respectivamente. Las
minimas fueron de 2.7°C para la estacion 100.40 a una profundidad de 1600 metros,

mientras que para la estaciéon Antares la minima fue de 5.3°C a una profundidad de
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700 metros. Cabe mencionar que la estacion IMECOCAL 100.40 presentd una
termoclina mas profunda, a los 37 metros de profundidad comparada con la estacion

Antares, la cual fue a los 22 metros.

Salinidad
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Figura 3. Perfil de salinidad obtenido con CTD para la estacién Antares (e) y estacion

IMECOCAL 100.40 (v).

Los valores de salinidad en superficie fueron de 33.97 y 33.55 para las estaciones
IMECOCAL 100.40 y Antares respectivamente, valor que permanecié constante
hasta la profundidad de termoclina de cada estacién. Los valores maximos de

salinidad que se registraron fueron a los 700 metros con 34.37 en la estacion
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Antares, mientras que para la estacion IMECOCAL 100.40 fue de 34.58 a los 1600

metros.
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Figura 4. Diagrama TS realizado con las mediciones de la estacion Antares y

estacion IMECOCAL 100.40 durante el crucero. Se identifican las masas de agua:

Agua Transicional del Pacifico Nororiental (ENPTW), Agua Intermedia del Pacifico
Subartico (PSIW), Agua Superficial del Pacifico Subartico (PSUW) y Agua Profunda
del Pacifico (DPW).

El diagrama TS obtenido con los datos de CTD muestran la presencia de cuatro

masas de agua, dos de las cuales son de agua superficial (0 — 500 metros), una

llamada Agua Transicional del Pacifico Nororiental (ENPTW) con valores de salinidad
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entre los 33.8 y 34.3 y de temperatura valores de entre los 11 y 20 °C; y Agua
Superficial del Pacifico Subartico (PSUW) con valores de temperatura entre los 3 y
15 °C y de salinidad de entre 32.6 y 33.6; una masa de agua intermedia (500 — 1500
metros) llamada Agua Intermedia del Pacifico Subartico (PSIW) con valores entre los
33.8 y 34.3 de salinidad y de temperatura entre los 5y 12 °C y una masa de agua
profunda (1500 — 3000 metros) correspondiente al Agua Profunda del Pacifico
(DPW). (Emery, 2013; Durazo 2015). Aunque existe la sefal de estas cuatro masas
de agua en las estaciones, solo dos estan presentes en las profundidades a las
cuales se tomaron las muestras de agua, las cuales son PSIW en la estacion Antares

(600 metros) y DPW en la estacion IMECOCAL 100.40 (1500 metros).
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Oxigeno, SBE 43 [umol/L]
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Figura 5. Perfil de oxigeno obtenido con CTD para la estacion Antares (e) y estacion
IMECOCAL 100.40 (=).

Los valores de oxigeno registrados en superficie fueron de 222 y 208 uM para las
estaciones Antares e IMECOCAL 100.40 respectivamente, los cuales aumentaron
con la profundidad hasta alcanzar los 254 uM a los 34 metros en la estacion Antares
y 263 UM a los 50 metros en la estacion IMECOCAL 100.40. El ndcleo de la zona de
minimo oxigeno (ZMO) se registr6 a los 700 metros en la estacion Antares con
valores de 9.8 pM; mientras que para la estacion IMECOCAL 100.40 a los 735
metros con 10 pM. En ésta dultima, la concentracion de oxigeno aumento
paulatinamente con la profundidad hasta alcanzar los 50 uM a una profundidad de

1500 metros.
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Figura 6. Comparacion del consumo total de oxigeno en el tiempo entre la muestra
de agua de mar envejecida y muestra de agua de mar fresca tratadas con: ozono (a
y b); carbo6n activado (c y d) y ozono mas carbédn activado (e y f) durante las 99 horas

de incubacion en la oscuridad. Paneles izquierdos corresponden a las muestra de

32



agua envejecida y paneles derechos a la muestra de agua fresca. Las barras

muestran las desviaciones estandar de los duplicados por cada medida.

En la figura 6 se puede observar que las muestras de agua de mar envejecida (a) y
agua de mar fresca (b) con el tratamiento de ozono en general no revelaron un
comportamiento claro del consumo total de oxigeno, por el contrario se presenté una
aparente produccion de oxigeno por la descomposicion del ozono (Staehelln y
Holgné, 1985) el cual es mas evidente para la muestra de agua de mar fresca; por lo
gue no se pudo determinar el consumo total de oxigeno de la muestra para ninguno

de los dos casos.

Para el tratamiento con carbdén activado en la muestra de agua de mar fresca (d) se
observé una pendiente ligeramente mayor (0.12) que la grafica de agua de mar
envejecida (Figura 6 c, 0.08) lo que nos indica un consumo total de oxigeno total fue
mayor, con valores de 11.5 y 13 uM de oxigeno para muestra de agua de mar

envejecida y muestra de agua de mar fresca, respectivamente.

Para el tratamiento con ozono mas carbdn activado, el consumo total de oxigeno en
todo el periodo de incubacién para la muestra de agua de mar fresca (f) es
evidentemente mayor con 24.2 uM de oxigeno en comparacion con la muestra de

agua de mar envejecida (e) que presentd un consumo total de 17.3 uM de oxigeno.
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Figura 7. Tasa de consumo calculada de acuerdo a la ecuacion (2), con el
tratamiento de carbén activado (a y b) y ozono mas carbdn activado (c y d), durante
las 99 horas de incubacion en la oscuridad. Paneles izquierdos corresponden a las

muestra de agua envejecida y paneles derechos a la muestra de agua fresca.

Respecto a la tasa de consumo (Figura. 7) se observé que en general para los dos
tratamientos (tratamiento de carbon activado y ozono mas carbon activado) y en
ambas muestras de agua de mar (envejecida y fresca) el comportamiento fue
decreciente, es decir las tasas de consumo disminuyeron con el tiempo de

incubacion y permanecieron casi constantes después de las 20 horas de incubacion
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en el tratamiento con carbén activado, y de las 47 horas de incubacion en el
tratamiento con ozono mas carbon activado. Las tasas de consumo fueron
calculadas a partir de la pendiente de la regresion lineal obtenida entre el consumo
de oxigeno y el tiempo de incubacién (Tabla VI). Se estimaron tasas de consumo de
oxigeno de 0.8 pM h™y0.12 uM h* para las muestras de agua de mar envejecida (a)
y fresca (d), respectivamente, con el tratamiento de carbon activado, asi como de
0.12 pM ht y 0.24 uM h* para las muestras de agua de mar envejecida (c) y fresca

(d), respectivamente, con el tratamiento de ozono mas carbén activado.

Los resultados de concentracion de DOC para ambas muestras de agua (Tabla VI),
tomando como control el valor del agua envejecida y agua de mar fresca sin tratar,
revelaron que el carbono activado removié 10% y 41%, respectivamente. Para la
muestra de agua de mar fresca tratada con ozono mas carbdn activado se removio
22% del DOC. Sin embargo los tratamientos de ozono y ozono mas carbén activado
en la muestra de agua de mar envejecida, asi como el tratamiento de ozono en agua
de mar fresca, registraron un incremento de 0.9%, 11% y 9% de DOC,
respectivamente, respecto a sus controles. Respecto al consumo de oxigeno por
célula, se observa que el tratamiento con ozono mas carbén activado mostr6 mayor
consumo en comparacion con el tratamiento de carbén activado, tanto para el agua

de mar envejecida y como la fresca.
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Tabla VI. Consumo total de oxigeno, tasa de consumo (calculada de acuerdo a la

pendiente de la regresion lineal), abundancia bacteriana, consumo de oxigeno por

célula y DOC para la muestra de agua de mar envejecida y agua de mar fresca,

ambas filtradas por 0.2 um tamafo de poro, sin tratamiento (controles) y tratada con

ozono, carbon activado y ozono y carbén activado.

Tasa de
Consumo| consumo Abundancia Consumo de
Tipo de , total de de bacteriana oxigeno por | DOC
agua Tratamiento oxigeno | oxigeno (Células ml™) célula | (UM)
(M) | (uM h™h (pM Célula™)
Inicial Final
©Ozono —  |281x10*|2.47x10*| -~  |o18
Carbon 11.5 0.08 |4.01x10°|8.03x10°| 1.43x102 | 745
activado
Envejecida| Ozonoy
Carbén 17.3 0.12 |[1.38x10°|2.78x10°| 6.22x102 | 83.2
activado
Control 82.4
Ozono — | 7.40x10% | 7.40x10° 130
Carbon 13 0.12 |4.72x10°|4.84x10°| 2.69x102 | 70.6
activado
Fresca Ozonoy
Carbon 24.2 0.24 |1.06x10°|3.09x10°| 7.83x10? | 93.3
activado
Control 118.3

¢ Cuantificacion de carbono orgéanico disuelto labil (LDOC) mediante la

determinacion de la concentracion de oxigeno disuelto.
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Figura 8. Consumo total de oxigeno de la estacion Antares a las profundidades de 20

metros (a), 50 metros (b), 100 metros (c), 350 metros (d) y 700 metros (e) y consumo
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de oxigeno acumulativo (f) para todas las profundidades durante las 241 horas de

incubacioén en la oscuridad.

En la figura 8 se observa que la concentracion inicial de oxigeno de las muestras a
diferentes profundidades va desde los 150 y 105 puM. En general todas las muestras
y su respectivo duplicado tienen un comportamiento decreciente similar. Las
profundidades 50 (b), 100 (c) y 700 (e) metros, muestran mayor variabilidad en

comparacion con las profundidades de 20 (a) y 350 (d) metros.

Se puede observar que, respecto al consumo de oxigeno acumulativo (f) la muestra
a los 20 metros presentd un mayor valor, seguido de la de 350 y 50 metros, mientras
que las profundidades de 100 y 700 metros fueron las menores en consumir en

oxigeno.
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Figura 9. Tasa de consumo de oxigeno calculada de acuerdo a la ecuacion (2), de la
estacion Antares a una profundidad de 20, 100, 350 y 700 (a) y 50 (b) metros,

durante las 241 horas de incubaciéon en la oscuridad.

La tasa de consumo para cuatro de las profundidades (Figura 9) presenta un
decaimiento exponencial muy similar entre ellas. En la tabla VIl se observa que la
mayor tasa de consumo (calculado de acuerdo a la pendiente de la regresion lineal)

se registré en la muestra de 20 metros (0.07 pM h?), seguido por las muestras de
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350 (0.06 pM h™), 100 (0.03 pM h™') y 700 metros. La profundidad de 50 metros
registr6 mayor variabilidad, comportamiento que no se presentd en el resto de las
muestras; sin embargo, el promedio de la tasa de consumo calculada para esta

profundidad fue de 0.05 uM h™,

Células ml™
0.E+00 1.E+05 2.E+05 3.E+05 4.E+05 5.E+05 6.E+05 7.E+05

0 . . . . . . .
O O

100 @)

200

300

Profundidad (m)
=}
o

500

600

70 F O

800 *

Figura 10. Perfil de abundancia bacteriana de la estacion Antares.

En la figura 10 se observa un comportamiento esperado en la abundancia
bacteriana, es decir que esta decrece con forme la profundidad aumenta,

disminuyendo la abundancia hasta seis veces entre las muestras de 20 y 700 metros.
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Tabla VII. Consumo total de oxigeno durante 250 horas de incubacion para cada
profundidad de la estacion Antares y su tasa de consumo de oxigeno (obtenida por la

pendiente de la regresion lineal de todos los datos), abundancia bacteriana.

. Consumo total Tasa de Abundancia
Profundidad . consumo de :
(metros) de oxigeno oxfgeno b(lalcterlana_l1
(UM) (UM h'Y) (Células mI™)
20 18.7 0.07 5.81x10°
50 12.5 0.05 5.45x10°
100 10.3 0.03 1.80x10°
350 135 0.05 1.41x10°
700 9.1 0.03 7.89x10"

En la tabla VIl se observé que respecto al consumo total de oxigeno y a la tasa de
consumo, la muestra de 20 metros presenté mayores valores, seguido por la muestra
de 50 metros, aunque en esta Ultima, la tasa de consumo revel6 una gran
variabilidad en los datos (Fig. 18). La muestra de 350 metros mostré mayor consumo
total de oxigeno en comparacion con la muestra de 100 metros, sin embargo, la tasa
de consumo de ambas muestras fue muy similar. La muestra de 700 metros registro
el menor consumo y tasa de consumo de oxigeno. Respecto a la abundancia
bacteriana, esta también disminuyd hasta seis veces conforme la profundidad

aumentaba entre las muestras de 20 y 700 metros.
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% Respuesta de comunidades naturales de bacterias marinas costeras a la

adicion de diferentes concentraciones de DOM obtenida por filtracion de

agua de mar por 0.2 um y posteriormente por filtracion tangencial por 70

kDa.
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Figura 11. Consumo total de oxigeno (a) y consumo de oxigeno acumulativo (b) de

comunidades de bacterias marinas costeras sometidas a diferente concentracion de
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DOM, durante 102 horas de incubacion en oscuridad. La concentraciéon de DOM se
realizé por SFT y el control y las diluciones se realizaron con agua de mar filtrada por

un filtro de 0.2 um tamario de poro.

De acuerdo a la figura 11 se observa claramente que el mayor consumo total de
oxigeno se presentd en las muestras con mayor volumen del concentrado, es decir,
la fraccion de DOM >70 kDa. El tratamiento 10:1 consumi6 33.2 uM de oxigeno en
las 100 horas de incubacion, casi el doble que la muestra control, seguido de las
muestras al 1:2 y 1:5 con 23.5 y 19.3 uM de oxigeno, respectivamente. Finalmente la
dilucién al 1:10 tuvo un consumo total oxigeno de 12.7 uM, incluso menor que el

control con 18.7 uM de oxigeno.
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Figura 12. Tasa de consumo de oxigeno de comunidades de bacterianas marinas
costeras sometidas a diferentes concentraciones de DOM [1:10, 1.5 (a) y 1:2, 10:1
(b)] calculada de acuerdo a la ecuacion (2) durante las 102 horas de incubacion en
oscuridad. El control y las diluciones se realizaron con agua de mar filtrada por un

filtro de policarbonato de 0.2 um tamafio de poro.

Las tasas de consumo de la muestra de comunidades costeras de bacterias marinas

(calculada de acuerdo a la pendiente de la regresion lineal) para los tratamientos
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cuya DOM es mas diluido 1:10, 1:5 y el control (figura 12) no presentaron un
comportamiento claro, el cual estuvo aparentemente relacionado con la temperatura
que varié durante el dia entre los 22 a hasta los 25 °C durante las 102 horas de
incubacion. La tasa de consumo calculadas para estas muestras fueron de 0.19, 0.14

y 0.19 pM h™! respectivamente.

Para los tratamientos cuya concentracion de DOM seria mayor 1:2 y 10:1 la tasa de
consumo decrecié con el tiempo debido probablemente al agotamiento de sustrato
labil, a la acumulacién de metabolitos y/o algin otro mecanismo de inhibicion de la
actividad metabdlica. La tasa de consumo calculadas a través de la pendiente de la
regresion lineal fueron de 0.22 pM h™* y de 0.30 uM h™* para el tratamiento 1:2 y 10:1

respectivamente (Tabla VIII).

En la Tabla VIl se observa que respecto al consumo total de oxigeno y tasa de
consumo (calculado a partir de las pendientes de las regresiones lineales), el
tratamiento 10:1 presentd mayores valores, seguido los tratamientos 1:2 y 1:5, patron
gue se mostré también para la tasa de consumo. El control registr6 un mayor
consumo de oxigeno y tasa de consumo en comparacién al tratamiento 1:10.
Respecto a la abundancia bacteriana se obtuvo mayor abundancia celular en las
muestras tomadas al tiempo final para todas las muestras diluidas, en comparacion
con el tiempo inicial. EI consumo de oxigeno por célula es mayor para la dilucién de

1:2 y menor para la dilucion 10:1.
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Tabla VIII. Consumo total de oxigeno, tasa de consumo de oxigeno (calculada por la

pendiente de la regresion lineal de todos los datos), abundancia bacteriana y

consumo de oxigeno por célula para las diluciones de la muestra de agua de mar

costera.
Tasa de Abundancia bacteriana | Consumo de
Consumo | . cumo de (Células ml™) oxigeno por
Dilucion total de . .
oxigeno (UM) OX|ger_110 Inicial Final CeIEJla 1
(UM h™) (pM Célula™)
Control
filtggl;ao.z 18.7 0.19 9.53x10° | 9.96 x10° | 1.88x107
pm
Muestra
diluida 12.7 0.14 5.45x10° | 6.24 x10° 3x10
1:10
Muestra
diluida 19.3 0.19 6.89x10° | 8.61x10° | 2.17x10%
1:5
Muestra
diluida 23.5 0.22 1.42x10° | 1.24 x10° 1.5
1:2
Muestra
diluida 33.2 0.30 2.56x10° | 3.05x10° | 6.13x10°
10:1
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Figura 13. Consumo total de oxigeno (a) y consumo de oxigeno acumulativo (b) de
agua de 600 metros de la estacion Antares inoculada con comunidades costeras de
bacterias marinas. El control y las diluciones se realizaron con el agua de mar de la

fraccion <70 kDa (agua permeada).

De acuerdo a la figura 13 en las primeras cuatro horas todos los tratamientos

tuvieron un comportamiento muy similar, sin embargo durante las Ultimas cuatro
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horas de incubacién, la muestra diluida 1:5 es la Unica que mostré un
comportamiento diferente a las demas presentando un menor consumo total de
oxigeno. Esto se puede ver tanto en la grafica de consumo de total oxigeno (a) y

consumo de oxigeno acumulativo (b).
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Figura 14. Consumo total de oxigeno de los tratamientos de la estacion Antares a
una profundidad de 600 metros. Durante las primeras 4 horas de incubacion en
oscuridad (a) y las ultimas 4 horas de las 23 horas de incubacion en oscuridad (b). El
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control y las diluciones se realizaron con el agua de mar de la fraccibn <70 kDa

(permeado).

Para los tratamientos de la estacion Antares a 600 metros (Figura 14), durante las
primeras cuatro horas incubacion todos los tratamientos presentaron un
comportamiento muy similar, y durante las Ultimas cuatro horas de incubacion se
observaron diferencias. @ En general todos los tratamientos presentaron un
decremento en el oxigeno, sin embargo la muestra control (muestra con fraccion de
agua <70 kDa) presentdé el mayor consumo; mientras que la muestra diluida 1:5
mostré el menor consumo total de oxigeno. El resto de los tratamientos tuvieron un
comportamiento muy similar entre ellos durante las Ultimas cuatro horas de

incubacion.
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Figura 15. Tasa de consumo de oxigeno, calculada de acuerdo a la ecuacion (2) de

todas las soluciones de la estacion Antares a una profundidad de 600 metros.
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Se registr6 un decremento exponencial de las tasas de consumo de oxigeno de
todas las diluciones (Figura 25). Con base a la tabla IX, la mayor tasa de consumo, la
cual se determiné con las pendientes de la regresion lineal, se presentd en la
muestra control con 11.63 uM h™* seguido por las muestras de 1:100, 1:10 y 1:50 con
valores entre 9.9 y 10.34 pM h™; y finalmente con la menor tasa de consumo (5.88

UM h™) la dilucion de 1:5.

Tabla IX. Consumo total de oxigeno, tasa de consumo de oxigeno (calculada por la

pendiente de la regresion lineal de todos los datos), abundancia bacteriana y

consumo de oxigeno por célula de los tratamientos de la estacion Antares a 600

metros de profundidad.

H q Ct(c))?jludrgo ;)?:‘Jg% Abunda,ncia bactelriana Consumo de
Dilucion inc?;rt?zciéen oxigeno |de oxigeno (Células ml™) oxigeno
(LM) (UM h™h inicial final  |(pM Célula™)
Control DOM 0-4 7 1.75
<70 kDa 20 -23 35.2 11.69 |1.78x10°|7.22 x10°| 3.42 x10?
0-23 246.9 11.63
o 0-4 5.1 1.28
M“eslt_rfo‘z)"“'da 20 23 50.3 16.48 | 1.89 x10° | 4.07x10° | 6.07 x107
' 0-23 227.8 10.34
o 0-4 5.5 1.37
M“esgr%g"“'da 20 23 477 16.06 | 1.70 x10° |3.58 x10°| 6.09 x10°2
' 0-23 219.7 9.9
o 0-4 7.5 1.88
M“eSt{"_"lg"“'da 20 23 17.3 57 |2.41x10°|5.09 x10°| 4.85 x107
' 0-23 125.2 10.27
o 0-4 6.9 1.73
'V'“es”l"’_‘sd"“'da 20 23 53.8 17.88 | 2.32 x10° |8.71 x10°| 2.83 x10™
' 0-23 143.2 5.88
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En la Tabla IX se observa el consumo total de oxigeno y tasa de consumo calculada
con base en pendientes de la regresion lineal de todos los datos, en donde los
tratamientos 1:100 presentaron los mayores valores, seguido por los tratamientos
1:10, 1:50, la fraccion de agua >70 Da y 1:5. EI mayor consumo de oxigeno se
presento en las ultimas horas cuatro horas de las 23 horas de incubacion para todas
las diluciones. Respecto a la abundancia bacteriana todos los tratamientos
registraron mayor numero de células al tiempo final en comparacién con el tiempo
inicial. EI consumo de oxigeno por célula fue mayor para la muestra diluida 1:5,
mientras que el resto de las diluciones registraron un consumo de oxigeno entre 3 y

6 x102pM Célula™.
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Estacion IMECOCAL 100.40 1500 metros de profundidad, diluciones de la

fraccion de DOM >70 kDa y <70 kDa
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Figura 16. Consumo total de oxigeno de la estacion IMECOCAL 100.40. Diluciones

del agua permeada (fraccion de DOM <70 kDa) (a) y del agua concentrada (fraccion

de DOM >70 kDa) (c). Consumo de oxigeno acumulativo para las muestras diluidas

del agua permeada (b) y agua concentrada (d) a una profundidad de 1500 metros,

durante el tiempo de incubacién en oscuridad. El control y las diluciones se realizaron

con agua de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um de tamafio de poro.
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Para la muestra a 1500 metros de la estacion IMECOCAL 100.40, el consumo total
de oxigeno (Figura 16) mostré que aquellos tratamientos con menor volumen del
permeado (ay b) y por lo tanto mayor volumen de agua de dilucion (agua filtrada por
un filtro de 0.2 um tamafo de poro) presentaron un mayor consumo de oxigeno, muy
similar a la muestra control; tanto en el consumo de oxigeno (a), como en el
consumo acumulativo (b), la dilucion P 10:1 fue la que presenté un comportamiento
diferente al resto. Para los tratamientos con agua concentrada (c y d) en general
todas las diluciones tuvieron un comportamiento similar; se observé que las
diluciones mas concentradas, es decir aquellas en las que habia mayor volumen del
concentrado (fraccion de DOM >70 kDa) 10:1, 1:2 y 1:5 el consumo total de oxigeno
fue mayor. Sin embargo las diluciones de 1:2 y 1:5 tuvieron un comportamiento muy
similar al control (agua de mar filtrada por un filtro de policarbonato de 0.2 um de

tamafio de poro).
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Figura 17. Tasa de consumo de oxigeno calculada de acuerdo a la ecuacién (2) de
los tratamientos de la estacion IMECOCAL 100.40 a 1500 m del agua permeada
(fraccion de DOM <70 kDa) (a) y diluciones del agua concentrada (fraccion de DOM

>70 kDa) (b), durante el tiempo de incubacién en oscuridad.

La tasa de consumo para ambas fracciones de la muestra de agua, permeada (a)
(fraccion de DOM <70 kDa) y concentrado (b) (fraccion de DOM >70 Da), se

presentan en la figura 17. Aquellos tratamientos con menor volumen del permeado
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(fraccion de DOM >70 kDa) tuvieron una mayor tasa de consumo, muy similares a la
tasa de consumo de la muestra control. Los tratamientos C 10:1 y C 1:2 presentaron
las mayores tasas de consumo (calculadas de acuerdo a la pendiente de la regresion
lineal) de ambas fracciones de la muestra de agua, siendo el tratamiento C 10:1 la

primera en agotar el oxigeno disuelto presente en la muestra.

De acuerdo a la Tabla X, las abundancias bacterianas para la mayoria de los
tratamientos, presentaron mayores abundancias en el tiempo final que en el tiempo
inicial, exceptuando el tratamiento C 10:1. En general y de acuerdo a las anotaciones
hechas en el momento en que se observaron las muestras en el microscopio, las
bacterias en las muestras del permeado (fraccion de DOM <70 kDa) presentaron un
mayor tamafio comparado con las muestras del concentrado (fraccibn de DOM >70
kDa). Aunque el consumo total de oxigeno fue mayor para las diluciones del
concentrado, el consumo de oxigeno por célula fue mayor en las diluciones de las

muestras con agua permeada, exceptuando la muestra P 1:10.

55



Tabla X. Consumo total de oxigeno, tasa de consumo de oxigeno (calculada de
acuerdo a la pendiente de la regresion lineal), abundancia bacteriana inicial y final y
consumo de oxigeno por célula para los tratamientos de la estacion IMECOCAL
100.40 a 1500 metros de profundidad. El permeado es agua de mar filtrada por el
sistema de filtracion tangencial (fraccion de DOM <70 kDa) y el concentrado es la
fraccion de DOM >70 kDa.

COnSUMmo Tasa de Abundancia Consumo de

total de consumo bacteriana oxigeno por
Dilucién : de (Células mI™) o
oxigeno | no célula

(M) (ul\% h?) Inicial Final | (pM Célula™)

fﬁ:t(r):(;Z)IOAZQ:?n 193.2 953 |811x10° | 4.02x10° | 4.81x10?
M”esgri‘_ig“'da 201.1 957 |6.13x10° | 3.28x10° | 5.89 x10?
M”esgal _‘é"”'da 204.6 9.13 | 7.34x10° | 212x10° | 9.11 x10?
M“esgi _‘;"”'da 215.1 8.29 |5.16x10° | 3.28 x10° | 5.89 x10?
M“eiri‘o‘ﬂ“'da 224.9 421 | 1.81x10°|3.05x10°| 6.33x102
M“esé”f fc')'”'da 224.1 9.07 | 1.26x10°|2.95x10° | 6.55x10™
'V'“esgi _‘;"“'da 216.2 9.59 | 1.25x10° | 3.53x10° | 5.47 x10?
M“esgi _‘i"”'da 230.8 112 | 9.60 x10° | 4.67 x10° | 4.14 x10?
Mueséri‘o‘ﬂ“'da 236 12.95 | 4.69x10° | 3.48 x10° | 5.55x107
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e Estacién IMECOCAL 100.40 1500 metros de profundidad, agua de la

fraccién de DOM <70 kDa
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Figura 18. Consumo total de oxigeno (a) y consumo de oxigeno acumulativo (b) de
las diluciones de la estacion IMECOCAL 100.40 a una profundidad de 1500 metros,
durante el tiempo de incubacion en la oscuridad. El control y las diluciones se

realizaron con agua de mar permeada (fraccién de DOM <70 kDa).

En la figura 18 se registraron que de manera general todos los tratamientos

presentaron el mismo comportamiento a excepcion de la muestra control. Esta Ultima
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durante el mismo tiempo de incubacién no logré agotar por completo el oxigeno

presente, consumiendo aproximadamente la mitad que en el resto de las diluciones

(~140 uM de oxigeno)
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Figura 19. Tasa de consumo de oxigeno de los tratamientos de la estacion
IMECOCAL 100.40 a una profundidad de 1500 metros, calculada de acuerdo a la

ecuacion (2) durante el tiempo de incubacion en oscuridad. El control y las diluciones

se realizaron con agua permeada (fraccion de DOM <70 kDa).

De acuerdo a la tasa de consumo (Figura 19) se observa que al igual que el

consumo total de oxigeno, la muestra control presentd un comportamiento diferente

al resto de las diluciones, con la menor tasa de consumo de oxigeno de 6.83 pM h,

mientras que la tasa de consumo para las diluciones 1:10, 1:5 y 1:2 es de valores

desde 14.05 a 14.30 uM h™* mientras que para la dilucién 10:1 su tasa de consumo

fue de 13.69 pM h™,
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Tabla XI. Consumo total de oxigeno, tasa de consumo de oxigeno (calculada de
acuerdo a la pendiente), abundancia bacteriana (inicial y final), de las soluciones del
concentrado (fraccion de agua >70 kDa) de la estacion IMECOCAL100.40 a 1500
metros. El control y las diluciones se realizaron con agua permeada (fraccion de
DOM < 70 kDa).

Consumo Tasa de Abundancia
o total de consumo bacteriana Cons,umo de
Dilucion oxigeno de (Células mI™) oxigeno |
M oxigeno — : (pM Célula™)
(kM) (uM h) | Inicial Final
Coj;gongM 140 6.83 |1.63x10°|1.73x10°| 1.65 x10™
M“esirﬁ“lg"”'da 276.6 | 14.05 |4.82x10°|3.54 x10°| 7.82 x107
Muestra diluidal
276.8 14.23 |6.41 x10°|4.35 x10°| 6.36 x102
1:5
Muestra diluidal
272.3 14.30 | 8.4 x10° |5.13 x10°| 5.31 x102
1:2
Muestra diluidal
101 267.5 13.69 |1.68 x10°(5.74 x10°| 4.66 x10%

En la Tabla Xl podemos observar que respecto al consumo total de oxigeno el
in6culo en la muestra control (DOM <70 kDa) presentd una mayor tasa de consumo,
sin embargo, debido a que el resto de las diluciones agotaron el oxigeno a las 20
horas, ya no se siguio midiendo para este. El resto de las diluciones presentaron una
misma tasa de consumo. Respecto a la abundancia bacteriana se tienen mayor
namero de células por mililitro en las muestras tomadas al tiempo final de la

incubacion para todas las diluciones, aumentando en la mayoria de ellas un orden de
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magnitud comparado al tiempo inicial. Asi mismo, las abundancias en el tiempo final
muestran un ligero incremento conforme se aumenta la proporcién del concentrado;
sin embargo, el consumo de oxigeno por célula denota mayor actividad en las
muestras mas diluidas. Este experimento muestra que las comunidades de bacterias
costeras inoculadas respondieron bien a las dos fracciones de materia organica

utilizada <70 kDa y >70 kDa.

DISCUSION

% Reduccién del contenido de DOM por tratamiento con ozono, carbdén
activado y combinaciéon de ozono y carbon activado.

El carbono orgéanico disuelto en el agua de mar constituye una fuente de sustrato
para bacterias heterétrofas marinas (Ogawa y Tanoue, 2002; Findlay, 2003) y
pueden llegar a producir diversos efectos en su metabolismo y crecimiento. El
estudio de bacterias marinas en cultivo debe de tener en cuenta el contenido de
carbono organico disuelto y particulado cuando se pretende estudiar bacterias en
cultivos monoespecificos o incluso trabajando con ensambles microbianos naturales.
ZoBell (1946) argumentd sobre el uso de agua de mar envejecida en la oscuridad
durante meses con objeto de reducir la variabilidad organica cuando preparaba el
medio que ahora se conoce como medio ZoBell. Sin embargo la reduccion del
contenido organico del agua de mar después de la filtracion y envejecimiento no
elimina por completo la posibilidad de que algun remanente organico permanezca en

el medio que se pretende preparar.
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En la primera parte de este trabajo evaluamos la eficiencia para remover el carbono
organico disuelto utilizando el envejecimiento de agua de mar, su tratamiento con
ozono, con carbén activado y la combinacién de ambos, evaluando el efecto de los

diferentes tratamientos en la respiracién de ensambles de bacterias marinas.

El tratamiento Unicamente con ozono en ambos tipos de agua de mar produce mas
DOC (por combustion catalitica) que cuando las muestras no son tratadas (control) y
que el resto de los tratamientos (Tabla VI). Aparentemente la oxidacion con ozono de
la materia organica, previa al andlisis del DOC por combustién catalitica con alta
temperatura introduce una cierta cantidad de DOC que no estaba presente en el
control. Aln si se considera el valor absoluto del DOC encontrado después del
tratamiento con ozono en ambas muestras, notamos que este valor no exceden la
cantidad de DOC tipica para aguas costeras (=150 uM) (Hansel y Carlson, 2015; Hill

y Wheeler, 2002).

La muestra de agua de mar fresca tratada con ozono registr6 130 uM de DOC en
comparacion con la muestra de agua de mar envejecida que registr6 91.8 uM. Este
comportamiento en el DOC con el tratamiento con ozono no estd del todo
comprendido. Es conocido que el ozono tiene un elevado potencial oxidante y ha
sido usado para desinfectar, ocasionando destruccién de la pared celular, dafios en
los constituyentes de acidos nucleicos, reacciones con radicales productos de la
descomposicion del ozono, entre otras y no elimina por completo el DOC e incluso
genera la liberacion de estos compuestos organicos presentes en el agua (Rakness,

et al., 1993; Rodriguez et al., 2008; EPA 1999). Asi mismo, el efecto del ozono sobre
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la muestra podria alterar la naturaleza quimica del DOC (Lee y Herichs, 1993)
haciéndolo mas labil y detectable durante el andlisis con el sistema de combustion
catalitica de alta temperatura usado (Sharp et al., 1993). Por otro lado también se
podria pensar en una contaminaciéon por carbono organico en el sistema de
ozonificacion, sin embargo esto no aparece en el tratamiento con 0zono mas carbon
activado, consideramos poco probable este efecto dado que el ambiente interno en la
camara y mangueras del sistema de ozonificacién constituye un ambiente altamente

oxidante que no permitiria la presencia de carbono reducido en grandes cantidades.

Al comparar la remocion de DOC entre tratamientos, el empleo de carbon activado
mostré diferencias significativas entre los valores de DOC de ambos tipos de agua
(Wilcoxon T-student p<0.05) indicando que en la muestra de agua de mar fresca
hubo apenas 3.9 yM mas de remocion que en la envejecida, es decir que el
envejecimiento del agua de mar por dos meses no tuvo un efecto significativo en la
reduccion del carbono labil (Tabla VI). Sin embargo esta comparacion es relativa
dado que estamos comparando una muestra de agua de mar costera fresca con otra
muestra costera tomada en otro momento y que ha sido envejecida. Este resultado
puede ser atribuido a la propiedad de adsorcién del carbon activado, a su gran
porosidad interna y la gran superficie de contacto para remover la materia organica
presente en el agua (McDougall, 1991; Reyes et al, 2006); no obstante, en este
estudio confirmamos que el tratamiento con carbono activado presento limitaciones
cuando se expone a altas y moderadas concentraciones de DOC. En el caso del

agua envejecida no se detectaron diferencias estadisticas entre este tratamiento y el
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de ozono (Wilcoxon T-student; p>0.05) sugiriendo que la remocion de DOC por

carbon activado es mayoritariamente de naturaleza labil.

De acuerdo con la figura 6 y con la comparacién estadistica entre los pares de datos
de los tratamientos para remover DOC (Wilcoxon T-student p>0.05) no hay
evidencias para asegurar un claro efecto del tratamiento cono ozono en agua de mar
fresca o envejecida en comparaciéon con el tratamiento con carbén activado y el
tratamiento con ozono mas carbdn activado. Probablemente esto es debido a la
conversion quimica de ozono a oxigeno bajo las condiciones de saturacion por ozono
que ocurre durante las primeras horas del tratamiento del agua (Staehelln y Holgné,
1985; Nadezhdin, 1988), lo cual no permitié calcular el consumo de oxigeno en estos

experimentos.

La combinacién del ozono y carb6n activado muestran una mayor degradacion de
materia organica labil para el agua de mar fresca (equivalente a 24.2 uM de O,) en
comparacion con el agua de mar envejecida (17.3 uM de O,, Wilcoxon T-student;
p<0.05).También revelan una mayor tasa de consumo de oxigeno (0.24 pM h™) para
el agua de mar fresca que para el agua envejecida (0.12 uM h™), durante las 99
horas de incubacion (Tabla VI). En general, este resultado implicaria que el déficit en
el consumo total de oxigeno y la tasa de consumo de oxigeno representa una

remocion del -50% del carbono Iabil unicamente por envejecimiento.

Cuando se evalua el efecto del tratamiento Unicamente con carbon activado para
agua de mar fresca y envejecida, también encontramos que el consumo total de

oxigeno es mayor en la muestra de agua de mar fresca (13 uM de oxigeno) que el de
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la muestra de agua de mar envejecida (11.5 pM de oxigeno Wilcoxon T-student;
p<0.05) indicando, como es de esperarse que la muestra de agua de mar fresca

contiene un mayor contenido de carbono labil.

% Respuesta de comunidades naturales de bacterias marinas costeras a la
adicion de diferentes concentraciones de DOM obtenida por filtracién de
agua de mar por un filtro de policarbonato de 0.2 um y posteriormente
por 70 kDa.

La disponibilidad de DOM para bacterias heterotréficas probablemente depende de
su composicién bioquimica y tamafio molecular y de la incidencia de otros factores
ambientales como la concentracion de nutrientes, la temperatura, la radiacion solar

etc. (del Giorgo y Davis, 2003; Santos et al., 2014).

Schwedt et al. (2015) comprobaron que bacterias marina heterotréficas son capaces
de proliferar con concentraciones bajas de DOC como las que se reportan en medios
marinos ultra oligotroficos. Estos autores estudiaron la especie marina de
Pseudovibrio sp. cultivandola en dos medios; agua de mar artificial ultra pura y agua
de mar natural oligotréfica. Encontraron que en ambos ambientes hubo crecimiento
bacteriano, inclusive en el sustrato de agua de mar ultra pura la cual contenia 4.4
umol C L™, el cual era mucho menor que en el cultivo de agua de mar natural

oligotréfica 83 pmol C L™.

Existen antecedentes de varios experimentos de dilucion de DOC que han sido
usados para evaluar la relacion de la concentracion de DOC en la ausencia de

cualquier cambio potencial en su composicion (Findlay, 2003). Amon y Benner (1996)
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aislaron materia organica de alto peso molecular (DOM >1000 Da) de muestras
cercanas a la costa del Golfo de México e hicieron tres diferentes diluciones para
examinar directamente los efectos de la concentracion en la ausencia de diferencias
en la composicion de DOM. Ellos encontraron un aumento aproximadamente lineal
en la produccion bacteriana y la respiracion con una concentracion creciente aunque
las pendientes para ambos procesos fueron menores de 1:1, ademas de que
moléculas de alto peso molecular mostraron mayor labilidad. Existe en la actualidad
una hipotesis que postula que el sustrato organico en aguas profundas es labil pero
no puede ser usado por procariotas a concentraciones menores a la que compensa
la inversion energética para su asimilacion y degradacion (Arrieta et al., 2015). Estos
autores pusieron a prueba la hipotesis de no deteccion de crecimiento significativo
en procariotas cuando se incrementa la concentracion de DOC, situacion que se
encuentra en aguas profundas donde el DOC es refractario. Encontrando que la
eficiencia del crecimiento mostraba una tendencia a incrementar con el aumento en
la concentracion de DOC en todos los experimentos, lo que sugiere un efecto
positivo de la concentracion que podria estar relacionado con el alivio de la limitacion

de sustrato.

En este trabajo se realizaron varios experimentos de respiracion con diferentes
muestras de agua de mar correspondientes a agua costera de la playa frente a la
Facultad de Ciencias Marinas, agua de 600 metros de la estacion Antares, y agua
profunda (1500 metros) de la estacion IMECOCAL 100.40, en donde se concentro el
DOC y posteriormente se inoculd con comunidades de bacterias heterotroficas

marinas de la costa.
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e Bioensayos con agua de mar costera, diluyendo la fraccion de DOM >70
kDa con agua de la estacion filtrada por 0.2 um tamafio de poro.

Para la muestra con agua de mar costera se observa un claro efecto positivo de la
concentracion de DOC en el metabolismo bacteriano (Figura 11), es decir, para
aguellas muestras diluidas con mayor volumen del concentrado (fraccion de DOM
>70 kDa) el consumo de oxigeno fue sustancialmente mayor (Tabla VIII), sin
embargo observamos que la respiracion no agoto la reserva de oxigeno disuelto de
la muestra. Esto puede deberse a la presencia de factores limitantes para la
degradacion del DOM y que incluyen la limitacidbn por nutrientes inorganicos y
vitaminas, la acumulacién de metabolitos en el bioensayo, mortalidad por lisis viral,
etc. (Carlucci y Pramer, 1959; Zweifel et al., 1993), asi como también la presencia de
una cantidad limitada de DOC labil. En esta situacion no es posible definir claramente
el mecanismo responsable. Sin embargo en las zonas costeras las condiciones que
normalmente se presentan son favorables para los organismos ya que son de los
ecosistemas mas productivos, es decir que es dificil esperar una limitacion de

nutrientes (Lara-Lara et al., 2008).

e Bioensayos con agua de mar de 600 metros de la estacion Antares,

diluyendo la fraccion de DOM >70 kDa (concentrado) con la fraccion de

DOM <70 kDa (permeado) e inoculando con bacterias de agua de la
costa.

En la muestra de agua de la estacion Antares a 600 metros de profundidad, (Figuras

13 y 14, Tabla 1X), el experimento se puede separar en dos partes de acuerdo al

tiempo de incubacién. En resumen los tratamientos que contenian una mayor
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proporcion del agua del permeado (fraccion de DOM <70 kDa) mostraron mayor
respuesta en términos de consumo de oxigeno de las bacterias que con respecto a la
fraccion de DOM >70 kDa. Es decir que los compuestos de bajo peso molecular,
procedente de esta muestra de la zona del minimo oxigeno, fueron mejor
aprovechados por las bacterias y reflejado en el mayor consumo de oxigeno. Esto
sugiere que la concentracidon y composicion de sustancias organicas en esta fraccion
de tamafio mostraron mayor labilidad y jugaron un papel importante en el crecimiento
bacteriano, sin embargo no se descarta la posibilidad de que posterior a la filtracion
tangencial dichas moléculas se hayan asociado a manera de geles que promovieran
el sustrato de la comunidad procariota (Wotton, 2004). El efecto que hemos
encontrado en este experimento se realizd con bacterias costeras expuestas a agua
de una region profunda. Se detectd que las comunidades costeras inoculadas
pueden degradar compuestos organicos de bajo peso molecular de los cuales
ignoramos su composicidn, a pesar de que la variacion en la concentracion podria

tener un claro efecto en su metabolismo.

Una comparacion multiple no paramétrica entre los datos de consumo de oxigeno de
las diluciones de la muestra procedente de la estacion Antares (600 metros) y su
control revelaron diferencias significativas entre las mediciones durante la primera
fase de incubacién (0-4 horas) y entre las 20 y 23 horas (Friedman ANOVA, p<0.05).
No obstante, durante las dos fases de incubacion ninguna de las diluciones fue
estadisticamente diferente del control (Wilcoxon z=1.6 y 1.8 respectivamente;
p>0.05) sugiriendo que la concentracion de DOM no afectd a la respiracion de las

bacterias durante el bioensayo.
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Por otra parte, no hay que descartar la posibilidad de que parcialmente la respuesta
de las bacterias hacia las diferentes fracciones de tamafio molecular de la materia
organica esté influenciada en parte por su composicion quimica y por las

caracteristicas fenotipicas y genotipicas del inoculo.

e Bioensayos con agua de mar de 1500 metros de la estacion IMECOCAL

100.40 diluyendo la fraccion de DOM >70 kDa (concentrado) y la fraccion

<70 kDa (permeado) con agua de mar de la estacion filtrada por 0.2 um y

la fraccibn de DOM >70 kDa (concentrado) con la fraccién <70 kDa
(permeado) e inoculando con bacterias de agua de la costa

Para la muestra de agua de mar de la estacion IMECOCAL 100.40 a 1500 metros se

realizaron tres experimentos con el fin de evaluar qué tipo de agua (permeado,

concentrado o agua de mar filtrada por 0.2 pm) tenia mayor efecto sobre la

respiracion bacteriana.

En general las muestras diluidas del concentrado para los tres experimentos
(fraccion de DOM >70 kDa) (Tabla X, Figura 16, Tabla XI, Figura 18) presentaron un
mayor consumo total de oxigeno y tasa de consumo de oxigeno en comparacion con
las muestras de la fraccion de DOM <70 kDa (permeado). El efecto de la dilucion
(Tabla X) sugiere que las tasas de respiracion son mayores cuando el contenido de
DOM incluye un volumen mayor de la fraccion completa (agua filtrada por 0.2 pum)
mientras que para las diluciones del concentrado (Tabla X y Xl) las tasas de
respiracion fueron mayores cuando el DOM incluye un mayor volumen de la fraccion

de DOM >70 kDa. El consumo de oxigeno en el concentrado y en el permeado

68



muestra un patron similar entre ellas, agotando el oxigeno en las primeras 25 horas.
Sin embargo, en el primer experimento la dilucién P10:1 fue la que presento la menor
velocidad de consumo de oxigeno. Esta muestra contenia un mayor volumen de
agua con DOM <70 kDa. Esto nos indica que al comparar estos dos experimentos, la
fraccion del DOM >70 kDa fue la que mostré mayor influencia sobre la actividad de
las bacterias marinas, ya que fueron estas diluciones las primeras en agotar el
oxigeno presente. Estadisticamente se observaron diferencias significativas entre el
control y todas las diluciones del permeado y el concentrado, excepto con la dilucién
C10:1 (Wilcoxon Z=0.7; p>0.05) con la cual se observé el mayor consumo de

oxigeno.

La comparacion entre los tratamientos demostrd que la proporcion de agua con DOM
>70 kDa es un factor que controla la actividad de la comunidad procariota. De esta
manera el contenido de DOC de la muestra de la estacion IMECOCAL 100.40 a 1500
metros, generalmente considerada como refractaria y que probablemente se
encuentra muy diluida, estimula la respiracion de bacterias procariotas cuando estas
tienen una mayor probabilidad de encuentro con el sustrato y menor inversion
energética para saturar el proceso de transporte al interior de la célula (Arrieta et al.,
2015). Esto nos indica que el DOM de la fraccibn de mayor tamafio puede ser
utilizado por bacterias marinas de la costa, y que ademas posiblemente la naturaleza
de la materia organica circundante a 1500 metros no es del todo refractaria como se

pensaba.

69



La preferencia de las bacterias por DOM concentrado de alto peso molecular,
seguido de la fraccion completa (filtrada por 0.2 um) y por dltimo de la fraccion de
DOM de menor peso molecular (<70 kDa) podria ser una caracteristica asociada a la
procedencia de las masas de agua presentes, la temporada climatica y el nivel de
produccion de la zona. El muestreo fue efectuado durante finales del verano e inicio
de otofio, temporada caracterizada por aun un predominio de estratificacion en la
columna de agua. No obstante, esta estacidn es considerada por sus niveles de
produccion como una zona mesotroéfica (Gaxiola-Castro et al., 2007a), la cual podria
tener cantidades moderadas de exportacion de material particulado que en bajo
ciertas condiciones fisicas y quimicas de la columna de agua podrian abastecer el
reservorio de DOM a mayores profundidades (Chavez et al., 2002; Gaxiola-Castro et

al., 2007b).

Estadisticamente en el caso de las muestras de la estacion IMECOCAL 100.40 se
observaron diferencias significativas entre el control y todas las diluciones del
permeado y el concentrado, excepto con la dilucién C 10:1 (Wilcoxon Z=0.7; p>0.05)

con la cual se observé el mayor consumo de oxigeno.

Tal como reportan Schwedt et al., (2015) las bacterias marinas pueden vivir en
ambientes con bajas concentraciones de DOC, aunque en este trabajo no
estudiamos ninguna especie 0 ensamblaje microbiano conocido en particular, si se
encontré respuesta de las bacterias marinas en medios con baja concentracion de
DOC. De acuerdo con Arrieta et al (2015) y Amon y Benner (1996), existe una

influencia de la concentracion de DOC en el metabolismo bacteriano, nuestros
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resultados concuerdan con ellos, sin embargo es importante mencionar que no solo
influye la concentracién del DOM en las muestras de agua de mar, sino que también
el tamafio molecular juega un papel importante y posiblemente la estructura de la

comunidad procariota presente.

CONCLUSIONES

Aunque existen varios métodos para la remocion de DOM en muestras de agua de
mar, hemos encontrado que no todos ellos son efectivos. El carbén activado es un
material adsorbente que se utiliza en diversos campos, y su utilizacion por si sola es
capaz de remover una mayor cantidad de DOC, en comparacion con otros métodos
como la ozonificaciébn que es un tratamiento utilizado para tratamientos de agua

residuales.

Por otro lado la concentracion de DOM de diferente tamafio molecular <70 kDa o >70
kDa tiene un claro efecto en el metabolismo de bacterias marinas costeras.
Encontramos que estas son capaces de metabolizar DOM de muestras de agua de
mar de 600 y 1500 metros, que presumiblemente tendria una mayor recalcitrancia
que la DOM de la zona euf6tica. Sin embargo la cantidad de DOM presente no es la
Unica variable a considerar. En algunas ocasiones las bacterias marinas tuvieron una
mayor preferencia por DOM de bajo peso molecular y en otras por DOM de alto
peso molecular, indicando que el tamafio y probablemente la composicion quimica
también juega un papel importante. Aunque no es facil explicar esta situacion ya que
desconocemos la variabilidad de la respuesta de los diferentes in6culos de bacterias

costeras que usamos.
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ANEXOS

Anexo 1 Reduccién del contenido de DOM por tratamiento con ozono,

carbon activado y combinacion de ozono y carbén activado para muestra

de agua de mar envejecida.

Muestra de agua de
mar envejecida (20 L)

h&‘ Mues.tra.de agua de mar
A “\.. envejecida filtrada por
GF/F (201)
\\._ - el /
\ 4
N s
H / | ! { H
N /N P EAS + 2N
/ A / \ / \ / \
o j U }
N\ - % N N .

Submuestra (51)
Tratamientocon
0zono

Submuestra (5L1)
Tratamientocon
Carboén activado

Submuestra (5L1)
Tratamientocon
Ozonoy Carbén activado

Todas las submuestras fueron
ventiladas por 24 horas después de
cada tratamiento
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Anexo 2 Reduccion del contenido de DOM por tratamiento con ozono,

carbdn activado y combinacion de ozono y carbdn activado para muestra

de agua de mar fresca.

Muestra de agua de
mar fresca (20 L)

,5[5]'< Muestra de agua de
”~ ~N .
7 mar fresca filtradapor
GF/F (20 L)
| e
v v
2 a
e ""‘| 1-—-». "‘I
H { | | { |
1IN /N 1IN + P R
/ X / \ / \ / \
NG ] ] N ] )
.~ 4 okgs \& - 2 oy,

Submuestra (51)

Submuestra (51)
Tratamientocon

Tratamientocon
Carbén activado

Submuestra (5L1)
Tratamientocon
Ozonoy Carbon activado

0zono

Todas las submuestras fueron
ventiladas por 24 horas después de
cada tratamiento
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Anexo 3 Respuesta de comunidades naturales de bacterias marinas

costeras a la adicion de diferentes concentraciones de DOM obtenida por

filtraciéon de agua de mar por un filtro de policarbonato de 0.2 pm y

posteriormente por 70 kDa.

l .

Equipo de Filtracién
Tangencial (FT)

Fraccién de agua
<0.2 um <70 kDa
(agua permeada)

Fraccién de agua
<0.2 um >70 kDa
(agua concentrada)

Muestra de agua de
mar (10 L)

. Muestra de agua de mar
filtrada por filtrode 0.2
um tamafio de poro

<€

< o

Agua de mar filtrada
porfiltrode 0.8 pm
tamafio de poro
(in6culo)

Agua de mar filtrada
por filtrode 0.2 pm
tamafio de poro.
(Controlyagua de
dilucion)
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Anexo 4 Respuesta de comunidades naturales de bacterias marinas
costeras a la adicion de diferentes concentraciones de DOM obtenida por

filtraciéon de agua de mar por un filtro de policarbonato de 0.2 pm y

posteriormente por 70 kDa.

Muestra de agua de
mar (10 L)

Muestra de agua de mar
S filtrada por filtrode 0.2
pm tamafio de poro

<€

Equipo de Filtracion
Tangencial (FT)

Fraccién de agua Fraccién de agua Agua de mar filtrada
<0.2 um <70 kDa <0.2 pm >70 kDa por filtrode 0.8 pm
(agua permeada) (agua concentrada) tama-n"io de poro
Utilizadatambién (inéculo)

como el controly
agua de dilucion
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