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Resumen

La diversidad procariota y la presencia de genes marcadores pueden ser utilizados como
indicadores de la salud de un ecosistema vy la exposicion de los microorganismos a diversos tipos
de contaminantes. La costa noroeste de Baja California (CNBC) es un area en la que se realizan
actividades antropogénicas que pueden ser fuente de diversos contaminantes, entre los que se
pueden encontrar los hidrocarburos y los antibidticos. En 2018 se llevd a cabo la campafia Bight,
donde se tomaron 33 muestras de sedimentos marinos en diferentes puntos a lo largo de la costa.
A cada muestra se le extrajo el ADN ambiental, el cual fue utilizado como templado para amplificar
A) la region V4 del gen ribosomal 16S ARNr y B) diferentes genes marcadores funcionales
relacionados con la degradacion de hidrocarburos y resistencia a antibidticos. Utilizando la
plataforma lllumina, se realizd una secuenciacion masiva de los amplicones obtenidos de la regién
V4 del gen ribosomal 16S ARNr. Las secuencias obtenidas fueron procesadas y analizadas con el
software QIIME2, revelando que la diversidad procariota presente en la CBC se compone por 68
phyla, donde Pseudomonadota fue el phylum mas abundante, seguido por Bacteroidota,
Crenarchaeota y Acidobacteriota, entre otros. También se encontraron a los géneros
Nitrosopumilus (arquea), Lutimonas y Desulfococcus como los géneros mas abundantes dentro de
las 33 muestras de sedimentos analizadas. Se realizd una inferencia metabdlica de las posibles
rutas presentes en cada estacién, haciendo uso del software PICRUST2. Este andlisis reveld la
presencia de 47 rutas implicadas en la degradacion de compuestos aromaticos, tres en la
degradacién de alifaticos y dos rutas implicadas en la resistencia a antibidticos. De los genes
funcionales implicados en la degradacion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos, se utilizaron
una alcano monooxigenasa (alkB) y aldolasa hidratasa (pahE), respectivamente. En el caso de los
genes de resistencia a antibidticos se utilizaron sull, CTX y gnrS. Mediante PCR de punto final se
busco la presencia de los genes mencionados en las 33 muestras de sedimentos marinos. Los
amplicones de los genes de degradacion de hidrocarburos se observaron en 14 estaciones para
alkB y 21 estaciones en el caso de pahE; en el caso de los genes asociados a la resistencia a
antibidticos estuvieron presentes en 16 estaciones (sull), 22 (CTX) y 8 (gnrS). Los resultados
permitieron conocer como es la composicidon procariota presente en los sedimentos marinos de la
CNBC, asi como inferir si tienen la capacidad de degradar hidrocarburos vy resistir antibidticos. Lo
descrito anteriormente nos permitid asociar la presencia de estos genes con la microbiota
existente, asi como elucidar la existencia de una relacién entre los genes marcadores funcionales
que fueron analizados y las dreas en Baja California en las que existe evidencia de una alta actividad
antropogénica.

Palabras clave: Diversidad procariota, genes funcionales, hidrocarburos, antibidticos.
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Introduccidn

Diversidad procariota y su relacién con el ambiente

Los procariotas son los organismos mas abundantes y filogenéticamente mas diversos que se
conocen, debido a que se encuentran distribuidos en dos de las tres divisiones de los organismos
vivos: Bacteria y Arquea. El océano es un ecosistema conocido por poseer una gran cantidad de
microorganismos que lo habitan, algunos de forma permanente y otros que son transportados
desde los ambientes terrestres (Oren, 2004). La abundancia de microorganismos dentro del
ambiente marino es desconocida, pero se tiene la estimaciéon de que la cantidad total de los
organismos procariotas se aproxima a 1 x 10%°, mientras que la concentracién bacteriana por
microlitro de agua superficial es alrededor de 1 x 103 (Flemming y Wuertz, 2019; Quéméneur et
al., 2020). En cambio, en los sedimentos marinos es donde se concentra la mayor parte de la
biomasa bacteriana, encontrandose abundancias totales que se estiman entre 2.9 x 10 a 5.4 x10%°
células, y las cuales representan entre el 0.8 al 3.6% de la biomasa total del planeta (Hoshino et al.,
2020; Rodgers et al., 2018). Aunqgue se tienen estas estimaciones de la presencia de organismos
dentro del ambiente marino, su abundancia y diversidad puede verse afectada debido a que
dependen de las condiciones propias del ambiente, como las propiedades fisicoquimicas, la
concentracién y calidad de nutrientes, la fuente de carbono y la presencia de contaminantes

(Rodgers et al., 2019).

La presencia de los organismos procariotas dentro del ambiente marino y los sedimentos es
importante debido a que su diversidad metabdlica los vuelve responsables de diversos procesos
dentro del mismo como la regulacién de ciclos biogeoquimicos, la mineralizacién de la materia
organica, la regulacién de niveles mas altos dentro de las redes tréficas, la degradacién de

compuestos organicos, entre otros (Oren, 2004; Birrer et al., 2019; Quéméneur et al., 2020).



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

Efecto de la contaminacién por hidrocarburos y antibiéticos en las comunidades microbianas

El ambiente marino, incluyendo los sedimentos, se encuentra en constante riesgo debido a que se
expone a la entrada de diversos contaminantes que provienen tanto de origen natural como
antropogénico, convirtiéndolo en uno de los ambientes mas fragiles del planeta (Batista et al.,
2014; Korpinen y Andersen, 2016; Caballero-Gallardo et al., 2021). Los contaminantes se
consideran casi omnipresentes en zonas costeras antropizadas y pueden llegar a generar un
deterioro no solo en las condiciones del ambiente y de los sedimentos, si no también, en las
comunidades microbianas (Tamburini et al., 2020). Entre los contaminantes que pueden estar
afectando al ambiente y las comunidades presentes se encuentran aquellos que han sido

clasificados como prioritarios y emergentes.

Contaminantes prioritarios

Los contaminantes prioritarios son aquellos considerados altamente téxicos, y que, en algunas
ocasiones, llegan a tener propiedades carcinogénicas y/o mutagénicas (Xu et al., 2018). Dentro de
esta clase de contaminantes se encuentran los hidrocarburos del petréleo, los cuales, son
naturalmente persistentes y recalcitrantes, y la mayoria son duraderos y estables dentro del
ambiente (Ossai et al., 2020). Los hidrocarburos se dividen en dos grandes grupos: Los alifaticos y

los aromaticos (Bamforth y Singleton, 2005).

Los hidrocarburos alifaticos se componen de cadenas de carbono que se pueden encontrar de
formas lineales o ciclicas (Fig. 1-A). Los compuestos pueden ser saturados o insaturados con
atomos de carbono que oscilan entre C6 a C40 (Tolosa et al., 2004; Sakary et al., 2012; Liu et al.,
2015). Los compuestos saturados son aquellos que estan formados por enlaces simples, mientras
que los insaturados tienen enlaces dobles o triples. Los alcanos son hidrocarburos alifaticos que
tienen en su estructura enlaces sencillos carbono — carbono, mientras que los alquenos y alquinos
poseen enlaces dobles y triples de carbono — carbono, respectivamente (Bhimabhai, 2018). Por su

parte, los hidrocarburos aromaticos son una clase de hidrocarburos insaturados que tienen en su
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estructura, al menos, un anillo de benceno. Algunos ejemplos de compuestos pertenecientes a los

hidrocarburos aromaticos son el benceno, tolueno, fenol, entre otros (Fig. 1 — B) (Speight, 2017).
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Figura 1. Ejemplos de hidrocarburos: A) alifaticos y B) aromaticos.

Dentro del grupo de los hidrocarburos aromaticos se encuentran los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), los cuales son contaminantes organicos que contienen dos o mas anillos de
benceno en su estructura y debido a que causan efectos adversos en la salud de los organismos y
del ambiente, la Agencia de Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos (U. S. EPA) colocd a 16
HAP en su lista de contaminantes prioritarios para su monitoreo desde 1979 (Fig. 2) (Zhang et al.,

2022).
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Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Flucreno Fenantreno
Antraceno Fluoranteno Pireno Benzo (a) antraceno
Criseno Benzo (b) flucranteno Benzo (k) fluoranteno Benzo(a)pireno
Dibenzo(a h)antraceno Benzo(g,h,i)perileno Indeno(1,2,3-cd)pirenc

Figura 2. Estructura quimica de los 16 HAP considerados contaminantes prioritarios por la U.S. EPA.

La presencia de estos contaminantes en los sedimentos marinos causa un impacto de
consideracion en las comunidades microbianas presentes. Algunos efectos que han sido descritos
como consecuencia de su presencia son la disminucién o modificacidén de la riqueza en especies,
uniformidad y diversidad filogenética e inhibicion de la biomasa microbiana. También se encontré
la existencia de una relacidon entre la presencia de hidrocarburos con la disminucién de genes
funcionales implicados en procesos importantes dentro del ambiente; un ejemplo estudiado es la
disminucién de genes funcionales con implicaciones dentro del ciclo del nitrégeno, lo que provoca

una interrupcion dentro del mismo (Cravo-Laureau y Duran, 2014; Xu et al., 2018).
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Contaminantes emergentes

Por otro lado, los contaminantes emergentes se describen como aquellos productos quimicos,
tanto de origen sintético como natural, que provoca efectos adversos sobre la salud humana y
ecoldgica pero que, comunmente no son controlados o regulados en el medio ambiente
(Zandaryaa y Frank-Kamenetsky, 2021). En aflos recientes se ha dado a conocer que la
concentracién de estos contaminantes se ha ido incrementando de manera no intencional, y que
es posible encontrarlos (de forma directa o residual) en casi todos los ambientes de todos los
continentes, incluido el ambiente marino (aus der Beek et al., 2016; Koch et al., 2021). Este tipo de
contaminantes entran al ambiente por diversas fuentes en las que se incluyen las aguas residuales,
actividades agricolas, uso de plaguicidas, hormonas y farmacéuticos de uso humano y veterinario

(Koch et al., 2021; Zandaryaa y Frank-Kamenetsky, 2021).

Uno de los farmacéuticos mas utilizados en diversos paises son los antibidticos, que desde su
introduccién en 1940 han sido empleados para el tratamiento de diversas infecciones bacterianas
menores y también potencialmente mortales (Szekeres et al., 2017; Yang et al., 2017; Zandaryaa y
Frank-Kamenetsky, 2021). Ademas de su principal uso como tratamiento de enfermedades
humanas y animales, también se utilizan para el tratamiento y la prevencion de enfermedades en
la acuicultura (Zhang et al., 2022). La presencia de antibiéticos dentro del ambiente marino
provoca un impacto en las comunidades microbianas, uno de los efectos que ha sido estudiado es
la reduccion de la abundancia bacteriana y las afectaciones en las diversas funciones ecolégicas,

ademas de la expansion de la resistencia a estos contaminantes (Ding y He, 2010).

Las actividades antropogénicas que se llevan a cabo en las zonas costeras han provocado que la
presencia de ambos contaminantes (hidrocarburos y antibiéticos) vaya incrementando, por lo que
cada vez es mas frecuente encontrarlos (Caballero-Gallardo et al., 2021). La entrada de estos
contaminantes a un ambiente tan sensible como lo es el ambiente marino puede provocar grandes
cambios. Una de las principales consecuencias de la combinacion de hidrocarburos y antibidticos

en las comunidades bacterianas es que las bacterias pueden evolucionar o compartir genes entre
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ellas mismas que las pueden ayudar a sobrevivir al estrés que pueden implicar para ellas mismas

(Caballero-Gallardo et al., 2021; Maurya et al., 2021).

Se han realizado estudios en donde se analiza cémo es la presencia y el comportamiento de
bacterias resistentes a antibidticos (BRA) y de genes de resistencia a antibidticos (GRA) en zonas
contaminadas por hidrocarburos aromaticos policiclicos (Maurya et al., 2021). En ellos se sugiere
que la interaccion de compuestos mutagénicos a nivel celular es importante en el desarrollo de
GRA en bacterias que en un ambiente normal (no contaminado) no desarrollarian, ademas se ha
encontrado que en un ambiente contaminado con HAP, la diseminacion de los genes de resistencia
en el agua de mar es mayor que en un ambiente no contaminado (Wang y Zhou, 2020; Maurya et

al., 2021).

Marcadores génicos o genes funcionales

Los avances realizados en las tecnologias de secuenciacién han revolucionado la deteccién de
genes de las comunidades ambientales con la realizacion de analisis metagendmicos. Estas
tecnologias son eficaces para conocer la informacion genética de las comunidades presentes en
una muestra ambiental (Valenzuela-Gonzélez et al., 2015; Birrer et al., 2019; J. Chen et al., 2019;
Navgire et al., 2022). Aunque su funcién es ayudar a revelar de manera efectiva la composiciéon de
la diversidad microbiana de los diferentes ecosistemas, no es posible utilizarlos como
identificadores de organismos con potenciales como la degradacién de hidrocarburos o de
resistencia a antibiodticos (Birrer et al., 2019; Liang et al., 2019). Para ello, se pueden utilizar los
genes metabolicos especificos o genes funcionales los cuales brindan una descripcion directa de la
capacidad metabdlica de las comunidades microbianas presentes en un ambiente (Thomas et al.,

2012; Liang et al., 2019).
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Marcador universal

El gen ribosomal 16S ARNr es un polirribonucledtido compuesto de aproximadamente 1500
nucledtidos que ha sido reconocido como un marcador universal debido a que se encuentra en
todos los organismos procarioticos conocidos y su estructura parece mantenerse por largos
periodos. Su secuencia contiene 9 regiones hipervariables de conservacién variable (V1 - V9)
(Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). Las regiones hipervariables del gen ribosomal 16S ARNr se
utilizan de forma regular en el estudio del microbioma, las mas conservadas son Utiles para
determinar los taxones de mayor rango, mientras que las regiones que evolucionan de forma

rapida ayudan a identificar el género o la especie (Bukin et al., 2019).

De las regiones hipervariables que componen el 16S ARNTr, las regiones V3-V4 son unas de las mas
utilizadas para la investigacion de la diversidad bacteriana en diversos ambientes, incluido el
ambiente marino. Ademas de que algunas plataformas de secuenciacién, como Illumina, suelen
utilizar la region V3-V4 para obtener la clasificacion taxondmica mediante la comparacién de estas
regiones con algunas conocidas y que estan disponibles en bases de datos publicos como NCBI,

SILVA, GreenGene, entre otras (Fadeev et al., 2021; Navgire et al., 2022).

Genes metabdlicos especificos

Los genes metabdlicos especificos o genes funcionales son una herramienta molecular que brindan
una descripcion directa de cudl es la capacidad metabdlica que poseen las comunidades
microbianas que se encuentran en un ambiente, por lo que el uso de estos genes puede dar un
indicio de como se encuentra el estado de salud del ambiente de interés (Thomas et al., 2012;
Liang et al., 2019). Existen diversos genes funcionales que codifican para una variedad de enzimas
implicadas en diversos procesos, como lo son la degradacién de diferentes tipos de hidrocarburos

y la resistencia a diversos antibioticos.

Existen genes que codifican para una variedad de enzimas del catabolismo aerdbico de
hidrocarburos. Algunos ejemplos son los genes almA/ladA, alkG, alkT y alkB que codifican para

alcano monoxigenasas implicadas en la degradaciéon de alcanos de cadena corta y larga
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(hidrocarburos alifaticos). También se tiene el ejemplo de los genes pheA, xyIM, bphAl, Nah y pahE
gue codifican para la fenol 2-monooxigenasa, xileno monooxigenasa, benceno 1,2-dioxigenasa,
bifenilo 1,2-dioxigenasa y naftaleno 1,2-dioxigenasa, que son ejemplos de enzimas que se pueden
encontrar en los genomas bacterianos implicados en la degradacién de hidrocarburos aromaticos

(Liu et al., 2015; Somee et al., 2022).

Estos sistemas enzimaticos tienen papeles importantes en la mineralizacién aerdbica de
hidrocarburos y representan una alternativa prometedora en la caracterizacion de las capacidades

de biorremediacién de los microorganismos (Liu et al., 2015).

El gen alkB codifica para la alcano monooxigenasa, es un gen predominante y corresponde a las
hidroxilasas del primer paso del metabolismo de los alcanos (Fig. 3) (Liu et al., 2015). Esta enzima
hidroxila los alcanos a alcoholes, los cuales se oxidan en acidos grasos y son catabolizados a través

de la via beta bacteriana (Nie et al., 2014).



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

NN

Octano

|
g '
1 l
OH

|
NN

Octano-1-ol

Acido octanoico

X

NN
Octano CoA

|

Figura 3. Ruta metabdlica de alcanos, con octano de ejemplo. Las enzimas implicadas en la ruta son: 1, alcano
monooxigenasa; 2, alcohol deshidrogenasa; 3, aldehido deshidrogenasa; 4, sintetasa; 5, CoA sintetasa (Modificado de
Das et al., 2023).

Por su parte, el gen que codifica para la aldolasa hidratasa (pahE) es un gen propuesto como gen
marcador para analizar la ecologia microbiana de la degradacién de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos. El gen pahE cataliza el quinto paso del proceso de degradacion aerdbica de los HAP
(Fig. 4), el cual es un paso importante, ya que es donde las bacterias comienzan a obtener energia

de la degradacién (Liang et al., 2019).
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Figura 4. Rutas metabdlicas de HAP, con naftaleno como ejemplo. Los productos resultantes son: Los productos
guimicos son |, cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno; Il, 1,2-dihidroxinaftaleno; I, 2-hidroxi-4-(2-oxo-3,5-
ciclohexadienil)-buta-2,4-dienoato; IV, trans-o-hidroxibencilidenpiruvato; V, salicilaldehido; VI, piruvato; VI, salicilato.
Las enzimas son PahA, naftaleno dioxigenasa; PahB, cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno deshidrogenasa; PahC, 1,2-
dihidroxinaftaleno dioxigenasa; PahD, 2-hidroxi-cromeno-2-carboxilato isomerasa; PahE, trans-o-hidroxi-bencilideno
piruvato hidratasa-aldolasa; PahF, salicilaldehido deshidrogenasa. Los circulos rojos indican el anillo aromatico activo,
el triangulo rojo indica la reaccién catalizada por pahE (Modificado de Liang et al., 2019).

Al igual que los genes implicados en la degradacion de hidrocarburos, los genes relacionados en la
resistencia a antibidticos presentan diversas enzimas o estrategias moleculares en su metabolismo
que les ayudan a resistir los efectos que impone cada antibiético. Ademas, no solo los productos
guimicos son catalogados como contaminantes emergentes, si no, también la presencia de GRA
en el ambiente natural. Actualmente el ambiente marino es considerado como un gran reservorio
de dichos genes, lo que provoca la aparicién de bacterias patégenas y la diseminacion de GRA entre

bacterias (Wang y Zhou, 2020).
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En la tabla | se describe el mecanismo de accidn de seis antibidticos y el mecanismo de resistencia

desarrollado por las bacterias, basado en los antibidticos mds prescritos y vendidos en Baja

California.

Tabla I. Antibidticos, mecanismo de accién y mecanismo de resistencia.

Antibiético

Mecanismo de accidn

Mecanismo de resistencia

Referencias

Amoxicilina

Inhiben la sintesis de la pared

celular e inducen la autdlisis

Produccién de betalactamasas,
que hidrolizan el anillo
betalactamico e inactivan el

antibiotico.

Caroff et al.,1999;
Sudrez y Gudio, 2009;

van Hoek et al.,2011

Cefalexina

Inhibicién de la pared celular

Produccién de betalactamasas,
que hidrolizan el anillo
betalactamico e inactivan el

antibidtico.

Das et al.,2019; van

Hoek et al.,2011

Sulfametoxazol

Inhibicion y sustitucién del
acido p-aminobenzoico por
sulfonamidas (Fig. 2). Inhiben la

replicacion celular

Modificacién de la forma del ac.

p-aminobenzoico para evitar la

inhibicidn por el antibiotico.

Antunes et al.,2005;
Ovung y Bhattacharyya,
2021

Trimetoprima

Inhibidor la enzima
dihidrofolata reductasa que
cataliza la reduccién del
dihidrofolato a
tetrahidrofolato, forma activa

del &cido félico

Modificacién de la enzima

dihidrofolata reductasa

Gleckman et al., 1981;
van Hoek et al., 2011

Ciprofloxacino

Evita la replicacion del ADN
bacteriano mediante la
inhibicion de la ADN girasay

topoisomerasa IV

Sobreexpresion de bombas de
expulsion naturales,
modificacién de la ADN girasa y
la topoisomerasa IV,
produccion de proteinas que
protegen la ADN girasay la

topoisomerasa IV.

van Hoek et al., 2011

11
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Inhiben la sintesis de proteinas
Metilacién del ARNr 23S
uniéndose a la subunidad Van Hoek et al.,2011;
Claritromicina mediante ARNr
ribosémica 50S, impidiendo la Lambert, 2012
metiltransferasas.
traducciéon del ARN mensajero.
Mutaciones en los ribosomas

Los genes presentes en las bacterias (GRA) se pueden dividir basandose en la clase de antibidticos
a los que otorgan resistencia, algunos ejemplos de genes son tet (tetraciclinas), erm (macrolidos),
aac (aminoglucdsidos), van (vancomicina), bla y ampC (betalactamicos), sul (sulfonamidas), gnrS
(fluoroquinolonas), CTX (cefalosporinas), entre otros (Caroff et al.,1999; Guo et al., 2018; Lu et al.,

2019; Zhang et al., 2022).
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Antecedentes

La deteccidon de contaminantes prioritarios como los hidrocarburos en la costa de Baja California
(CBC), ha sido estudiada por varias décadas (Macias-Zamora et al., 2002; Macias-Zamora et al.,
2014; Silva-Jiménez et al., 2018), y se ha detectado la presencia de hidrocarburos alifaticos y
aromaticos policiclicos en concentraciones considerables tanto en agua superficial marina como

en sedimentos marinos.

En 2002, realizaron un anélisis para determinar la presencia y abundancia de HAP en sedimentos
marinos extraidos de distintos puntos de muestreo dentro de la Bahia de Todos Santos (BTS) en
Ensenada. Algunos de los HAP que fueron reportados en los sedimentos marinos de BTS fueron
fenantreno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[alantraceno, y benzo[k]fluoreno. De los puntos de
muestreo, los autores reportan que las zonas con mayor concentracion de HAP total fueron el
cafién submarino ubicado entre Punta Banda y la isla Todos Santos sur y sus alrededores (Macias-

Zamora et al., 2002).

En otro estudio realizado en 2014 por los mismos autores, se identificd la presencia de
hidrocarburos alifaticos y aromaticos policiclicos en sedimentos marinos en la zona de descarga de
PEMEX en Rosarito y en la desembocadura del arroyo El Gallo en BTS, Ensenada. Los autores
reportaron la presencia de una mayor cantidad de hidrocarburos en la zona de Rosarito. Los
resultados que obtuvieron reportan la presencia de hidrocarburos alifaticos de tipo alcanos con
cadenas de C14 a C37. Mientras que de hidrocarburos aromaticos policiclicos reportaron que los
mas abundantes en Rosarito fueron benzo[alantraceno, pireno, criseno, indeno[1,2,3-cd]pirenoy
benzo[b]fluoranteno. En cuanto a los hidrocarburos encontrados en sedimentos de BTS, se
encontraron alcanos principalmente de C17 a C35, y de hidrocarburos aromaticos policiclicos los
mas abundantes fueron fluoranteno, benzola]pireno, y se destacé la alta concentracién de criseno

(Macias-Zamora et al., 2014).

En 2018, Silva-Jiménez y colabores realizaron un estudio donde se determind y cuantificé la
presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos en sedimentos marinos y en agua superficial en

zonas cercanas al puerto de Rosarito. Los resultados obtenidos por los autores describen
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principalmente la presencia de HAP de bajo peso molecular (naftaleno, fluoreno y fenantreno) en
el agua superficial, mientras que en los sedimentos marinos dominé la presencia de HAP de alto

peso molecular (fluoranteno, pireno y benzo[a]pireno) (Silva-Jiménez et al., 2018).

También se realizd un analisis de la presencia de contaminantes emergentes como los antibidticos
en dos zonas del Pacifico Norte: San Diego, California, USA y Tijuana B.C., México. El estudio se
centré en detectar la presencia de distintos genes de resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos (genes: gnrA, gnrB, qnrS, gepa, aac) en sedimentos marinos superficiales en las zonas
mencionadas anteriormente. Los autores realizaron una comparaciéon de cémo la presencia y
abundancia de los genes puede ser afectada por las temporadas secas y lluviosas de la regién. Los
resultados mostraron que la mayor abundancia de los genes se presenta después de la temporada
de lluvias, cuando los rios transportan una mayor cantidad de agua hacia el mar, ademas
encontraron que los sedimentos muestreados en la desembocadura del rio de Tijuana se
encontraron genes con mayor frecuencia que en el humedal muestreado en San Diego. Se reporté
que los genes con mayor presencia tanto en temporada seca como en temporada lluviosa fue gnrB
y gepA. Ademas, cuantificaron la presencia del gen gnrA haciendo uso de la técnica de PCR en
tiempo real, encontrando que la concentracion del gen en la desembocadura del rio de Tijuana es

mayor después de las lluvias (Cummings et al., 2011).

Los estudios de la estructura de las comunidades bacterianas son escasos en la Costa de Baja
California (CBC). Rosarito es el municipio que cuenta con los Unicos analisis de la diversidad
procariota marina utilizando métodos dependientes e independientes de cultivo (Silva-Jiménez et
al, 2018; Ul-Hasan et al, 2019). En 2018 se realizé un estudio que se centrd en identificar bacterias
con potencial para degradar pireno (hidrocarburo aromatico policiclico de alto peso molecular) en
sedimentos marinos y agua superficial en tres puntos de la zona del Puerto de Rosarito, B. C. Como
resultado fueron aisladas 52 cepas bacterianas, las cuales pertenecieron a los filos Bacillota (8%),

Actinomycetota (28%) y Pseudomonadota (64%) (Silva-Jiménez et al, 2018).

En otro estudio realizado en el mismo municipio de Rosarito, B. C., pero en la zona costera conocida

como Puerto Nuevo, los autores estudiaron la diversidad y abundancia de la comunidad procariota
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presente en la columna de agua y en sedimentos marinos en tres puntos distanciadas entre si
solamente por algunos metros. El procedimiento lo realizaron haciendo uso de la secuenciacion
masiva del gen ribosomal 16S ARNr en plataforma lllumina MiSeq. Los autores encontraron que la
comunidad procariota en la zona estd representada por un total de 50 filos, siendo
Pseudomonadota el filo mas abundante en la columna de agua, mientras que Bacteroidota lo fue
en las muestras de sedimentos. Reportaron que la diversidad procariota en los sedimentos es
mayor que la encontrada en la columna de agua, y que las muestras sedimentarias presentan
patrones de composicion similares entre si, pero diferentes a las de la columna de agua. Este
estudio muestra un poco como podria ser la diversidad procariota en sedimentos marinos y en la
columna de agua, ademas de ser un comienzo para conocer como se compone la comunidad

procariota dentro del ambiente marino de la costa de Baja California (Ul-Hasan et al, 2019).

Hasta el momento no se han realizado estudios de la capacidad de utilizar a las comunidades
microbianas y la presencia de genes marcadores como indicadores del estado de salud del
ambiente marino de la regidn en cuanto a la presencia de contaminantes emergentes como los
antibidticos. En cuanto a su uso como indicadores de la presencia de contaminantes prioritarios,
se han encontrado cepas bacterianas con la capacidad de crecer en presencia de pireno, y con un
posible potencial como degradadoras de este pero el objetivo del trabajo no fue utilizar a las

bacterias como indicadoras del estado de salud del ambiente.
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Justificacion

La costa de Baja California es una zona que tiene un alto impacto antropogénico debido a los
asentamientos y diversas actividades que se realizan a lo largo de la misma. Existen pocos estudios
sobre como se encuentra la salud ambiental de la CBC en cuanto a contaminantes prioritarios
como los hidrocarburos, y nulos estudios sobre la presencia de contaminantes emergentes como
los antibioticos. En cuanto a la estructura y funcién de las comunidades bacterianas en la costa es
muy poca y concentrada en una zona pequefia de toda la costa. Por lo que es importante conocer
como es la composicién estructural de las comunidades bacterianas, y si hay presencia de genes
implicados en la degradacion de hidrocarburos o en la resistencia a antibioticos. Todo lo anterior
puede ser utilizado como una forma de analizar el estado de salud ambiental de la costa de Baja

California en cuanto a la presencia de estos contaminantes.
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Objetivos

General
Conocer la diversidad procariota presente en los sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja
California (CNBC) e identificar genes marcadores implicados en la degradacidn de hidrocarburos y

resistencia a antibidticos.

Particulares
eConocer la diversidad procariota mediante la secuenciacién del gen ribosomal 16S ARNr en

sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

eRealizar inferencias metabdlicas hacia hidrocarburos y antibiéticos en zonas con mayor impacto

antropogénico.

e|dentificar la presencia de genes marcadores con funciones en la degradacién de hidrocarburos y

resistencia a antibidticos en sedimentos marinos en la CNBC.

Hipdtesis

Los sedimentos marinos de la CBC presentan una alta diversidad en su composicion procariota que
presentan genes funcionales implicados en la degradacion de diferentes tipos de hidrocarburos y
en la resistencia a antibioticos. La diversidad presente en los sedimentos, asi como la presencia de
los genes funcionales podran ser utilizados como indicadores de la existencia de estos

contaminantes en el ambiente marino de la CBC.
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Materiales y metodologia

Zona de estudio
Baja California se encuentra en la zona noroeste de México. Colinda al norte con California, E. U.

A., al sur con Baja California Sur, al este con el Golfo de California y al oeste con el océano Pacifico.

La circulacion ocednica del océano Pacifico en la costa oeste de Baja California es parte del Sistema
de la Corriente de California (SCC). La corriente de California (CC) perteneciente al SCC es una
corriente marina que proviene de Alaska (origen subartico) hasta la Peninsula de Baja California,
es una corriente superficial (0 — 200 m de profundidad), son aguas frias (10 °C—20 °C) y la salinidad
ronda entre los 32.5 — 33.8. Ademas, la CBC presenta surgencias estacionales (primavera y otofio)
que provocan la introduccidon de una mayor concentracion de nutrientes y oxigenos (Durazo, 2015;

Kurczyn et al, 2019).

Muestreo

En septiembre del afio 2018 se llevd a cabo la campafia Bight, donde se recolectaron 33 muestras
de sedimentos marinos a lo largo de la costa de Baja California (Fig. 5). Las muestras que fueron
analizadas en esta tesis fueron recolectadas desde la zona fronteriza de Estados Unidos-México
hasta la zona costera frente a la barra del Estero de Punta Banda (Ensenada, B. C.). Alolargo dela
costa oeste de Baja California, se encuentran tres puertos de importancia (Puerto de Rosarito, el
Sauzal y el Puerto de Ensenada), también se encuentran diversas plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) las cuales son responsables de sanear el agua. Para el proyecto, se tomaron
muestras con cercania a los diferentes puertos y PTAR presentes en la costa. En la tabla Il se
describen caracteristicas de cada punto de muestreo: coordenadas, referencia de la zona,

profundidad, entre otras.

18



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacidn de hidrocarburosy a la
resistencia a antibidticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

32.6°N §

32.4°N

32.2°N

32°N

31.8°N

H
2
S
]
3

117.2°W 117°W 116.8°W 116.6°W

Figura 5. Zona de estudio. En azul se representan las zonas donde se muestreo los sedimentos marinos, con
triangulos las zonas donde se encuentran las plantas de tratamiento de aguas residuales y con barco las zonas
portuarias con mayor importancia en la CBC.
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Tabla Il. Caracteristicas de las estaciones de muestreo.

Coordenadas de la
Profundidad* Division de
Estacion estacion Referencia de ubicacion Zona*
(m) profundidad*
Latitud Longitud
BO8 32.523 -117.1516 Playas de Tijuana Norte 18 Somero
Mirador Marlikas La
BO2 32.4876 -117.1575 Norte 24 Somero
Joya
Sur de Mirador Marlikas
B10 32.4797 -117.1525 Norte 21 Somero
La Joya
B0O9 32.441 -117.1341 | Real del Mar Golf Resort Norte 19 Somero
Este de la Isla Coronado
B44 32.4341 -117.2847 Norte 54 Intermedio
Norte
Playa Los buenos,
B14 32.4293 -117.1605 Norte 23 Somero
Tijuana
Este de la Isla Coronado
B26 32.4159 -117.2324 Norte 21 Somero
Sur
BO7 32.4086 -117.1367 Norte 20 Somero
Playa La bardita,
B13 32.3572 -117.0903 Norte 16 Somero
Rosarito
BO4 32.329 -117.0877 Muelle de Rosarito Norte 30 Somero
B18 32.2857 -117.0575 Fox Studio, Rosarito Norte 50 Intermedio
B28 32.2666 -117.0546 El Descanso, Rosarito Norte 68 Intermedio
Los Arenales, Primo
B47 32.2156 -117.0002 Norte 160 Profundo
Tapia
Los Arenales, Primo
B53 32.2103 -116.9711 Centro 79 Intermedio
Tapia
Mision Viejo Sur,
B54 32.195 -116.9574 Centro 72 Intermedio
Rosarito
B56 32.1863 -116.9332 Cuenca Lechera Centro 39 Intermedio
Norte de Punta
B57 32.1719 -116.9203 Mezquite (Venus. Centro 24 Somero
Carranza)
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Playa Escondida, La

B67 32.0876 -116.9085 Centro 46 Intermedio
Mision (Ens)

B66 32.0381 | -116.8952 Ejido Ensenada Centro 26 Somero

Arroyo al Norte de
B68 32.0245 -116.8975 Centro 30 Somero
Bajamar
B65 31.9719 | -116.8701 Mirador Salsipuedes Centro 157 Profundo
B69 31.9652 | -116.7763 Bahia Salsipuedes Sur 20 Somero
Salsipuedes (derrumbe

B62 31.9369 | -116.8412 Sur 172 Profundo

Carretera)

Salsipuedes (derrumbe)
B70 31.9402 -116.8056 Sur 102 Intermedio
— Cuatro cuatros

B74 31.9132 | -116.7705 Sur Playa Saldamando Sur 46 Intermedio
B78 31.8899 | -116.7449 Playa Tres Emes Sur 31 Intermedio
B98 31.8105 | -116.6587 | Malecdn Playa Hermosa Sur 23 Somero
E96 31.813 -116.6296 Playa Pacifica (Costco) Sur 17 Somero
E95 31.833 -116.6554 Playa Pacifica Sur 17 Somero
E97 31.8176 -116.63 Guarnicion Militar Sur 25 Somero

Boca del Estero de
B94 31.7773 -116.6497 Sur 20 Somero
Punta Banda

Casi Boca del Estero de
B93 31.7734 -116.6662 Sur 28 Somero
Punta Banda

Mitad de Barra Estero
B91 31.7618 -116.6488 Sur 15 Somero
de Punta Banda

* Caracteristicas tomadas de Valenzuela - Suarez, 2021.
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Extraccion de ADN
Para realizar la extraccion de ADN ambiental de cada muestra, primero se pesaron 0.25 g de
sedimento de las muestras por separado y se utilizé el kit comercial Kit DNeasy

PowerSoil®(QIAGEN), con algunas modificaciones realizadas y que se describen a continuacion.

Se agregaron 0.25 g de sedimento al tubo PowerBead y se agitd de forma suave, posteriormente
se afladieron 60 L de solucidn C1, se mezcld por inversion y se incubd a 70 °C durante 10 min.
Pasado el tiempo se mezcld la muestra durante 5 — 10 min en vortex a velocidad mdaxima, después
se centrifugd a 10,000xg durante 1 min y se rescato el sobrenadante en un tubo de 2 mL nuevo.
Se afladieron 250 plL de solucion C2 y se mezcld con vortex por 5 s para después dejarlo en
incubacion entre 2 — 8 °C durante 5 min. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd durante 1
min a 10,000xg y se rescatd el sobrenadante a un tubo nuevo. Al tubo con el sobrenadante se le
agregd 1200 pL de solucidon C4 (previamente agitada). De la mezcla anterior se tomaron 675 plLy
se afadieron a tubo “MB Spin Column” y se centrifugd durante 1 min a 10,000xg, descartando el
sobrenadante. Lo obtenido se lavd con 500 plL de soluciéon C5 y se centrifugd durante 30 s a
10,000xg, vy se desechd nuevamente el sobrenadante. Se colocd la columna “MB Spin Column” en
un tubo de 2 mL nuevo y se afiadieron 50 uL de solucién C6 (previamente calentado a 65 °C). Se
centrifugd a 10,000xg por 30 s y se descartd la columna, quedando el ADN de la muestra en el

tubo. El ADN se conservo a -20 °C.

Construccién de metagenotecas

Utilizando los productos obtenidos de las extracciones de ADN ambiental, se realizd una
amplificacion con PCR punto final de un paso, propuesto por Kozich et al., (2013). Para ello, se
utilizaron cebadores compuestos que tenian los cebadores para amplificar la region de interés (V4
del gen ribosomal 16S ARNr) y una secuencia indice (cédigo de barras); ademas de la combinacion
de un adaptador para el secuenciador Illumina, un PAD y un ligador (linker) para seguir con el

procedimiento de la secuenciacién. Como control positivo se utilizé la comunidad microbiana
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simulada o “mock microbial community” ZymoBIOMICS Microbial Community Standard Il (Log

Distribution) de Zymo Research.

Las condiciones de amplificacién fueron: 95 °C durante 2 min, 95 °C por 20 s, 55 °C durante 15 s,
72 ° por 5 min (25 — 30 ciclos), y 72 °C durante 7 min. Los productos de las reacciones de PCR
tuvieron un tamafio de entre 500 — 550 pares de bases (pb), se realizaron triplicados de cada
muestra, y se combinaron los productos para realizar la secuenciacidon masiva. La secuenciacion se
realizé en el departamento de innovacion biomédica de CICESE en colaboracién con la Dra. Maria

Asuncién Lago Leston.

Las combinaciones de los indices por cada muestra se encuentran en la seccion de Anexos (Anexo

1)

Anadlisis bioinformatico

Para realizar el analisis bioinformatico de los datos obtenidos de las amplificaciones secuenciadas
se utilizé la segunda generacién del software especializado Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME 2; Bolyen et al, 2019). QIIME 2 es un software de coédigo abierto que hace uso de
diversos comandos para realizar alineamientos de secuencias, construccion de graficos de la
taxonomia, inferir arboles filogenéticos y realizar andlisis de alfa y beta diversidad (Hernandez et

al, 2020).

En la figura 6 se observa un mapa conceptual del flujo de trabajo a realizar en QIIME2 y los datos

gue se obtienen como resultado final.
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Figura 6. Mapa conceptual del flujo de trabajo en QIIME2 (modificado de:

https://docs.qgiime2.org/2019.7/tutorials/overview/)

Los datos obtenidos de la secuenciacion masiva fueron archivos fastq paired end demultiplexadas
(dos archivos por muestra) y fueron los datos que se importaron a un artefacto compatible para

su analisis en QIIME?2.

Una vez obtenido el artefacto con los datos se procedié a eliminar el ruido (denoising), haciendo
uso de DADAZ2 se eliminaron y/o corrigieron las regiones que comprometen los datos por calidad

(se limpiaron las lecturas que poseian una calidad de phred menor a 30) y se removieron quimeras.
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Clasificacidn taxonémica

Una vez que se limpiaron los datos, y siguiendo el flujo de trabajo de QIIME2, se procedid a realizar
la clasificacion taxondmica haciendo uso de la base de datos de Greengenes (Greengenes 13 8
99% OTUs full-lenght sequences) (McDonald et al.,, 2012). Una vez terminada la clasificacion
taxondmica, se procedid a obtener la diversidad procariota y su abundancia en cada muestra con

la utilizacion de diversos comandos.

El microbioma central se obtuvo con el comando core-feature utilizando como archivo de entrada
la tabla de frecuencia de los grupos taxondmicos, dando como resultado un archivo con el

microbioma central presentado en una tabla.

Para la obtencidon de los analisis de coordenadas principales (PCoA, por sus siglas en inglés) se
utilizaron las matrices de similitud calculadas con distancia Unifrac ponderada y no ponderada
obtenidas en durante el trabajo en QIIME2 (analisis de diversidad, Fig. 6), y el archivo de
metadatos. Con los archivos mencionados y utilizando la libreria de R make_2d plots.py, se
obtuvieron archivos de formato HTML para su andlisis de forma didactica y fueron descargados en

archivos visualizables con formato SVG (scalable vector graphics).

Inferencias sobre rutas metabdlicas

El resultado obtenido del andlisis de la diversidad utilizando el gen ribosomal 16S ARNr en QIIME2
fueron variantes de secuencia de amplicon (ASV, por sus siglas en inglés). Los ASV provienen de los
métodos utilizados para eliminar el ruido (“denoising”), los cuales generan un modelo de error
basado en la calidad de la secuenciacion y utilizan un modelo para distinguir la variacion biolégica
predicha vy la variacion que probablemente fue generada por error en la secuenciacion (Chiarello

etal., 2022).

Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUST2) es
una herramienta de cddigo abierto que fue desarrollada para la prediccion de funciones mediante

la utilizacion de secuencias del gen marcador 16S ARNr (Douglas et al., 2020). Utilizando el
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software PICRUST2 y los ASVs, obtenidas previamente con QIIME2, se realizd el proceso
bioinformatico para inferir cuales son las rutas metabdlicas presentes en cada muestra analizada

y su abundancia. El proceso descrito por (Douglas et al., 2020), se describe en la figura 7.
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]
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I
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I
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- - -. Entrada precalculada Paso 5: Inferir la | Mapa de familias ' de
abundanpla de las de genes a vias 1 ASVs
Entrada intermedia vias I (rutas) :
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Figura 7. Mapa conceptual del flujo de trabajo en PICRUST2 (modificado de Douglas et al., 2020).

De las rutas metabdlicas inferidas, se buscaron aquellas que estuvieran implicadas en los procesos

de degradacion de hidrocarburos y de resistencia a antibidticos.

Utilizando este mismo software se infirieron las enzimas que catalizan las vias metabdlicas que
fueron inferidas anteriormente. También se infirieron los ASVs (grupos taxonémicos) que estan

aportando las enzimas necesarias para llevar a cabo los procesos de interés.

Para corroborar lo obtenido con el software PICRUST, se utilizo el servidor en linea METAGENassist
(http://www.metagenassist.ca/METAGENassist/), que proporciona herramientas estadisticas para
la gendmica comparativa. Ademas, este servidor es capaz de realizar un enriquecimiento

fenotipico automatizado (Arndt et al., 2012). Para realizar el andlisis con el servidor web solo fue
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necesario utilizar el archivo de ASVs obtenido durante el analisis realizado con QIIME2 y el archivo

de metadatos con la informacidon de cada estacidon analizada.

Andlisis de datos
Los datos obtenidos con QIIME2, fueron importados a archivos de texto CSV (Comma separate

values, por sus siglas en inglés) para su graficado.

Ellenguaje de programacion R es un software libre para computacion estadistica y graficos (R Core
Team, 2021), por lo que se trabajé en este lenguaje a través de RStudio para la obtencién de
graficos. Las librerias utilizadas para el graficado fueron: ggplot2 (Wickham et al., 2016), pheatmap
(Kolde, 2016), phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013), grid (R Core Team, 2023) y ggalluvial (Brunson
y Read, 2023). Los esquemas de las rutas metabdlicas inferidas con PICRUST2 fueron creadas con

Biorender.com.

Genes marcadores implicados en la degradacién de hidrocarburos

Con el fin de conocer si en las zonas donde fueron tomadas las muestras de sedimentos existen
comunidades procariotas hidrocarbonoclastas, se seleccionaron dos genes funcionales implicados
en la degradacién de hidrocarburos alifaticos (tabla Ill) y aromaticos (tabla IV). Para ello, se
realizaron PCR de cada gen marcador utilizando el ADN obtenido de cada muestra de sedimento

recolectada a lo largo de la CBC.

La concentracion final de los reactivos utilizados fue de: Buffer 5X GoTaq al 1X, MgCl, a 0.25 mM,
0.2 mM de cada dNTP, cebadores (directo y reverso) a 0.2 mM cada uno, ADN ambiental de cada

muestra y 1.5 unidades de GoTaq polimerasa (PROMEGA).

El gen implicado en la degradacion de hidrocarburos alifaticos es el gen alkB, en la tabla Ill se
describe el nombre de la enzima para la que codifica, la secuencia de los cebadores y el tamafio

del fragmento amplificado.
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Tabla Ill.- Gen marcador alkB. Nombre de la enzima, secuencia de los cebadores, tamafio esperado y referencia del

gen marcador.

Gen Tamafio del
Nombre de enzima Primers Referencia
blanco gen (pb)
Alcano AACTACMTCGARCAYTACGG Liuet al.,
) alkB 100
monaooxigenasa TGAMGATGTGGTYRCTGTTCC 2015

Las condiciones de amplificacidn fueron las siguientes: 94 °C por 5 minutos, 94 °C por 1 minuto, 59

°C por 2 minutos, 72 °C por 1 minuto (35 ciclos), 72 °C por 7 minutos.

El gen marcador implicado en la degradacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos pahE. En la

tabla IV se describe la informacion del gen.

La concentracidn final de los reactivos utilizados fue de: Buffer 5X GoTaq al 1X, MgCl; a 0.25 mM,
0.2 mM de cada dNTP, cebadores (directo y reverso) a 2 mM cada uno, ADN ambiental de cada

muestra y 1.5 unidades de GoTaq polimerasa (PROMEGA).

Tabla IV. Gen marcador pahE. Nombre de la enzima, secuencias de los cebadores, tamafio esperado y referencia del

gen marcador.

Nombre de Gen Tamafio del
Primers Referencia
enzima blanco gen (pb)
TGCGGCGGGTGTNAAYGGNAT Liang et al.,
Aldolasa hidratasa pahE 377
CCTGAGGAATCTCGGACATYTSTGCCCARAA 2019

Las condiciones de amplificacion fueron: 94 °C por 5 minutos, 94 °C por 30 segundos, 60 °C durante

45 segundos y 72 °C por 30 segundos (35 ciclos) y 72 °C durante 10 minutos.
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El tamafio esperado de los productos amplificados se verificé en geles de agarosa al 1.5% por
electroforesis horizontal, utilizando SYBR Gold como revelador. Las condiciones utilizadas para

realizar la electroforesis fueron: un voltaje de 80 voltios durante 40 minutos.

Genes marcadores implicados en la resistencia a antibiéticos

Para la resistencia a antibidticos se utilizaron cuatro genes marcadores para diferentes tipos de
antibidticos. Se realizaron reacciones de PCR para cada gen utilizando como ADN templado el
material genético obtenido de las muestras de sedimentos colectadas en cada una de las

estaciones.

Los genes marcadores se encuentran implicados en la resistencia a: amoxicilina, sulfametoxazol,

cefalexina, ciprofloxacino (tabla V).

Para cada reaccion de PCR, la concentracidn final de los reactivos utilizados fue de: Buffer 5X GoTaq
al 1X, MgCl, a 0.25 mM, 0.2 mM de cada dNTP, cebadores (directo y reverso) a 0.2 mM cada uno,

ADN ambiental de cada muestra y 1.5 unidades de GoTaq polimerasa.

Tabla V. Genes marcadores. Nombre del antibidtico al que genera resistencia, gen blanco, secuencia de los

cebadores, tamafio esperado y referencia del gen marcador.

Nombre de Gen Tamaiio del
Primers Referencia
antibidtico blanco gen (pb)
Caroff et al., 1999
AATGGG CTACGGTCTG
o Momna y Deog-Hwan,
Amoxicilina ampC 191
2021
GGGCAGCAAATGTGGAGCAA

CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
Sulfametoxazol Sull 162 Lu et al., 2019
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG

Cefalexina CTX ACCAACGATATCGCGGTGAT 101 Guo et al., 2018

29



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

ACATCGCGACGGCTTTCT
CGACGTGCTAACTTGCGTGA Colomer-Liuch et al.,
Ciprofloxacino gnrsS 118
GGCATTGTTGGAAACTTGCA 2014

Las condiciones de amplificacién para cada gen se describen en la tabla VI.

Tabla VI. Condiciones de amplificacion de los genes funcionales de resistencia a antibidticos

Gen funcional Condiciones de amplificacion

94 °C por 5 min, 94 °C por 90 s, 57 °C por 30 s, 72 °C por
ampC

1 min (30 ciclos) y 72 °C por 10 min.

95 °C por 5 min, 95 °C por 1 min, 57 °Cpor30s, 72 °Cpor
U 1 min (35 ciclos) y 72 °C por 10 min.

94 °C por 5 min, 94 °C por 1 min, 60 °C por 30, 72 °C por
crx 1 min (35 ciclos) y 72 °C por 6 min.

94 °C por 5 min, 94 °C por 305, 57 °C por 30s, 72 °C por
anrs 45 s (ciclos) y 72 °C por 6 min

El tamafio esperado de todos los productos amplificados se verificd en geles de agarosa al 1.5%
por electroforesis horizontal, utilizando SYBR Gold como revelador. Las condiciones utilizadas para

realizar las electroforesis fueron: un voltaje de 80 voltios durante 40 minutos.
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Resultados

Diversidad procariota

El andlisis de los datos de la secuenciacion masiva del gen 16S ARNr ribosomal (metabarcoding) de
las muestras de sedimentos marinos tomados de las 33 estaciones localizadas a lo largo de la CBC
muestran un total de 3,001,623 lecturas, con un promedio de 89,941.68 lecturas por muestra. La
estacion con el mayor nimero de lecturas fue E96 (dentro de la bahia de Ensenada) (Fig. 5) con
124,636 lecturas, mientras que la estacion con menor cantidad de lecturas fue B44 (isla Coronado

Norte) (Fig. 5) con 62,352.

Para evaluar la cobertura de las secuencias obtenidas en cada una de las muestras a través del
trazado del nimero de secuencias observadas en funcién de la profundidad de secuenciacién se
llevd a cabo el método de rarefaccién. Cuando la curva de rarefaccién alcanza una meseta, se
podran detectar solo pocas secuencias nuevas al aumentar nuevamente la profundidad, por lo que
se determina, de forma visual, que la muestra cubre de forma suficiente las comunidades de la
muestra de origen (Kleine Bardenhorst et al., 2022). Las curvas de rarefaccién de las 33 muestras
de sedimentos analizadas presentan una meseta (Fig. 8) indicando que el nimero de datos de la

secuenciacion fue razonable, es decir, suficiente para un analisis correcto.
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Figura 8. Curva de rarefaccion obtenida para cada muestra sedimentaria.

Dado que todas las muestras tuvieron una buena cobertura de secuenciacién, se procedié a
realizar la clasificacién taxondmica. Los andlisis indican que hay un total de 68 filos, de los cuales
64 (94.12%) pertenecen al dominio Bacteria y 4 (5.88%) al dominio Arquea (Fig. 9). En cuanto a
filos, la muestra de la estacion B53 presenta el menor niumero de éstos, representado por el
54.69% de los filos totales (35 filos); mientras que la muestra que cuenta con mayor cantidad de

filos es la que corresponde a la estacién BO8 con un 83.82% de los filos totales (57 filos).

El filo con mayor abundancia relativa (ASVs) detectado en las muestras fue Proteobacteria
(Pseudomonadota), principalmente en las estaciones B04 (suroeste del Puerto de Rosarito) y B54
(Mision Viejo sur en Rosarito; Fig. 5y tabla Il) donde este filo representa, respectivamente, el 59.33
y el 64.94% del porcentaje total. Sin embargo, en los sedimentos de las estaciones E96 y E95 (zona
de Ensenada) este filo se encontré representado por un 35.38 y 36.38%, respectivamente (Fig. 5y

Fig. 9).
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Bacteroidetes (Bacteroidota) es el segundo filo mas abundante encontrado en las muestras de
sedimentos analizados. Los andlisis revelan que la muestra E96 (Ensenada) este filo esta
representado por el 21.73% del total de filos encontrados. En las estaciones B13 y BO4 (Rosarito;
Fig. 5) porcentajes cercanos al 20% corresponden a Bacteroidetes (Bacteroidota); por el contrario,
las muestras con menor presencia de este filo fueron las de las estaciones B62 (8.8%), E97 (7.46%)
y B94 (8.24%), a la altura de Salsipuedes y dentro de la Bahia de Ensenada, respectivamente (Fig.
5, tabla Il y Fig. 9).

Planctomycetes (Planctomycetota) se clasificd como el tercer filo con mayor abundancia, teniendo
un mayor porcentaje en los sedimentos marinos recolectados en la estacion B0O9 (oeste de la
ciudad de Tijuana) (Fig. 5) con 17.39% (Fig. 8); mientras que en las estaciones B53 y B54 (a la altura
de Primo Tapia y Rosarito) las muestras estan representadas con 1.59 y 1.97% de este filo,
respectivamente (Fig. 8). Crenarchaeota es el filo de arqueas y el cuarto filo procariota con mayor
abundancia relativa en los 33 sedimentos marinos analizados. Su abundancia maxima fue
encontrada en la muestra de la estacion B44, al este de la isla Coronado Sur (Fig. 5), representando

el 18.19% del total de filos encontrados en la zona (Fig. 9).

Los filos Acidobacteria (Acidobacteriota), Chloroflexi (Chloroflexota), Verrucomicrobia
(Verrucomicrobiota) y Cyanobacteria (Cyanobacteriota) cuentan con abundancias relativas con
porcentajes similares que se encuentran entre 0.1y 12% (Fig. 9). La abundancia relativa del resto
de los filos encontrados en las muestras presenta porcentajes cercanos o menores al 4% del total

de los filos encontrados.
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Figura 9. Abundancia relativa de filos mas abundantes. En el eje horizontal se representan las estaciones y en el eje
vertical la abundancia relativa, los colores representan cada filo encontrado.

Dentro de la casilla “otros” (Fig. 9), estan agrupados los filos menos abundantes (<0.1% de
abundancia relativa) encontrados en cada una de las estaciones. Estos filos presentan abundancias
absolutas menores a 350 ASVs (Fig. 10). La mayoria de los filos representados en la figura 8, tiene
una abundancia entre 0y 100 ASVs, pero hay algunos casos que presentan una mayor abundancia
como es el caso de los filos SAR406, Fibrobacteres, BCR1 y un filo de arquea sin asignacién
taxondmica. Estos filos se encuentran principalmente en las muestras de estaciones cercanas a la
zona costera del municipio de Ensenada (desde B91 hasta E97) (Fig. 5). Por otro lado, en algunas
muestras se encontraron algunos filos con gran abundancia. Por ejemplo, en los sedimentos de la
estacion B0O8 se encontrd una arquea sin asignacion taxondémica, mientras que en la muestra
correspondiente a la estacion B44, el filo denominado como SBR1093 estd representado por un

alto numero de ASVs.
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Figura 10. Mapa de calor de filos con abundancia relativa menor. En el eje horizontal se representan los filos y en el
eje vertical las estaciones analizadas, los colores representan la abundancia absoluta de ASVs presentes: en color

rojo la mayor abundancia y en color azul claro la abundancia menor.

Después de obtener los datos a nivel de filo de todas las muestras, se realizd un filtrado de los
datos obtenidos en QIIME2 para obtener informacidn de la abundancia a nivel de género. En total
se obtuvieron 733 géneros, de los cuales 696 son géneros pertenecientes al dominio Bacteria 'y 37
al dominio Arquea. Se realizd un mapa de calor con los 59 géneros mas abundantes (abundancia
mavyor al 1%) presentes en las muestras (Fig. 11). Los géneros bacterianos mds abundantes en las
muestras sedimentarias de las 33 estaciones fueron Lutimonas (Bacteroidetes/Bacteroidota) y
Desulfococcus  (Proteobacteria/Pseudomonadota), ademas del género  Nitrosopumilus
(Crenarchaeota) perteneciente al dominio Arquea. Algunos géneros se encontraron con menor

abundancia como Eudoraea, Planctomycetes y Lutibacter, ademas de géneros aun sin asignacion
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taxondmica pero designados como LCP.26 y BD2.6 (Fig. 11). En muestras de algunas estaciones se
pudieron encontrar otros géneros con una abundancia alta, comparada con la encontrada en otras
estaciones, tales como la muestra de la estaciéon B26 (Fig. 5), donde los ASVs correspondientes a
los géneros Zeaxantibacteria y Xenococcus son similares a los géneros mas abundantes que fueron
Nitrosopumilus y Desulfucoccus, y en la estacién B10 se destaca la abundancia de Cenarchaeum en
los sedimentos analizados (Fig. 11). La muestra de la estacion B98, en comparacién con las
muestras de las otras estaciones, mostré una composicion de géneros diferente, encontrandose
en mayor abundancia al género Desulfobacula, seguido de los géneros Lutimonas y Desulfococcus

(Fig. 11y Fig. 5).
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Figura 11. Mapa de calor con los 59 géneros mas abundantes. En el eje vertical se encuentran los géneros

encontrados y en el eje horizontal las estaciones ordenadas de norte (izquierda) a sur (derecha). Los colores
representados en la leyenda de la figura indican la abundancia absoluta de ASVs presentes de cada género: Rojo

indica mayor abundancia, azul indica poca abundancia.

De manera general los ocho filos mencionados como lo mas abundantes componen
aproximadamente el 87% total de los filos. Sumando la abundancia de los 18 filos restantes
mencionados como los mds abundantes (Fig. 9), suman el 99% del total de filos encontrados. Por
lo que, el 1% restante de los filos encontrados, esta representado por filos que tienen una

abundancia relativa menor a 1% (Fig. 10).
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El microbioma central se define como un conjunto de taxones microbianos, sus atributos

genomicos y/o funcionales que son caracteristicos del entorno de interés (Neu et al., 2021), por lo

gue es importante conocer cudl es el microbioma central de los sedimentos marinos de la CBC.

Como resultado del analisis se encontraron diez ASVs que componen el conjunto de taxones

presentes en las 33 muestras de sedimentos analizados en la CBC (Tabla VII), de los cuales dos se

describen hasta nivel de género, cinco a nivel de familia, dos hasta el nivel de orden y uno se quedé

descrito solo a nivel de filo.

Tabla VII. Microbioma central encontrado para las 33 muestras.

Dominio Filo Clase Orden Familia Género

Bacteria Proteobacteria/ ND ND ND ND
Pseudomonadota

Bacteria Proteobacteria/ Delta- Myxococcales ND ND
Pseudomonadota proteobacteria

Arquea Crenarchaeota Thaumarchaeota Cenarchaeales Cenarchaeaceae Nitrosopumilus

Bacteria Bacteroidetes/ Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae ND

Bacteroidota

Bacteria Proteobacteria/ Gamma- Marinicellales Marinicellaceae ND
Pseudomonadota proteobacteria

Bacteria Proteobacteria/ Gamma- Alteromonadales OM60 ND
Pseudomonadota proteobacteria

Bacteria Planctomycetes/ Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae Planctomycete
Planctomycetota

Bacteria Proteobacteria/ Gamma- Alteromonadales OM60 ND
Pseudomonadota proteobacteria

Bacteria Proteobacteria/ Gamma- Alteromonadales ND ND
Pseudomonadota proteobacteria

Bacteria Proteobacteria/ Gamma- Alteromonadales OM60 ND
Pseudomonadota proteobacteria

indices de alfa y beta diversidad

Las comunidades microbianas viven en ambientes fluctuantes, y su heterogeneidad influyen en Ia

estructura y diversidad ecolégica de las mismas comunidades. Las métricas mas utilizadas para la
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descripcion y comparacién de las diferentes comunidades estdn basadas en indices estadisticos de
informacion, como los indices de Shannon y Simpson (diversidad alfa) y las distancias de Unifrac

(diversidad beta) (Gibbons et al., 2016; Huang et al., 2023).

Los analisis de los indices estadisticos que se realizaron en este trabajo se basaron en la
profundidad a la que se muestreo en cada estacion. Las profundidades se dividieron en: somera

(<30 m), intermedia (31-149 m) y profunda (=120 m).

Alfa diversidad
La alfa diversidad es una medida métrica que resume cémo es la estructura de una comunidad
ecologica con respecto a la riqueza (nUmero de grupos taxondmicos) y/o uniformidad (distribucién

de abundancia de los grupos) de la muestra (Willis, 2019).

indice de Shannon

El indice de Shannon (H’) es un indice que indica que tan alta o baja es la diversidad presente en
una muestra. Los valores del indice de Shannon varian dependiendo la diversidad presente en cada
muestra. Un valor entre el rango de 2 a 3 se considera un valor normal, mientras que un valor por

debajo de 2 indica poca diversidad y un valor mayor a 3 implica una alta diversidad.

Los valores de H’ observados en las muestras analizadas se encuentran entre 5y 6.75, indicando
que todas las estaciones poseen una diversidad alta (Fig. 11). Las estaciones con un valor de H” mas
alto fueron B09, B91, B94 y B65 con valores cercanos a 6.75. Los impactos antropogénicos que
influyen en estas estaciones son plantas de tratamiento (B09), transporte maritimo (B94) y zonas
con poca actividad (B65 y B91). Por el contrario, las estaciones con los valores de H mds bajos
fueron B47, B53 y B54 que no tienen cercania a zonas impactadas, pero las tres se encuentran

cercanas entre si a la altura de Primo Tapia (sur de Rosarito) (Fig. 5).

39



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

El resto de las estaciones presentan valores de H' que van entre 5.75 a 6.62, aproximadamente.
Las estaciones que son afectadas por el Arroyo “La Misién” (B66 y B67) se encuentran cercanas en
cuanto el valor de H’. Las estaciones con influencia de plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR; BO7, BO8 y BO9) tienen valores similares que sobrepasan el 6.25, siendo B09 el que muestra

un valor de H mayor.
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Figura 12. indice de Shannon. Se obtuvieron los valores de cada muestra del indice de Shannon, y se clasificaron de
acuerdo con la divisién de acuerdo con la profundidad en el punto de muestreo. Simbologia de las profundidades:

circulo —intermedia, tridngulo — profunda y cuadrado —somera.
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indice de Simpson

El indice de Simpson (D) se considera principalmente como un indice de dominancia, debido a que
indica que tan probable es que al tomar a dos individuos ambos pertenezcan a la misma especie.
Los valores de este indice van de O a 1; donde un valor cercano a 0 implica que no existe dominancia
de alguna especie, mientras que un valor cercano a 1 indica que si hay dominancia dentro de la

muestra.

Enlafigura 9, se encuentra el valor D obtenido para las muestras de cada estacion analizada. Todas
las muestras presentan valores por encima de 0.990, indicando que en todas existe una
dominancia de especies. Al ser Nitrosopumilus, Lutimonas y Desulfucoccus los géneros mas
abundantes, es posible que la dominancia sea de alguna especie perteneciente a estos géneros.
Los valores mas cercanos a uno (20.997) se encuentran en las muestras de las estaciones BO8, BO9,

B13y B91, las cuales presentan una profundad somera (Fig. 12).
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Figura 13. indice de Simpson. Se obtuvieron los valores de cada muestra del indice de Shannon, vy se clasificaron de
acuerdo con la divisién de acuerdo con la profundidad en el punto de muestreo. Simbologia de las profundidades:

circulo —intermedia, tridngulo — profunda y cuadrado —somera.

indice inverso de Simpson

El indice inverso de Simpson (1/D) es un valor tedrico que indica cuantas especies se requieren

para que el valor del indice de Simpson (D) sea lo mds cercano a cero posible.

Las muestras de las estaciones analizadas mostraron diversos valores para el indice inverso de
Simpson, las cuales van desde 120 hasta 350 especies (Fig. 14). Las muestras con valores mas altos
(por arriba de 325) fueron de las estaciones B08, B09, B13 y B91 (Fig. 14). Esto coincide con los
valores obtenidos en el indice de Simpson, donde los valores mas cercanos a uno fueron

encontrados en las mismas estaciones (Fig. 12).
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También se pueden utilizar los valores obtenidos para este indice como un indicador del estrés
causado a un ambiente. Lo anterior debido a que un ambiente bajo los efectos de un estresor como
los contaminantes prioritarios y/o emergentes, pueden provocar la dominancia de especies

capaces de adaptarse con mayor facilidad a los mismos.
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Figura 14. indice del inverso de Simpson. Se obtuvieron los valores de cada muestra del indice de Shannon, y se
clasificaron de acuerdo con la division de acuerdo con la profundidad en el punto de muestreo. Simbologia de las

profundidades: circulo —intermedia, triangulo — profunda y cuadrado — somera.

Beta diversidad
La diversidad beta es un andlisis que cuantifica la similitud o la distancia entre microbiomas. La
base del analisis es poder vincular el patron de la diversidad taxondmica o funcional con las

caracteristicas ambientales, y auxilia en la prediccidon de las propiedades del ambiente (Su, 2021).
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Uno de los métodos estadisticos mas utilizados son las distancias de Unifrac. Las distancias Unifrac
se dividen en no ponderadas (diferencias cualitativas) y ponderadas (diferencias cuantitativas), las
cuales pueden ser visualizadas mediante un Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA, por sus
siglas eninglés), que ayuda a explorar y visualizar las similitudes y disimilitudes entre datos. Unifrac
no ponderado (UU, por sus siglas en inglés) mide la distancia filogenética entre comunidades
basandose en los linajes que comparten. Por otra parte, el método de distancias Unifrac ponderado
(WU) es considerado un método cuantitativo, debido a que ademas de medir la distancia
filogenética también considera los cambios en la abundancia relativa de cada taxén (ASV) presente

(Lozupone y Knight, 2005; Su, 2021).

En la figura 15 — A, se muestra la distancia UU que existe entre las comunidades encontradas en
los 33 sitios muestreados. El analisis cualitativo mostré que la distancia filogenética se distribuye
de manera uniforme, por lo que la mayoria de las estaciones son filogenéticamente similares. Solo
en el caso de las estaciones profundas (B53, B65 y B62) si se observa un agrupamiento, siendo las

estaciones B62 y B65, mas similares filogenéticamente (Fig. 5).

Para obtener el PCoA con la distancia Unifrac cuantitativa, se realizé un segundo PCoA utilizando
unifrac ponderado (WU) (Fig. 15 — B). En esta figura se muestra la similitud entre los puntos
analizados tomando en cuenta la distancia filogenética junto con la abundancia de los taxones, en
el PCoA se observa una menor dispersion entre los puntos, indicando que la abundancia y distancia
filogenética es muy similar en las tres profundidades tomadas en cuenta. De nuevo, se encuentra
un agrupamiento en las tres estaciones profundas, siendo B62 y B65 las mas relacionadas, tanto

filogenéticamente como en las abundancias de los taxones presentes.
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Figura 15. Analisis de coordenadas principales (PCoA) con UniFrac A) no ponderado y B) ponderado. Las estaciones
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somero — triangulo anaranjado.
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Inferencia de rutas metabdlicas

La secuenciaciéon del gen ribosomal 16S ARNr provee informacién del perfil taxondmico de las
comunidades presentes en una muestra, pero no proporciona informacién directa sobre los
perfiles funcionales de las cepas. Es por lo anterior que se han desarrollado métodos que ayudan
en la prediccion de las funciones de las comunidades microbianas a partir de su perfil taxondmico
(utilizando las secuencias de amplicon). PICRUST2 es una herramienta algoritmica que predice
genomas de muestras ambientales a través de secuencias del gen ribosomal 16S ARNr (Douglas et
al., 2020). En este trabajo se utilizé PICRUST2 para analizar los ASVs resultantes de la secuenciacion
masiva de las muestras para inferir la presencia de rutas implicadas en los procesos de gran interés:

la degradacion de hidrocarburos y aquellos relacionados con la resistencia a antibiodticos.

Como resultado de la inferencia realizada con PICRUST2, se obtuvieron un total de 428 rutas,
dentro de las cuales se encontraron rutas metabdlicas implicadas en procesos basicos y se
buscaron aquellas rutas mas especificas relacionadas con los procesos de interés: Degradacion de

hidrocarburos y en la resistencia a antibidticos.

Se encontraron 47 (aproximadamente el 11%) rutas metabdlicas implicadas en la degradacion de
hidrocarburos aromaticos, de las cuales 18 son rutas centrales y 29 rutas periféricas. De las rutas
implicadas en la degradacion de hidrocarburos alifadticos se encontraron tres rutas (0.70%),

mientras que las relacionadas a la resistencia a antibiodticos fueron dos (0.47%) (Fig. 16).
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Figura 16. Rutas metabdlicas inferidas relacionadas con la degradacién de hidrocarburos y la resistencia a
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encuentran las estaciones, en el eje vertical las rutas metabdlicas y el tamafio de los circulos representa la cantidad
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En cuanto a la resistencia a antibidticos, se infirieron dos rutas: A) Biosintesis de peptidoglicano IV

(descrita en Enterococcus faecium) y B) resistencia a polimixina (Tabla VIII).

La ruta A se infirié en el 24% de las estaciones (ocho muestras) y la ruta B se infirid en el 100% de
las muestras (33 estaciones). Las muestras donde ambas rutas fueron inferidas son de las
estaciones: BO7 con cercania a Rosarito y al sur de la PTAR (Tijuana), B10 con cercania a la ciudad
de Tijuana, B57 al sur de Puerto Nuevo en Rosarito y mayor cercania al Poblado Venustiano
Carranza, B62 a la altura de El Mirador de Salsipuedes y con cercania a los cultivos de atunes, B68

al sur del arroyo La Misién y al norte de un pequefio arroyo cercano a Bajamar, y las estaciones
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B93, B94 y E95 las cuales se encuentran dentro de la Bahia de Ensenada, las primeras dos con
cercania alaboca de Estero de Punta Banda y la tercera con una gran cercania a las PTAR “El Gallo”

y “El Naranjo” (Fig. 5, Fig. 16 y Tabla VIII).

Tabla VIII. Rutas metabdlicas inferidas por PICRUST2 implicadas con la resistencia a antibidticos en las muestras
provenientes de las 33 estaciones localizadas a lo largo de la CBC. Las columnas representadas son: Estacion, Rutas
(rutas metabdlicas encontradas), Total de rutas encontradas por estacién y Referencia de ubicacidn de las estaciones

(a que altura de la CBC se encuentra la estacion).

Total de
Estacién | Rutas Referencia de ubicacién
rutas
B0O8 B 1 Playas de Tijuana
B02 B 1 Mirador Marlikas La Joya
B10 A, B 2 Sur de Mirador Marlikas La Joya
BO9 B 1 Real del Mar Golf Resort
B44 B 1 Este de la Isla Coronado Norte
B14 B 1 Playa Los buenos, Tijuana
B26 B 1 Este de la Isla Coronado Sur
BO7 A B 2
B13 B 1 Playa La bardita, Rosarito
BO4 B 1 Muelle de Rosarito
B18 B 1 Fox Studio, Rosarito
B28 B 1 El Descanso, Rosarito
B47 B 1 Los Arenales, Primo Tapia
B53 B 1 Los Arenales, Primo Tapia
B54 B 1 Mision Viejo Sur, Rosarito
B56 B 1 Cuenca Lechera
Norte de Punta Mezquite
B57 A B 2
(Venus. Carranza)
Playa Escondida, La Mision
B67 B 1
(Ens)
B66 B 1 Ejido Ensenada
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B68 A, B 2 Arroyo al Norte de Bajamar
B65 B 1 Mirador Salsipuedes
B69 B 1 Bahia Salsipuedes

Salsipuedes (derrumbe
B62 A, B 2

Carretera)
Salsipuedes (derrumbe) —
B70 B 1
Cuatro cuatros
B74 B 1 Sur Playa Saldamando
B78 B 1 Playa Tres Emes
B98 B 1 Malecdn Playa Hermosa
E96 B 1 Playa Pacifica (Costco)
E95 A, B 2 Playa Pacifica
E97 B 1 Guarnicién Militar
B94 A B 2 Boca del Estero de Punta Banda
Casi Boca del Estero de Punta
B93 A, B 2
Banda
Mitad de Barra Estero de Punta
B91 B 1
Banda

De las rutas del catabolismo de hidrocarburos alifaticos, se infirieron tres: A) la ruta de oxidacion

de octano, B) metanol y C) degradacion de acetileno (por la via anaerdbica) (Fig. 17, tabla IX).
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Alifaticos
A B Cc
Octano Metanol Acetileno
T lil |.‘|
H—C—OH H-C=C—C—H
J =
H
A J v v
Octanoato Formaldehido Acetaldehido
v v v
Octanoil-CoA CO; Acetato

Figura 17. Rutas inferidas de degradacion de hidrocarburos alifaticos. La figura se realizd en Biorender.com.

Las rutas Ay C se infirieron en el 100% de las muestras, mientras que la ruta B sélo se infirid en el
81.8%. La ausencia de la ruta B se da en muestras de estaciones con menor cercania a lugares con
alto impacto antropogénico: B53, B54 al sur de Puerto Nuevo en Rosarito, B65, B62, B70 y B78

entre el sur de Arroyo La Mision vy al norte del Puerto El Sauzal (Fig. 5, tabla IX).

Tabla IX. Rutas metabdlicas inferidas por PICRUST2 implicadas en la degradacion de hidrocarburos alifaticos en las
muestras provenientes de las 33 estaciones localizadas a lo largo de la CBC. Las columnas representadas son: Estacion,
Rutas (rutas metabdlicas encontradas), Total de rutas encontradas por estacién y Referencia de ubicacién de las

estaciones (a que altura de la CBC se encuentra la estacion).

Estacién Rutas Total de rutas Referencia de ubicacidn
BO8 A,B,C 3 Playas de Tijuana
B02 A, B, C 3 Mirador Marlikas La Joya
B10 A B, C 3 Sur de Mirador Marlikas La Joya
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B0O9 A, B, C 3 Real del Mar Golf Resort

B44 A, B, C 3 Este de la Isla Coronado Norte
B14 A,B,C 3 Playa Los buenos, Tijuana

B26 A, B, C 3 Este de la Isla Coronado Sur

BO7 A B,C 3

B13 A, B, C 3 Playa La bardita, Rosarito

BO4 A B, C 3 Muelle de Rosarito

B18 A B, C 3 Fox Studio, Rosarito

B28 A B, C 3 El Descanso, Rosarito

B47 A B, C 3 Los Arenales, Primo Tapia

B53 A C 2 Los Arenales, Primo Tapia

B54 A C 2 Mision Viejo Sur, Rosarito

B56 A, B, C 3 Cuenca Lechera

B57 A,B,C 3 Norte de Punta Mezquite (Venus. Carranza)
B67 A,B,C 3 Playa Escondida, La Misién (Ens)
B66 A, C 2 Ejido Ensenada

B68 A, B, C 3 Arroyo al Norte de Bajamar

B65 A, C 2 Mirador Salsipuedes

B69 A, B, C 3 Bahia Salsipuedes

B62 A,B,C 3 Salsipuedes (derrumbe Carretera)
B70 A, C 2 Salsipuedes (derrumbe) — Cuatro cuatros
B74 A B,C 3 Sur Playa Saldamando

B78 A, C 2 Playa Tres Emes

B98 A, B, C 3 Malecdn Playa Hermosa

E96 A,B,C 3 Playa Pacifica (Costco)

E95 A, B, C 3 Playa Pacifica

E97 A B, C 3 Guarnicién Militar

B94 A B,C 3 Boca del Estero de Punta Banda
B93 A, B, C 3 Casi Boca del Estero de Punta Banda
B91 A B, C 3 Mitad de Barra Estero de Punta Banda
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La biodegradacién de compuestos aromaticos se lleva a cabo a través de rutas periféricas y
centrales. Las rutas periféricas se encargan de convertir los compuestos aromaticos en
intermediarios especificos (hidroxilados) que son metabolizados en las vias centrales para producir
productos intermediarios que son utilizados como sustratos en las vias basicas (ciclo de Krebs,

beta-oxidacion) (Guevara et al., 2019).

En la figura 18 se representan algunas de las rutas metabdlicas (aerdbicas y anaerdbicas)
implicadas en la degradacién de compuestos monoaromaticos como poliaromaticos que fueron

inferidas en las muestras de las estaciones analizadas.
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Figura 18. Rutas inferidas de degradacién de hidrocarburos arométicos en sedimentos marinos de CBC. Las vias
periféricas (circulo externo) son la hidroxilacion del tolueno A) A través de 2-metilfenol, B) A través de 4metilcatecol,
C) A través de catecol, D) A través de tolueno-cis-diol y E) A través de 4-metilfenol, F) Degradacién anaerdbica de
tolueno, G) Degradacién de vainilla, H) Degradacién de naftaleno, I) Degradacion de salicilato, J) Degradacién de
benzoil-CoA (via anaerdbica), K) Degradacién de galato, L) Degradacion de fenol, M) Degradacién de sitosterol, N)
Degradacién de 2-nitrobenzoato. Las vias centrales son 1) Via acetaldehido, 2) Via 3-oxoadipil-CoA, 3) Degradacién de
protocatecuato, 4) Via de escision orto, 5) Via de escisién meta, 6) Via B-cetoadipato, 7) Via androstenediona, 8) Via

glutaril-CoA. La figura se realizé en Biorender.com.
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En la tabla X se muestran las rutas catabdlicas de hidrocarburos aromaticos inferidas en las
muestras y los datos de la estacion de donde se colecté cada muestra. Las rutas designadas para

cada letra corresponden a las mismas letras que la figura 18.

Tabla X. Rutas metabdlicas inferidas por PICRUST2 implicadas en la degradacion de hidrocarburos aromaticos en las
muestras provenientes de las 33 estaciones localizadas a lo largo de la CBC. Las columnas representadas son: Estacion,
Rutas (rutas metabdlicas inferidas), Total de rutas encontradas por estacién y Referencia de ubicaciéon de las estaciones

(a que altura de la CBC se encuentra la estacion).

Rutas Total de
Estacién Referencia de ubicacidn
Periféricas Centrales rutas
A B,CEl1J,
BO8 4,5,8, 12 Playas de Tijuana
K,L N
AI BI CI DI EI GI
BO2 4,5,8, 14 Mirador Marlikas La Joya
I,J,L K, N
A B CEG,I,
B10 4,5,8, 14 Sur de Mirador Marlikas La Joya
J,K L M,N
A B,CEl1J,
BO9 4,5,8, 12 Real del Mar Golf Resort
K,L N
A B, CEG,]I,
B44 4,5,8, 13 Este de la Isla Coronado Norte
JL,K LN
A B,CEl1J,
B14 4,5,8, 12 Playa Los buenos, Tijuana
K,L N
AI BI CI EI GI II
B26 4,5,8, 13 Este de la Isla Coronado Sur
J,K L, N
AI BI CI EI |I 'JI
BO7 4,5, 8, 12
K,L, N
A B, CEG,]I,
B13 4,5,8, 13 Playa La bardita, Rosarito
JL,K LN
AI Bl CI EI FI GI
BO4 4,5,8, 15 Muelle de Rosarito
[,J,K, LM, N

54



Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

A, B CEG,I
B18 4,5, 8, 13 Fox Studio, Rosarito
J,K L, N
AI BI CI EI GI II
B28 4,5,8, 13 El Descanso, Rosarito
J,K L, N
A B,CEl]J,
B47 4,5, 8, 11 Los Arenales, Primo Tapia
L,N
B,CG,lJK
B53 4,5, 8, 11 Los Arenales, Primo Tapia
L,N
B54 B,C I, L N, 4,5, 8, 8 Mision Viejo Sur, Rosarito
A B CEG,]I,
B56 4,5,8, 13 Cuenca Lechera
J,K L, N
A B CEG,I Norte de Punta Mezquite (Venus.
B57 4,5, 8, 13
J,K L N Carranza)
A, B CEG,I
B67 4,5,8, 13 Playa Escondida, La Mision (Ens)
LK, LLN
A, B CEG,I
B66 4,5,8, 13 Ejido Ensenada
LK, LN
B68 B,CI,J,LLN 4,5,8, 9 Arroyo al Norte de Bajamar
A B CE,G,]I,
B65 4,5,8, 13 Mirador Salsipuedes
J,K L, N
A B,CEl]J,
B69 4,5,8, 12 Bahia Salsipuedes
K, L, N
A B CEl]J,
B62 4,5,8, 12 Salsipuedes (derrumbe Carretera)
K, L, N
A B CENLl]J,
B70 4,5,8, 11 Salsipuedes (derrumbe) — Cuatro cuatros
L,N
AI BI CI DI EI GI
B74 4,5,8, 15 Sur Playa Saldamando
H,1,J,K L N
B78 B,G,J,K N 5,8, 7 Playa Tres Emes
A,B CEG,I
B98 4,5,8, 13 Malecdn Playa Hermosa
LK, LN
A B CELl]J,
E96 4,5, 8, 12 Playa Pacifica (Costco)
K, L, N
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AI BI C/ EI |I ‘Jl
E95 4,5,8, 12 Playa Pacifica
K,L N
A, B ,CEl]J
E97 4,5,8, 12 Guarnicién Militar
K,L N
A B CENl]J,
B94 4,5,8, 12 Boca del Estero de Punta Banda
K, L, N
A B CENL]J,
B93 4,5,8, 12 Casi Boca del Estero de Punta Banda
K, L, N
A, B CEG,I
B91 4,5,8, 13 Mitad de Barra Estero de Punta Banda
LK LN

Al hablar de vias metabdlicas, se hace referencia a la secuencia de reacciones que son catalizadas
por enzimas que dirigen la conversion de una sustancia a un producto final (Blanco y Blanco, 2022).
Por lo que es importante conocer cuales son las enzimas que intervienen en las rutas metabdlicas

inferidas de los procesos de interés y conocer a qué grupos taxondmicos estan relacionadas.

En la figura 19 se muestran los grupos asociados a las enzimas que se infirieron de la resistencia a
antibidticos. Se infirid una sola enzima implicada en la biosintesis de peptidoglicano que es una
proteina de unién a la penicilina (K18149) y se asocid a 3 grupos taxondémicos: la familia
Peptostreptococcaceae, al orden sin asignacion taxonémica WCHB1_ 41y al género sin asignacién
taxonomica WH1-8 (Bacillota). En cuanto a la resistencia a la polimixina se encontraron siete
enzimas. La enzima con mayor abundancia es la 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa transferasa
(KO7264) y se asocio a las familias Saprospiraceae y Syntrophobacteraceae, al orden denominado
YLA114 y al género Lutibacter, la segunda enzima mas abundante fue undecaprenil-fosfato 4-
desoxi-a-formamido-L-arabinosa transferasa (K10012) la cual estd asociada a 8 grupos
taxondmicos que son la clase Lentisphaeria, los érdenes Lentisphaerales, YLA114, Actinomycetales
y Thiohalorhabdales, y las familias Artic95B-10, Victivallaceae y Pirellulaceae. La enzima
undecaprenil fosfato-alfa-L-ara4FN deformilasa (K13014) esta asociada a 7 grupos taxondmicos en

los que se encuentran la clase Lentisphaeria, los oérdenes Lentisphaerales, YLA114 vy
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Thiohalorhabdales, y las familias Victivallaceae y Pirellulaceae. La enzima UDP-4-amino-4-desoxi-
L-arabinosa formiltransferasa (K10011) estd asociada a 7 grupos taxondmicos: la clase
Lentisphaeria, las ordenes Lentisphaerales, YLA114 y Thiohalorhabdales, y las familias Artic95B-10,
Victivallaceae y Pirellulaceae. La enzima undecaprenilo fosfato-alfa-L-ara4N flipasa subunidad ArnF
(K12963) solo se asocid a 3 grupos taxonémicos: a los érdenes YLA114, y Thiohalorhabdales, v al
género Roseobacter (clase Proteobacteria). La subunidad ArnE de la enzima undecaprenilo fosfato-
alfa-L-ara4N flipasa (K12962) solo se asocié a las érdenes YLA114 y Thiohalorhabdales. La ultima
enzima, y la de menor abundancia, fue una proteina de exportacién de polisacarido capsular
(KO7265) que solo se asocié a dos géneros bacterianos: Phaeobacter y Roseicyclus (especie

Mahoneyensis), ambos pertenecientes a la clase Alfaproteobacteria.
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Figura 19. Grupos taxonomicos relacionados a la produccion de enzimas implicadas en la resistencia a antibidticos.
En la columna de la izquierda se encuentran los grupos taxondmicos, en la columna de la derecha se presentan las
enzimas inferidas y el grosor de los conectores indica la cantidad de lecturas encontradas.

En el caso de las enzimas inferidas de la degradacion de hidrocarburos y sus grupos taxonémicos
asociados (Fig. 20), se infirid que la protocatecuato 3,4 — dioxigenasa (EC.1.13.11.3) es la principal

enzima inferida y se asocia a 15 grupos taxondmicos, siendo la familia Pirellulaceae
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(Planctomycetes/Planctomycetota) y el orden denominado PAC001146
(Proteobacteria/Pseudomonadota) los que se encuentran mayoritariamente relacionados con esta
enzima catabdlica. La segunda enzima inferida con mayor abundancia es la ferredoxina---NAD+
reductasa (EC:1.18.1.3), asociada a 11 grupos taxonémicos, donde el mayor nimero de lecturas lo
presenta el orden PAC002249 (Proteobacteria/Pseudomonadota), seguido de dos grupos
pertenecientes a la clase alfaproteobacteria, el género Aquamicrobium y a la familia
Rhodovibrionaceae. La enzima catecol 2,3 — dioxigenasa (EC:1.13.11.2) estd asociada a 7
organismos pertenecientes al orden PAC002249, al género Aguamicrobium y a la familia
Rhodobacteraceae (clase alfaproteobacteria). Las enzimas 4-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa
(EC:1.14.13.2) y salicilato hidroxilasa (EC:1.14.13.1) estan asociadas al género Aquamicrobium, a la
familia Rhodobacteraceae, mientras que la enzima 3 — (3-hidroxifenil) propanoato hidroxilasa
(EC:1.14.13.127) fue asociada a organismos pertenecientes a la familia Haliaceae. Finalmente, la
enzima con menor numero de lecturas fue catecol 1,2 — dioxigenasa (EC:1.13.11.1) solamente con
dos organismos asociados a su presencia que fueron el género Aquamicrobium y organismos que

pertenecen a la familia Rhodobacteraceae.
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Figura 20. Grupos taxonémicos relacionados a la produccion de enzimas implicadas en la degradacion de
hidrocarburos. En la columna de la izquierda se encuentran los grupos taxonémicos, en la columna de la derecha se
presentan las enzimas inferidas y el grosor de los conectores indica la cantidad de lecturas encontradas.
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También se realizé un analisis comparativo de las capacidades metabdlicas hacia hidrocarburos de
las comunidades procariotas presentes en las muestras de las 33 estaciones, se utilizo el servidor
web METAGENasssist, que proporciona herramientas estadisticas para la gendmica comparativa.
Ademas, este servidor es capaz de realizar un enriquecimiento fenotipico automatizado (Arndt et

al.,, 2012).
Para ello, la comparacién se basé en las caracteristicas que dividen las estaciones de muestreo:

a. Profundidad: Somero (£30m), intermedio y profundo (> 120m).

b. Zona: Norte, centroy sur

c. Impactos antropogénicos directos: Arroyo, transporte maritimo, sin impacto aparente,
plantas de tratamiento de aguas residuales y plantas de tratamiento de aguas residuales

combinado con el transporte maritimo.

Los resultados obtenidos a través del servidor web se filtraron para obtener los metabolismos que
tienen una abundancia mayor a 1% y se muestran en la 21. Las comparaciones se realizaron entre

las divisiones mencionadas (A, B, C).

En la primera comparacion basada en la profundidad del muestreo (Fig. 21-A), se encontraron
procesos metabdlicos relacionados con el ciclo del nitrégeno, tales como la fijacion del nitrogeno
(menos abundante en las estaciones profundas), reduccién de nitrito (con mayor abundancia en
estaciones profundas) y el proceso mas abundante fue la oxidacion de amoniaco (Fig. 21-A). Otros
procesos metabdlicos importantes que fueron encontrados son los involucrados en el ciclo del
azufre como la reduccién de sulfato, el cual fue el proceso conocido mas abundante, asi como la
oxidacion del sulfuro y el azufre (Fig. 21-A). De los procesos metabdlicos implicados en la
degradacién de hidrocarburos (alcanos y aromaticos), la degradacién de alcanos tuvo abundancias
predichas de 1.9% en las muestras de las estaciones someras, 2.2% en las intermedias y 3.9% en
las profundas (Fig. 21-A). En cuanto a la degradacion de hidrocarburos aromaticos, ésta fue mas

abundante que la de alcanos, siendo las muestras de las estaciones costeras en las que se predice
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mayor abundancia (10.9%), seguido de las muestras de estaciones con una profundidad intermedia

(10.4%) vy, por ultimo, las muestras de las estaciones profundas (6.6%) (Fig. 21-A).

De la divisién de las estaciones por zonas (norte, centro y sur) (Fig. 21-B) los procesos implicados
en el ciclo del nitrégeno y del azufre fueron los mas abundantes, coincidiendo con los resultados
obtenidos al realizar el analisis por profundidad (Fig. 21-A). En las muestras de las estaciones de la
zona denominada centro, particularmente en las cercanias del Puerto Nuevo se encontré un
proceso implicado en el metabolismo de la atrazina (0.1%), un herbicida artificial utilizado en la
agricultura. En cuanto a la degradacion de alcanos el mayor porcentaje de abundancia fue
localizado en la zona centro (2.7%), seguido de la zona del sur (2.3%) y, en menor abundancia, en
la zona norte (1.7%). Por su parte, la degradacion de hidrocarburos aromaticos fue mas abundante

en la zona norte (12.2%), seguido de las zonas centro y sur (con 10.2 y 8.6%, respectivamente).

En la division de acuerdo con su cercania a actividades de alto impacto antropogénico: Plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR), Transporte Maritimo (TM), Planta de tratamiento de aguas
residuales y transporte maritimo (PTAR/TM), Arroyo y no hay actividades cercanas (Nada) (Fig. 21-
C). Los procesos metabdlicos asignados mas abundantes fueron la reduccién de sulfato y la
oxidacion de amoniaco. Aunque la distribucion de ambos procesos es similar en las divisiones, la
oxidacién de amoniaco es casi 5% mas abundante en las estaciones cercanas donde se encuentra
un mayor movimiento maritimo. Otros procesos que de igual manera son mas abundantes en
zonas con gran movimiento maritimo son la oxidacién de sulfuro y la deshalogenacion. La
degradacioén de hidrocarburos aromaticos se encuentra presente en los puntos con cercania a las
distintas actividades, pero donde se encuentra en mayor abundancia es en los puntos donde se
considera hay un mayor movimiento maritimo (TM), en cuanto a la degradacién de alcanos es un

proceso que también se encuentra en todos los puntos analizados.
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Figura 21. Prediccién de procesos metabdlicos por A) profundidad, B) zonacién y C) impactos antropogénicos. La
profundidad se dividio en profundo (morado), intermedio (rojo) y somero (azul); la zonacion en sur (morado), centro
(rojo) y norte (azul); y los impactos antropogénicos en: Plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y
transporte maritimo (TM) — anaranjado, PTAR — verde, nada — morado, TM — rojo, arroyo — azul.
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Genes funcionales de degradacién de hidrocarburos y de resistencia a antibioticos

Los genes marcadores funcionales son una herramienta molecular que ayudan a inferir la
capacidad metabdlica de las comunidades microbianas de manera directa. Es por ello, que se
utilizaron genes que tienen una funcién en los procesos de degradacion de hidrocarburos
(alifaticos y aromaticos policiclicos), como en la resistencia a distintos antibiéticos, lo que nos

ayudo para analizar su presencia o ausencia en las 33 muestras analizadas.

Genes marcadores funcionales implicados en la degradacién de hidrocarburos
Utilizando la técnica de PCR de punto final, se analizd la presencia de dos genes marcadores

implicados en la degradacién de hidrocarburos alifaticos (alkB) y aromaticos policiclicos (pahkE).

El gen pahE, se encontré en 21 de los 33 sitios muestreados y analizados, siendo detectado
principalmente en muestras provenientes de las zonas cercanas a las costas de los municipios de
Tijuanay Rosarito (B08, BO2, BO9, B14, BO7 Y B13). Enlas muestras de las tres estaciones con mayor
cercania al arroyo “La Mision” (B67, B66 y B68), asi como en las muestras de las estaciones
cercanas a la zona conocida como Salsipuedes, donde se pueden encontrar cultivos de maricultura,
la amplificacion del gen pahE fue positiva. En la zona sur de muestreo correspondiente a las
muestras de las estaciones cercanas al Puerto del Sauzal de Rodriguez y en las cercanias del Puerto

de Ensenada, la deteccién de pahE también fue positiva (Tabla Xl y Fig. 22).

En el caso del gen alkB se detectd en 14 sitios. En la zona norte, el gen alkB amplifico en dos
muestras de las estaciones cercanas a la costa de Tijuana (BO8 y B09) y en dos muestras de las
estaciones cercanas al archipiélago Coronado. En cinco muestras de las estaciones del Puerto de
Rosaritoy Puerto Nuevo, en dos muestras de las estaciones en Salsipuedes (B69 y B74) y solamente
en una muestra tomada en la estacién cercana al Puerto de Ensenada (E97), la amplificacion del

gen alkB fue positiva (Tabla X| y Fig. 22).

De manera general, la incidencia de ambos genes fue en las muestras de las estaciones B0O8, BO9,

B13, B26, B28, B54, B66, B69 y B74. Estas estaciones estan cercanas a zonas con un grado alto de
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actividades antropogénicas como la ciudad de Tijuana y Rosarito, la zona de Puerto Nuevo y la zona

de Salsipuedes, donde existen actividades de maricultura.

En la tabla XI, se enlistan las 33 estaciones y presencia o ausencia de los genes con funcion en la

degradacion de hidrocarburos.

Tabla XI. Presencia de genes marcadores con funcién en la degradacion de hidrocarburos. La presencia/ausencia de

los genes marcadores se representd con dos colores: azul oscuro — presencia, azul claro —ausencia.

Genes Genes

Sitio Sitio
pahE alkB pahE alkB

BO8 B67 -
B10 B68 -
B09 B65 -
B14 B62 -
B26 B70
B13 B78
B04 B98 -
B18 E96
B28 E95 -
B47 E97
B53 B94 -
B54 B93 -
B56 B91 -
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En el mapa de la figura 22, se muestra aquellas estaciones en las que se encontrd la presencia del
gel pahE (rojo) y al gen alkB (azul) de manera individual, y aquellas en las que se encontré ambos
genes marcadores. pahE Se encontré en una mayor cantidad de estaciones, principalmente en
aquellas cercanas a las zonas costeras de las ciudades de Tijuana y Ensenada, ademas de las
estaciones al sur del arroyo “La Mision” y en la Bahia de Salsipuedes. En cambio, el gen alkB se
encontré principalmente en sedimentos de los alrededores de la zona costera de Rosarito

(principalmente al sur).

De manera general, se muestran que se encontré la presencia de ambos genes en nueve

estaciones, cercanas a las costas de Tijuana y Rosarito, principalmente (Fig. 22).
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Figura 22. Estaciones con la presencia de los genes de degradacion alkB y pahE.
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Genes marcadores funcionales relacionados con la resistencia a antibidticos.
La presencia de los genes relacionados con la resistencia a antibidticos analizados en los
sedimentos marinos fueron sull (resistencia al sulfametoxazol), CTX (resistencia a la cefalexina),

gnrS (resistencia al ciprofloxacino) y ampC (resistencia a la amoxicilina).

El gen sull se detectd en muestras de 16 sitios, el gen CTX en 22 y gnrS en 8 sitios de los 33,
mientras que el gen ampC no se detectd en ninguna de las muestras. Sull se detectd en las
muestras de las estaciones cercanas a Tijuana, en algunas estaciones cercanas a Rosarito y Puerto
Nuevo y en estaciones dentro de la bahia de Ensenada. CTX fue detectado en muestras de las
estaciones cercanas a Tijuana, en los alrededores de Puerto Nuevo y en las estaciones dentro de
la bahia de Ensenada. gnrS solo se detectd en estaciones cercanas a las ciudades de Tijuana y

Ensenada.

La incidencia de los tres genes que dieron positivo solo se encontrd en cuatro muestras
correspondientes a las estaciones BO7, B10, B53 y E95, las cuales se encuentran en zonas con
cercania a plantas de tratamiento. El mismo patrén se observd en las muestras donde se

detectaron dos de los tres genes (Tabla Xll y Fig. 23).

Tabla XII. Presencia de genes marcadores con funcién en la resistencia a antibioticos. La presencia/ausencia de los

genes marcadores se representd con dos colores: azul oscuro — presencia, azul claro —ausencia.

Genes Genes
Estacion Estacion
Sull CTX qnrS ampC Sull CTX qgnrS ampC
B44 B69
B26 - B70
BO7 B74 -
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B13
BO4
B18
B28
B47
B53
B54
B56
B57

B78
B98
E96
E95
E97
BS4
B93
B91

Ademads, se observa que la distribucion de los genes de resistencia es a lo largo de la costa, pero,

en comparacion con los genes de degradacion, la mayoria de los genes de resistencia a antibidticos

se concentras en estaciones con cercania a zonas con gran actividad antropogénica. Las estaciones

donde se detectaron se encuentran cercanas a las ciudades de Tijuana, Rosarito y Ensenada, y en

zonas con un menor impacto antropogénico como Puerto Nuevo (B47 y B53) y también es visible

la cercania que tiene la presencia de los genes a las diferentes plantas de tratamiento de las

ciudades antes mencionadas (Fig. 23).
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Figura 23. Estaciones con la presencia de los genes de resistencia a antibidticos: sull, CTXy gnrS.
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De acuerdo con los datos obtenidos, aguellas estaciones en cuyas muestras sedimentarias se ha
detectado una mayor cantidad de genes marcadores, tanto de degradacion de hidrocarburos
(alifaticos y aromaticos policiclicos) como de resistencia a antibidticos, se localizan en las cercanias
a zonas consideradas con un alto impacto antropogénico. Por ejemplo, las estaciones: BO7, BO8 y
BO9 tienen cercania con la ciudad de Tijuana y se encuentran cercanas a distintas PTAR, ya sea al
oeste o al suroeste de alguna de ellas, la estacion B28 se encuentra al suroeste del municipio de
Rosarito, principalmente en la misma direccion de una PTAR, la estacion B66 no se encuentra en
una zona inferida como de alto impacto antropogénico, pero se encuentra al sur de la
desembocadura del arroyo “La Mision”. Finalmente, la estacién E95 se encuentra dentro de la
Bahia de Ensenada, al sur del Puerto de Ensenada vy al norte de la boca del Estero de Punta Banda
con cercania a dos PTAR (“El Gallo” y “El Naranjo”) ademads de la cercania al puerto de Ensenada

(Fig. 24).
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Figura 24. Total de genes presentes en cada estacion.
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Discusion

La estructura de la comunidad procariota en la costa noroeste de Baja California ha sido estudiada
de forma escasa y solo en zonas cercanas a Rosarito, B. C. En 2018, Silva-Jiménez et al., utilizaron
métodos dependientes de cultivo para aislar e identificar bacterias con la capacidad de crecer en
pireno (hidrocarburo de alto peso molecular), como su Unica fuente de carbono y energia. Los
autores encontraron que las cepas bacterianas aisladas pertenecen a los filos Proteobacteria
(Pseudomonadota) (64%), Actinobacteria (Actinomycetota) (28%) y Firmicutes (Bacillota) (8%). En
esta tesis, las estaciones BO4 y B13 son las mas cercanas a la zona analizada por Silva-Jiménez et
al., (2018) vy, utilizando una aproximacion omica, se encontrd que el filo Proteobacteria
(Pseudomonadota) es el de mayor abundancia, seguido de Bacteroidetes (Bacteroidota). Mientras
que en los filos Actinobacteria (Actinomycetota) y Firmicutes (Bacillota) la abundancia fue minima
(< 3%). Por otro lado, el mismo grupo de investigacion (Silva-Jiménez et al., datos sin publicar) aislé
varias cepas bacterianas de los géneros Pseudomonas y Vibrio en los sedimentos marinos de la
Bahia de Todos Santos mientras que los resultados obtenidos durante este trabajo mostraron una
baja abundancia de estos géneros en los 33 sedimentos marinos analizados (Fig. 11). Las
diferencias entre los valores de abundancia entre ambos estudios se pueden deber a diversas
razones como la utilizacién de distintos métodos de andlisis (dependientes e independientes de
cultivo), los microorganismos aislados por Silva-Jiménez et al., (2018) son faciles de aislar con los

meétodos convencionales, y ademas los objetivos de cada trabajo fueron distintos.

En 2019, Ul — Hasan et al. muestrearon sedimentos marinos y agua superficial en tres sitios
cercanos a la zona costera de Puerto Nuevo en Rosarito, B. C. y utilizando métodos independientes
de cultivo encontraron una diversidad representada por 50 filos. Los puntos de muestreo
analizados en este trabajo que tienen una mayor cercania a los sitios analizados por Ul — Hasan et
al., (2019) son: B47, B53, B54 y B56; los primeros tres puntos muestran una cantidad menor de
filos presentes (39, 35y 38 respectivamente) pero la estacién B56 presenta una cantidad similar
(56 filos) a lo encontrado por los autores. En cuanto a la composicidén taxondmica, ellos obtuvieron
a los filos Bacteroidota y Pseudomonadota como los filos mdas abundantes seguido por

Planctomycetota. En cuanto a la estructura taxondmica de las estaciones con cercania a estos
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puntos de muestreo tienen una composicion diferente en cuanto a abundancia entre Bacteroidota
y Pseudomonadota, siendo el ultimo filo mencionado el mas abundante en las cuatro estaciones
cercanas. Ademas de una mayor abundancia del filo Crenarchaeota (dominio Arquea), el cual no
fue encontrado por los autores en las muestras de sedimentos. Las diferencias encontradas en la
estructura de la diversidad procariota encontrada en ambos trabajos podrian asociarse a la
diferencia en los sitios de muestreo (profundidad, cercania a la costa) asi como a las distintas
técnicas tanto de extraccion de ADN de las muestras ambientales como las regiones de
amplificacion, debido a que los autores amplificaron la regién V4 — V5 del gen ribosomal 16S ARNr
mientras que la region amplificada en este trabajo de tesis fue la regién V4 del gen ribosomal 16S

ARNT.

Ademas de los estudios sobre la estructura de las comunidades bacterianas antes mencionados,
estos se han realizado en sedimentos y en aguas superficiales o profundas, en distintas zonas

costeras del mundo utilizando la secuenciacion masiva del gen ribosomal 16S ARNTr.

En ese sentido, en 2012, Wang et al., realizaron un estudio en sedimentos en Hong Kong y Japdn,
para comparar la diversidad bacteriana presente en sedimentos de agua dulce, de manglares
intermareales y sedimentos marinos. Las muestras tomadas de sedimentos marinos mostraron
una diversidad bacteriana compuesta principalmente por los filos Proteobacteria
(Pseudomonadota), Planctomycetes (Planctomycetota), Acidobacteria (Acidobacteriota),
Verrucomicrobia (Verrucomicrobiota) y Chloroflexi (Chloroflexota), que es una composicion similar
a lo encontrado en este trabajo. En 2020, Chen et al., realizaron un estudio en el mar de Bohai,
China el cudl es conocido por la presencia de contaminantes como metales pesados, y cuyo
objetivo de la investigacion fue conocer la estructura y la distribucion espacial de la comunidad
bacteriana. En este trabajo, los autores hacen énfasis en la obtencidn de cinco filos dominantes de
la zona: Proteobacteria (Pseudomonadota), Bacteroidetes (Bacteroidota), Planctomycetes

(Planctomycetota), Acidobacteria (Acidobacteriota) y Chloroflexi (Chloroflexota).

A pesar de que los estudios antes mencionados fueron realizados en diferentes zonas costeras, la

diversidad encontrada tanto por Wang et al., (2012) y Chang et al., (2020) es muy similar a lo
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encontrado en los sedimentos de la CBC analizados en este trabajo. Lo anterior nos puede dar un
indicio de como es el ambiente debido a las capacidades metabdlicas que pueden albergar los
miembros pertenecientes a cada uno de los filos presentes en los sedimentos de estos ambientes

marinos.

Haciendo un filtrado de los metadatos se obtuvo que la arquea Nitrosopumilus (Crenarchaeota) y
las bacterias Lutimonas (Bacteroidota) y Desulfococcus (Pseudomonadota-Deltaproteobacteria)

fueron los géneros mas abundantes.

Las especies pertenecientes al género Nitrosopumilus (arquea) son estudiadas por sus diferentes
ecotipos, debido a que se pueden encontrar en ambientes marinos con diversas caracteristicas,
aunque usualmente se les asocia a ambientes profundos como chimeneas hidrotermales o
ambientes hipersalinos andxicos. Su mayor potencial metabdlico, y el de mayor interés en los
procesos biogeoquimicos, es su capacidad de oxidar el amonio, descrito anteriormente solo en

bacterias que lo realizaban en dos pasos (Walker et al., 2010; Zhong et al., 2020).

El género Lutimonas suele ser uno de los mas abundantes en sedimentos marinos, su presencia ha
sido asociada a diferentes metales pesados como cromo, cobre, plomo, cadmio y zinc. Ademas, se
destaca su habilidad de reducir nitrato a nitrito (Chen et al., 2020). Ademas de Lutimonas, otros
géneros miembros de la familia Flavobacteriaceae aislados de ambientes marinos participan en la
mineralizacién de la materia orgdnica, ademas se ha estudiado su participacion en la degradacion
de compuestos de alto peso molecular haciendo que los compuestos estén disponibles para otros

microorganismos (Ye et al., 2016).

Del género Desulfococcus se tiene el conocimiento que estan implicadas en la degradacion de
hidrocarburos alifaticos (alcanos) de forma anaerdbica en filtraciones marinas (Kleindienst et al.,
2014). La cepa BuS5 es una cepa aislada en cultivo puro con la capacidad de oxidar
anaerdbicamente alcanos de cadena corta, ademas de crecer en propano y butano (Kniemeyer et
al., 2007). Se ha descrito que Desulfococcus la comprenden especies que dominan la degradacion
de propano, pentano, alcanos de cadena media y larga, alquenos y compuestos aromaticos como

el tolueno o el naftaleno (Kniemeyer et al., 2007; Kleindienst et al., 2014).
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Ademas de los principales géneros mencionados, se encontraron una alta abundancia del género
Desulfobacula, perteneciente a la clase Deltaproteobacteria, este género se encuentra presente
en sedimentos marinos con presencia de hidrocarburos, ademads es posible encontrarlos en la
columna de agua con poco oxigeno y donde hay presencia de surgencias marinas. Se han detectado
secuencias relacionadas con especies de Desulfobacula en zonas marinas contaminadas con
hidrocarburos, en sedimentos marinos y de agua dulce, ventilas hidrotermales, zonas de minimo

oxigeno, entre otras (Kuever et al., 2001; Wohlbrand et al., 2013).

El género Zeaxanthinibacter, perteneciente a la clase Flavobacteria, es una cepa aislada
principalmente de sedimentos de agua dulce y agua marina, considerado un género aerdébico
estricto y de los cuales uno de sus principales roles dentro del ambiente es su capacidad de reducir

nitrato a nitrito (Asker et al., 2007; Lee et al., 2016).

En cuanto al microbioma central encontrado en los sedimentos marinos de la CBC, los analisis
arrojan que esta compuesto por 10 grupos taxondmicos, entre ellos, el género Nitrosopumilus, uno
de los géneros mas abundantes. Al conocer los grupos taxonémicos que componen el microbioma
central y su funcion se puede relacionar con las caracteristicas del ambiente marino de la CBC. Los
grupos taxondmicos del microbioma central se han asociado a distintos procesos biogeoquimicos,
ademas tienen en comun que fueron descritos principalmente en ambientes marinos. La
caracteristica principal de su importancia dentro del ambiente marino es que todos comparten un
rol dentro del ciclo del nitrogeno y/o del azufre (Bowman y McMeekin, 2005; Bernardet vy

Nakagawa, 2006; Jang et al., 2011; Li et al., 2023).

Los sedimentos marinos son una parte importante del ambiente marino, y se estima que en este
ecosistema se concentra la mayor parte de la biomasa de los organismos procariotas (Rodgers et
al., 2019). Debido a lo antes mencionado es que se analizaron la alfa y beta diversidad, que nos
permiten conocer la riqueza de las muestras analizadas. En las zonas cercanas a los puntos
muestreados solo existe el trabajo de Ul — Hasan et al., (2019). Los autores mostraron que, en los
sedimentos marinos de la zona de Puerto Nuevo en Rosarito, existe una diversidad alta (H'>3) pero

son valores menores a los obtenidos en este trabajo de tesis (H > 5); mientras que en el indice de
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Simpson se obtuvieron valores (D>0.85) muy similares a los obtenidos en esta tesis (D > 0.99),
corroborando que en los sedimentos marinos de la CBC existe una dominancia. Al comparar con
otros trabajos donde analizaron la riqueza de diversas muestras de sedimentos marinos en otras
zonas costeras que reportan que dentro de los mismos existe una alta diversidad: Wang et al., en
2012 analizaron el indice de Shannon encontrando valores mayores a 4. Otro sitio donde se han
realizado este tipo de estudios es el Golfo de México, donde, a pesar de encontrar contaminantes
prioritarios como metales pesados e hidrocarburos alifaticos, aromaticos y aromaticos policiclicos
se ha encontrado una alta diversidad y riqueza, con valores del indice de Shannon mayores a 4
(Godoy-Lozano et al., 2018). Todo lo anterior corrobora que en los sedimentos marinos se
concentra una gran biomasa de organismos procariotas, y que, incluso en presencia de

contaminantes prioritarios, se puede encontrar una gran riqueza de estos.

Ademds de conocer como se compone la estructura de las comunidades presentes en los
sedimentos marinos, se logré inferir la funcion utilizando herramientas bioinformaticas como

PICRUST2 (Douglas et al., 2020).

Una de las rutas de resistencia a antibioticos que fue inferida es la biosintesis del peptidoglicano
IV descrita en la especie Enterococcus faecium, pero encontrada también en otras especies de
bacterias del tipo Gram positivas. Esta ruta puede ser relacionada a Enterococos que son
resistentes a niveles moderados o altos de ampicilina (Ligozzi et al., 1996). Lo anterior coincide con
lo descrito de la familia Peptostreptococcaceae (Bacillota/Firmicutes), cuyos géneros descritos
pertenecen al grupo de las Gram positivas (Slobodkin, 2014), del mismo filo también se asoci¢ al
género sin asignacion taxondmica denominado WH1-8, y del cual no se encontré informacién;
finalmente también se asocid al orden sin asignacién taxondmica WCHB1-41, el cual esta

compuesto por bacterias no cultivadas y de las que tampoco se tiene informacién.

Por otra parte, también se infirié la ruta metabdlica implicada en la resistencia a la polimixina. Esta
ruta se ha encontrado en especies del filo Peudomonadota (Proteobacteria), pero fue descrita en
la cepa Escherichia coli K-12. La polimixina es un antibidtico con efectos téxicos producido por la

bacteria Paenibacillus polymyxa, y afecta principalmente a las cepas del tipo Gramnegativo, debido
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a que tienen especificidad por moléculas de lipopolisacaridos que existen en las membranas
externas de las bacterias Gram negativas. La forma en la que funciona la ruta metabdlica es a través
de la modificacién de la estructura de un lipido cambiando su carga y disminuyendo la afinidad de
la polimixina (Fu et al., 2007). De los grupos taxondmicos que se asociaron a la resistencia a la
polimixina cinco grupos pertenecen a diferentes clases del filo Pseudomonadata, coincidiendo con
lo descrito. De los demas grupos taxonémicos, aunque no pertenecen al filo Pseudomonata, son
cepas bacterianas descritas como pertenecientes al grupo de las Gram negativas (Mcllroy vy
Nielsen, 2014; Plugge y Zoetendal, 2014; Park et al., 2017), lo que concuerda con el mecanismo de
accion de la polimixina, debido a que el antibidtico afecta principalmente a cepas bacterianas
pertenecientes a este grupo. Las enzimas inferidas que catalizan la resistencia a polimixina son
enzimas asociadas a enfermedades humanas y que fueron descritas principalmente en las
bacterias Gram negativas Escherichia coli y Salmonella typihmurium (Yan et al., 2007), pero que
posteriormente se ha descrito en otras cepas como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Acinetobacter baumanni, las cuales obtuvieron la resistencia de bacterias que son
naturalmente resistentes como Proteus sp. Serratia sp. y Burkholderia sp. (Olaitan et al., 2014).
Aunque solamente se logré inferir un grupo taxondmico hasta nivel de género y especie, este no

coincide con las especies mencionadas anteriormente.

En cuanto a la capacidad de utilizar hidrocarburos como Unica fuente de carbono y energia, es una
funcion que se ha descrito en diferentes organismos, por lo que es comuln encontrar rutas
implicadas en su degradacion. De las rutas implicadas en la degradacion de hidrocarburos alifaticos
se encontraron tres rutas: oxidacién de octano (alcano), oxidacion de metanol (alcano) a didxido
de carbono (CO;) y la degradacién del acetileno (alquino) por via anaerdbica. La via de oxidacién
del octano ha sido descrita en especies del género Pseudomonas, pero es posible encontrarla en
bacterias de diversos grupos sin distincion. La enzima clave de esta via es la alcano hidroxilasa, que
introduce oxigeno molecular en el &tomo de carbono terminal de los hidrocarburos y produce
alcoholes primarios (Lee y Chandler, 1941; Duque et al., 2022). La oxidaciéon de metanol puede
llevarse a cabo por distintas vias, la encontrada en las estaciones fue oxidacion de metanol via

formaldehido; esta ruta ha sido descrita principalmente en cepas de Corynebacterium glutamicum,
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la descripcion hace mencidn de que la cepa realiza la oxidacion durante la etapa estacionaria del
crecimiento. El primer paso de la ruta se lleva a cabo a través de una alcohol deshidrogenasa
dependiente de Zn?*, oxidando el metanol a formaldehido, que después es oxidado a formato que
finalmente se oxida en CO;, por una formato deshidrogenasa (Whitthoff et al., 2013). Finalmente,
la ruta de degradacion anaerdbica del acetileno que se ha descrito en diversas especies como
Syntrophotalea acetylenica, Mycobacterium lacticula, Rhodococcus opacus y Rhodococcus ruber.
En todos los casos de estudio, el Unico intermediario que se forma es el acetaldehido que

posteriormente, se transforma en acetato (Rosner et al., 1997).

Las enzimas que catalizan la degradacién de hidrocarburos han sido estudiadas tanto en cepas
bacterianas (Garcia-Valdes et al., 1988; Buchan et al., 2000; Rodriguez-Salazar et al., 2020) como

en consorcios bacterianos o en muestras ambientales (He et al., 2016; Ley et al., 2023).

Por ejemplo, la enzima catecol 1,2-dioxigenasa, la cual fue purificada de Pseudomonas sp. por
primera vez, su presencia ha sido reportada principalmente en cepas bacterianas del tipo Gram
negativas, pero también en cepas del tipo Gram positivas. De las clases pertenecientes al filo
Pseudomonadota, Gammaproteobacteria es donde se ha descrito principalmente la enzima,
aungue se ha encontrado en otras clases, como en Alfaproteobacteria (Garrido-Sanz et al., 2019;
Setlhare et al., 2019; Dell” Anno et al., 2021; Poyntner et al., 2021). Aunque en este trabajo la
enzima no se asocid a ningln grupo taxondmico perteneciente a Gammaproteobacteria, si fue
asociada a dos grupos taxondmicos pertenecientes a la clase Alfaproteobacteria
(Pseudomonadota): el género Aquamicrobium y a la familia Rhodobacteraceae (Fig. 19). En cuanto
a la enzima catecol 2,3 dioxigenasa, esta se ha descrito en las clases Alfaproteobacteria,
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria (Kasuga et al., 2007; Garrido-Sanz et al., 2019),
coincidiendo con lo obtenido en la prediccion realizada en esta tesis, donde la enzima se asocio a
las clases Alfa- y Betaproteobacteria, ademdas de la clase Deltaproteobacteria, todas

pertenecientes al filo Pseudomonadota (Fig. 19).

Por otro lado, la enzima con mayor nimero de lecturas y grupos taxonémicos asociados fue la

protocatecuato 3,4-dioxigenasa. Esta enzima se ha asociado a diversas bacterias marinas, la
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mayoria pertenecientes al filo Pseudomonadota y mediante técnicas de PCR punto final y
comparacion con bases de datos, se detectd su presencia en regiones como el Mar de Bohai, Mar
Amarillo, Espafia y Dinamarca (Garrido-Sanz et al., 2019; Poyntner et al., 2021; Ley et al., 2023). En
este trabajo, la inferencia realizada con PICRUST2 asocid a esta enzima con las clases Alfa-, Delta-
y Gammaproteobacteria (del filo Pseudomonadota), ademas de grupos pertenecientes a los filos
Bacteroidota y Planctomycetota, lo que coincide con lo descrito de los resultados obtenidos,
debido a que la mayoria de las lecturas fue asociada a grupos taxondmicos pertenecientes al filo

Pseudomonadota.

En el caso de la salicilato monooxigenasa, esta enzima se purificd por primera vez de la bacteria
Pseudomonas cepacia (Ramsay et al., 1992). Su presencia se ha encontrado en cepas
pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria (Dell” Anno et al., 2021) y Alfaproteobacteria
(Grevesse et al.,, 2022), de esta ultima clase en la familia Rhodobacteraceae y el orden
Rhodobacterales, mismos que coincide con los grupos taxondmicos obtenidos de las inferencias
obtenidas a partir de los datos obtenidos de la secuenciacién masiva del gen ribosomal 16S ARNr

a partir del ADN ambiental de las 33 muestras de sedimentos marinos de la CBC.

Para corroborar los datos inferidos con PICRUST2, se realizé otra prediccidon con el servidor en linea
METAGENassist que arrojo datos de rutas metabdlicas implicadas en procesos biogeoquimicos
como los ciclos del nitrégeno y el azufre que fueron como los perfiles metabdlicos mas abundantes,
lo que coincide con las propiedades fisicoquimicas de la zona de estudio y con las funciones que
cumple los grupos taxonémicos del microbioma central presente en las muestras de sedimentos
(tabla VII). La costa oeste de Baja California, esta influenciada por la Corriente de California, una
corriente conformada por aguas frias y “viejas” que transportan nutrientes a la superficie debido
a las surgencias (Deutsch et al., 2021), lo que influye en los resultados obtenidos en esta tesis. De
igual manera, se encontraron los perfiles metabdlicos asociados con la degradacion de alifaticos e
hidrocarburos aromaticos que se pueden relacionar a la presencia de estos contaminantes en los

sedimentos marinos, los cuales han sido analizados y detectados en diversos estudios,
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principalmente en la zona del Puerto de Rosarito y Ensenada (Macias-Zamora et al., 2002; Macias-

Zamora et al., 2014; Silva-liménez et al., 2018).

Para determinar comunidades microbianas que poseen la capacidad de degradar alcanos y
monitorear sitios contaminados con este tipo de hidrocarburos se utiliza el gen funcional alkB, el
cual codifica para una alcano monooxigenasa. El gen alkB ha sido utilizado ampliamente en
diversos estudios ambientales. Por ejemplo, en 2009, Wasmund et al., analizaron muestras
sedimentarias del mar Timor (Australia) e identificaron diversas secuencias de alkB que apuntan a
una amplia gama de especies pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, ademas
cuantificaron el numero de copias del gen, encontrando un gran numero. En 2022, Bagi et al.,
cuantificaron el gen alkB en muestras de agua de mar de una zona contaminada con petrdleo,
encontrando alrededor de 5000 copias por mililitro de agua de mar en total. También se ha
encontrado al gen alkB en sedimentos de la zona del Rio de la Plata y la Zona de Pesca Comun
Argentina — uruguaya (Peressutti y Zorzoli, 2023). En 2012, Lu et al., encontraron la presencia de
secuencias del gen alkB en la pluma de petrdleo causada por el accidente Deepwater Horizon, las
secuencias se asociaron a distintas especies pertenecientes a los filos Proteobacteria
(Pseudomonadota) (e.g. Bdellovibrio, Roseobacter y Rhodospirillium), Firmicutes (Bacillota) y a
Actinobacteria (Actinomycetota) (e. g. Gordonia y Rhodococccus). Los filos en que Lu et al., (2012)
encontraron secuencias de alkB son filos encontrados en las 33 muestras sedimentarias que fueron
analizadas. Ademads, el gen marcador alkB se encontré principalmente en sedimentos de
estaciones cercanas al puerto de Rosarito, zona en la cual se ha reportado la presencia de
hidrocarburos alifaticos con cadenas que van desde 17 hasta 37 carbonos (Macias-Zamora et al.,
2014), corroborando que puede ser utilizado para conocer como se encuentra el estado de salud

de los sedimentos en cuanto a la presencia de este tipo de hidrocarburos.

Para la degradacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos se utilizé el gen funcional pahE, un
gen que previamente ha sido utilizado como gen marcador de la degradacion de HAP en distintos
tipos de ambientes (Liang et al., 2019; Liang et al., 2023). Este gen codifica para un aldolasa

hidratasa y participa en el quinto paso de la ruta de degradacion de HAP (Fig. 4) (Liang et al., 2019).
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En 2023, Liang et al., analizaron y cuantificaron la abundancia del gen pahE en muestras de suelo
y sedimento de manglares, encontrando la presencia del gen y cuantificando hasta 1 x 10° copias
del gen por gramo de sedimento. La presencia de HAP ha sido analizada y reportada en diversos
estudios, principalmente en las zonas cercanas al puerto de Rosarito y en la Bahia de Todos Santos
(Ensenada), por lo que, se puede asociar el gen marcador pahE con la presencia de hidrocarburos,
principalmente con los resultados obtenidos en las muestras sedimentarias dentro de la Bahia de

Todos Santos (Ensenada).

En la CBC se ha detectado la presencia de contaminantes prioritarios como los hidrocarburos
alifaticos, aromaticos y aromaticos policiclicos en diversas ocasiones, principalmente en la zona del
Puerto de Rosarito y en la desembocadura del arroyo “El Gallo” en el Puerto de Ensenada (Macias-
Zamora et al., 2002; Macias-Zamora et al., 2014; Silva-liménez et al., 2018). Por lo anterior es que
se esperaba inferir rutas catabdlicas de degradacion de hidrocarburos, ademads de encontrar la
presencia de los genes marcadores funcionales alkB y pahE, principalmente en las zonas costeras

aledafias a las ciudades, tales como Tijuana, Rosarito, Ensenada, asi como a las PTAR.

La contaminacion en ambientes marinos por antibidticos y genes de resistencia a antibidticos es
un tema que ha sido poco estudiado, pero que ha ido tomando importancia con los afios. Se han
realizado estudios en ambientes acuaticos y marinos como el mar de Bohai (Lu et al., 2019; Zhang
et al., 2020), el mar Amarillo (Lu et al., 2019), el mar del este de China (Chen et al., 2019), entre
otros. En estos estudios se ha reportado la deteccidon y cuantificacion de distintos genes de
resistencia, entre los que destacan los genes sull y gnrS. En esta tesis, el gen sull destacd su
presencia en gran parte de las muestras de sedimentos a lo largo de la CBC, como lo reportado en
los trabajos anteriores. Mientras que el gen gnrS fue el que se detectdé en menos muestras de

sedimentos analizados en este trabajo de tesis.

Por otro lado, el gen gnrS se puede contrastar con lo encontrado en 2011, por Cummings et al.,
quienes realizaron un estudio en la costa cercana a San Diego, CA y a Tijuana, BC en donde
encontraron la presencia de genes de resistencia a quinolonas (genes gnrA, qnrB, gnrS, gepA 'y

aac(6’)). En el estudio se reporta la presencia de los genes analizados, pero principalmente,
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reportan la deteccion del gen gnrS lo que coincide con lo encontrado en esta tesis, donde el gen
fue localizado en dos muestras de estaciones cercanas a la costa de Tijuana, lo que implica que el

gen marcador pueda ser utilizado como un indicador de la salud de los sedimentos.
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Conclusiones

Los sedimentos marinos de la CBC presentan una alta diversidad de organismos procariotas que
son representados tanto por el dominio Arquea como por el dominio Bacteria, y existe una
dominancia de especies, posiblemente por especies de los géneros mas abundantes
(Nitrosopumilus, Lutimonas y Desulfococcus). El microbioma nucleo encontrado en las 33 muestras
de sedimentos de la CNBC esta compuesto por procariotas que tienen un papel importante en los

ciclos biogeoquimicos del nitrogeno vy el azufre.

La inferencia de rutas metabdlicas y enzimas permitié conocer algunas rutas implicadas en la
resistencia a antibiéticos y en la degradacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en las
comunidades procariotas que forman parte de los sedimentos marinos de la CBC. Los genes
marcadores relacionados con la degradacion de hidrocarburos y la resistencia a antibidticos
permitieron corroborar parcialmente, de forma experimental, lo que las inferencias metabdlicas
dieron como resultados. Ademas, la deteccidon de genes funcionales permitid relacionar su
presencia en los sedimentos de zonas con alta actividad antropogénica como las costas de Tijuana
y Rosarito, el arroyo “La Misién”, Bahia Salsipuedes y la costa de Ensenada. Lo anterior corrobora
que los genes marcadores funcionales utilizados durante este trabajo de tesis pueden ser utilizados
para monitorear el estado de salud del ambiente costero de Baja California, asi como la presencia

de comunidades hidrocarbonoclastas.

Ademas de proveer informacion sobre la composicion de la diversidad procariota presente en los
sedimentos marinos de la CNBC vy sus posibles funciones dentro de los mismos, este tipo de
estudios son importantes debido a que ayudaran a que las autoridades correspondientes tengan
una manera de monitorear el ambiente marino y puedan tomar decisiones que prevengan o

disminuyan la presencia de contaminantes prioritarios y emergentes.
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Anexo
Anexo |I. Combinaciones de los indices. En gris se muestran las combinaciones de cada estacion.
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17
16SK701R | 16SK702R | 16SK703R | 16SK704R | 16SK705R | 16SK706R | 16SK707R | 16SK708R | 16SK709R | 16SK710R | 16SK711R | 16SK712R | 16SK713R | 16SK714R | 16SK715R | 16SK716R | 16SK717R
F1 = 16SK501F 1 12 23 34 45 56 67 78 89 100 111 122 133 144 155 166 177
F2 | 16SK502F 2 13 24 35 46 57 68 79 90 101 112 123 134 145 156 167 178
F3 = 16SK503F 3 14 25 36 47 58 69 80 91 102 113 124 135 146 157 168 179
F4 | 16SK504F 4 15 26 37 48 59 70 81 92 103 114 125 136 147 158 169 180
F5 | 16SK505F 5 16 27 38 49 60 71 82 93 104 115 126 137 148 159 170 181
F6 | 16SK506F 6 17 28 39 50 61 72 83 94 105 116 127 138 149 160 171 182 |
F7  16SK507F 7 18 29 40 51 62 73 84 95 106 117 128 139 150 161 172 183
F8 @ 16SK508F 8 19 30 41 52 63 74 85 96 107 118 129 140 151 162 173 184
F9 | 16SK509F 9 20 31 42 53 64 75 86 97 108 119 130 141 152 163 174 185
F10 @ 16SK510F 10 21 32 43 54 65 76 87 98 109 120 131 142 153 164 175 186
F11 | 16SK511F 11 22 33 44 55 66 7. 88 99 110 121 132 143 154 165 176 187

|//

Anexo Il. Combinaciones de los indices de cada muestra de sedimento y el control “mock microbial community”.

Estaciéon Combinaciones de indices
Combinacién Forward Reverse

BO2 1 F1 R1
BO4 11 F11 R1
BO7 21 F10 R2
BO8 25 F3 R3
BO9 31 F9 R3
B10 34 F1 R4
B13 41 F8 R4
B14 47 F3 R5
B18 51 F7 R5
B26 55 F11 R5
B28 56 F1 R6
B44 64 F9 R6
B47 69 F3 R7
B53 73 F7 R7
B54 77 F11 R7
B56 85 F8 R8
B57 87 F10 R8
B62 89 F1 RS9
B65 91 F3 R9
B66 107 F8 R10
B67 109 F10 R10
B68 111 F1 R11
B69 117 F7 R11
B70 121 F11 R11
B74 129 F8 R12
B78 131 F10 R12
B91 135 F3 R13
B93 141 F9 R13




Diversidad bacteriana y de genes marcadores asociados a la degradacién de hidrocarburosy a la
resistencia a antibiéticos en sedimentos marinos de la costa noroeste de Baja California

B94 144 F1 R14
B98 150 F7 R14
E9SS5 157 F3 R15
E96 164 F10 R15
E97 166 F1 R16
Control 176 F11 R16
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