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Entre los contaminantes organicos persistentes presentes en la Cuenca del Sur
de California (CSC) se destaca el DDT el cual se acumula en los sedimentos y
es biotransformado por enzimas especificas de los microorganismos. Debido a
su importancia se realizd una investigacién: de la distribucion espacial del DDT,
la capacidad de las bacterias para biotransformarlo bajo condiciones controladas
de laboratorio y la estructura de las bacterias en los sedimentos marinos.
Durante diciembre de 2003, se colectaron muestras de sedimento superficial en
20 estaciones de la costa noroccidental de Baja California, México. Se realizaron
analisis de DDT por cromatografia de gases, porcentaje de particulas <63 um de
diametro, carbono organico, bacterias reductoras de sulfato, estructura de la
comunidad bacteriana (SSCP) y aislamiento del gen 4,5 DOPA. De la estacion
49, la cual mostré la mayor concentracion de DDT y de sus metabolitos DDE vy
DDD, se aislé una bacteria identificada bioquimica y molecularmente como del
género Vibrio sp., misma que fue sometida a un bioensayo en el laboratorio, en
medio sales minimas mas DDT, e incubandola a 28 °C bajo condiciones
aerobias y anaerobias durante noventa dias, determinando ademas su tasa de
crecimiento especifico a 28 °C y 8 °C. Los sedimentos mostraron bajas
concentraciones de DDT, desde no detectado (ND) hasta 4.78 ng g, con
tendencia a aumentar en las estaciones mas profundas, las cuales contienen
mayor porcentaje de particulas <63 pm y carbono organico. Vibrio sp. presentd
en el medio sales minimas mas DDT, tasas de crecimiento especifico promedio
de 0.6912 y 0.4296 d™' a 28 °C y 8 °C respectivamente. Ademas presenté el gen
4,5 DOPA, asimismo mostré ia capacidad de biotransformar el DDT ya que se
detecto la presencia de los metabolitos o,p'-DDE y o,p'-DDD a los sesenta y
noventa dias de incubacion en ambos sistemas. El mayor nimero de bandas
obtenidas en la electroforesis (SSCP) se encontré en las estaciones ubicadas en
el sur del area de estudio en donde existe mayor profundidad, concentracion de
carbono organico y mayor porcentaje de particulas <63 pym de diametro,
detectando que el grupo mas dominante en el sedimento marino fue el de las
proteobacterias.

Palabras clave: DDT, sedimentos, biotransformacion, bacterias marinas, Baja
California.
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fn memoria de:

Dr. Jorge de la Rosa Vélez (1954-2007).

El Dr. Jorge de la Rosa Vélez mostré una gran inquietud académica desde
sus inicios como estudiante, que lo llevé a destacar en el campo de la ciencia en
México y en el extranjero. Como investigador fue pionero en estudios de genética
poblacional en especies de importancia comercial como los camarones
(Litopenaeus stylirostris, Farfantepenaeus califomiensis y F. brevirostris) y el
caracol Astraea (Litophoma) undosa. Sus ultimos trabajos estuvieron enfocados al
disefio de técnicas moleculares para la deteccion de los virus que afectan al
camaron en cultivo, siendo uno de los primeros investigadores dentro de la
Facultad de Ciencias Marinas y el Instituto de Investigaciones Oceanolégicas,
UABC, en utilizar técnicas moleculares o del ADN recombinante.

Los resultados de estas investigaciones fueron relevantes en la formacion
de recursos humanos, de alta calidad académica, dentro del Posgrado de
Oceanografia Costera. Ademas, la habilidad intelectual del Dr. Jorge de la Rosa le
permitié contribuir en otras areas como es la ecotoxicologia quimica, tema de
interés en esta tesis.

Con su inclinacién aventurera y entusiasmo por emprender nuevos desafios
que lo llevaran a ampliar sus conocimientos cientificos, sin ponerse limites y
atreviéndose a incursionar en nuevas lineas de investigacion, aceptdé la
responsabilidad de dirigir mi tesis, misma que esta enfocada a dar respuesta a
interrogantes en el campo de la contaminacién ambiental y la bioremediacién, en
donde las técnicas moleculares son una herramienta basica y novedosa.

Sin su apoyo hubiera sido casi imposible comprender como se
interrelacionan los procesos moleculares con los quimicos y su aplicacion en
ciencias ambientales, lo cual permitié sentar las bases para establecer una nueva
linea de Investigacién en el 11O de la UABC.

Por su amplio historial, contagioso entusiasmo, capacidad y aguda visidn
para abordar los problemas cientificos, asi como su incansable animo para tratar y
promover nuevas ideas, es el Dr. Jorge de la Rosa Vélez un ejemplo que nos
motiva a ser mejores investigadores en las ciencias del mar. Por todo esto y
mucho mas, le brindo mi mas sincero agradecimiento, por haber sido mi Director
de Tesis, durante la mayor parte del desarrollo de la misma.
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RFLP carriles 1 y 5 marcador de peso molecular, carril 2
Vibrio harveyi, carriles 3 y 4 Vibrio sp. aislado de sedimento
superficial de la estacion 49.

Control abiético con DDT aerobio: a) inicial y b) 90 dias.
p,p’-DDE = para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD=
para, para dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para
dicloro difenil tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro
difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacién
2 .4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.

Control abiético con DDT anaerobio: a) inicial y b) 90 dias.
p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD=
para, para dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para
dicloro difenil tricloroetano, p,p’-DDT = para, para dicloro
difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacion
2.4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.

Control bittico sin DDT, 90 dias: a) aerobio y b) anaerobio.
TCMX = estandar de recuperacién 2 4,5,6, -tetracloro-m-
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Cromatograma bioensayo aerobio: a) inicial y b) 30 dias.
o,p'-DDE = orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE =
para, para dicloro-difenil etileno, o,p’-DDD = orto, para
dicloro-difenil dicloroetano, p,p'-DDD = para, para dicloro-
difenil dicloroetano, o,p’-DDT= orto, para dicloro difenil
tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro difenil
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Cromatograma bioensayo aerobio: a) 60 dias y b) 90 dias.
o,p'-DDE = orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE =
para, para dicloro-difenil etileno, o,p'-DDD = orto, para
dicloro-difenil dicloroetano, p,p'-DDD = para, para dicloro-
difenil dicloroetano, o,p’-DDT = orto, para dicloro difenil
tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro difenil
tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacion 2,4,5,6,-
tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.

Cromatograma bioensayo anaerobio: a) inicial y b) 30 dias.
p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD =
para, para dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para
dicloro difenil tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro
difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacion
2.4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.

Cromatograma bioensayo anaerobio: a) 60 dias y b) 90
dias. o,p'-DDE = orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE
= para, para dicloro-difenil etileno, o,p'-DDD = orto, para
dicloro-difenil dicloroetano, p,p’-DDD = para, para dicloro-
difenil diclorocetano, o,p’-DDT = orto, para dicloro difenil
tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro difenil
tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacién 2,4,56,-
tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.

Amplificacion del Gen 4,5 DOPA a diferentes temperaturas
de alineacién (58-68 °C) por triplicado. Arriba: carril 1
marcador de peso molecular, carril 2 control negativo, carril
3-15 ADN Vibrio fisheri. Abajo: carril 1 marcador de peso
molecular, carril 2-9 ADN Vibrio fisheri.

Pagina

80

83

84

87



Figura

22

23

24

FIGURAS (Continuacion)

Amplificacién del Gen 4,5 DOPA en Vibrio sp. aislado de
sedimento superficial de la estaciéon 49. Carril 1 marcador
de peso molecular, carril 2 control negativo, carril 3 control
positivo Vibrio fisheri, carrii 4 ADN plasmidico Vibrio sp.
carril 5 ADN cromosémico Vibrio sp.

ADN en sedimento superficial de la zona costera
noroccidental de Baja California. M= marcador fago
Lambda, 4-65 estaciones de muestreo.

Rutas propuestas para la degradacion del DDT Vibrio sp: a)
aerobia y b) anaerobia.
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I. INTRODUCCION
1.1. DDT en la Cuenca del Sur de California

La Cuenca del Sur de California (CSC) es un sistema marino que se
extiende a lo largo de 357 millas desde Punta Concepcién, California (Estados
Unidos) hasta cabo Colonett, Baja California (México). Tiene influencia de la
Corriente de California la cual fluye principaimente en direccién suroeste y de la
contracorriente de California la cual durante los meses de otofio e invierno tiene
una orientacion en direccién norte (Davis et al., 2006). La combinacion de
estas, propicia la coexistencia de diferentes organismos marinos entre los que
se encuentran 500 especies de peces y 1500 de invertebrados, perteneciendo
a una de las mayores rutas de migracién de aves y mamiferos marinos a nivel
mundial, clasificandose como una de las zonas templadas mas diversas (Dailey

et al.,, 1993).

La CSC es una de las regiones mas densamente pobladas del noroeste
del continente americano ya que cerca de 20 millones de personas la habitan
(Noble et al., 2001a). El incremento poblacional en esta regién, ha provocado
cambios importantes en el litoral y problemas de contaminacion derivados de
diversas actividades, entre ellas la de dragado. Se tiene conocimiento que esta
ultima actividad se ha llevado a cabo en aproximadamente el 75 % de las
bahias y estuarios del sur de California, con el objetivo de dar mantenimiento a
los canales de navegacion y para la construccion de marinas (Horn y Allen,
1985) y que entre 1991 y 1997 aproximadamente 2681,247 m® de sedimentos
provenientes de puertos y bahias se descargaron dentro de la CSC. Esta

cantidad representa siete veces la de los sélidos aportados por el sistema de



plantas de tratamiento de aguas residuales del sur de California, contribuyendo
con contaminantes al ecosistema marino entre ellos, el cromo, plomo, mercurio,

PAH'’s, PCB’s y DDT’s (Steinberger et al., 2002).

Con respecto a Baja California, México, la zona costera registra intensos
procesos de urbanizacién con diversos patrones de ocupacion del territorio y un
incremento en la demanda de servicios basicos; por lo que esta regién
representa, en materia de planeacién y de preservacién del ambiente, un reto
para autoridades responsables y sociedad en general (Direccién de Desarrollo
Urbano y Ecologia, 2000). Debido a este crecimiento, en los ultimos afios en la
zona litoral entre las ciudades de Tijuana y Ensenada se han construido una
cantidad significativa de marinas y desarrollos turisticos, por tanto entre un 20 a
40 % de la superficie de estuarios y zonas fangosas se han visto disminuidos,
con la subsiguiente erosiéon y modificacion de la zona costera (Periédico Oficial

de Baja California, 2001; EPA, 2001).

La entrada de los contaminantes a la CSC ocurre principalmente por dos
vias: acarreo por lluvias y descargas de aguas residuales de plantas de
tratamiento (DiGiacomo et al., 2004; Schiff et al., 2006). Se tiene conocimiento
que eventos de tormenta que ocurren a finales de invierno y principios de
primavera contribuyen con mas del 95 % del volumen total de las descargas y
de los contaminantes en la CSC (Schiff et al., 2000), modificando la circulacién
costera, distribucion de nutrientes, concentraciones de sedimento suspendido,
biomasa de fitoplancton y productividad primaria (National Research Council,

1993).



En la zona de estudio se encuentran algunas cuencas que actuan como
trampas de sedimento fino y de material particulado que provienen de
escurrimientos por lluvia y de descargas. Algunas de éstas se encuentran
cerradas o semicerradas, lo que le confiere a la zona una circulacion

caracteristica (Dailey et al., 1993; Schiff, 2006).

Las descargas de aguas residuales a la CSC por parte de Estados
Unidos se realizan a través de las plantas de tratamiento: City of Los Angeles
Hyperion Treatment Plant (HTP), County Sanitation Districts of Los Angeles
County (CSDLAC), County Sanitation Districts of Orange County (CSDOC), y
City of San Diego Point Loma Wastewater Treatment Plant (PLWTP). Estas
evacuan a la zona costera la cantidad de 1.03 x 10° g d”' de aguas residuales
tratadas (Schiff et al.,, 2000) a través de emisores submarinos y por debajo de
la termoclina, evitando que los contaminantes alcancen la superficie
(Eganhouse et al., 2000), sin embargo, existen fendmenos como surgencias,
vientos y tormentas de invierno que favorecen la mezcla vertical, como
consecuencia, ocasionalmente las substancias contaminantes descargadas por
los emisores submarinos pueden llegar a alcanzar aguas superficiales e

impactar la zona costera.

La falta de infraestructura en México para el tratamiento de sus aguas
residuales ocasiond a partir de 1930 un grave conflicto internacional con
Estados Unidos, debido a que las aguas residuales no tratadas de la ciudad de
Tijuana contaminaban las principales playas del condado de San Diego,

California (Hickey, 1986). Para resolver el problema de saneamiento fronterizo



y evitar la contaminacién de la zona costera entre ambos paises, se
concertaron acuerdos entre los gobiernos de México y de Estados Unidos para
la construccién de una planta binacional de tratamiento de aguas residuales.
Esta planta de tratamiento se denomina Planta Internacional de Tratamiento de
Aguas Residuales (PITAR), fue construida en San Isidro California y entré en
operaciones en abril de 1997, es de tratamiento primario avanzado, con una
capacidad instalada para tratar 1,100 L s de aguas residuales, mismas que
son evacuadas mediante un emisor submarino, a una profundidad promedio de

29 metros.

Con respecto a la parte mexicana de la CSC, descargan sus aguas
residuales cinco plantas de tratamiento: Playas de Rosarito (95 L s™*), Punta
Bandera (750 Ls™), Sauzal (60 Ls™), Gallo (250 Ls™") y Naranjo (500 Ls™). Las

aguas residuales tratadas son vertidas directamente sobre la linea de costa.

Los estudios sobre el comportamiento y variabilidad de la carga organica
de la planta de tratamiento de Punta Bandera indican altos niveles de materia
organica (Safiudo-Wilheimy, 1983; Nishikawa et al., 1984). Debido a que la
zona es de alta energia y expuesta al oleaje, los contaminantes son
dispersados y distribuidos por factores fisicos, entre ellos los procesos de
difusién y adveccion asi como las corrientes de retorno y litoral. Esta ultima
produce un transporte de sedimentos hacia el sur (Marmolejo-Lara, 1985;
Cupul-Magana, 1987), sin embargo en verano y otofio se reportan corrientes en

direccion norte (Godinez-Sandoval, 1986; Alvarez-Sanchez, 1987).



Se tiene conocimiento de que las aguas residuales evacuadas en la
CSC contienen diversos contaminantes como: materia organica, metales
pesados, microorganismos patégenos y compuestos organicos persistentes
(COPs) los cuales impactan el ecosistema marino incluyendo la porcion
mexicana de la Cuenca (Ramirez-Alvarez, 2000; Noble et al., 2001b; Partida-
Gutiérrez et al., 2003). Entre los COPs presentes en la CSC se destacan los
compuestos organoclorados los cuales estan integrados por el DDT y sus

metabolitos asi como los bifenilos policlorinados (BPC'’s).

El DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano] es un compuesto
sintético, quimicamente estable e hidrofébico muy importante desde el punto de
vista de la contaminacién ambiental debido a su persistencia. Fue utilizado a
nivel mundial desde 1948 para proteger los cultivos agricolas asi como para
controlar diversas plagas domésticas. Los bajos costos de fabricacion de
algunos de sus isémeros como el p,p'-DDT (dicloro difenil tricloroetano) aunado
a su amplio espectro de actividad insecticida, hicieron de este compuesto el
mas empleado entre 1969 a 1974, alcanzando sus maximos niveles de uso en
la década de los sesenta, sin embargo debido a su efecto en los organismos, a
partir de 1971 fue prohibido en Estados Unidos por la Agencia de Proteccién en

el Ambiente (EPA).

En el medio marino se ha demostrado que puede ocasionar alteraciones
y efectos daninos en pelicanos, leones marinos, peces y moluscos (De Long et
al., 1973; Young et al., 1976; Tran y Zeng, 1999). Su introduccién en la CSC

ocurrio a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales



anteriormente mencionadas. Se estima que de 1971 a 1996 las principales
plantas de tratamiento de California evacuaron debajo de la termoclina 41, 301

kg de DDT (Raco-Rands, 1999).

En México, se limité su uso a partir del afio 2000, anticipandose al
Convenio de Estocolmo de mayo de 2001, en donde 127 paises adoptaron una
resolucién para prohibir o minimizar el uso de las doce sustancias téxicas mas
utilizadas en el mundo, entre ellas el DDT (Martinez-Cordero y Gavilan-Garcia,
2004). No obstante la prohibiciéon hay reportes de su utilizacion ilegal debido a
la existencia de reservas de este producto (CEC, 1997; Partida-Gutiérrez et al.,
2003). Adicionalmente se desconoce el aporte de DDT por las principales
plantas de tratamiento de las ciudades de Tijuana y Ensenada, B.C., entre
ellas: Planta de Punta Bandera, Planta el Gallo y Planta el Naranjo, sin
embargo se ha detectado la presencia de p,p'-DDT en sedimentos marinos de

estas localidades (Gutiérrez-Galindo et al., 1998).

La introduccién y acumulacion de DDT en la parte norteamericana de la
CSC esta bien documentada. Estudios realizados en nucleos de sedimentos de
ésta, indican que la acumulacion de DDT comenzé en 1952 (Hom et al., 1974),
con un claro efecto de biomagnificacibn en organismos marinos como es el
caso del pelicano café de California, el cual estuvo a punto de su extinciéon por

ingerir anchovetas contaminadas con DDT’s y PCB’s (Chartrand et al., 1985).

Sin embargo, se tiene conocimiento que la concentracion del DDT en

especies marinas ha disminuido durante las ultimas tres décadas (Schiff et al.,



2000), por ejemplo en peces colectados en la CSC las concentraciones de este
contaminante disminuyeron en dos ordenes de magnitud en comparacion con
las detectadas de 1985 a 1994 (Schiff y Allen, 2000). Por otra parte, en un
estudio realizado en peces de la Bahia de Newport se encontraron
concentraciones de DDT de 1,830 pg kg™ en 1980 y de 160 ug kg”' en 2002

(Allen et al., 2004).

Con respecto a México son pocos los estudios realizados en la CSC
entre ellos el realizado por Gutiérrez-Galindo et al. (1983) quienes compararon
los niveles de DDT total en Myftilus californianus de la zona costera de Baja
California con los obtenidos en la literatura para la regién norte, encontrando
valores sustancialmente menores a los reportados por Suarez-Vidal y Acosta-
Ruiz (1976), explicando su disminucién por la reducciéon en su uso desde 1970
en los campos agricolas de la regién de Baja California. La contaminacién por
compuestos organicos persistentes en sedimentos superficiales de la region ha
sido también documentada (Gutiérrez-Galindo et al., 1998; Macias-Zamora,

2001; Noblet et al., 2003).

- No obstante que la entrada del DDT en la CSC a disminuido de tres a
cuatro ordenes de magnitud (Zeng et al., 2001; Bay ef al., 2003), una cantidad
significativa de este contaminante ha sido acumulada en los sedimentos
marinos, por tanto, aproximadamente el 71 % de los sedimentos de la CSC
contienen DDT (Schiff et al., 2006), llegando a constituir una fuente potencial
de contaminacién y de bioacumulaciéon para la fauna asociada al sedimento

(Schiff y Allen, 2000; Zeng y Tran, 2002). Ademas, el DDT acumulado



histéricamente en los sedimentos puede llegar a ser removido y dispersado a
otras areas, como lo demuestran los modelos aplicados en la CSC que indican
que puede ser resuspendido y transportado por corrientes durante largos

periodos de tiempo (Noble et al., 2001b).

La disminucion de las concentraciones de DDT en la CSC puede
deberse también al mecanismo de la biodegradacién, ya que el DDT puede ser
degradado dependiendo de las condiciones del medio, en metabolitos como el
DDD [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano], DDE [1,1,-dicloro-2,2-bis(p-
clorofenil) etileno] y DDMU [1-cloro-2,2-bis(p-clorofenil) etileno]. Se ha
encontrado que en medios anaerobios y por declorinacién reductiva el DDT es
transformado en DDD, mientras que en medios aerobios y por
dehidroclorinacién forma DDE, el cual a su vez, bajo condiciones anaerébicas y
por declorinacion reductiva puede producir DDMU (Zeng y Venkatesan, 1999).
Es de destacar que el DDMU se ha detectado en sedimentos de Palos Verdes,
California (Lee, 1994) asi como en microcosmos de laboratorio (Quensen et al.,

1998).

|.2. Efecto del DDT en las bacterias
1.2.1. Estrategias de supervivencia

Las bacterias pueden sobrevivir y desarrollarse en ambientes
contaminados mediante algunas estrategias como son: la utilizacion de
sistemas enzimaticos comunes para los compuestos aromaticos y adopcién de

genes catabdlicos de otras bacterias por proceso de transferencia y



recombinacion de genes (Suarez-Rodriguez, 1993; Herrick et al., 1997; Peters

et al., 2004; Hou y Ellis, 2004., Regeard et al., 2005).

La degradacion de compuestos aromaticos no es algo nuevo, ya que por
millones de aros la biosintesis y rompimiento de los anillos bencénicos ha sido
una parte importante en el ciclo de carbono. Estos compuestos son muy
abundantes en la naturaleza, como es el caso de la lignina, polimero necesario
para la construccion de tejidos vegetales. EI rompimiento de su anillo
benceénico se lleva a cabo por hongos y bacterias, utilizando para ello enzimas
dioxigenasas las cuales desempefian un papel importante en las rutas -
catabdlicas de los microorganismos que degradan compuestos aromaticos e

hidrocarburos saturados (Bugg y Winfield, 1998).

Actualmente en la industria existe una gran cantidad de compuestos
quimicos derivados de sintesis organicas como son los pesticidas, herbicidas o
residuos industriales, cuya caracteristica comin es la de poseer en su
estructura anillos benceénicos, lo que los hace altamente resistentes y dificiles
de degradar en el ambiente, sin embargo los microorganismos pueden
transformar estos compuestos aromaticos con las mismas enzimas que se
usan para degradar compuestos organicos que ocurren en la naturaleza, como

el caso de la lignina mencionada anteriormente.

Otra estrategia que utilizan las bacterias para sobrevivir en ambientes
contaminados es la adopcion de genes catabdlicos de otras bacterias. La

transferencia de material genético se puede realizar por medio de diversos
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mecanismos como es la conjugacion, aunque también pueden incorporarlo de
otras especies bacterianas por medio de los virus (transduccion) o
directamente del medio (transformacién). El material genético asi incorporado
puede integrarse al de la bacteria, enriqueciendo su reservorio metabélico con
nuevas funciones, incluyendo aquellas que le permitan degradar compuestos

xenobioticos (Suarez-Rodriguez, 1993; Tropel y Van Der Meer, 2004).

Los genes que codifican enzimas involucradas en la degradacion de
contaminantes se encuentran en los cromosomas aunque en muchas
ocasiones pueden estar en los plasmidos (Suarez-Rodriguez, 1993). Estos son
elementos genéticos circulares que se duplican en forma auténoma y tienen
una existencia extracromosémica. Muchos de los genes de los plasmidos se
pueden transmitir horizontalmente de célula a célula por medio de la
conjugacion. El intercambio genético de los plasmidos por medio de este
proceso se le conoce como conjugativo y pueden transferirse inclusive a otras
taxa. Estos procesos han sido estudiados en varios ambientes incluyendo el

marino (Hohnstock et al., 2000).

Numerosos estudios han reportado una mayor frecuencia de plasmidos
bacterianos en sedimentos marinos con impacto antropogénico (Barkay y
Olson, 1986; Baya et al., 1986; Wickham y Atlas, 1988; Andersen y Sandaa,
1994; Hohnstock et al., 2000; Johnsen y Kroer, 2007), una explicaciéon para
este incremento es la diseminacién de los plasmidos que codifican genes
catabdlicos a través de su transmisién dentro de la comunidad microbiana, ya

que los plasmidos que codifican genes representan un reservorio de ADN
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(acido desoxirribonucleico) movil que contribuye significativamente a la
adaptacion y variacion genética de las comunidades microbianas. Un ejemplo
de ello son los plasmidos que median la adaptacién de las poblaciones
bacterianas al ambiente y que se han reportado durante periodos de
contaminacion, cuando la frecuencia de plasmidos catabdlicos se incrementan
de dos a diez veces (Sobecky et al, 1997). Por tanto las adaptaciones
genéticas de las poblaciones bacterianas a ambientes extremos o medificados
por el hombre mediante los plasmidos, se pueden interpretar entonces como
una estrategia de supervivencia al dotarles ciertas caracteristicas ecoldgicas

ventajosas.

Se conoce que los plasmidos pueden contener una variedad de genes,
por ejemplo, los que controlan la produccion de toxinas o que dan resistencia a
antibidticos y metales pesados, o bien que poseen genes para la degradacién
de pesticidas fosforados, organoclorados y otros compuestos quimicos
(Dahlberg et al., 1997, Bastiaens et al., 2000; Laurie y Lloyd-Jones, 2000C;
Rhodes et al., 2000, Aminov et al., 2001., Johnsen y Kroer, 2007), por tanto se
puede decir que los plasmidos desempefian un papel importante en el
rompimiento y detoxificacion de compuestos xenobidticos. Por lo que en la
actualidad se ha incrementado su uso como una herramienta para entender los

procesos de contaminacion en diversos ambientes.

En el ambiente marino se han realizado investigaciones utilizando a los
plasmidos como herramienta. Entre los estudios mas frecuentes se pueden

mencionar los referidos a la resistencia a antibidticos y degradacion de
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hidrocarburos aromaticos (Dahlberg et al, 1997; Sobecky et al., 1997).
Estudios referentes a la degradacion de compuestos organicos persistentes

como el DDT son escasos.

Para que suceda la transferencia de genes en una comunidad
microbiana del medio marino se necesitan varias condiciones: la presencia de
bacterias que sean capaces de transmitir plasmidos catabdlicos, que exista una
poblacion potencialmente receptora, una entrada de compuestos xenobidticos
para inducir la presién por seleccién y un microambiente con las condiciones
fisicas y quimicas adecuadas para la transferencia de genes (Olson y Tsai,

1992; Boyle, 1992).

En diversos estudios se ha encontrado que no todos los lugares del
medio marino son adecuados para la transferencia de genes, se ha detectado
que es mayor en la interfase agua-sedimento y en los sedimentos arcillosos
donde existe una mayor acumulacién de nutrientes y contaminantes, en donde
las bacterias adheridas al sustrato permanecen el tiempo suficiente para poder
responder genéticamente a la presion selectiva favorable para la transferencia
de genes (Boyle, 1992). Estos microambientes deben de poseer las
condiciones adecuadas de factores fisicoquimicos como: temperatura, pH,
concentracion de nutrientes, potencial redox y capacidad de intercambio de
cationes ya que todos estos factores no solamente determinan el tamario y
diversidad de las poblaciones microbianas marinas, sino también influyen en la

tasa de transferencia del material genético (Olson y Tsai, 1992).
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Se cree ademas que la capacidad de algunas bacterias para degradar
compuestos xenobidticos de reciente creacién ocurre por combinaciones de
genes preexistentes o fragmentos de genes de diferentes microorganismos,
que pueden constituir una nueva via catabolica, en donde la capacidad de los
plasmidos para transferir genes desempefia un papel importante en la
evolucion de nuevas vias metabdlicas para el reclutamiento de genes 6
segmentos de genes de diferentes organismos dentro de un huésped

disponible (Suarez-Rodriguez, 1993; Peters et al., 2004; Regeard et al., 2005).

1.2. 2. Acumulacion de DDT por bacterias

La acumulacion de los compuestos organoclorados por los
microorganismos es muy rapida, por ejemplo Aerobacter aeorogenes y Bacillus
subtilis requieren solamente 30 segundos para acumular del 80 a 90 % del
DDT presente en el medio (Lal y Saxena, 1982), no obstante, el tiempo
requerido para acumular este compuesto quimico a una concentracién maxima
difiere de un organismo a otro. Su introduccion al interior de la célula bacteriana
se lleva a cabo mediante transporte activo y pasivo, su acumulacién depende
de la adsorcion y de la razén superficie/volumen del organismo, entre mas
grande habra mayor adsorcién de la bacteria a particulas de sedimento con
DDT, por tanto, los organismos mas pequefios acumulan mayor cantidad de

insecticidas.

I.2. 3. Papel de las enzimas en la degradacion de DDT
Una vez que los compuestos aromaticos han entrado en la célula bacteriana,

pueden ser utilizados como sustratos por enzimas especificas y transformarlos
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mediante cometabolismo. Este es un proceso mediante el cual un
microorganismo transforma un compuesto quimico, pero no lo utiliza como
fuente de energia y carbono. La sintesis de los componentes celulares y de la
actividad bacteriana se lleva a cabo mediante otro sustrato (Atlas y Bartha,
2002).

El lugar y forma de la degradacion inicial del compuesto organoclorado
esta en funcion de su estructura molecular, condiciones del ambiente y de las
enzimas especificas de los microorganismos que intervienen en el proceso.
Existen evidencias de la intervencion de enzimas bacterianas en la
degradacion del DDT. Pfaender y Alexander (1972) encontraron que el DDT
presente en aguas residuales era metabolizado por extractos libres de células
de Pseudomonas sp. a DDD, DDMS [1-cloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano], DDNU
[2,2-bis(p-clorofenil) etileno] y DBP (4,4' diclorobenzofenona) bajo condiciones
anaerobias, ruta metabdlica descrita en Figura 1 (Lal y Saxena, 1982). Por otra
parte Nadeau et al., (1994) encontraron que cultivos de Ralstonia eutropha
(Alcaligenes eutrophus) A5 metabolizaron lentamente el p,p'-DDT y el o,p-DDT

utilizando presumiblemente las enzimas para la degradacion del 4-clorobifenil.

1.2.4. Rutas metabélicas para la degradacién del DDT

La diversidad de rutas bioquimicas (Figura 1) que una bacteria puede
seguir para transformar DDT da una idea de su versatilidad metabélica y
fisiologica y de las diferentes posibilidades que existen para su degradacion. La
utilizacion de una determinada ruta de degradacion del DDT por parte de una
bacteria dependera del ambiente. Se ha reportado que bajo condiciones

aerobias el DDT puede ser transformado a DDE, mientras que bajo condiciones
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Figura 1. Rutas del metabolismo microbiano para el DDT, tomado de Lal y Saxena, 1982. DDT
[1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano] DDD [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano]
DDE [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil) etileno] DDCN bis(p-clorofenil) acetonitriio DDMU
[1-cloro-2,2-bis(p-clorofenil) etileno] DDMS [1-cloro-2,2-bis{p-clorofenil) etano] DDNU
[2,2-bis(p-clorofenil) etileno] DDNS [2,2-bis(p-clorofenil) etano] DDOH [2,2-bis(p-
clorofenil) etanol] DDA [bis(p-clorofenil) acido acético] BH [benzidrol] BP [Benzofenona]
DDM  [bis(p-clorofenil) metano] DBH  [4,4-diclorobenzidrol] DBP  [4,4-
diclorobenzofenona] PCPA [(p-clorofenil) acido acético].
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anaerobias el DDT mayormente es transformado a DDD (Aislabie et al., 1997,

1999; Hay y Focht, 1998; Quensen et al., 1998).

La introduccion de un compuesto organico nuevo en el ambiente que
potencialmente pueda ser utilizado como fuente de carbono y energia, motiva
una presion selectiva que provoca el origen de una nueva ruta de degradacion,
mediante la modificacion o ensamble de enzimas pertenecientes a diferentes
rutas ya existentes, que permitan su conversion en un intermediario metabdlico

celular (Suarez-Rodriguez, 1993).

Se requiere ademas del desarrollo de genes reguladores que ejerzan un
control adecuado sobre la expresion de genes estructurales. Esto se puede
llevar a cabo mediante procesos como la mutacién, recombinacion o
transposicion los cuales provocan una elevada diversidad de ADN en bacterias

del sedimento (Hou et al., 2004).

1.3. Diversidad bacteriana

Hasta la década de los setenta del siglo pasado, las bacterias se
clasificaban de acuerdo a sus aspectos fisiolégicos, morfolégicos y
bioquimicos, pero a partir de los afios 80 se empezaron a considerar las
secuencias derivadas del 16S ARNr (acido ribonucleico ribosomal) para
caracterizar comunidades bacterianas naturales, sin necesidad de obtener
cultivos puros (Lopez-Garcia et al., 2001; Hagstrém et al., 2002; Morris et al.,

2002; Rappé y Giovannoni, 2003; Tyson et al., 2004).
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En la década de los 90 se aplicaron las técnicas moleculares como
extraccion de ADN, amplificacion de ADN mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction por sus siglas en inglés), hibridacion y secuenciacion para el estudio
de muestras marinas (Furhman et al., 1994; Giovannoni et al., 1996; Suzuki et
al.,, 1997; Acinas et al., 1999) y se puso de manifiesto que existia una gran
diversidad microbiana que hasta entonces era totalmente desconocida, puesto
que la mayor parte de las secuencias que se obtenian a partir de la biomasa
microbiana recolectada en medios marinos no correspondia con las obtenidas

a partir de especies cultivadas y estudiadas en laboratorio.

Los analisis basados en técnicas moleculares utilizando el 16S ARNr
han mostrado que la estructura bacteriana en sedimentos marinos es diversa y
compleja, que es afectada por diversos factores fisicoquimicos y bioldgicos
entre los cuales se encuentran el carbono organico, oxigeno, salinidad,
nutrientes, profundidad, interaccion con otros organismos y el metabolismo
microbiano (Edlund y Jansson, 2006; Edlund, 2007). Adicionalmente,
modificaciones en el ambiente por la introduccién de contaminantes pueden
ocasionar cambios en la estructura poblacional de las comunidades
microbianas (Cheungh y Kinkle, 2001; Duarte et al., 2001; Leys et al., 2004;

Edlund y Jansson, 2006; Edlund, 2007).

1.3.1 Identificacion de bacterias
La diferencia en algunos 6rdenes de magnitud entre el namero de
bacterias marinas detectadas con las técnicas de cuenta en placa y de

microscopia de epifluorescencia, se debe a que pocas de ellas tienen la
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capacidad de crecer en medios nutritivos, y si lo hacen es con baja eficiencia
(Atlas y Bartha, 2002; Connon y Giovannoni, 2002; Zengler et al., 2002). En la
actualidad se estd experimentado con medios de cultivo similares a las
condiciones fisico-quimicas encontradas en el ambiente marino, permitiendo el
aislamiento de algunas bacterias incapaces de crecer en los medios artificiales
ricos en materia organica (Schut et al, 1997; Connon y Giovannoni, 2002;

Rappé et al., 2002).

No obstante, la mejoria en la elaboracion de medios de cultivo, todavia
no es posible el aislamiento y crecimiento de la mayor parte de las bacterias del
medio marino ya que se tiene conocimiento que aproximadamente el 99 % de
las bacterias no han pcdido ser cultivadas en el laboratorio, por tanto, el
porcentaje de microorganismos aislados (recuperables) con respecto al total
(viable pero no recuperable) es pequefio y poco representativo de la
comunidad bacteriana marina (Cottrell y Kirchman, 2000; Torsvik y Qvreas,
2002). Es por este motivo que los estudios clasicos de diversidad microbiana
basados Unicamente en el aislamiento de microorganismos representan tan
s6lo una parte minoritaria de la diversidad real existente (Giovannoni et al.,

1990; Amann et al., 1995; Nichols, 2007; Ritz, 2007).

Para identificar bacterias marinas y para evitar los problemas
anteriormente mencionados, en la actualidad se estan aplicando técnicas de
biologia molecular, ya que no requieren de su aislamiento y crecimiento en
medios de cultivos convencionales, basandose unicamente en el conocimiento

de las secuencias del ADN (Alonso-Saez et al., 2007; Sanchez et al., 2007).
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Es de esta manera como la aplicacion de métodos moleculares para
estudiar la diversidad y ecologia de los microorganismos en el ambiente marino
ha permitido conocer la composicion de las comunidades microbianas no
cultivables, de hecho grupos enteros de organismos que se cree juegan un
papel significativo en algunos ambientes marinos se conocen Unicamente por
sus secuencias moleculares (Edlund et al., 2006; Edlund, 2007). En resumen
los métodos moleculares han permitido la caracterizacion de algunos
organismos reconocidos pero pobremente entendidos, que han pasado
desapercibidos en los cultivos tradicionales del laboratorio (Ravenschlag et al.,

2001).

1.3.2. Uso del 16S ARNr

Los ARN ribosémicos son moléculas excelentes para discemir las
interrelaciones evolutivas entre bacterias porque, son moléculas viejas,
importantes para la sintesis de proteinas, funcionalmente constantes,
distribuidas en forma universal y moderadamente bien conservadas a través de
amplias distancias filogenéticas (Giovannoni y Rappé, 2000). Son también
facilmente purificadas a partir de los organismos, aun sin el procedimiento de
clonacion. Existen tres subunidades de la molécula de ARN ribosémico que en

las bacterias tienen magnitudes de 5S, 16S y 23S.

La subunidad 5S de ARNr se ha utilizado para mediciones filogenéticas,
pero tiene algunos inconvenientes como tamano pequefio (120 nucleétidos) o
que limita la informacién que se puede obtener de ella, aunque es una

molécula altamente conservada, cuando ocurren variaciones no se distribuyen
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al azar sino que algunas posiciones derivan mas libremente que otras por
tanto, la falta de variabilidad independiente de la posiciéon de los nucleétidos
limita su utilidad filogenética. En cambio los 16S ARNr y 23S ARNr de
aproximadamente 1500 y 3000 nucledtidos respectivamente, contienen varias
regiones de secuencias muy bien conservadas las cuales son utiles para
determinar variabilidad entre las secuencias en las poblaciones bacterianas,
por tanto sirven como excelentes cronometros filogenéticos. No obstante que el
23S ARNr tiene una region conservada mayor que la 16S ARNr la mayoria de
las investigaciones en filogenia bacteriana se han realizado con base al 16S
ARNr porque es mas manejable, siendo posible encontrar regiones de 20 a 30
bases que son completamente exclusivas de una sola especie bacteriana

(Madigan et al., 2000).

La ventaja de usar 16S ARNr es que se encuentra en todas las
bacterias, son moléculas lo suficientemente grandes para proporcionar un
numero significativo de nucledtidos que permitan la comparacién de
secuencias, sin embargo son lo suficientemente pequefias para utilizarlas
convenientemente, por esta razén algunos investigadores que empezaron sus
estudios filogenéticos con el 5S ARNTr decidieron utilizar el 16S ARNr, ya que
provee suficiente diversidad evolutiva para identificar diferentes grupos de

microorganismos.

En la actualidad en el Ribosomal Database Project, GenBank vy
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL) existe una gran cantidad de

datos de secuencias parciales y completas de 16S ARNIr, las cuales pueden
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consultarse para realizar una comparacion estadistica de las secuencias

obtenidas de un aislamiento, contra las ya publicadas.

1.3.3. Filogenia y taxonomia de bacterias

El analisis del 16S ARNr ha permitido establecer las relaciones
filogenéeticas entre los organismos procariotas y ha tenido una enorme
repercusion en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema Bergey's de
clasificacion actual (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2001; 2005a;
2005b). Este Manual contiene una mayor informacién ecoldégica que las
ediciones anteriores y divide a las bacterias en dos dominios, Bacteria y

Archea.

El Dominio Bacteria estad formado por 12 linajes (Figura 2) es muy
diverso y tiene representantes de varios grupos metabdlicos, incluyendo

organismos heterétrofos y fotdtrofos.

El Domino Archea esta constituido por dos grupos filogenéticamente
diferentes (Figura 3): El Crenarchaeota que es fisiolégicamente homogéneo y
se encuentra en habitats termofilicos, y Euryarchaeota el cual es
fenotipicamente heterogéneo e incluye a las bacterias metanogénicas y

halofilicas.
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Aquifex pyrophilus Oxidantes de hidrdgeno
Fervidobacterium islandicum Th |
Thermotoga maritima ermotogales
' Choroflexus aurantiacus Verdes no sulfireas
Thermomicrobium roseum
—
e Thermus thermophilus Deinococcus
Deinacoccus radiodurans
Synechacoccus CIP 6301 Cyanobacteria
Neisseria gonorrhoeae
Rhodocyclus gelatinosus
Pseudomonas aeruginosa
—— Escherichia coli
Chromatium vinosum
Rickettsia typhi i
Rhodospiﬁllum%pbmm Proteobacteria
Rhodobacter capsulatus
Agrobacterium tumefaciens
Wolinella succinogenes
Myxococcus xanthus
Bdellovibrio stolpii
B Desulfuromonas acetoxidans
Chlamydia psittaci Chlamydia
— .
Planctomyces staleyi Planctomyces
i - Treponema pallidum
Spirochaeta halophila .
Serpula hyodysenteriae  ESpiroquetas
Leptonema illini
g Chlorobium limicofa Verdes azufre

Flexibacter flexilis
Saprospira grandis  CYtophagas
—E Bacteroides fragiis
Cytophaga lytica
Mycobacterium tuberculosis Gram positivas
Propionibacterium acnes
Micrococcus luteus

Streptomyces lividans T

Lactobacillus minutus alto G+C
Megasphaera elsdenii .
Heliobacterium chlorum l bajo G+C
Clostridium pasteurianum

Clostridium aminovalericum
Clostridium thermosaccharolyticum

Mycoplasma pneumoniae
t Mycoplasma capricolum

Acholeplasma laidlawii

Clostridium ramosum
— Bacillus subtilis

Lactococcus lactis
‘—‘{ E Lactobacillus casei

Leuconostoc mesenteroides

Figura 2. Arbol filogenético del Dominio Bacteria tomado de Curtis y Barnes,
2000.
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Suffolobus soffatanicus

Desuffurococcus mobilis

Pyrodictium occultum Crenarchaeota
Thermofilum pendens
Thermoproteus tenax

—— Thermococcus celer

‘ E Methanococcus thermolitholtrophicus
Methanococcus vannielii

— Methanococcus jannaschii

EMethanobacteﬁum thermoautotrophicum
Methanobacterium formicicum
—— Methanothermus fervidus Euryarchaeota
Archaeoglobus fulgidus

Thermoplasma acidophilum

Haloferax volcanni

__{:_——_— Methanosarcina barkeri
Methanosaeta concilii

—— Methanospiniffum hungatei

—— Methanomicrobium mobile

Figura 3. Arbol filogenético del Dominio Archea tomado de Curtis y Barnes,
2000.
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1.3.4. Métodos moleculares de identificacion

En la actualidad para determinar la diversidad microbiana en diferentes
ambientes se utilizan métodos moleculares, como el RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms por sus siglas en inglés), DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis por sus siglas en inglés), TTGE (Temporal
Temperature Gradient Gel Electrophoresis por sus siglas en inglés) vy
SSCP(Single Strand Conformation Polymorphism por sus siglas en inglés)
(Akkermans et al., 1998; Pace, 1997; Schwieger y Tebbe, 1998; Polymenakou
et al., 2005; Oto et al., 2006; Sanchez et al., 2007; Blackwood et al. 2007).
Estos son rapidos ya que no requieren de cultivos previos, el ADN es extraido
de la muestra y posteriormente se amplifica mediante una reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR).

Una vez amplificado, el ADN total se separa fisicamente mediante
electroforesis, observandose un patrén de bandas unico, o huellas moleculares,
dando una idea general de la diversidad genética en la muestra, permitiendo
realizar una comparacion entre comunidades para establecer posibles
diferencias espaciales y temporales (Figura 4). Es de esta manera como a
través de la aplicacién de estas técnicas moleculares se ha logrado tener un
mejor conocimiento de la biodiversidad bacteriana en ambientes naturales y
contaminados (Amann et al.,, 1995; Head et al., 1998; Nogales et al., 1999;

Rittmann, 2002; LaMontagne et al., 2004; Ahn, et al., 2007).



- - -
Vs

Sedimento

NS
I~ -
¥ S

A
\ >

l

Extraccion de ADN
— 5 ===

< — NN
ANVVVVY v oA

Amplificacion del ADN por PCR
16S ARNr

= ATGC
Separacion de los fragmentos — | =
por electroforesis — e
Secuenciacion Alineacion
secuencias GenBank

= il

Andlisis de patrones de bandas Arbol filogenético

—

Dendograma |
endograma | =

Figura 4. Métodos moleculares para determinar la estructura bacteriana.

25



26

En los ultimos 10 afios se ha utilizado el andlisis de polimorfismo de
conformacion de cadena simple del ADN para caracterizar comunidades
microbianas asi como los cambios en la composicién de una comunidad frente
a cambios ambientales derivados de la presencia de contaminantes

antropogénicos.

El método SSCP requiere de la amplificacién previa del ADN mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando iniciadores universales del gen
16S ARNr. Los amplicones obtenidos son posteriormente digeridos con
enzimas de restriccion y cargados en un gel de poliacrilamida. Los fragmentos
de ADN obtenidos, son de igual tamafio pero diferente secuencia y se separan
debido a su diferente conformaciéon estructural durante la migracién de la
electroforesis (Lee et al,, 1996). Las bandas obtenidas son tefidas con nitrato
de plata (Muyzer, 1999). A partir de la posicion e intensidad de las bandas se
puede realizar un estudio estadistico de la estructura de la comunidad (Fromin
et al, 2002) o pueden ser recortadas, purificadas, reamplificadas vy
secuenciadas para determinar la composicién y diversidad de la comunidad

microbiana.

Debido a que el método SSCP permite la separacion de una mezcla
heterogénea de genes 16S ARNr amplificados por PCR y que es relativamente
rapido de preparar, es Util para examinar series temporales y la dinamica de las
poblaciones microbianas. Una vez que se ha establecido la relacion de un
cierto microorganismo con una banda en particular, se puede hacer un

seguimiento de las fluctuaciones existentes en la poblacion.
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Las bandas obtenidas en la electroforesis son conocidas como unidades
taxonémicas operacionales, OTU (Schafer y Muyzer, 2001), y son secuencias
ambientales que puedan ser asignadas a un grupo filogenético (Lopez-Garcia

et al., 2001; Moon-van der Staay et al., 2001, Bergey’s, 2005a).

Una vez que se obtiene una OTU, se compara con secuencias
preexistentes, si resulta ser idéntica se tiene una especie conocida, de Io
contrario se puede estimar una relaciéon de la secuencia con otros organismos
mediante su incorporacién dentro de un arbol filogenético, proporcionando una
valiosa informacién sobre las asociaciones filogenéticas de las distintas

poblaciones presentes en una comunidad bacteriana natural.

1.3.5 Métodos Filogenéticos

Para entender la diversidad genética de los microorganismos marinos se
utilizan métodos filogenéticos los cuales permiten conocer la naturaleza,
composicién y diversidad de las taxa en el ambiente marino, ayudando a
resolver problemas en diversidad, variabilidad e intercambio de genes siendo

util también en estudios evolutivos y ecoldgicos.

Existen algunos métodos que predicen la distancia acumulada entre dos
secuencias, entre ellos se pueden mencionar los modelos de substituciéon
nucleotidica, que describen como evolucionan las secuencias en el tiempo, por
el reemplazo de sus nucleétidos entre ellos se encuentran: Harkov, Jukes y
Cantor K80, (Kimura 80), HKY85 (Hasegawa-Kishino-Yano 85), TN93, Rev
(Yang-94) y Tamura-Nei (Nei y Sudhir, 2000; Skelton et al., 2002; Hall, 2001,

Bergey’s, 2005a). Todos estos se basan en los mismos conceptos pero difieren
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en el grado de compiejidad o numeros de parametros que emplean para poder
describir con mayor realismo la evolucién molecular. Estos métodos son
conceptualmente los mas simples, parten de comparaciones pareadas de un
juego de secuencias alineadas para construir una matriz. Hay que mencionar
que las distancias calculadas no son simples similitudes binarias, ya que
incluyen un modelo de substituciones muitiples en un solo sitio como por

ejemplo el modelo de Jukes y Cantor (Head et al., 1998).

Para aplicar alguno de los modelos anteriormente mencionados se
requiere que las secuencias de 16S ARNr sean alineadas con las reportadas
en el GenBank, ya que los analisis filogenéticos dependen del grado de
homologia que comparten las secuencias de nucledtidos. La alineacion multiple
se puede llevar a cabo mediante el formato FASTA (Fast-All), herramienta que
permite una identificacion rapida mediante la comparacién con secuencias

conocidas y reportadas en el GenBank.

Después de la alineacion de las secuencias, se aplica algun método
adecuado para la construccion de arboles filogenéticos que muestran
gréficamente la genealogia molecular de la bacteria, mostrando su posicion
evolutiva con los organismos comparados. Un método comunmente utilizado es
el Neighbor Joining o del vecino mas cercano, sin embargo los arboles deben
ser evaluados estadisticamente mediante ‘likehoods” o verosimilitudes para
seleccionar el que explica mejor los cambios en las secuencias. Las pruebas

jerarquicas se pueden realizar utilizando el programa MODELTEST.
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Estudios realizados a nivel mundial indican que los contaminantes
organicos persistentes pueden ocasionar cambios en la estructura poblacional
de las comunidades microbianas en sedimentos contaminados (Paul et al.,
2006; Ahn et al,, 2007) las cuales tienden a ser dominadas por organismos
capaces de utilizar y/o sobrevivir a compuestos quimicos sintéticos (Venosa et
al., 1999). Como resultado, estas comunidades son menos diversas que los
sistemas no contaminados (Cheungh y Kinkle, 2001; Duarte et al., 2001; Leys
et al., 2004), aunque se tiene conocimiento que la diversidad también puede
estar influenciada por la complejidad de compuestos presentes y por el tiempo

de exposicion a los mismos.

Por otra parte, existen evidencias de que las bacterias del sedimento
contribuyen en la biotransformacién de contaminantes organicos persistentes
entre ellos el DDT (Quensen, 1998; Van Den Hoop y Kreulle, 1999; Quensen et
al., 2001). No obstante que la introduccién de contaminantes tienen un efecto
en la ecologia de las comunidades microbianas, los pocos estudios que se han
realizado de contaminacion por DDT en la zona fronteriza México-Estados
Unidos se han enfocado mayormente a determinar su distribuciéon espacio
temporal (Gutiérrez-Galindo et al, 1998, Partida-Gutiérrez, 2003; Macias-
Zamora, 2001; Noblet et al., 2003), por tanto se planteé la necesidad de
realizar una investigacion para determinar no sélo la distribucién espacial del
DDT sino también la estructura de la comunidad bacteriana en los sedimentos
marinos del medio natural, asi como la capacidad de las bacterias en la

biotransformacién de DDT en condiciones controladas de laboratorio.
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Il HIPOTESIS

Los plasmidos contribuyen a la variacibn genética y adaptacion de las
poblaciones bacterianas en ambientes contaminados y pristinos, porque
contienen genes que se pueden transmitir horizontalmente entre especies y
codificar proteinas para la degradacién de contaminantes, por lo tanto en la
estacion con mayor concentracion de DDT se espera encontrar un gen
especifico para su degradacion. En las estaciones con mayor concentracién de
este contaminante se encontrara menor cantidad de grupos genéticos que en

las menos contaminadas.

ill. OBJETIVO

lll.1. Objetivo General

Aislar bacterias de los sedimentos marinos de la zona costera fronteriza de
Baja California, México-Estados Unidos, con la capacidad de degradar el DDT

en condiciones controladas de laboratorio.

lli.1.2 Objetivos Especificos

a).- Determinar la distribucion de DDT y sus metabolitos de degradacién en los
sedimentos marinos de la zona noroccidental de B.C.
b).- Encontrar los grupos predominantes de bacterias en los sedimentos de la

zona noroccidental de B.C.
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c).- Relacionar el DDT y sus isomeros con carbono organico, tamafo de
particula, bacterias reductoras de sulfato y profundidad.

d).- Encontrar un plasmido en bacterias del sedimento marino, con un gen
especifico para la degradacion de DDT.

e).- Determinar la transformacion del DDT por las bacterias aisladas de

sedimentos marinos, en condiciones controladas de laboratorio.
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Descripcion de la CSC

La batimetria del area de estudio es variable, con caracteristicas
someras en la franja costera desde Tijuana hasta Rosarito, seguida de
variaciones en la profundidad desde Cantamar hasta la zona de Salsipuedes

en la cual se observan profundidades superiores a los 400 metros (Figura 5).

El clima de la CSC esta determinado por la cercania del océano y por la
posicion e intensidad de la celda anticiclénica semipermanente del norte del
Pacifico. En general, se puede establecer que el clima en esta zona es seco
maritimo, del tipo mediterraneo, con temperaturas que fluctdan de 12 a 18 °C,
los veranos son secos y calientes, mientras que los inviernos son frios y
hdmedos. Durante los meses de noviembre a abril se presenta la temporada de
lluvias, con una precipitacién anual de 270 a 300 mm (CETS, 1990; Davis et al.,

2008).

El area de estudio esta influenciada principalmente por las aguas
residuales de las plantas de tratamiento: Punta Loma de la ciudad de San
Diego, California, binacional San Diego-Tijuana y Punta Bandera, de la ciudad

de Tijuana.

La planta de tratamiento de aguas residuales de Punta Loma (PLWTP),
es del tipo primario avanzado, utiliza cloruro férrico y polimeros organicos para
una floculacién y sedimentacioén rapida del material particulado, la capacidad es

de 240 x 10° g d™* (908,400 m*® d™") y trata aproximadamente 195 x 10° g d™' de
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Figura 5. Area de estudio y estaciones de muestreo en sedimento superficial de
la zona costera noroccidental de Baja California y profundidad en
metros, I emisor de la Planta de Tratamiento de Punta Loma, California,
II emisor de la Planta Internacional de Tratamiento de Aguas
Residuales, III Planta de Tratamiento de Punta Bandera.
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aguas residuales, remueve el 80 % del total de sélidos suspendidos (TSS) y el
58 % de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO). El efluente de las aguas
residuales es descargado por gravedad y mediante un emisor submarino, en el
océano a 4.5 millas de la costa (7.2 km) y a una profundidad de 97 metros de la

superficie (Water Environment Federation, 2007).

La planta de tratamiento de Punta Bandera es de tipo secundario,
descarga a cielo abierto sobre la linea de costa y a 9 km de la linea fronteriza
México-Estados Unidos, 130 x 10° L d™' de aguas residuales y una cantidad
aproximada de 6000 toneladas de sélidos suspendidos anualmente (SCCWRP,

1989).

IV.2. Localizacion de las estaciones de muestreo

El area de estudio se encuentra en la regién noroeste del estado de Baja
California (Figura 5) y forma parte de la CSC. Se ubica entre los 32° 32.94’ y
32° 00'de latitud Norte y los 117° 19.85' y 116° 54.09' de longitud Oeste. Se
encuentra limitada al norte por la linea fronteriza México-Estados Unidos, al
este por Playas de Tijuana y Rosarito, al sur con Punta Salsipuedes y al oeste
con el Océano Pacifico. Las estaciones de muestreo se distribuyeron en la
plataforma continental a aproximadamente 12 km de la linea de costa y con

profundidades de hasta 283 metros.



35

IV.3. Colecta de sedimentos

La colecta de sedimentos superficiales en 20 estaciones de la costa
noroccidental de Baja California (Figura 5), se realiz6 en diciembre de 2003, en
un crucero oceanografico abordo del buque Zuchiate de la Secretaria de
Marina. La colecta de sedimentos se efectu6 con una draga Van-Veen,
tomando con espatulas estériles los primeros tres centimetros del centro de la
draga. Los sedimentos para los analisis de DDT, tamario de particula y carbono
organico fueron guardados en frascos de vidrio previamente descontaminados
(con metanol y diclorometano grado pesticida y quemados a 400 °C durante 4
horas) y almacenados a -20 °C hasta su andlisis en el laboratorio. Los
sedimentos para la extraccion de ADN se almacenaron a -80 °C y los utilizados
para el andlisis bacteriol6gico se guardaron en bolsas se plastico estériles para

ser analizados de inmediato abordo del buque.

IV.4. DDT en sedimentos

El DDT fue analizado mediante la metodologia de Wade et al. (1993)
con algunas modificaciones. Para su extraccién se colocaron 30 g de
sedimento, peso seco, en un sistema Soxlhlet con diclorometano y el estandar
de recuperaciéon 2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno (TCMX) y decaclorobifenil (PCB-
209) a una concentracion de 100 ng mL". La muestra se extrajo durante doce
horas, posteriormente se concentré a 1 mL en bafio de agua a 55 °C, el matraz
se enjuagod tres veces con diclorometano, el lavado se transfirié a un tubo
graduado para concentrar a un volumen de 1 mL con nitrégeno grado UAP y el
solvente se intercambi6 por hexano. La separacién y limpieza del extracto se

hizo por cromatografia liquida, la fraccién de los pesticidas obtenida fue
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concentrada a 1 mL bajo un flujo de nitrégeno. Se le agregé el estandar interno
(DBFBO) antes de ser inyectado al cromatédgrafo de gases (HP-6890) acoplado
a un detector de captura de electrones (GC/ECD), equipado con un
automuestreador. Se utilizé una columna capilar de silica fundida DB-XLB de
60 m de longitud, 320 um de diametro y 0.25 um de espesor. La temperatura
del horno consistio: inicio de 50 °C a 150 °C (15 °C min™"), seguido de 250 °C (2
°C min™") y una final de 300 °C (5 °C min™'), manteniéndose esta durante 25
minutos. El tiempo total de la corrida fue de 92.67 minutos y como gas
acarreador se uso helio a una presién constante de 25 psi. La temperatura del

inyector fue mantenida a 275 °C y la del detector a 325 °C.

La cuantificacién se realizdé por el método del estandar interno, con la
ecuacion siguiente:

C=A (areagnaiito/area est surrogado)B (C est intemo/ PESO muestra)-

donde:

C= Concentracién del analito

A= Constante

B= Constante

El control de calidad se llevé a cabo a través de blancos de
procedimiento y muestras fortificadas. En cada juego de 10 muestras se incluyd
un blanco de procedimiento y una muestra fortificada, a los cuales se les

adicion6 un estandar surrogado y de recuperacion.
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IV.5. Caracteristicas del sedimento

El analisis de la distribucion del tamafio de particula se realizé en
alicuota de sedimento seco de acuerdo a la metodologia descrita en Daesslé et
al. (2002), utilizando un analizador laser/tungsteno de particulas (Horiba LA-
900) el cual mide el tamafio de particula en el intervalo de 0.04-2000 um. La
medicién de carbono organico se realizé6 con un analizador elemental LECO-
CNHS 932. Previo a este andlisis, los sedimentos fueron descongelados y
secados en una estufa a 40 °C. Alicuotas de cada muestra fueron tratadas con
HCI 6N para remover el carbono inorganico, posteriormente se secaron a
80 °C, fueron pesadas y colocadas en contenedores para determinar el

contenido de carbono organico.

IV.6. Bacterias en sedimento

Para efectuar el inmediato aislamiento de las bacterias, se inocul6 0.1 g
de sedimento en 10 mL de medio Zobell a 28 °C durante 48 horas.
Posteriormente las bacterias crecidas fueron aisladas en medio Agar Luria
Bertani. De la estacion 49, la cual present6 la mayor concentracion de XDDT,
se aislaron cuatro bacterias que fueron crecidas en medio sales minimas con
diferentes concentraciones de DDT (10-800 pg mL™). Finalmente, la bacteria
que presenté mayor crecimiento, fue identificada y ensayada en el medio sales
minimas y DDT (150 pg mL™"). La cuantificacién de bacterias sulfato reductoras
se realizd mediante la técnica nimero mas probable (NMP) descrita por U.S.

Geological Survey (1977).
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IV.7. Identificacion de la cepa bacteriana aislada estacion 49

Para identificar a la cepa bacteriana de mayor crecimiento aislada de los
sedimentos de la estacion 49, se realizaron las pruebas siguientes: Tincion
Gram, capsula, movilidad, crecimiento 0 % de NaCl, 3 % de NaCl, 6% de NaCl,
crecimiento en TCB’S (Tiosulfato Citrato Bilis y Sacarosa), O/F glucosa
(Oxidacién o Fermentacién), catalasa, oxidasa, arginina dihidrolasa, indol,
gelatina y urea segin metodologia de la Secretaria de Salud (1992) y se
compararon con la tabla de diagnéstico de Austin (1990). Adicionalmente se
realiz6 un PCR-RFLP. La extraccion del ADN, amplificacién por PCR y analisis
de restriccion se realizaron segun la metodologia descrita por Garcia-Ortega

(1997) con algunas modificaciones.

La amplificacion del 16S ADNr fue realizado con los iniciadores
universales 16S F. 5-CCGTCGACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 y 16S R:
5'-CGGGATCCACCTTGTTACGACTTCACCC-3". El volumen de la reacciéon
fue de 50 pL con los componentes siguientes: amortiguador de PCR (10X) 5
ML, dNTP’s (10 mM) 1 puL, iniciador 16S Forward (224 ng/uL) 0.5 uL, iniciador
16S Reverse (148 ng/ pyL) 0.5 pL, MgCl; (60mM) 1.5 pL, agua desionizada
estéril 38.9 pL, Taq polimerasa (5 U/pL) 0.1 pyL, ADN (200 ng/uL) 2.5 uL. La
reaccion se realizé con un termociclador Apollo (Continental Lab Products) con
las condiciones siguientes: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante
10 minutos, seguido por 25 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1
minuto, alineamiento a 55 °C durante 1 minuto y extensiéon a 72 °C durante 2

minutos, seguidos por un ciclo final de extension a 72 °C durante 10 minutos.
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La deteccidn del producto de PCR se realiz6 mediante electroforesis en
gel de agarosa (1.2 %) utilizando amortiguador TBE 1 X, se cargaron 5 uL de
muestra en el gel y se aplicé una carga de 100 voltios durante 40 minutos. El
producto amplificado por PCR fue digerido con la enzima BstU |, el volumen de
la reaccion fue de 40 yL con los componentes siguientes: agua desionizada
estéril 25.4 pL, amortiguador para enzima (10X) 4 uL, producto PCR-16S ADNr
10 pL, BstU 1 0.6 pL. La mezcla fue colocada en un tubo de 0.5 mL y se incubo
a 60 °C por 6 horas, fue enfriada en bafio de hielo durante 5 minutos y se le
agregaron 8 L de colorante 5 X. Posteriormente, para observar los fragmentos
generados se realizé una electroforesis en agarosa al 2.2 % a 100 voltios por
90 minutos, los cuales se compararon con un marcador de peso molecular de

100-2072 pares de bases (Invitrogen) y un estandar de Vibrio harveyi.

IV.8. Bioensayo de degradacion del DDT con la cepa de Vibrio aislada

Se disolvieron 150 mg de DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil) etano]
(99 %) (Sigma-Aldrich) en 10 mL de acetona, se evaporé para formar cristales
y se le agregé 1 L de un cultivo de Vibrio sp. aislado de los sedimentos de la
estacion 49, en su fase exponencial crecido en un medio de sales minimas mas
0.005 % de extracto de levadura. Con las sales siguientes: 4.0 g de NaNQO;,
1.5>g de KH,POy4, 0.005 g de FeCls, 0.2 g de MgS0O,, 0.01 g de CaCl, y 0.5 g de
Na;HPO, en un litro de agua destilada (pH 7.0). El medio de cultivo se esterilizd
en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 minutos. Se procedié de la misma
manera para el control abidtico (medio sales minimas mas DDT sin bacterias) y

control bidtico (medio sales minimas con bacterias sin DDT).
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El cultivo del Vibrio y sus controles se incubaron en condiciones
anaerobias y aerobias a 28 °C, durante noventa dias, (agitacion a 150 rpm) y se
analizo la presencia de los metabolitos del DDT segtin metodologia de Nadeau
et al. (1994). A diferentes intervalos de tiempo (cada treinta dias) se tomé una
alicuota de 10 mL de cada sistema y se acidificaron con HCI 1 N para obtener
un pH 3.0. Una vez ajustado el pH, las alicuotas se centrifugaron a 14,000 G
durante 15 minutos y el sobrenadante se transfiri6 a un embudo de separacién
para su extraccién con un volumen igual de diclorometano mas 250 pL del
estandar de recuperacion 2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno (TCMX) y decaclorobifenil

(PCB-209) a una concentracién de 400 ng mL™".

El producto de tres extracciones se colocé en un matraz bola y se
evaporo aproximadamente a 0.5 mL en bario de agua, la cantidad obtenida se
transfirio a un tubo graduado intercambiando el solvente por hexano grado
plaguicida, el cual fue concentrado con N,. Antes de ser inyectado al
cromatografo de gases para determinar el DDT y sus productos de
transformacion se le agregé el estandar interno (DBFBO). El cromatograma
que muestra los tiempos de retencién de los estandares p,p'-DDE, o,p'-DDE,
p,p’-DDD, 0,p-DDD, p,p-DDT y 0,p’-DDT (Figura 6), sirvio de referencia para la

identificacion del DDT y sus metabolitos en el bioensayo.

IV.9. Tasas de crecimiento Vibrio sp.
Los experimentos de crecimiento fueron llevados a cabo por triplicado en
matraces Erlenmeyer de 250 mL de capacidad en dos condiciones de cultivo:

un matraz conteniendo 200 mL de medio sales minimas estéril mas DDT y otro
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Figura 6. Cromatograma de los estandares empleados para DDT en
sedimentos superficiales y bicensayo de Vibrio sp. o,p'-DDE = orto, para
dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno, o,p'-
DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano, p,p'-DDD = para, para
dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro difenil
tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro difenil tricloroetano.
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con sales minimas como unica fuente de carbono y energia. La incubacion fue

a 28 °C y 8 °C durante 96 horas con agitacion a 150 rpm y en oscuridad.

1IV.9.1. Conteo directo de Vibrio sp.

Se colocaron 10 mL del cultivo de Vibrio sp., en un vial estéril, la muestra
se fij6 con 250 uL de formaldehido al 40 % (con una concentracion final del 2
%), se agitaron y almacenaron en refrigerador a 4 °C. Las muestras fueron
filtradas utilizando submuestras de 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.02 y 0.01 mL, tomando

en cuenta la densidad bacteriana.

Se utilizaron filtros de policarbonato negros vy filtros de fibra de vidrio
(GF/F) como soporte. Se tifieron con colorante Dapi (4, 6,-diaminido-2-
phenylindol) a una concentracion final de 2 pg mL™" durante cinco minutos en

oscuridad (Porter y Feig, 1980).

En un portaobjetos se colocé el filtro de policarbonato negro con la
muestra filtrada y encima una gota de aceite de inmersibn de baja
fluorescencia, posteriormente se colocé un cubreobjetos. Para el conteo (25-40
bacterias por campo), se utilizd un microscopio de epifluorescencia Axiovert
200, marca Carl Zeiss, utilizando una longitud de onda de excitaciéon de UV,
adaptado con una lampara de 50 W. Las imagenes se tomaron con una camara

Olympus Dp70.



43

IV.9.2. Tasas de crecimiento especifico de Vibrio sp.

La tasa de crecimiento especifico (u) se calculé a partir de un analisis de
regresion lineal. Las concentraciones de bacterias obtenidas en el experimento
fueron trasformadas previamente con base al logaritmo natural y graficadas
contra el tiempo, para obtener la ecuacion siguiente:

y= mx+b

donde:

y= concentracién final de bacterias

m= pendiente de la recta equivalente a la tasa de crecimiento especifico

X= concentracién inicial de bacterias

b= punto de interseccién de la recta

IV.10. Gen de degradacion del DDT
IV.10.1. Diseio de iniciadores

Se realiz6 una busqueda entre las secuencias depositadas en el
GenBank, encontrando en Vibrio fisheri ES114 el gen VFA0416 4,5 DOPA | el
cual rompe el anillo aromatico del DDT. La secuencia tiene un tamafio de 278

bases.

TTACTTTTTTGTGAATATGCTTATATCAAGCTTAAGAGGTGTTCCAAGCCAAACGGCTGATTGAGTGTGG
TCAAGATATTCATCATCAGTTAATGGGTGRAATAAGAATACTTAATCCATTTTGATGCAGAGTTAAATACG
TAAGTACTTCATCATAATTTTCTTGTTTAAATGAAACTTGACGACTCCATACAGGATGCGGTCCTACTGG
TTTTTTATTAATGCGTCCTAATTCATAACCATACTCTTTATGTACGCTTTCGGTTAATGCGATGGCATAG
TCAATATTACTTTCGTCAAAGTAAACATGGATATGATAACCATGGATATCTAATTGCGGCAT

A partir de esta secuencia se disefiaron los iniciadores Forward y
Reverse, con ayuda del Software DNAstar, siendo adquiridos en la compania
IDT en San Diego California, y cuyas caracteristicas se proporcionan en la

Tabla l.



44

Tabla I.- Caracteristicas de ‘los iniciadores utilizados para la amplificacion del

Gen 4,5 DOPA.
Secuencia Iniciadores ™ %GC Posicion
F AAGCCAAACGGCTGATTGAGTGTG 60°C 50 46

R ATGCCATCGCATTAACCGAAAGCG 60°C 50 278
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IV.10.2. Preparacion de Vibrio fisheri

Se adquirié la bacteria Vibrio fisheri cepa ES114 de la coleccién ATCC
(American Type Culture Collection) para utilizarla como microorganismo
control. El liofilizado de la bacteria fue suspendido en medio peptona y crecida
a 28 °C con agitacién a 150 rpm durante 48 horas, posteriormente fue

resembrada en Agar LB (Luria Bertani) para su almacenamiento a 4 °C.

IV.10.3. Extraccion del ADN genémico

Se utilizaron cultivos en su fase exponencial de Vibrio fisheri y de Vibrio
sp. aislado de la estacion 49. La extraccion se realizé mediante el Kit Wizard de
Promega segun instrucciones del fabricante. Para comprobar la extraccion de
ADN se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % preparado con TBE

(Tris Borato Edta) 0.5 X'y 80 voltios durante 80 minutos.

El gel fue tefiido con bromuro de etidio y observado en un
transiluminador marca UVP a una longitud de onda de 260 nm. La
cuantificacion del ADN se realizé con un espectrofotometro modelo SmartSpec

3000 marca Biorad a longitudes de onda de 260 y 280 nm.

1IV.10.4. Extraccién del ADN plasmidico

Previamente a la extraccion del ADN, la bacteria Vibrio sp. fue crecida
en caldo peptona a 28 °C con agitacion a 150 rpm hasta su fase exponencial,
posteriormente el ADN se extrajo mediante la utilizacién del Kit Wizard Plus SV
Miniprep especifico para la extraccion del ADN plasmidico. Este se basa en las

diferencias con respecto a la forma y tiempo de desnaturalizacion y
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renaturalizacion del ADN plasmidico con respecto al ADN gendmico, los
plasmidos al tener un tamafo menor pueden ser separados facilmente del ADN

gendmico que son mayores y precipitan mas rapidamente.

El ADN producto de la extraccién fue cargado en un gel de agarosa al
1 % preparado con TBE 0.5 X y sometido a electroforesis a 80 voitios durante
80 minutos. El gel fue tefido con bromuro de etidio y observado en un
transiluminador marca UVP a una longitud de onda de 260 nm. Las mediciones
del ADN plasmidico se realizaron con espectrofotémetro modelo SmartSpec

3000 marca Biorad a longitudes de onda de 260 y 280 nm.

IV.11. Amplificacion del Gen por PCR

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador
modelo iCycler marca BIO-RAD. El volumen final de reaccién fue de 50 L, las
condiciones fueron las siguientes: amortiguador de PCR (10X) 5 L, dNTP’s
(10 mM) 0.5 pL, iniciador Reverse (10 uM) 0.602 pL, iniciador Forward (10 uM)
0.681 pL, MgCl, (50 mM) 2 L, agua desionizada 39.82 L, Taq polimerasa (5
U/uL) 0.4 yL y 1 yL de ADN molde. Para el ADN plasmidico se utilizé 1.0 ng y
para el genémico 50 ng, como control positivo se utilizé el ADN genémico de

Vibrio fisheri y como control negativo agua desionizada estéril.

Para determinar las condiciones éptimas de alineamiento, se realiz6é un
PCR de gradiente con las condiciones siguientes: ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de

desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, alineamiento en un intervalo
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de temperatura de 58-68 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante

1 minuto, seguidos por un ciclo final de extension a 72 °C durante 5 minutos.

Los amplicones fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
1 % preparado con TBE 0.5 X y 80 voltios durante 80 minutos, posteriormente
fueron visualizados con bromuro de etidio en transiluminador a 260 nm. Una
vez establecidas las condiciones de alineamiento, se realiz6 un PCR con las
condiciones siguientes: ciclo inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 5
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, alineamiento a 60 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C
durante 1 minuto, seguidos por un ciclo final de extensién a 72 °C durante 5

minutos.

IV.12. ADN en sedimento
IV.12.1. Extraccion de ADN en sedimento

El sedimento fue tratado con nitrégeno liquido, se molieron en un
mortero hasta convertirlo en particulas finas, las cuales se colocaron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL de capacidad. Para la extraccién del ADN total se utilizé
el método Fast DNA Spin Kit for Soil del laboratorio Qbiogene. Este se basa en
la accién conjunta de lisis alcalina con SDS y mecanica con particulas de
ceramica y silice, mediante un proceso de fuerte agitacion. Después de la
extraccion del ADN y para evitar la inhibicion de su amplificacién en el PCR por
substancias humicas, fue purificado mediante la utilizacion del paquete

comercial Clean DNA Wizard de Promega.



48

IV.12.2. Amplificacion de ADN en sedimento

La region V6 del 16S ARNr del ADN total de los sedimentos fue
amplificada mediante PCR utilizando un termociclador iCycler marca BIO-RAD.
Se utilizaron los iniciadores universales Com 1 5 CAGCAGCCGCGGTAATAC
3y Com 2 5 CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3’ correspondientes a las

posiciones 519 a 926 del gen 16S ARNr de Escherichia coli.

Las reacciones de PCR se realizaron en 50 yL de volumen conteniendo:
amortiguador de PCR (10X) 5 pyL, dNTP’s (10 mM) 1 pL, 1 yL (10 puM) de cada
iniciador, MgCl, (50 mM) 1.5 pL, agua desionizada estéril 39 uL, Taq
polimerasa (5 U/uL) 0.5 pL, ADN (25 ng/uL) 1 pL. Los productos de PCR fueron
cargados en gel de agarosa al 1 % preparado con TBE 0.5 X y sometidos a
electroforesis a 80 voltios durante 80 minutos, siendo visualizados con bromuro

de etidio en transiluminador a 260 nm.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
94 °C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
durante 1 minuto, alineamiento a 50 °C durante 1 minuto y extensién a 72 °C
durante 1 minuto, seguidos por un ciclo final de extensién a 72 °C durante 10

minutos.

IV.13. SSCP (polimorfismo de conformacién de cadena simple)

La técnica de SSCP se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
Tebbe et al. (2001), Schmalenberger y Tebbe (2003). EI ADN amplificado
previamente por PCR fue digerido con 10 U de la enzima lambda exonucleasa

(Amersham Pharmacia Biotech) a 37 °C durante 45 minutos, posteriormente
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fue purificado con el Kit Clean DNA Wizard de Promega. La muestra de ADN
libre de proteinas se resuspendié en 8 yL de 10 mM Tris-Hcl, pH 8.0 y 8 uL de
amortiguador de carga desnaturalizante (95 % v/v formamida, 10 mM NaOH,
0.025 % plv, xylene cyanol), fue incubada a 95 °C por dos minutos y enfriada

en hielo durante tres minutos.

El ADN de una sola hebra (10 yL) se cargd en un gel de poliacrilamida
no desnaturalizante preparado con amortiguador TBE estandar 0.5 X con
acrilamida: bis-acrilamida al 12 %, TEMED 0,035 % (v/v), persulfato de amonio
0,07 % (p/v), y glicerol 5 %. Como control de referencia se utilizé un marcador
de ADN 16S ARNr de cadena sencilla. Para la electroforesis se utiliz6 el
sistema Dcode (BIO-RAD) con amortiguador de corrimiento TBE concentracién

1 X, a una temperatura de 20 °C y un voltaje de 400 voltios durante 16 horas.

Las bandas fueron tefidas segun metodologia de Basaam ef al. (1991).
El gel de poliacrilamida fue fijado en una solucién de acido acético glacial al
10 % en agua desionizada durante treinta minutos con agitacion lenta.
Posteriormente, se colocd en una charola, protegido de la luz, con 560 mL de
solucién de nitrato de plata durante treinta minutos y se enjuagd con agua
destilada durante veinte segundos. Una vez tefido se cambié a otra charola la
cual contenia 600 mL de solucién de revelado con tiosulfato de sodio al 0.2 %.
El gel fue agitado durante algunos minutos para visualizar las bandas de ADN y

fotografiado en escaner, siendo editado en el programa Adobe PhotoShop.
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IV.13.1. Corte y elucién de las bandas SSCP

Se cortaron las bandas predominantes, con un bisturi estéril y se
incubaron durante 12 horas a 6 °C en 25 puL de agua desionizada esteril.
Posteriormente se utilizd 1 pL del sobrenadante como ADN molde para su
reamplificacion por PCR con los iniciadores universales Com 1 &

CAGCAGCCGCGGTAATAC 3y Com 2 5 CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 3.

IV.13.2. Purificacion del producto de PCR

Los amplicones derivados de las bandas SSCP, fueron sometidos a
electroforesis en agarosa al 1 %. Con una navaja estéril se corté unicamente el
gen 16S ARNr, eliminando los dimeros, se colocaron en un tubo Eppendorf de
1.5 mL para ser purificados por centrifugacion con el Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System segun instrucciones del fabricante.

IV.14. Secuenciacién
Se utilizdé un secuenciador ABI 310 de la compaiiia Applied Biosystems,

la cual se realizé en el Laboratorio IDT en San Diego, California.

IV.15. Analisis estadisticos
IV.15.1. Caracteristicas del sedimento

Previo al analisis estadistico, realizado con el Programa Statistica
Version 6.0, los datos fueron transformados a la forma Logi o de la
concentracion. Se realizaron andlisis de correlacion Producto-Momento de
Pearson para buscar las posibles asociaciones entre las diferentes variables
medidas YDDT, p,p'-DDT, o,p'-DDT, p,p'-DDE, p,p-DDD, % de particulas <63

um, % carbono orgdnico y bacterias reductoras de sulfato (BRS). Para



51

identificar el grado de similitud entre estaciones de muestreo y entre
distribuciones espaciales de las variables medidas, se realizé un analisis de
agrupamiento jerarquico (Hierarchical clustering). Adicionalmente, para explorar

la covariancia de las variables, se realizd un analisis de factores.

V.15.2. Bandas de ADN

A partir del patron de bandas de la electroforesis (SSCP) se calculo el
coeficiente de similitud de Sorensen Cj = 2j/(a+b) donde:

a= numero de bandas en columna a

b= numero de bandas en columna b

j = numero de bandas igualesenay b.

A partir de la matriz de coeficientes de similitud de Sorensen y para
identificar las asociaciones entre las estaciones se realizé6 un andlisis de
agrupamiento jerarquico utilizando el Programa Estadistico UPGMA Primer 5

(Clarke y Gorley, 2006).

IV.15.3. Arboles filogenéticos

Las secuencias fueron depuradas y ensambladas (secuencias F y R)
utilizando el Programa Chromas Pro (versién 1.33). Se inspeccioné la posible
presencia de secuencias quiméricas utilizando el programa Check Chimera
ubicado en el portal de Ribosomal Data Project. Las secuencias obtenidas
experimentalmente fueron alineadas con las secuencias homologas reportadas
en el GenBank, mediante la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) del

National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Las secuencias finales se alinearon y se compararon con secuencias
obtenidas del GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov), mediante el programa

Clustalw version 1.8.2.

Se generd una matriz bajo el criterio de distancias nucleotidicas
utilizando el modelo de Tamura Nei, que es el que mejor se ajusta a los datos
de las secuencias estudiadas. Se aplicé el programa MODELTEST para
determinar cual modelo de los 56 probables se ajustan mejor los datos y a
partir de la matriz de distancias se construyé el arbol con el andlisis de
Neighbor Joining, utilizando el programa PAUP 4.0 y una de las secuencias
reportadas como Outgroup. Una vez construido el arbol mediante el calculo de
las distancias genéticas (NJ), se procedi6 a realizar el robustecimiento
estadistico mediante un analisis de bootstrap el cual calcula el porcentaje de
veces que la topologia observada ocurre, posterior a 1000 replicas
(iteraciones). Utilizando el programa MEGA version 2.1 debido a que el analisis
de bootstrap es exhaustivo, valores por encima del 50 %, indican una alta

robustez del arbol.
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V. RESULTADOS
V.1. Caracteristicas del sedimento
V.1.1 DDT

La concentracion de DDT y sus metabolitos en los sedimentos costeros se
presentan en la Tabla Il y Figura 7. El promedio de la concentracion } DDT fue de
0.425 ng g con un valor maximo de 4.78 ng g’ en la estacién 49 y un valor no
detectado (ND) en la estacion 36. El p,p'-DDT y p,p'-DDD presentaron mayor
frecuencia, ya que se encontraron en la mitad de las estaciones de muestreo. En
contraste el DDE que se presenté en menor numero de estaciones, mostré las
concentraciones mas altas, en las estaciones 49 y 17 con valores de p,p'-DDE de

3.91ng g"'y 0.79 ng g respectivamente.

El promedio del porcentaje de carbono organico en los sedimentos costeros
de la costa noroccidental de Baja California fue de 0.65 % (Tabla Ill) con un valor
maximo de 1.74 % en la estacién 64 y un valor minimo de 0.03 % en la estacion 4.
El porcentaje de particulas <63 um fue del 46 % y vari6é entre un minimo de 4.6 %
y un maximo de 78.0 %, encontrandose en las estaciones 7 y 38 respectivamente.
Con respecto a las BRS la concentracion promedio fue de 49 NMP 100 gr', con
un valor maximo de 140 NMP 100 gr' en la estacion 59 y valores minimos <18

NMP 100 gr’' en las estaciones 4, 7, 11, 36 y 65.
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Tabla Il. Concentracion de DDT (ng g") en sedimento superficial de la costa
noroccidental de Baja California. ND=no detectado, LD= limite de deteccion.

Estacion p,p'-DDE o,p'-DDE  p,p'-DDT o,p’-DDT p,p'-DDD o,p'-DDD }DDT

4 ND ND 0.07 ND ND ND 0.07
5 ND ND ND ND 0.03 ND 0.03
6 ND ND 0.10 ND 0.10 ND 0.20
7 ND ND 0.01 ND ND ND 0.01
11 0.02 ND ND ND ND ND 0.02
12 ND ND ND ND 0.07 0.01 0.08
17 0.79 ND 0.30 ND ND ND 1.09
20 ND ND 0.07 ND ND ND 0.07
24 ND 0.01 ND ND ND ND 0.01
33 ND ND 0.37 ND 0.07 ND 0.44
35 ND ND 0.22 ND ND 0.01 0.23
36 ND ND ND ND ND ND ND
38 ND ND ND ND 0.18 0.06 0.24
46 ND ND 0.08 ND ND 0.01 0.09
49 3.91 0.25 0.30 0.05 0.18 0.09 4.78
50 ND ND ND ND 0.02 ND 0.02
52 ND ND ND ND 0.04 0.01 0.05
59 ND ND ND ND 0.19 0.05 0.24
64 ND ND ND ND 0.04 0.01 0.05
65 0.71 ND 0.07 ND ND ND 0.78

LD 0.004 0.005 0.007 0.Qo7 0.007 0.007
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Tabla lll. Concentracion de carbono organico (%), particulas <63 um (%),
bacterias reductoras de sulfato (NMP 100 g ™) y profundidad (metros) en
sedimento superficial de la costa noroccidental de Baja California.

Estacién Carbono Particulas <63  Bacterias reductoras de Profundidad
organico (%) um (%) sulfato (NMP 100 g ™) (metros)
4 0.03 272 <18 63
5 0.81 413 45 117
6 0.99 60.3 78 189
7 0.11 4.6 <18 43
11 0.05 242 <18 23
12 0.12 15.8 78 38
17 0.59 59.0 18 86
20 0.24 21.9 18 41
24 0.17 9.7 18 48
33 1.23 76.7 40 61
35 0.47 57.0 20 79
36 0.83 64.8 <18 128
38 0.53 78.0 130 230
46 0.50 59.7 20 283
49 1.71 72.9 110 270
50 0.55 56.8 68 270
52 0.08 20.4 68 38
59 1.51 69.9 140 230
64 1.74 63.9 45 180

65 0.74 455 <18 252
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Los resultados muestran que el p,p'-DDE y el p,p'-DDT correlacionaron
significativamente (p<0.05) con el porcentaje de las particulas <63 ym (r= 0.98 y
0.90, respectivamente) (Tabla IV). Por otra parte, el p,p'-DDE correlacioné
significativamente (p<0.05) con el porcentaje de carbono organico (r=0.99) y los

metabolitos p,p'-DDD y o,p'-DDD lo hicieron con las BRS (r= 0.75).

El analisis de correlacién entre las variables 3} DDT, porcentaje de particulas
<63 um, CO (%) y BRS en las muestras de sedimento (Tabla V), sefala que
SDDT correlacioné significativamente (p<0.05) y de manera positiva con el
porcentaje de particulas <63 ym y con el porcentaje de carbono organico (r=0.66 y
0.56, respectivamente). Con respecto a las BRS el analisis muestra una
correlacién significativa y también positiva con el porcentaje de carbono organico
(r=0.52). Por otra parte, el dendograma de similitud muestra claramente que la
distribucién del p,p'-DDD y o,p'-DDD en el area de estudio se encuentra
fuertemente asociada con la concentracion de BRS y que la > DDT se asocia

mayormente a sus metabolitos y a las BRS (Figura 8).
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Tabla IV. Matriz de correlacién Producto-Momento de Pearson entre las variables
medidas en muestras de sedimento superficial de la costa noroccidental de
Baja California. (*) significativas (p<0.05), p,p’-DDE, p,p'-DDT, p,p’-DDD,
0,p'-DDD, particulas <63 pm, CO % = porcentaje de carbono organico, BRS

= bacterias reductoras de sulfato, N = niumero de datos

% Particulas <63 CO (%) BRS N

um
p,p'-DDE 0.98* 0.99* 0.72 4
p,p-DDT 0.90* 0.63 0.57 10
p,p'-DDD 0.37 0.30 0.75* 10
o,p-DDD 0.57 0.54 0.75* 8

Tabla V. Matriz de correlacién Producto-Momento de Pearson entre las variables
medidas en muestras de sedimento superficial de la costa noroccidental de
Baja California. (*) significativas (p<0.05), > DDT, % particulas <63 ym, CO
%= porcentaje de carbono organico. BRS = bacterias reductoras de sulfato,

(N=19).
> DDT Particulas <63 ym BRS
> DDT 1
Particulas <63 um  0.66* 1
CO (%) 0.56* 0.72*
BRS 0.29 0.47 1
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Figura 8. Dendograma de similitud de las variables medidas en sedimento
superficial de la zona costera noroccidental de Baja California. CO % =
porcentaje de carbono organico, % < 63 pm = porcentaje de particulas <63
pum, ZDDT= dicloro difenil tricloroetano, BRS = bacterias reductoras de
sulfato, o,p’-DDD = orto, para, dicloro difenil dicloroetano, p,p’-DDD = para,
para, dicloro difenil dicloroetano.
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En la Tabla VI se describen las variables estudiadas en funcién de dos
factores, los cuales explican el 92 % de la varianza del comportamiento de las
variables. E! Factor 1 (F1) representa la asociacién entre DDT, sus metabolitos
p,p-DDD y o,p’-DDD y las BRS. Por otro lado, el Factor 2 (F2) muestra la
asociacioén entre el porcentaje de carbono organico y el porcentaje de particulas

<63 um.

V.1.2 SSCP (polimorfismo de conformacion de cadena simple)

La electroforesis con el patrén de bandas derivada del analisis de SSCP se
observa en la Figura 9. En general las estaciones ubicadas al sur del area de
estudio (E33 a EB5) presentaron mayor nimero de bandas que las ubicadas al
norte (E4 a E24). Las bandas que tuvieron una mayor distribucion fueron la 52A 'y
65B, encontrandose en casi todas las estaciones de muestreo, mientras que las

que presentaron la menor fueron 11C (E11), 35A (E35) y 59A (E59).

Las bandas 52B y 65A se encontraron unicamente en la parte sur del area
de estudio (E33 a E65), en contraste con la 4A la cual se detectd en E4, E7, E11,

E17, E20, E24, E33, E35 y ES9.

El dendograma UPGMA basado en distancias a partir del patrén de bandas

del SSCP se observa en la Figura 10.
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Tabla VI. Analisis de Factores entre las variables medidas en muestras de
sedimento superficial de la costa noroccidental de Baja California. (*)
Significativas (p<0.05), p,p'-DDD, o,p-DDD, 3DDT, (%) particulas <63 um,

porcentaje de carbono organico. BRS= bacterias reductoras de

CO % =
sulfato, (N= 19).
Factor 1 Factor 2
p,p'-DDD 0.93* 0.32
o,p'-DDD 0.87* 0.48
> DDT 0.74* 0.42
% particulas <63 pm 0.34 0.90*
CO (%) 0.16 0.97*
BRS 0.97* 0.034
Varianza explicada 3.24 2.27
0.54 0.38

Proporciéon de la varianza
explicada
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Figura 9. Perfil de SSCP de genes parciales de 16S ARNr en sedimento superficial
de la zona costera noroccidental de Baja California. Los nimeros indican
las estaciones de muestreo, las letras en los carriles las bandas
secuenciadas y M= estandar, de arriba hacia abajo Bacillus licheniformis,
Rhizobium ftrifolii, Flavobacterium johnsoniae, Agrobacterium tumefaciens.
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El analisis mostré tres grupos 1) E33, E35, E36, E46, E49, E50, E52, E59,
E64 y EB5, 2) E7, E11, E17, E20 y E24 y 3) E4 y E5. El primer grupo mostré una
menor distancia, debido a que las estaciones de muestreo presentaron el mismo
patron de bandas, concordando con el analisis de Sorensen en el cual se encontré

una mayor similitud entre las estaciones 33 a 65 (Tabla VII).

V.1.3 Identificacion de Bandas

La identificacién de las bandas detectadas en el SSCP se observan en la
Tabla VIII. Se encontraron siete bandas pertenecientes al Dominio Bacteria y una
al Archea. El primer dominio quedoé integrado por los Phylum Proteobacteria (569.4
%), Bacteroidetes (25 %) y Cianobacteria (15.6 %), mientras que en el Dominio

Archea se incluyé Unicamente un representante no clasificado.

Dentro del Phyllum Proteobacteria se encontraron bacterias pertenecientes
a tres clases: bandas 35A (género Desulfobulbus) y 52A (no clasificada)
integrantes de las Delta Proteobacteria, 65A (no clasificada) de las Gama
Proteobacteria y 59A (género Sulfurovum) perteneciente a las Epsilon

Proteobacterias.

En el Phyllum Bacteroidetes se encontraron dos bandas, la 65B de la
Familia Flavobactericeae y la 52B no clasificada. Dentro del Phyllum Cianobacteria
se encontré una bacteria (11C) no clasificada, mientras que en el Dominio Archea

se encontrd solamente una bacteria (4A), no clasificada.
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Tabla VII. Coeficientes de similitud de Sorensen entre las bandas obtenidas
mediante SSCP. Los nimeros en la primera columna y en la primera fila
indican las estaciones de muestreo.

4 5 7 11 17 20 24 33 35 36 46 49 50 52 59 64 65

1104 04 086 1

17|05 05 066 086 1

20|05 05 066 086 1 1

24105 05 1 0.86 1 1 1

33/03 03 075 067 075 075 0.75 1

35103 03 066 060 067 067 067 09 1

3|0 04 057 05 057 057 057 089 08 1

46 |0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1

49 |0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1 1

50 0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1 1 1

52/ 0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1 1 1 1
69|03 05 066 06 067 067 067 09 083 08 08 08 08 08 1
64|/ 0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1 1 1 1 08 1

65/ 0 04 057 05 057 057 057 089 08 1 1 1 1 1 08 1 1




Tabla VIII. Taxonomia de las bandas obtenidas en SSCP

Banda Dominio Phylum Clase Orden Familia Género

4A Archea N.C N.C N.C N.C N.C

11C Bacteria Cianobacteria Cianobacteria N.C N.C N.C

35A Bacteria Proteobacteria  Delta Proteobacteria Desulfobacterales Desulfobulbaceae Desulfobulbus
52A Bacteria Proteobacteria  Delta Proteobacteria N.C. N.C. N.C.

52B Bacteria Bacteroidetes N.C. N.C. N.C. N.C.

59A Bacteria Proteobacteria  Epsilon Proteobacteria Campylobacterales Helicobacteriaceae Sulfurovum
65A Bacteria Proteobacteria ~ Gama Proteobacteria N.C. N.C. N.C.

65B Bacteria Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae N.C.

N.C: No clasificado.
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V.1.4 Arbol filogenético

El analisis de las relaciones filogenéticas de las secuencias del 16S ARNr
obtenidas del SSCP se observan en la Figura 11. El arbol filogenético muestra 4
grupos definidos: grupo | integrado por representantes de los Phyla Bacteroidetes
y Cyanobacteria, grupo Il el cual comprende bacterias del Phyllum Proteobacteria
(clases Delta y Gama Proteobacterias). Grupo Il que incluye bacterias del Phyllum
Proteobacteria (clase Epsilon Proteobacterias) y Grupo IV de las Aquificales no

cultivables.

El grupo | quedd integrado por las secuencias 11C, 52B y 65B las cuales
muestran diferente grado de relacion filogenética. La 11C se relacion6 a la
AY711833 reportada en el GenBank como una cianobacteria y con la AF523902
que corresponde a una bacteria no cultivable. Se relacion6 también, aunque
distantemente con las secuencias 52B y 65B encontradas en este trabajo y con las
AY822228 y AJ704701 secuencias pertenecientes a bacterias no cultivables del
Phyllum Bacteroidetes, igualmente con las AM259872 y AY177723 clasificadas
dentro de la familia Flavobacteriaceae, mientras que la secuencia 52B se relacioné
con las reportadas en el GenBank AY822228 y AJ704701 que corresponden a
bacterias del Phyllum Bacteroidetes asi como con la 65B de este trabajo y con las

secuencias AM259872 y AY177723 de la familia Flavobacteriaceae.
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Figura 11. Arbol filogenético construido por Neighbor-Joining a partir de la
secuencia parcial del 16S ARNr de bacterias del sedimento superficial de la
zona costera noroccidental de Baja California y de las disponibles en el
GenBank. Los valores de Bootstrap superiores a 50 % obtenidos de un total
de 1000 réplicas (valor de Bootstrap=1000), se muestra en las ramas del
arbol. El arbol tiene como raiz a Archea no cultivable DQ641746.
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El grupo Il incluyd a las secuencias 35A, 52A y 65A. La secuencia 35A se
relaciond con un grupo numeroso de Delta y Gama Proteobacterias reportadas en
el GenBank entre ellas DQ901568, AY771947, AY771953, AY771965, DQ351788
y DQ351792. Ademas, se encuentra relacionada distantemente con las
secuencias 52A y 65A encontradas en este trabajo y con las Delta y Gama
Proteobacterias EF460087, AM040129, DQ334608, EF459957 y DQ351776. Con
respecto a las otras dos secuencias de este grupo 52A y 65A se relacionaron con

EF460087, AM040129, DQ334608, EF459957 y DQ351776 respectivamente.

El grupo Il qued6 integrado Unicamente por la secuencia 59A la cual se
relaciond con las reportadas AB294905, EF460072 y DQ394905, pertenecientes al
grupo de las Epsilon Proteobacterias y bacterias no cultivables. Esta secuencia
ademas, se relacioné distantemente con el Grupo 1l de las Delta Proteobacterias y

Gama Proteobacterias.

El grupo IV incluye a la secuencia 4A, la cual se relacioné con AB099993 Ia
cual corresponde a una bacteria no cultivable, también se relaciona aunque
distantemente con las secuencias AF445658 y AF445734 las cuales corresponden

a bacterias no cultivables del grupo de las Aquificales.
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V.2 Identificacion de la bacteria aislada estacion 49

Las caracteristicas de la bacteria aislada en los sedimentos de la estacion
49 se proporcionan en la Tabla IX. Es Gram negativa en forma de bacilo (Figura
12), mavil, sin capsula, con crecimiento en el medio TCB'S y con 3y 6 % de
cloruro de sodio. Los resultados mas relevantes de las pruebas bioquimicas
indican que es oxidasa negativa, catalasa positiva. Ademas, present6é el mismo
patrén de fragmentos de restriccion (104, 125, 182, 228, 340 y 550 pb) que la cepa
control Vibrio harveyi (Figura 13), por lo que se le identific6 como del género

Vibrio.

V.3 Tasas de crecimiento especifico

Los promedios de las tasas de crecimiento especifico (u d™) y tiempos de
duplicacion g (h) para Vibrio sp. en los medios de cultivo utilizados a las
temperaturas de 28 y 8 °C se proporcionan en la Tabla X. Las mayores tasas de
crecimiento se presentaron a los 28 °C (0.6912 y 0.5640 d™') en los medios sales
minimas mas DDT y sales minimas respectivamente, las que corresponden a
tiempos de generacidn de 34.72 y 42.55 horas. Las menores tasas de crecimiento
especifico se presentaron a la temperatura de 8 °C (0.4296 y 0.3216 d™') en los
medios sales minimas mas DDT y sales minimas respectivamente, las que

corresponden a tiempos de generacién de 55.87 y 74.63 horas.
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Tabla IX. Caracteristicas de la bacteria aislada en el sedimento de la estacion 49
de la costa noroccidental de Baja California. *SS (Secretaria de Salud),

**NR= No Reportada.

Ensayo Resultado Vibrio harveyi (Austin,
1990;*SS, 1992)

Tincion Gram - -

Capsula - *NR

Movilidad + +

Crecimiento 0 % NaCl - -

Crecimiento 3 % NaCl + +

Crecimiento 6 % NaCl + +

Crecimiento en TCB'S + +

O/F glucosa F F

Catalasa + +

Oxidasa - -+

Arginina dihidrolasa - -

Indol . -

Gelatina + +

Urea - -+
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Figura 12. Morfologia y Tincién Gram de la bacteria Vibrio sp. aislada de
sedimento superficial de la estacién 49.



73

pb
2072
1500

600
500
400

300

600
500
400

300

200 200

100 100

Figura 13. RFLP carriles 1 y 5 marcador de peso molecular, carril 2 Vibrio harveyi,
carriles 3y 4 Vibrio sp. aislado de sedimento superficial de la estacion 49.
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Tabla X. Tasas de crecimiento especifico (u) promedio, desviacion estandar,
tiempo de duplicacion promedio (g) y ecuacidn de regresién de Vibrio sp. en
medio sales minimas y medio sales minimas mas DDT en condiciones

aerobias.
Medio Temperatura pd’ Desviacion g(h) y=mx+b
estandar
Sales minimas 28°C 0.5640 0.0637 4255 0.0235x+14.344
8°C 0.3216 0.0436 7463 0.0134x+14.963
Sales minimas 28 °C 0.6912 0.1010 3472 0.0288x+12.425
mas DDT
8°C 0.4296 0.0291 55.87 0.0179x+12.118
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V.4 Bioensayo de Vibrio sp.
V.4.1 Cromatogramas

Los controles sin inocular conteniendo medio sales minimas con DDT,
desde el tiempo inicial hasta los noventa dias de incubacién en forma aerobia se

observan en la Figura 14 y la anaerobia en la Figura 15.

En el tiempo inicial (Figura 14) se detectaron las sefales del DDT (p,p'-DDT
y o,p-DDT) y sus metabolitos DDE (p,p'-DDE) y DDD (p,p'-DDD), pero las
concentraciones se mantuvieron mas o menos constantes hasta los 3 meses de

incubacién.

Los controles inoculados con Vibrio sp. y crecidos en el medio sales
minimas sin DDT en condiciones aerobias y anaerobias se observan en la Figura
16, en ninguno de ellos se detectd la sefial del DDT o sus metabolitos de

transformacion.

Los cromatogramas del ensayo realizado con Vibrio sp. en el medio sales
minimas mas DDT en condiciones aerobias asi como los porcentajes de areas
relativas del DDT y sus metabolitos se observan en las Figuras 17 y 18 y Tabla XI.
En el tiempo inicial (Figura 17a) se detectaron cuatro sefales a los 53.044; 50.196;
48.752 y 45.140 minutos de tiempo de retenciéon que corresponden a p,p'-DDT,
p,p'-DDD, 0,p'-DDT, y p,p'-DDE respectivamente. La sefial mas grande y con un
mayor porcentaje de area relativa correspondié al p,p'-DDT (88 %) mientras que la

menor correspondio al p,p'-DDD (2.20 %).
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Figura 14. Control abiético con DDT aerobio, a) Inicial, b) 90 dias. p,p'-DDE =
para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD= para, para dicloro-difenil
dicloroetano, o,p’-DDT = orto, para dicloro difenil tricloroetano, p,p'-DDT =
para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacién
2,4,5,6-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Figura 15. Control abi6tico con DDT anaerobio, a) Inicial, b) 90 dias. p,p'-DDE =
para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD= para, para dicloro-difenil
dicloroetano, o,p’-DDT = orto, para dicloro difenil tricloroetano, p,p'-DDT =
para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacion
2,4,5 6-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Figura 17. Cromatograma bioensayo aerobio, a) Inicial, b) 30 dias. o,p'-DDE =

orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno,
o,p'-DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano, p,p'-DDD = para, para
dicloro-difenil dicloroetano, o,p’-DDT= orto, para dicloro difenil tricloroetano,
p,p'-DDT = para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de
recuperacion 2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Figura 18. Cromatograma bioensayo aerobio, a) 60 dias, b) 90 dias. o,p'-DDE =
orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno,
0,p'-DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano, p,p’-DDD = para, para
dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro difenil tricloroetano,
p,p'-DDT = para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de
recuperacion 2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Tabla XI. Porcentaje de area relativa de DDT en bioensayo aerobio con Vibrio sp.
o,p'-DDE = orto, para dicloro-difenil etileno, p,p’-DDE = para, para dicloro-
difenil etileno, o,p'-DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano, p,p'-DDD =
para, para dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro difenil
tricloroetano, p,p'-DDT = para, para dicloro difenil tricloroetano.

Etapa o,p'-DDE p,p’-DDE o,p’-DDD p,p'-DDD o,p'-DDT p,p'-DDT

Inicial - 4.20 e 2.20 5.65 88.00
30dias 0.14 4.41 0.10 1.60 7.79 85.97
60 dias 0.15 442 0.08 1.09 7.63 86.00

90 dias 0.19 5.92 0.1 1.47 7.34 84.96
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A partir de los treinta dias de incubacion (Figura 17b) se detectaron ademas
de los anteriormente mencionados una sefial a los 41.40 minutos de tiempo de
retencién, el cual corresponde al 0,p"-DDE y otra a los 45.93 minutos de tiempo de
retencién correspondiente al o,p'-DDD. El porcentaje de las areas relativas del
p,p'-DDT (85.97 %) y p,p'-DDD (1.60 %) fueron menores que en el tiempo inicial,

mientras que el del 0,p'-DDT (7.79 %) y p,p'-DDE (4.41 %) fueron mayores.

Los cromatogramas del bicensayo con Vibrio sp. en el medio sales minimas
mas DDT en condiciones anaerobias asi como los porcentajes de areas relativas
se observan en las Figuras 19 y 20, Tabla Xll. En el tiempo inicial se detectaron
las sefnales de los metabolitos p,p'-DDT, o,p'-DDT, p,p'-DDE y p,p'-DDD (Figura
19a). El mayor pico de absorcién y mayor porcentaje de area relativa se detectd
para el p,p'-DDT (85.66 %), y el menor para el p,p'-DDD (2.52 %). A partir de los
sesenta dias de incubacion se detectaron dos sefales: una a los 41.40 minutos de
tiempo de retencién, que correspondié al 0,p'-DDE y otra a los 45.93 minutos de
tiempo de retenciéon correspondiente al o,p'-DDD (Figura 20a). Estos presentaron
un porcentaje de area relativa de 0.43 y 0.36 respectivamente, los cuales se
incrementaron a 1.97 % y 1.12 % respectivamente a los noventa dias de

incubacioén (Figura 20b).
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Figura 19. Cromatograma bioensayo anaerobio, a) Inicial, b) 30 dias, p,p’-DDE =
para, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDD = para, para dicloro-difenil
dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro difenil tricloroetano, p,p'-DDT =
para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de recuperacion
2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Figura 20. Cromatograma bioensayo anaerobio, a) 60 dias, b) 90 dias. o,p'-DDE =

orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE = para, para dicloro-difenil etileno,
o,p"-DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano, p,p’-DDD = para, para
dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro difenil tricloroetano,
p,p"-DDT = para, para dicloro difenil tricloroetano, TCMX = estandar de
recuperacion 2,4,5,6,-tetracloro-m-xileno, PCB-209 = decaclorobifenil.
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Tabla XII. Porcentaje de area relativa de DDT en bioensayo anaerobio con Vibrio
sp. o,p'-DDE = orto, para dicloro-difenil etileno, p,p'-DDE = para, para
dicloro-difenil etileno, o,p’-DDD = orto, para dicloro-difenil dicloroetano p,p'-
DDD = para, para dicloro-difenil dicloroetano, o,p'-DDT = orto, para dicloro
difenil tricloroetano, p,p'-DDT =para, para dicloro difenil tricloroetano.

Etapa o,p'-DDE p,p'-DDE o,p'-DDD p,p'-DDD o0,p'-DDT p,p'-DDT

Inicial e 4.20 —————— 2.52 7.61 85.66
30dias - 409 —— 1.73 7.79 83.39
60 dias 0.43 3.85 0.36 2.07 18.24 75.04

90 dias 1.97 1.98 1.12 1.29 68.62 25.02
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El porcentaje de area relativa del p,p’-DDT disminuyé de 85.66 % en el
tiempo inicial a 25.02 % a los noventa dias de incubacion, mientras que el o,p’-
DDT se incremento de 7.61 a 68.62 % durante el mismo periodo. Con respecto a
las areas relativas del p,p’-DDD y p,p’-DDE presentaron variaciones con
incrementos y disminuciones. El porcentaje de recuperacion del estandar interno

fue de 101 % + 5.

V.5 Amplificacion del Gen 4,5 DOPA

Los iniciadores empleados F AAGCCAAACGGCTGATTGAGTGTG y R
ATGCCATCGCATTAACCGAAAGCG amplificaron un fragmento de 233 pb
correspondiente al Gen VFA0416 4,5, DOPA a partir de ADN molde de la bacteria

control Vibrio fisheri (Figura 21).

Las temperaturas de alineamiento (58-68 °C) ensayadas en el PCR de
gradiente mostraron ser adecuadas para su amplificacién, aunque se obtuvo una

mejor resolucién de la banda a 60.5°C en los carriles 9-11.

Los resultados de la electroforesis del PCR realizado con el ADN
plasmidico y genémico de Vibrio sp. aislado de la estacion 49 se observan en la
Figura 22. Esta bacteria mostré tener el Gen VFA0416 4,5 DOPA a nivel
plasmidico, ya que su ADN fue amplificado con los iniciadores especificos
anteriormente mencionados observandose la misma banda de 233 pb que la

bacteria control Vibrio fisheri.
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Figura 21. Amplificacion del Gen 4,5 DOPA a diferentes temperaturas de
alineacion (58-68 °C) por triplicado. Arriba: carril 1 marcador de peso
molecular, carril 2 control negativo, carril 3-15 ADN Vibrio fisheri. Abajo:
carril 1 marcador de peso molecular, carril 2-9 ADN Vibrio fisheri.
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100

Figura 22. Amplificacién del Gen 4,5 DOPA en Vibrio sp. aislado de sedimento
superficial de la estaciéon 49. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2
control negativo, carril 3 control positivo Vibrio fisheri, carrii 4 ADN
plasmidico Vibrio sp., carril 5 ADN cromosoémico Vibrio sp.




89

En la investigacion realizada con Vibrio sp. no se detecté el Gen VFA0416
4,5 DOPA en el genoma, posiblemente porque existen variaciones interespecificas
entre Vibrio fisheri y la bacteria ensayada sin embargo, las condiciones de
temperatura (60 °C) de alineacién en el PCR, asi como las concentraciones de los
constituyentes quimicos en la reaccién (dNTP’s, cloruro de magnesio,
amortiguador, faq polimerasa) mostraron ser adecuadas para la amplificacion de

éste gen en Vibrio fisheri.

V.6. Extraccion y amplificacion del ADN en sedimento

La electroforesis del ADN total bacteriano del sedimento marino extraido
con el Fast ADN Spin for Soil de Qbiogene se observa en la Figura 23. Las
mayores intensidades de banda (mayor concentracién de ADN) ocurrieron en las
estaciones 20 a 65, mientras que las menores correspondieron a las estaciones 4
a17.

La electroforesis del ADN amplificado por PCR utilizando el gen 16S ARNr
del sedimento fue amplificado en casi todas las estaciones de muestreo, con

excepcion de E6 y E38.
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Figura 23. ADN en sedimento superficial de la zona costera noroccidental de Baja
California. M= marcador fago Lambda, 4-65 estaciones de muestreo.
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VI. DISCUSION
VI.1. Caracteristicas del sedimento
V1.1.1. DDT

Las concentraciones de DDT encontradas en los sedimentos de la zona
costera fronteriza México-Estados Unidos, son bajas (no detectado a 4.78 ng
g') en comparacién con otras de la misma region, como las de Palos Verdes y
bahias de Santa Ménica y San Diego en donde se han detectado hasta 2500
ng g (Shiff et al., 2000; Bay et al., 2003) y con las detectadas en otras partes
del mundo como Guadalete, Bahia de Cadiz en Espafia en donde se han
reportado 63 ng g”' de DDT (Lara-Martin et al., 2005) pero son similares a las
reportadas por Gutiérrez-Galindo et al., 1998 (0.07 a 4.7 ng g”') y Noblet et al.,

2003 (0.73 ng g™') para la misma zona de estudio.

Las bajas concentraciones de IDDT detectadas podrian ser tanto de
aportes recientes asi como de afios anteriores. En Estados Unidos, en los afios
setentas entré la politica de prohibicién de su uso para fines agricolas, pero fue
hasta 1989 cuando los usos permitidos (sanitario y militar) fueron eliminados.
Mientras que en México su uso empez6 a decrecer en respuesta a inquietudes
ambientales. Como consecuencia para el afio 1997 solo era utilizado para el
control del paludismo y fue hasta el 2000 que México no utiliza niv produce DDT.
Sin embargo, hay reportes de uso ilegal debido a las reservas de ese producto
en varios paises incluyendo el nuestro (CEC, 1997; Venkatesan et al., 1999:
Partida-Gutiérrez et al., 2003; Hong et al., 2005). En estudios realizados en la
CSC se ha encontrado que las concentraciones de DDT en sedimentos,

columna de agua y organismos han decrecido desde entonces (Shiff et al.,
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2000). Sin embargo el DDT detectado en los sedimentos de la zona de estudio
pudiera representar una fuente de bioacumulacion potencial para la fauna
asociada al sedimento, ya que el estudio realizado por Macias-Zamora et al.
(2001) indica que aproximadamente el 60 % del total del &rea muestreada en la

parte mexicana de la CSC contiene DDT.

Las concentraciones mayores de DDT no se encontraron en las
estaciones mas cercanas a la frontera México-Estados Unidos y a la planta de
tratamiento de Punta Loma California, en general se detectaron en las
estaciones mas profundas (Figura 5) que son las que contienen, mayores
porcentajes de particulas <63 um de diametro y carbono organico, lo que
concuerda con el estudio realizado por Peris et al. (2005). Los analisis de
correlacion realizados mostraron correlaciones significativas de (p<0.05) entre
>DDT y p,p-DDE con estas dos variables, mientras que el dendograma de
agrupamiento asoci6 a 3 DDT con sus metabolitos o,p'-DDD, p,p'-DDD y con
las BRS. El andlisis de factores (Tabla VI) también sefala esta relacién ya que
el primer factor explica la asociacién de las BRS con p,p'-DDD, o,p-DDD y
2> DDT. Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con los
obtenidos en el estudio realizado por Schiff et al. (2006) en la CSC, en donde
se encontré mayor concentracion de DDT en los estratos ubicados entre los
120 y 500 m de profundidad, los cuales se caracterizaron por un mayor

porcentaje de grano fino y de carbono organico.
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El patrén de distribucién de YDDT encontrado en la zona de estudio
(Figura 7) parece estar influenciado por la circulacién la cual tiene una fuerte
componente hacia mar abierto y el sur (Figueroa-Gonzalez, 2006). La alta
energia del oleaje del sistema distribuye ampliamente el material organico
particulado, el cual se acumula mas alld de la costa en respuesta a los
procesos de mezcla local y corrientes (National Research Council, 1990; Oey,
1999; Macias-Zamora y Ramirez-Alvarez, 2004). Esto es evidente a partir de
la acumulacion de particulas de sedimento pequefias (<63 um), ricas en
carbono organico hacia las isobatas de mayor profundidad y hacia la parte
sur del drea de estudio (Ramirez-Alvarez et al., 2007). Este patron es debido
al repentino cambio en el ancho de la plataforma continental, el angulo de
incidencia del oleaje en la playa y a la contracorriente de California, cuyo
patrén de circulacion es invertido a lo largo de la costa resultando er un flujo

neto hacia el sureste (Oey, 1999).

Zeng y Venkatesan (1999), mencionan que las principales plantas de
tratamiento de California, Estados Unidos, descargan a una profundidad de
60 a 100 metros, cerca de cafiones submarinos, por lo que los contaminantes
pudieron ser transportados hacia la pendiente continental. Asi, el DDT
introducido antes de 1971 pudo haber sido transportado con material

particulado, preferentemente de tamario fino.

Las concentraciones mayores de DDD se detectaron en las estaciones
38, 49y 59 (Figura 7), las cuales presentaron mayor presencia de BRS. Debido

a esto los analisis de correlacién y agrupamiento mostraron una relacién y
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asociacion entre ese grupo de bacterias y los metabolitos p,p'-DDD y o,p'-DDD.
De la misma manera, el primer factor del analisis mutivariado (Tabla VI) mostré
asociacion entre el p,p'-DDD, o,p'-DDD y las BRS. La explicacién de esta
relacion es que éstas se encuentran en ambientes reducidos, que son propicios
para la declorinacion reductiva del DDT a DDD, ademas no se descarta que las
BRS detectadas en la zona de estudio lleven a cabo este proceso de
degradacion, ya que Huang ef al. (2001) y Wang et al. (2004) en sus estudios
de biodegradacion anaerdbica con DDT en suelos y sedimentos estuarinos,
encontraron que las BRS estuvieron significativamente involucradas en la

declorinacién del p,p'-DDT.

La presencia de DDE y DDD en la estacién 49 indica la posibilidad de
que en el sedimento exista un consorcio de bacterias anaerobias facultativas
capaces de reducir u oxidar el DDT, ya que se conoce que la formacién del
DDE ocurre en medios aerobios, a través de dehidroclorinacién del DDT
mientras que la formacion de DDD ocurre en medios anaerobios y a través de
la declorinacion reductiva del DDT (Lal y Saxena, 1982; Aislabie et al., 1997:
Foght et al, 2001). Es posible que en esta estacién existan microambientes
oxicos-anoxicos propicios para el crecimiento de bacterias anaerobias

facultativas.

V1.1.2 SSCP (Polimorfismo de conformacion de cadena simple)
El nimero de bandas en los sedimentos, al igual que el DDT, parecen
estar relacionadas con las caracteristicas de sedimento y profundidad de las

estaciones de muestreo.
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Las estaciones mas profundas (33 a 65) ubicadas en la parte sur de la
zona de estudio, presentaron mayor nimero de bandas y porcentajes promedio
de carbono organico (0.90 %) y de particulas <63 um de diametro (60.5 %) que
las estaciones 4 a 24 ubicadas en la parte norte. Estos resultados concuerdan
con el analisis estadistico UPGMA el cual asoci6 a las estaciones, dependiendo
del numero de bandas, en tres grupos, entre ellos el integrado por las
estaciones mas profundas (33 a 65) localizadas en la parte sur de la zona de
estudio, el de las estaciones de la parte norte (7, 11, 17, 20 y 24)
caracterizadas por ser someras y el de las estaciones 4 y 5 ubicadas cerca del

limite internacional México-Estados Unidos.

La diferencia en la estructura bacteriana de los sedimentos marinos de la
zona de estudio se relaciona con el contenido de carbono organico, tamario de
particulas y profundidad. Estudios realizados en sedimentos de otras partes del
mundo, han reportado que la profundidad del agua de mar y el contenido de
carbono organico ejercen una fuerte influencia sobre la estructura y diversidad
de la poblacién bacteriana (Giovanonni y Rappé, 2000; Dominik y Héfle, 2002;
Edlund ef al,, 2006), por tanto la tendencia general es encontrar una mayor
diversidad bacteriana en sedimento fino, principalmente arcillas las cuales son

ricas en materia organica, propicias para el desarroilo microbiano.

La batimetria y profundidad de las estaciones de muestreo en este
estudio, pueden relacionarse también con el nimero de bandas, ya que a partir

de la estacion 33 y hasta la 65, con excepcion de la 52, se incrementa
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gradualmente la profundidad (61-283 metros). Estas estaciones aparentemente
forman parte de una cuenca con una pendiente la cual se prolonga hasta Punta
Salsipuedes (Figura 5). Esta cuenca funciona como una via natural de acceso
de particulas de sedimento fino con contaminantes, que provienen del emisor
submarino de Punta Loma California, es por esta razén que estudios de
contaminacién en la zona de estudio consistentemente reportan mayores
concentraciones de metales pesados, bifenilos policlorinados y DDT, asi como
sus metabolitos, en las estaciones ubicadas alrededor de la isobata de los 60
metros (profundidad donde evacuaba el emisor submarino) en comparacién
con las ubicadas cerca de la costa (Gutiérrez-Galindo et al., 1994 Gutiérrez-

Galindo et al., 1998).

V1.1.3. Arbol filogenético

La acumulacién de particulas de sedimento fino con mayor contenido de
materia organica en las estaciones ubicadas en la parte sur de la zona de
estudio posiblemente generaron zonas anéxicas, con un potencial redox
adecuado para el desarrollo de bacterias del ciclo del azufre como es el caso

de Desulfobulbus (Banda 35A) y Sulforovum (Banda 59A).

Desulfobulbus es una bacteria reductora de sulfato (BRS), Gram
negativa, anaerobia e integrante del grupo de las Delta Proteobacterias, las
cuales desempefian un importante papel en los ciclo de carbono y de azufre en
los sedimentos marinos ya que se conoce que son responsables del 50 % del

total de carbono orgéanico (Jergensen, 1982; Canfield et al, 1993; Llobet-
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Brossa et al, 2002) asi como de la reduccidén de los sulfatos a sulfuro de

hidrégeno (Stainer et al., 1996).

Ademas se tiene conocimiento que Desulfobulbus tiene la capacidad de
reducir otros aceptores electrénicos como nitrato, 6xidos de hierro y de
manganeso. Diversos estudios realizados a nivel mundial han detectado esta
bacteria en sedimentos marinos reducidos (Wieringa et al., 2000; Purdy et al.,
2003) asi como en sitios contaminados con hidrocarburos y PCB’s (Lésekann

et al., 2007).

Debido a que la banda 35A aislada en la estacion 35 y que corresponde
a Desulfobulbus tuvo similitud con la secuencias DQ351788 y DQ351792
encontradas en sedimentos contaminados con metales pesados en la parte sur
del Mar del Norte (Gillan y Pernet, 2007), asi como con las secuencias
AYT771947, AY771953 y AY771965 en sedimentos del mar de Wadden
(MuBmann et al., 2005), es probable que desemperfie un importante papel en la
biotransformacion de los contaminantes en la zona de estudio, en particular en
la estacion 35, ya que se conoce que las BRS pueden llevar a cabo la
declorinacion reductiva del DDT a DDD (Huang et al., 2001), ademas estas
bacterias al reducir los sulfatos a sulfuro de hidrégeno disminuyen las
concentraciones de sulfatos, los cuales se ha encontrado inhiben Ia
degradacion de algunos compuestos organoclorados como el DDE (Quensen

et al., 1998).
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Sulfurovum aislada de la estacién 59, es una bacteria Gram negativa
litotrofica que oxida el azufre y los tiosulfatos en presencia de oxigeno,
pertenece al grupo de las Epsilon Proteobacterias, las cuales desempeiian una
funcién importante en los procesos biogeoquimicos de los nutrientes,
principalmente en sedimentos marinos. Algunos estudios han mostrado que
este grupo de bacterias se encuentran en abundancia en las interfases 6xicas-
anodxicas de los sedimentos marinos, entre ellos el realizado por Edlund (2007)
en sedimentos del Mar Baltico, en donde detecté la presencia de Sulfurovum
secuencia EF460072 la cual mostré similitud con la secuencia 59A del presente

trabajo.

La presencia de Sulfurovum en la estacion 59, que presentd uno de los
mayores porcentajes de carbono organico (1.51 %) y mayor nimero de BRS
(140 NMP gr'), se debe a su capacidad de metabolizar compuestos
inorganicos del azufre en ambientes reducidos. Se conoce que las Epsilon
Proteobacterias se encuentran en abundancia en las interfases éxicas-anoxicas
de los sedimentos marinos en donde coexisten el sulfuro de hidrogeno y
oxigeno (Fenchel y Finlay, 1995), lo cual se ha detectado en el Mar Negro y
Cuenca de Cariaco, dos de las cuencas anéxicas mas grandes a nivel mundial,
caracterizadas por contener concentraciones elevadas de hidrocarburos y
metano, asi como en la Cuenca de Guaymas, Golfo de California, México

(Madrid et al., 2001; Vetriani et al., 2003; Mills et al., 2003).

La banda 65A aislada de las estaciones 33 a 65 es integrante del grupo

de las Gama Proteobacterias, el cual incluye a bacterias anaerobias
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facultativas, entre los géneros mas importantes se encuentran los productores
de metano Methylomonas, Methylomicrobium, Methylobacter y Methylococcus,
asi como Vibrio spp. y Pseudomonas spp., los cuales son muy abundantes en

el ambiente marino.

La Banda 65A mostrd similitud con las secuencia EF459957 encontrada
en sedimentos anéxicos del Mar Baltico (Edlund, 2007) y con la DQ351776
detectada en sedimentos marinos del Mar del Norte contaminados con metales
pesados (Gillan et al., 2005). Por tanto su presencia en la parte sur de la zona

de estudio (E33-65) es indicativa de ambientes reducidos.

No obstante que la clasificacion de la banda 65A en el GenBank, se
realiz6 Gnicamente a nivel grupo (Gama Proteobacterias), su presencia en
todas las estaciones de muestreo de la parte sur de la zona de estudio es
indicativo de que pertenece a una bacteria muy abundante en el ambiente

marino, posiblemente a los géneros Vibrio 6 Pseudomonas.

Por otra parte, es relevante el hecho de que la bacteria aislada de la
estacion 49, que mostr6 la capacidad de transformar el DDT en el bioensayo de
laboratorio, pertenezca al género Vibrio del grupo de las Gama
Proteobacterias, las cuales son muy abundantes en el ambiente marino, por
tanto no se descarta la posibilidad de su presencia en el sedimento de otras

estaciones de muestreo de la parte sur de la zona de estudio.
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Otro Phylum de bacterias que indica la posibilidad de que la parte sur de
la zona de estudio contenga sedimentos reducidos es el Bacteroidetes, el cual
esta integrado por Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides (CFB). Este grupo
de bacterias fue detectado mediante las bandas 52B y 65B en las estaciones
33 a 65. La primera banda mostré similitud con secuencias de lugares
contaminados como la AJ704701 encontrada en sedimentos productores de
metano del Mar de Barentz (Losekann et al, 2007) y con la AY822228
detectada en sedimentos enriquecidos con materia organica proveniente de
una granja de peces (Bissett et al., 2006). La segunda banda mostré similitud
con la secuencia AM259872 la cual corresponde a una Flavobacterium no
cultivable y asociada con la esponja Tethya aurantium del Mar Adriatico (Thiel

et al., 2007).

La banda 52A aislada en casi todas las estacionés de muestreo, con
excepcién de la E4 es integrante del grupo de las Delta Proteobacterias, el cual
incluye a bacterias aerobias y anaerobias como el caso de las BRS y de sulfuro
como Desulfovibrio. Estas bacterias se encuentran ampliamente distribuidas en
los sedimentos marinos (Gillan et al., 2005; MuBmann et al., 2005; Edlund et
al., 2006; Gillan y Pernet, 2007). Su amplia distribucién en la zona de estudio
indica que las caracteristicas granulométricas, asi como el contenido de
carbono organico de los sedimentos, no son factores limitantes para su
crecimiento, aunque es importante mencionar que la secuencia de la Banda
52A mostro similitud con las secuencias AM040129 correspondiente a una
Delta Proteobacteria no cultivable de sedimentos del Mar del Norte (Musat et

al., 2006) y con la EF460087 detectada en sedimentos del Mar Baltico (Edlund,
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2007). Estos dos sitios estan caracterizados por contener altos porcentajes de

materia organica.

La secuencia de la Banda 11C corresponde a una bacteria clasificada
dentro del Phylum Cianobacteria, mostré similitud con las secuencias
AF523902 detectada en sedimentos superficiales del Rio Savannah en Estados
Unidos, los cuales estan impactados con desechos de una planta de carbon
(Brofft et al., 2002) y con la AY711833 correspondiente a una cianobacteria no
cultivable encontrada en una muestra de sedimento de una zona de marisma
en Sapelo Island, Georgia, Estados Unidos (Moran et al., 2004). El lugar donde
se encontraron estas dos secuencias hacen suponer que la cianobacteria
detectada en la presente investigacion deberia encontrarse en una estacion de
muestreo con mayor contenido de materia organica, sin embargo se encontro
en la estacion 11 la cual se caracteriza por contener arena gruesa, con un
tamano de particula de 164 um, esto se debe a que las particulas gruesas
permiten la colonizacién de cianobacterias (Diez et al., 2007); ademas presentd
uno de los menores porcentajes de carbono organico (0.05 %) y una menor
profundidad que el resto de las estaciones (23 metros). Lo somero de la
estacion posiblemente favorece el crecimiento de las cianobacterias, ya que
son organismos fotosintéticos que requieren de energia luminosa para llevar a

cabo sus actividades metabdlicas (Atlas y Bartha, 2002; Edlund et al., 2006).

Por tanto, los factores que probablemente influyeron en su deteccién
fueron la profundidad y el fosfato, éste es un nutriente clave para el crecimiento

de las cianobacterias. Ademas la estacién 11 se localiza aproximadamente a
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12 km al oeste de la planta de tratamiento de Punta Bandera, ésta descarga
aguas residuales con alto contenido de fosfato en la zona costera, ya que a 2
km de la costa y frente a la descarga se han detectado hasta 90 g at L™ de
fosfato lo cual indica introduccion antropogénica (Segovia-Zavala et al., 1995).
Estudios realizados en otros sitios indican que el aporte antropogénico de

fosfatos incrementan la poblaciéon de cianobacterias (Eiler et al., 2007).

La secuencia de la Banda 4A, corresponde a una bacteria clasificada
dentro del Dominio Archea y mostré similitud con la secuencia AB099993 la
cual corresponde a una bacteria termofilica de una chimenea hidrotermal del
Océano Indico (Suzuki et al, 2003). Se relaciona también aunque
distantemente con las secuencias AF445734 y AF445658 que corresponden a

bacterias termofilicas Aquificales no cultivables (Khachane et al., 2005).

Es posible que la secuencia 4A detectada en los sedimentos de las
estaciones 4, 7, 11, 17, 20, 24, 33, 35 y 59 contenga algunos de los genes de
las bacterias termofilicas anteriormente mencionadas, sin embargo no han
podido ser expresados debido a las bajas temperaturas prevalecientes en la
zona de estudio. La ausencia de esta secuencia en el resto de estaciones se
debe posiblemente a que la materia orgdnica y substancias humicas inhiban su
amplificacion por PCR. Ademas, es importante destacar que para su deteccion
se requieren iniciadores como: PRA46F, PREA1100R, PARCH340F vy
PARCHS340R especificos para la amplificacién de Archeas (Nakatsu et al.,

2000).
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V1.2 Identificacion de la bacteria aislada en estacion 49

La bacteria aislada en la estacién 49 y ensayada en el medio sales
minimas mas DDT fue identificada como Vibrio sp., ya que presentd las
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las bacterias de este género
como el ser bacilos curvos, Gram negativas, anaerobias facultativas, méviles
por flagelos polares y no esporuladas (Austin, 1990). El estudio con RFLP
(Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccién) comprobé su
identidad ya que la bacteria aislada presenté los mismos patrones de
restriccion que la bacteria control Vibrio harveyi. Es importante mencionar que
en la actualidad la gran mayoria de las identificaciones bacterianas se realizan
mediante métodos moleculares, los cuales se basan en el uso de enzimas de
restriccion para generar patrones de bandas (RFLP) y secuenciacion de ADN.
Estos métodos moleculares presentan una mayor reproducibilidad y exactitud
que los tradicionales de identificacion (Savelkoul et al., 1999), sin embargo

requieren de una infraestructura atn no disponible en todos los laboratorios.

El género Vibrio sp. identificado en la presente investigacion se clasifica
de acuerdo a los andlisis de secuencias del 16S ARNr dentro del grupo de las
Gama Proteobacterias, uno de los mas abundantes en el medio marino en
donde ocupan una gran diversidad de ambientes. Por ejemplo, se han
encontrado en la columna de agua y sedimentos contaminados por metales
pesados y PCB'’s (Gillan et al., 2005; Edlund y Jansson, 2006; Edlund et al.,

2006; Gillan y Pernet, 2007).

No obstante, en los sedimentos de la zona de estudio no se han

detectado concentraciones significativas de contaminantes orgénicos
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persistentes como PCB'’s, DDT, PAHS y metales pesados (Gutiérrez-Galindo et

al., 1998; Macias-Zamora, 2001; Partida-Gutiérrez et al., 2003).

V1.3 Tasas de crecimiento Vibrio sp.

Las mayores tasas de crecimiento especifico de Vibrio sp. a 28 °C
indican que es un organismo psicrotréfico de acuerdo con la clasificacién de
Morita (1975), que subdivide a las bacterias en dos grupos: las que crecen a
0 °C con una maxima de 20 °C (psicrofilos) y las que se desarrollan a 0 °C ya
una temperatura mayor de 20 °C (psicrotroficos). Existen evidencias de que
este tipo de bacterias son m&s abundantes en ambientes frios que las
psicréfilas. En un estudio realizado por McMeekin (1988) en el Mar Antartico
encontré que de 250 aislamientos bacterianos 249 correspondian a organismos
psicrotroficos, adicionalmente, Murayama et al. (1997) encontraron que las
cepas cultivables a 4 °C de aguas profundas y sedimentos del Mar de Japén
eran psicrotroficas. Estas ademas de ser abundantes en el ambiente marino
son organismos importantes como degradadores de la materia organica

(Radjasa, et al., 2001).

Las mayores tasas de crecimiento y menores tiempos de duplicacién de
Vibrio sp. a los 28 °C se explican porque los incrementos en la temperatura
aceleran las reacciones metabolicas de los microorganismos (Atlas y Bartha,
2002; Takemoto et al., 2007). Pomeroy y Wiebe (2001) mencionan que el
sustrato y la temperatura son factores limitantes para el crecimiento de las
bacterias de tal manera que su eficiencia depende en gran medida de estas

variables. En este trabajo aparentemente la temperatura no fue limitante para el



105

crecimiento de Vibrio sp., sin embargo hay que considerar que cuando existen
variaciones de la misma por debajo o arriba del 6ptimo de crecimiento
microbiano, la tasa de crecimiento especifico disminuye. Esto se observo en el
trabajo realizado por Herbert y Bell (1977) en Vibrio sp. (psicréfilo obligado)
en donde las mayores tasas de crecimiento se presentaron a los 15 °C (0.0922
d”), mientras que a la temperatura maxima de 23 °C no se registré ningun
crecimiento bacteriano. Estos resultados difieren de los obtenidos en el
presente trabajo ya que la mayor tasa de crecimiento especifico (0.6912 d™') en

Vibrio sp. se obtuvo a 28 °C.

Las mayores tasas de crecimiento especifico de Vibrio sp. en el medio
sales minimas mas DDT en las dos temperaturas (28 y 8 °C), se deben
probablemente al efecto combinado del carbono labil (levadura) y refractario
(DDT) que aparentemente actdan sinergéticamente para el crecimiento de la
bacteria y la transformacion del contaminante (cometabolismo). Debido a que
este compuesto organoclorado es muy complejo y dificil de degradar la bacteria
ensayada no lo utiliza como fuente de carbono y de energia para su
crecimiento. La fuente de carbono y energia para Vibrio sp. proviene del
extracto de levadura (8 pM) presente en el medio sales minimas, porque es
una mezcla compleja de acetato, aminoacidos, péptidos, bases de nitrégeno,
metales traza, fosfato y vitaminas principalmente del complejo B12 (Difco,
1984; Tanner, 1997). Se ha encontrado que concentraciones de levadura tan
bajas como 50 mg L™ (cantidad empleada en el presente estudio) soporta el
crecimiento de la mayoria de las especies bacterianas y puede recuperar la

mayoria de los microorganismos del ambiente (Tanner, 1997).
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Por otra parte Foght et al. (2001) mencionan que el extracto de levadura
puede utilizarse en suelos que contienen una baja poblacién microbiana y en
aquellos en donde existen pequefas cantidades de carbono. En estas
condiciones la levadura funciona como una fuente alternativa de carbono para
que los microorganismos lleven a cabo el proceso de cometabolismo,

facilitando la degradacion del DDT.

VI. 4 Bioensayo con Vibrio sp.

La disminucién en la sefial del DDT y el incremento en las sefiales del
p.p'-DDE y p,p'-DDD en los ensayos aerobio y anaerobio del presente trabajo,
se deben posiblemente a la transformaciéon del DDT por Vibrio sp. Sin
embargo, es importante destacar que los compuestos organoclorados pueden
ser acumulados intracelularmente y de manera selectiva por los
microorganismos, por ejemplo Aerobacter aeorogenes y Bacillus subtilis
requieren solamente 30 segundos para acumular del 80 a 90 % del DDT
presente en el medio (Lal y Saxena, 1982), cambiando el reservorio y
proporciones del DDT residual. Debido a que los andlisis en este estudio se
realizaron uUnicamente con el sobrenadante, se requiere de un estudio de
balance de masas con '“C-DDT tomando en consideracion ambos

compartimientos.

Por lo anteriormente mencionado, la evidencia de la transformacion de
DDT por Vibrio sp. en el presente estudio, la constituyen las sefales de o,p'-

DDE vy 0,p'-DDD detectadas en los ensayos aerobio y anaerobio, ya que estos
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metabolitos no se encontraron en el tiempo inicial del experimento ni en los
controles abidticos. Su ausencia en estos descarta la posibilidad de que se

hayan formado por procesos de degradacion térmica o fotoquimica del DDT.

Los resultados obtenidos en los sistemas aerobio y anaerobio con Vibrio
sp. permiten proponer las posibles rutas metabdlicas (Figura 24). El incremento
en la sefial y area relativa del p,p’-DDE en el sistema aerobio se debe a que en
el medio de cultivo existian las condiciones adecuadas para que se llevara a
cabo la dehidroclorinacién del DDT (Figura 24a), mediante la remocion
simultanea de hidrégeno y cloro. Este resultado concuerda con los obtenidos
por diversos investigadores los cuales indican que en condiciones aerobias la
reaccion dominante es la dehidroclorinacién (Aislabie et al., 1997, 1999; Foght

et al., 2001).

En contraste al p,p’-DDE que se form6 por dehidroclorinacién, los
metabolitos o,p'-DDE y o,p'-DDD lo hicieron probablemente por isomerizacion a
partir de los metabolitos p,p'-DDE y p,p'-DDD ya que Lal y Saxena (1982)
destacan que este proceso es una de las reacciones importantes del

metabolismo del DDT.
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a)
0.p-DDT dehidroclorinacion ' p.p-DDE Isomerizacion o,p-DDE
isomerizacion
o,p-DDT
p.p*-DDD isomerizacién 0,0’-DDD
b)
p.p’-DDT
isomerizacion
o,p-DDT

declorinacion

reductiva
o,p-DDD
isomerizacion
p.p-DDE S 0,p-DDE

Figura 24. Rutas propuestas para la degradacion del DDT Vibrio sp. a) aerobia
y b) anaerobia
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En este trabajo se descarta que el o,p'-DDD se haya formado por
dehidroclorinacién reductiva del DDT ya que este proceso se lleva a cabo
preferentemente en condiciones anaerobias (Aislabie et al., 1997; Foght et al.,

2001; Huang et al., 2001).

Por otra parte, es probable que el o,p'-DDE en el bioensayo con Vibrio
sp. se haya formado a partir del p,p-DDE, aunque los porcentajes de areas
relativas (Tabla XI) no reflejan una disminucion de éste, ya que es posible que
se haya dado una transformacion simultanea de p,p-DDT a p,p'-DDE y por
tanto un equilibrio de masas, lo cual sugiere que en este sistema se estan
llevando a cabo diversas reacciones metabdlicas, algunas de ellas

interrelacionadas.

En el sistema anaerobio (Figura 24b) probablemente ocurrieron dos
procesos metabodlicos de manera secuencial, la isomerizacién del p,p'-DDT a
o,p-DDT vy la declorinacién reductiva de este para formar 0,p'-DDD. Lal y
Saxena (1982) senalan que la transformacion del p,p-DDT a o,p-DDT se
realiza mediante una de las rutas del metabolismo anaerobioc microbiano
(Figura 1). Por tanto, es probable que Vibrio sp., posea una enzima con la
capacidad de cambiar la posicion del atomo del cloro del carbono 4 a la
posicion 2 del anillo bencénico, y de esta manera preparar la ruta para la
transformacion enzimatica del DDT, obteniendo ademas energia libre estandar,
util para llevar a cabo actividades metabdlicas, aunque desde el punto de vista
termodinamico no sea tan eficiente como la dehidroclorinacion y la

declorinacion reductiva.
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El o,p'-DDD detectado en el bioensayo anaerobio pudo haberse formado
a través del proceso de declorinacién reductiva, por la separacién de un atomo
de cloro de la cadena alifatica del o,p'-DDT. Diversos estudios han determinado
que el DDD es el producto principal del catabolismo anaerobio del DDT
(Holliger y Schraa, 1994; Aislabie et al., 1997; Quensen et al., 1998; Corona-

Cruz, et al., 1999; Foght ef al., 2001; Huang et al., 2001).

Las sefiales de o,p’-DDE y o,p'-DDD detectadas en los ensayos aerobio
y anaerobio fueron pequefias, probablemente porque el experimento se realizé
durante noventa dias, en el medio sales minimas con DDT como fuente Unica
de carbono y con la intervencién unica de Vibrio sp. Es probable entonces, que
si se hubiera empleado un consorcio bacteriano, utilizando el medio sales
minimas en presencia de otro compuesto quimico como el bifenilo
(cometabolismo), la transformacién del DDT hubiera sido mas evidente, con la

probable formacién de algunos de su metabolitos como el DDMU y DDM.

La importancia del cometabolismo para inducir la degradacion del DDT y
sus metabolitos se ha puesto de manifiesto en algunas investigaciones
(Aislabie et al., 1997, 1999; Hay y Focht, 1998; Foght ef al., 2001; Chandrappa
et al, 2004). En estas investigaciones los autores propusieron una ruta para la
degradacion anaerobia del DDT por el metabolismo bacteriano y mencionan
que su transformacién se lleva a cabo por reacciones sucesivas de
declorinacion reductiva para producir DDMU (dicloro difenil.etileno), el cual es
posteriormente oxidado a DDOH (dicloro difenil etanol). Oxidaciones

posteriores del DDOH producen DDA (dicloro difenil acido acético), el cual es
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descarboxilado a DDM (dicloro difenil metano). Finalmente, el DDM es
metabolizado a DBP (dicloro benzofenona) o puede ser escindido uno de sus
anillos aromaticos para formar PCPA (cloro fenil 4cido acético). Es en esta
parte de la ruta metabdlica que se requiere de oxigeno y la intervencion de las

dioxigenasas, para el rompimiento del anillo aromatico.

V1.5 Amplificacion del Gen 4,5 DOPA

El gen 4,5 DOPA especifico para la degradacién del DDT fue encontrado
unicamente en el ADN plasmidico de Vibrio sp. aislado de la estacidon 49.
Existe la posibilidad de que esta cepa bacteriana haya adquirido la enzima
durante el tiempo de exposicién a este compuesto organoclorado, ya que hasta
1970 la zona de estudio estuvo fuertemente impactada por la introduccion de
DDT derivado de las principales plantas de tratamiento de aguas residuales de
las ciudades de California, Estados Unidos (Gutiérrez-Galindo et al., 1998;

Noble et al., 2001a; Partida-Gutiérrez, 2003).

Se conoce que las bacterias sometidas a estrés por la introduccion de
contaminantes antropogénicos, incrementan la presién por seleccion y la
presencia y numero de plasmidos con capacidad para degradar hidrocarburos,
PCB’s y DDT’s (Capone y Bauer, 1992; Suarez-Rodriguez, 1993: Hohnstock et
al., 2000; Aminov et al., 2001). Este hallazgo es de gran importancia para la
ecologia microbiana de los sedimentos de la zona de estudio, porque los
plasmidos en ciertas circunstancias pueden transmitir ADN de una célula
donadora a una receptora, la cual a su vez puede llegar a convertirse en

donadora (Tropel, 2004; Regeard, 2005). La naturaleza de este proceso de
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transferencia de genes es relevante, ya que si se introducen en una poblacion
plasmidos que contienen genes como el 4,5 DOPA para la degradacién de un
compuesto quimico como el DDT puede la poblacion receptora llegar a

convertirse en portadora de plasmidos en poco tiempo.

Con base a lo anteriormente expuesto, existe la posibilidad de encontrar
el gen 4,5 DOPA en otras bacterias de diferentes estaciones de muestreo de la
zona de estudio. Para comprobar esta posibilidad se requieren realizar estudios
de hibridacion utilizando ADN plasmidico de las diferentes bacterias aisladas
en las estaciones de muestreo y una sonda elaborada con el gen 4,5 DOPA de
la bacteria Vibrio fisheri ES114. Para ello se requiere desnaturalizar el ADN
plasmidico de los microorganismos y del gen a estudiar para formar una
cadena sencilla de ADN, la hibridacion de ambas cadenas indicaria una
homologia entre las bases y una similitud entre ambos ADN. La técnica de
hibridacién con sondas especificas ha sido utilizada a nivel mundial para
detectar genes para la degradacién de diversos contaminantes persistentes

(Capone y Bauer, 1992; Atlas y Bartha, 2002).

La deteccion en el presente trabajo de los metabolitos o,p’-DDE y o,p'-
DDD, los cuales se forman en las primeras etapas de la degradacién del DDT
asi como la del gen 4,5 DOPA el cual rompe su anillo bencénico (Ultimas
etapas de su catabolismo), son indicio de que Vibrio sp., debe poseer varias
enzimas para su catabolismo. Sin embargo, es poco probable que esta cepa
bacteriana contenga todas las enzimas involucradas en las rutas metabdlicas

para la degradacion total de este compuesto organoclorado, por tanto no se
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descarta la posibilidad de que Vibrio sp. y otros géneros de bacterias presentes
en los sedimentos de la zona de estudio integren un consorcio microbiano con
mayor capacidad para degradar el DDT, ya que se tiene conocimiento que en
la mayoria de los procesos de degradacion de compuestos organicos

intervienen este tipo de asociaciones bacterianas (Atlas y Bartha, 2002).

Por ofra parte, es importante destacar que el gen 4,5 DOPA detectado
en el presente trabajo, es del grupo de las dioxigenasas, las cuales introducen
dos atomos de oxigeno en el anillo bencénico, desplazando el 4tomo de cloro
por un hidroxilo. Algunos Investigadores indican que la ruptura del anillo
bencénico puede ocurrir también de manera anaerdbica por hidrogenacién
reductiva (Bugg y Winfield, 1998). Sin embargo, existen evidencias de que su
ruptura ocurre Unicamente en presencia de oxigeno molecular (Aislabie et al.,
1997; Foght et al., 2001), por tanto se requieren de condiciones alternadas
anaerdbicas y aerdbicas para promover la declorinacion reductiva y el

rompimiento del anillo aromatico por las dioxigenasas (4,5 DOPA).

Finalmente, la amplificacién del gen 4,5 DOPA en este trabajo (Figura
22) muestra que las condiciones establecidas para el PCR son adecuadas
entre ellas los iniciadores y temperatura de anillado. Los iniciadores forward y
reverse poseen las caracteristicas recomendadas como el contener el 50 % de
GC y una temperatura de fusién (TM) similar (Sambrook et al., 1989: Cha y

Thilly, 1995; Steffen et al., 1999; Costa et al., 2004).
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Los iniciadores mostraron también una gran especificidad con las
temperaturas de alineamiento empleadas (58-68 °C) ya que el gen 4,5 DOPA

pudo ser amplificado en ese intervalo de temperatura.

VL. 6. Extraccién y amplificacién del ADN bacteriano de los sedimentos
Los resultados de la electroforesis (Figura 23) mostraron que el método
de extraccion empleado (Fast DNA Spin for Soil) fue adecuado para la
extraccion del ADN bacteriano total de los sedimentos marinos de la zona de
estudio. Sin embargo, existen antecedentes que indican que la obtencién de
ADN en este tipo de muestras es dificil, ya que por su naturaleza presentan
una alta concentraciéon de substancias humicas derivadas de la materia
organica y que algunos de sus componentes como los acidos hdmicos y
fdlvicos son fuertes inhibidores de las actividades enzimaticas, principalmente
de la Taq polimerasa durante las reacciones de amplificacién por PCR (Ikeda et
al., 2006). Otro problema para la extraccién del ADN del sedimento es la
adsorcion de los microorganismos a las particulas de sedimento, por tanto los
meétodos comerciales actualmente empleados a nivel mundial como el Ultra
Clean Soil DNA Isolation (MoBio Inc., Solana CA, USA) y el Fast DNA Spin Kit
for Soil (Qbiogene, Carlsbad, Ca. USA) se basan en una combinacion de lisis

alcalina y agitacién fuerte para el desprendimiento de las bacterias.

No obstante lo anteriormente mencionado, el ADN del sedimento marino
fue amplificado con excepcion de las estaciones 6 y 38. Como se observa en
Figura 23, la cantidad de ADN de la estacion 6 no fue suficiente para ser

amplificada por PCR, el problema no fue metodolégico y se explica porque esta
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estacion contiene particulas de sedimento grueso y con poco contenido de
materia organica y por tanto con una menor poblacidon microbiana, mientras
que la estacion 38 fue una de las que presenté mayor cantidad de ADN. Es
probable por tanto, que contenga mayor cantidad de acidos humicos, los que
inhibieron su amplificacion por PCR, no obstante que el ADN fue previamente
diluido (1:100). Es importante mencionar que esta estacion se caracteriza por

contener particulas de sedimento fino y mayor contenido de materia organica.

Las bajas concentraciones de DDT encontradas en el 4rea de estudio no
permitieron comprobar la hipétesis planteada de que las estaciones con mayor
concentracion de este contaminante presentarian mayores cambios en la
estructura de la comunidad bacteriana, y por tanto, menor diversidad que las
menos contaminadas. La estructura de la poblacion bacteriana de los
sedimentos, parece estar relacionada con el tamario de particula y carbono
organico ya que el mayor numero de bandas se encontraron en las estaciones
mas profundas en donde existe una acumulacién de sedimentos ricos en
materia organica, lo que genera condiciones para el desarrollo de bacterias
dominantes (proteobacterias), asi como de bacterias indicadoras de medios
anéxicos como lo muestra la presencia de los géneros Desulfobulbus y

Sulfurovum (estaciones 35 y 59).

No obstante que en la zona de estudio se encuentran bajas
concentraciones de DDT, la presencia de bacterias del azufre en los
sedimentos, indican la posibilidad de que estos actualmente estan siendo

impactados por las aguas residuales de la plantas de tratamiento de Punta
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Loma, California, Estados Unidos y Punta Bandera, México. Es importante
mencionar que los resultados en la presente investigacion son los primeros
datos obtenidos de la zona fronteriza México-Estados Unidos y muestran que
los métodos moleculares basados en huellas genéticas de ADN (SSCP) se
pueden utilizar para determinar la estructura bacteriana de sedimentos
impactados por la introduccién de contaminantes antropogénicos. Sin embargo,
se requieren de mayores estudios utilizando un grupo de iniciadores como los
reportados en los trabajos de Nakatsu ef al. (2000) y Sanchez et al. (2007) para
la deteccion de un mayor nimero de bacterias pertenecientes a los Dominios

Bacteria y Archea.

A pesar de que en la zona de estudio se encontraron bajas
concentraciones de DDT se pudo comprobar la hipétesis planteada, que en la
estacion con mayor concentracion de este contaminante se detectaria un gen
especifico para la degradacion de DDT, mismo que se encontré en el ADN
plasmidico de Vibrio sp. aislado de la E49. Es posible que esta bacteria haya
adquirido por presién por seleccién el gen (4,5 DOPA) durante el tiempo que
estuvo expuesta al contaminante o lo haya adquirido por transferencia
horizontal de otras bacterias, por tanto es probable que otras especies
bacterianas de la zona de estudio también lo posean. Sin embargo, para llegar
a esta conclusion se requieren realizar estudios mediante técnicas de
hibridacion utilizando una sonda fabricada a partir del gen anteriormente

mencionado.
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En la presente investigacion se demostré6 que Vibrio sp. tiene la
capacidad de transformar el DDT a o,p'-DDD y o,p’-DDE de manera aerobia y
anaerobia. Debido a que estos metabolitos se forman en las primeras etapas
de degradacion de este compuesto quimico, se requieren de estudios
adicionales para determinar los metabolitos intermedios y finales de la
degradacion de DDT. Se requiere realizar un estudio de balance de masas
utilizando ™C-DDT para determinar con exactitud los metabolitos que
intervienen en su transformacion y las relaciones entre estos para deducir las
principales vias catabdlicas. Por otra parte y debido al importante papel que
desempenian las enzimas incluyendo las dioxigenasas en la degradacion del
DDT, se recomienda realizar investigaciones para determinar sus mecanismos
de accién, especificidad y regulacion. Actuaimente estos estudios son de

importancia en algunas areas como la biotecnologia ambiental.
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Vil. CONCLUSIONES

En general las mayores concentraciones de DDT en el sedimento marino se
presentaron en la parte sur del area de estudio. La 2DDT en el sedimento se
relacioné con mayor contenido de carbono organico y de porcentaje de particulas

<63 ym, mientras que el 0,p'-DDD vy el p,p'-DDD se relacionaron con las BRS.

La bacteria Vibrio aislada en este trabajo contiene el gen 4,5 DOPA especifico
para la degradacién del DDT, mismo que se encuentra en Vibrio fisheri ES114

utilizada como control positivo

Los resultados de cromatografia de gases corroboran los obtenidos mediante
técnicas moleculares, ya que la presencia de los metabolitos o,p'-DDD y o,p'-DDE
en los cultivos aerobio y anaerobio sugieren la transformacion del DDT por Vibrio
aislado en este trabajo, la cual ocurrié en las primeras etapas del metabolismo

aerobio y anaerobio de esta bacteria.

El nimero de bandas obtenidas en la electroforesis (SSCP) fue mayor en las
estaciones con mayor profundidad, concentracion de carbono organico vy
porcentaje de particula <63 pym. Las secuencias de las bacterias del sedimento
marino se relacionaron con algunas reportadas en el GenBank de ambientes

contaminados, siendo el grupo de las protecobacterias el mas dominante.
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