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RESUMEN

En este trabajo se estimdé la capacidad de las comunidades bacterianas
planctonicas de la Peninsula de Yucatan, para degradar hidrocarburos alifaticos, en
experimentos de mesocosmos simulando derrames de petroleo ligero con
diferentes concentraciones (10, 40 y 80 mg L") durante tres temporadas (secas,
lluvias, nortes), a través de la cuantificacion del numero de copias del gen alkB. Los
resultados indicaron que en todas las temporadas y tratamientos se detecto la
presencia del gen alkB; la abundancia de este gen fue similar durante las
temporadas de secas y lluvias, mientras que en la temporada de nortes en el
tratamiento de 80 mg L' se registré el nimero de copias mas alto (8.60 X 108
Copias/uL). Para investigar especificamente la concentracion de hidrocarburos
alifaticos que pudieran estar relacionados con la abundancia del gen alkB, se
realizaron correlaciones entre las concentraciones de hidrocarburos alifaticos y la
abundancia del gen alkB y se seleccionaron las correlaciones negativas
significativas de cada uno de los tratamientos. La temporada de secas presento el
mayor numero de correlaciones negativas, mientras que en nortes unicamente se
detectd al pristano y en lluvias no hubo ninguna correlacion. Mediante analisis
bioinformaticos de secuencias del gen 16S ARNr se identificé la presencia de varios
geéneros bacterianos que han sido previamente relacionados con la degradacion de
hidrocarburos alifaticos. Para investigar la relacion de las abundancias de los
geéneros con las concentraciones de hidrocarburos, se realizaron correlaciones
entre las concentraciones de hidrocarburos previamente seleccionados con las
abundancias relativas de la comunidad bacteriana. En temporada de secas (10 mg
L-"), algunos géneros que correlacionaron con hidrocarburos fueron Maricaulis,
Oleibacter y SM1A02. Ademas, se observd una correlacion significativa entre
Alcanivorax y el hidrocarburo C11 en el tratamiento de 40 mg L', mientras que
Hyphomonas mostré una correlacion significativa con C10 en el tratamiento de 80
mg L. En la temporada de nortes, se encontraron correlaciones significativas entre
los géneros Marinomonas y Ketobacter, pertenecientes a la clase
Gamaproteobacteria con el hidrocarburo pristano, lo que podria sugerir la



participacion en procesos de biorremediacion. Este estudio contribuye con la
comprensidon de las comunidades microbianas potencialmente relacionadas con la
degradacion de hidrocarburos alifaticos en la region Sureste del Golfo de México,

que sera de gran utilidad para posibles eventos futuros de derrames de petrdleo.



ABSTRACT

This study assessed the capacity of planktonic bacterial communities in the Yucatan
Peninsula to degrade aliphatic hydrocarbons through mesocosm experiments
simulating light crude oil spills at different concentrations (10, 40, and 80 mg L-1)
during three seasons (dry, rainy, and cold fronts) by quantifying the number of copies
of the alkB gene. Results showed the presence of the alkB gene in all seasons and
treatments. The gene's abundance was similar during dry and rainy seasons, while
the highest copy number (8.60 X 106 Copies/uL) was recorded in the cold fronts
season at the 80 mg L-1 treatment. Significant negative correlations between
aliphatic hydrocarbon concentrations and alkB gene abundance were selected from
each treatment. The dry season exhibited the highest negative correlations, while
only pristane was detected in the cold fronts season, and no correlations were found
during the rainy season. Bioinformatic analysis of 76S rRNA gene sequences
identified several bacterial genera previously associated with aliphatic hydrocarbon
degradation. Correlations were then made between selected hydrocarbon
concentrations and relative abundances of bacterial communities. In the dry season

(10 mg L-1), some correlating genera included Maricaulis, Oleibacter, and SM1A02.

Additionally, a significant correlation was observed between Alcanivorax and C11
hydrocarbon at 40 mg L-1, while Hyphomonas showed a significant correlation with
C10 at 80 mg L-1. In the cold fronts season, significant correlations were found
between the genera Marinomonas and Ketobacter, belonging to
the Gammaproteobacteria class, with pristane, suggesting its involvement in
bioremediation processes. This study contributes to understanding microbial
communities potentially involved in aliphatic hydrocarbon degradation in the
Southeastern Gulf of Mexico region, which could be highly beneficial for future oil

spill events.
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1. INTRODUCCION

La presencia de hidrocarburos en los mares de México constituye un tema de
estudio de gran relevancia debido a que la mayoria de los compuestos derivados
del petrdleo son altamente contaminantes, lo que impacta negativamente en los
ecosistemas marinos. Estos hidrocarburos pueden ser clasificados principalmente

en cuatro categorias: Alifaticos, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos (Wauquier, 2004).

Factores como la extraccion de petrdleo, el transporte maritimo y los vertidos en las
playas contribuyen significativamente a la presencia de estos hidrocarburos. El golfo
de México experimenta una intensa actividad de extraccién de petréleo, lo que ha
resultado en derrames ocasionales de crudo. En respuesta a estas situaciones, se
emplean métodos diversos para controlar dichos derrames, entre ellos los métodos
quimicos, fisicos y bioldgicos (lvshina et al., 2015; Zabala, 2019). Los métodos
biolégicos aprovechan la capacidad de ciertos microorganismos como microalgas,

hongos y bacterias para degradar o transformar los contaminantes (Solanas, 2009).

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares que se encuentran en
practicamente todos los rincones de la Tierra. Sin embargo, solo alrededor del 1 %
de ellas pueden ser cultivadas en el laboratorio (Rappé & Giovannoni, 2003). Uno
de los primeros estudios en México que abordé la presencia de bacterias en el golfo
de México capaces de degradar hidrocarburos se realizé en respuesta al derrame
del pozo Ixtoc-l. En este estudio se empled un indice de impacto que calcula la
proporcion de bacterias hidrocarbonoclastas/heterétrofas (Hi/He) (Lizarraga-

Partida, 1983) utilizando bacterias cultivables.

Dado que la mayoria de las bacterias no pueden ser cultivadas, se hace necesario
recurrir a técnicas que prescindan de su aislamiento o cultivo. En cambio, se
requiere la extraccion de su material gendmico. La metagendmica es un campo que
ha experimentado notables avances en las ultimas dos décadas. Usualmente la
metagendmica a utilizado dos enfoques para investigar muestras del entorno: la
secuenciacion de amplicones y la secuenciacion shotgun. El primer método implica

la seleccidn de genes taxondmicamente informativos, como el 16s que codifica la
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subunidad menor del ARN ribosomal, para identificar la diversidad de
microorganismos en la muestra. El segundo método consiste en fragmentar y
secuenciar todo el ADN extraido, lo que permite explorar el potencial metabdlico de

la comunidad microbiana (Wooley et al., 2010).

Se han identificado genes que funcionan como indicadores en la degradacion de
distintos tipos de hidrocarburos, utilizando técnicas como el PCR punto final y gPCR.
Por ejemplo, el gen alkB indica la degradacion de hidrocarburos alifaticos (Viggor et
al., 2015), mientras que para los hidrocarburos aromaticos existen varios genes
como los NDO y pah, que degradan naftaleno y fenantreno respectivamente.
Recientemente, el gen pahE se ha empleado como indicador de la degradacion de
hidrocarburos aromaticos (Liang et al., 2019). Gracias a la metagendmica, es
posible identificar que genes estan involucrados en el metabolismo de degradacion
de hidrocarburos, independientemente de si las bacterias son cultivables o no. Por
ello, en este estudio se investigod la respuesta natural de la comunidad bacteriana
de la Plataforma de Yucatan frente a la eventualidad de un derrame de petroleo

utilizando el mencionado método.



2. MARCO TEORICO

2.1. Actividad petrolera en el Golfo de México

La actividad econdmica de extraccion de petréleo es de gran importancia en México,
y la region del Golfo de México (GoM) es famosa por albergar una vasta reserva de
este recurso, con alrededor de 22,000 fuentes naturales de hidrocarburos. Entre
ellas, unas 1000 emiten continuamente aceite, siendo visibles desde el espacio.
Estas areas activas se denominan celdas de emanacién (Joye et al., 2016).
Simultdneamente, esta region cuenta con ecosistemas marinos tropicales de gran
valor qu se rigen por tres estaciones climaticas: la temporada seca, de marzo a
mayo, con poca precipitacion; la temporada de lluvias, de junio a octubre,
relacionada con alta precipitacion y probabilidad de huracanes y la temporada de
nortes, con frentes frios y vientos fuertes provenientes del hemisferio norte (Diaz-
Ruiz et al., 2018).

Desde los afios 70s, se han realizado exploraciones petroleras en el sur del Golfo
de México (Soto et al., 2014; Herzka et al., 2021). En 1979, ocurrié uno de los
mayores desastres de la historia en nuestro pais: el derrame del pozo Ixtoc-| cerca
de Campeche, en la Plataforma de Yucatan: durante 9 meses, se liberaron mas de
3.4 millones de barriles de petréleo al ecosistema (Garcia-Cruz & Aguirre-Macedo,
2014; Soto et al., 2014), ademas de otros de menor magnitud como el pozo Kab
121 (Gold-Bouchot et al., 2014). A lo largo del tiempo se han realizado
investigaciones para evaluar los efectos ambientales de los derrames (Lizarraga-
Partida, 1983; Garcia-Cruz & Aguirre-Macedo, 2014; Soto et al., 2014). En abril de
2010, la plataforma de perforacion Deepwater Horizon explotdé y se hundio,
derramando alrededor de 4.9 millones de barriles de petrdleo crudo y estimando 1.7
x 10" g de hidrocarburos volatiles en el golfo de México (Camilli & et al, 2010; Atlas
& Hazen, 2011; Camilli et al., 2012) frente a las costas de Louisiana. Tras este
vertimiento se intensificaron los estudios en biorremediacion (Garcia-Cruz et al.,

2019; Uribe-Flores et al., 2019; Valencia-Agami et al., 2019). Asi mismo, se ha
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observado que el sur del Golfo de México, en especial la Plataforma de Yucatan, es
vulnerable a los impactos del petroleo debido a su proximidad a zonas petroleras
(Aguirre-Macedo et al., 2021; Herzka et al., 2021).

2.2.Hidrocarburos

Los hidrocarburos representan una combinacion compleja de compuestos quimicos
formados principalmente por atomos de carbono e hidrogeno. Estos derivan de la
materia prima del petréleo en su estado crudo y se dividen en cuatro categorias
principales: alifaticos, aromaticos, resinas y asfaltenos (Al-Hawash et al., 2018). La
fraccion mas predominante en el petréleo crudo es la de los compuestos saturados,
que carecen de dobles enlaces y pueden ser clasificados como alcanos (parafinas)
o cicloalcanos segun su estructura. Es importante destacar que el término
"compuestos alifaticos" abarca a aquellos compuestos que son saturados,
insaturados, lineales, ramificados o ciclicos (Abbasian et al., 2015; Varjani, 2017),
estos hidrocarburos pueden afectar la estructura de las membranas celulares
afectando su funcion y puede causar la disipacién del potencial de la membrana
(Sikkema et al., 1995).

En contraste, los compuestos aromaticos estan caracterizados por uno o mas anillos
aromaticos, y en algunos casos pueden presentar grupos alquilo unidos. Estos
compuestos tienden a ser altamente perjudiciales desde un punto de vista toxico
(Gupta et al., 2015), también son causantes de estrés oxidativo lo cual ocasiona
dafios en el ADN vy tiene efectos mutagénicos y teratogénicos (Wang et al., 2017).
Por otro lado, las resinas y asfaltenos se distinguen de los compuestos alifaticos y
aromaticos, ya que incluyen compuestos con polaridad y estructuras complejas que
dificultan su biodegradacion. Dichas estructuras estan compuestas por multiples
anillos aromaticos y cadenas alquilo, conteniendo diversos atomos de nitrégeno,
azufre y oxigeno (Harayama et al., 2004). Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAPs) se ubican entre los compuestos con potencial para causar contaminacion.



En el océano, los compuestos de hidrocarburos derivados del petrdleo estan
expuestos a procesos de dispersion, disolucién, emulsificacidén, evaporacion y
biodegradacién (Figura 1) (Dellagnezze et al., 2019). Durante las ultimas décadas,
se han llevado a cabo multiples investigaciones enfocadas en la biodegradacion
microbiana de hidrocarburos, con el propdsito de abordar los serios problemas de
contaminaciéon. Estos estudios han demostrado que las principales entidades
responsables de la degradacion son los microorganismos bacterianos y fungicos,
destacando las bacterias como los agentes mas activos en el proceso de
descomposicién frente a derrames en entornos marinos. Esto ocurre en condiciones

tanto aerdbicas como anaerdbicas (Das & Chandran, 2011).

Photolysis
Water-in-oil
emulsion © —»Spreading

Resurfacing of larger oil droplets Dissolution of water soluble
components

: : : Uptake by biota
Microbiological

Vertical diffusion degradation 4;:3:_’.* -
Horizontal diffusion

Sedimentation

Oil-in-water dispersion Adsorption to particles

Uptake and release from sediment

Figura 1. Esquema de los diversos procesos que puede sufrir el petréleo una vez
introducido en el medio ambiente (J. Chen & Denison, 2011).



2.3.Degradacién de n-Alcanos

La degradaciéon de alcanos comienza con la oxidacion del grupo metilo terminal
mediante una enzima conocida como alcano-hidroxilasa (también llamada alcano-
monooxigenasa). Esto da como resultado la formacién de un alcohol primario, el
cual es posteriormente transformado en el aldehido correspondiente gracias a la
accién de una enzima denominada alcohol deshidrogenasa. Luego, un proceso
similar involucra a una enzima llamada aldehido deshidrogenasa, que convierte el
grupo aldehido en un acido graso. Estos acidos grasos son conjugados con CoA'y
sometidos a un proceso de degradacion conocido como B-oxidacion, que da como
resultado la produccion de acetil-CoA. Aunque la oxidacion subterminal solo ha sido
documentada en ciertos microorganismos, la oxidacién de alcoholes y acidos

grasos es un proceso mucho mas comun y amplio (Moreno & Rojo, 2017).

En las bacterias, es posible llevar a cabo la hidroxilacion terminal inicial de n-alcanos
mediante el uso de enzimas provenientes de diversas categorias (Tabla 1) (Van
Beilen et al., 2003; Van Beilen & Funhoff, 2007). Los microorganismos que degradan
n-alcanos de cadena corta (C2-C4) cuentan con enzimas que estan vinculadas a
las metano monooxigenasas, en contraste, los que descomponen n-alcanos de
longitud media (C5-C11) o extensa (>C12) suelen tener monooxigenasas de hierro
no hemo ubicadas en las membranas, estas se relacionan con la ampliamente
estudiada alcano hidroxilasa AlkB presente en Pseudomonas putida GPo1. A pesar
de esto, algunas cepas contienen enzimas hidroxilantes de alcanos pertenecientes
a la familia de los citocromos solubles P-450, que tienen actividad contra los n-
alcanos C5-C11. Finalmente, diversas cepas capaces de asimilar n-alcanos que
superan los 18 atomos de carbono presentan alcano hidroxilasas que parecen no

guardar relacion con las mencionadas anteriormente (Moreno & Rojo, 2017).



Tabla 1. Enzimas que participan en la hidroxilacion terminal inicial de n-alcanos

(Moreno & Rojo, 2017).

Clase de Caracteristicas Longitud del Anfitrién
Enzimas sustrato

PRM, propano | Monooxigenasa de hierro C3 Bacteria

monooxigenasa | no-heme similar a sMMO

sBMO, butano | Monooxigenasa de hierro C2 -C9 Bacteria

monooxigenasa | no-heme similar a sMMO

pBMO, butano | Monooxigenasa que C2 -C9 Bacteria

monooxigenasa | contiene cobre similar a
pMMO

CYP153 Citocromo soluble P450 C5-C12 Bacteria
(clase 1)

CYP116B5 Citocromo P450 C14 - C16 Bacteria
autosuficiente (clase VII)

CYP52 Membrana unida  al C10-C16 Levadura
citocromo P450

AlkB- Monooxigenasa de hierro C3-C130 Bacteria

relacionado no-heme C10-C20

AlmA Monooxigenasa de union C20 - C36 Bacteria
flavina

LadA Monooxigenasa C10-C30 Bacteria
termofilica  dependiente
de flavina

Dioxigenasa Cobre Dioxigenasa C10-C30 Bacteria
dependiente de flavina

PT7_2466 Monooxigenasa tipo C5-C24 Bacteria

monooxigenasa | Rieske

La via de degradacion de alcanos mas ampliamente caracterizada es aquella

codificada en el plasmido OCT de P. putida GPo1 (previamente conocida como
Pseudomonas oleovorans GPo1).
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monooxigenasa de hierro no hemo de membrana integral llamada AlkB, que
hidroxila los n-alcanos en la posicién terminal. Este proceso requiere la participacion
de dos proteinas solubles de transferencia de electrones conocidas como
rubredoxina (AlkG) y rubredoxina reductasa (A/kT) (Figura 2) (Moreno & Rojo,
2017).

Out

In

Em
cngoz < Rub )

RubR
NAD(P)H + H* Q NAD(P)*

Figura 2. Esquema de las enzimas involucradas en la oxidacion de n-alcanos

pertenecientes a la familia AIkB (Moreno & Rojo, 2017)

2.3.1. Gen alkB

En la caracterizacion de comunidades bacterianas especializadas en la degradacién
de alcanos, el gen alkB se reconoce como un biomarcador funcional clave. Este gen
codifica la enzima 1-monooxigenasa, esencial en las vias metabdlicas que
participan en la degradacion de alcanos de diferentes longitudes, incluyendo corta,
media y larga (< C10, C10-C16, C20-C40, respectivamente) (Wang & Shao, 2012).
La distribucion amplia de estos genes ha facilitado su utilizacion para analizar la
composiciéon de las comunidades bacterianas degradadoras de alcanos y para
estimar la abundancia de bacterias con capacidades degradadoras de
hidrocarburos en diversos entornos (Smith et al., 2013). Los clusters de genes alkB

contienen la informacién necesaria para la conversién de alcanos en acidos grasos



correspondientes, permitiendo a los microorganismos utilizar los alcanos como
unica fuente de carbono y energia (Wang et al., 2022). Aunque las secuencias de
alkB pueden ser altamente diversas, comparten regiones conservadas que facilitan
el disefio de cebadores aplicables para la amplificacidn de genes filogenéticamente
distantes (Kloos et al., 2006; Viggor et al., 2015), lo que permite la deteccion de

estos genes incluso en entornos contaminados.

2.4.Microrganismos marinos

Se sabe que en el ambiente marino hay una alta presencia de hidrocarburos debido
a la contaminacion por petréleo, no obstante, se tiene evidencia que hay una
recuperacion natural (Scoma et al., 2017). Varios estudios han demostrado que
algunos microorganismos marinos tienen la capacidad de metabolizar el petréleo de

ambientes contaminados. (Head et al., 2006).

La estructura de las comunidades microbianas en los sitios contaminados se debe
al estrés generado por los hidrocarburos (Teske, 2019). De esta manera se ha
generado un grupo de bacterias especializadas en consumir algunos hidrocarburos,
este grupo se conoce como bacterias hidrocarbonoclastas obligadas, cerca del 90%
de la poblacion microbiana presente durante un derrame de petréleo son bacterias
degradadoras de hidrocarburos, algunos de los principales géneros de bacterias
son Alcanivorax, Oleispira, Cyclocasticus, Thallassolituus (Yakimov et al., 2007).
Las bacterias hidrocarbonoclastas obligadas se encuentran ampliamente
distribuidas; no obstante, algunas especies han sido identificadas en aguas frias,
como el caso de Oleispira antarctica. Ademas, se ha observado que el tipo de
contaminacién por hidrocarburos puede influir en la selecciéon de géneros
particulares para su degradacion. Por ejemplo, los hidrocarburos alifaticos tienden
a ser degradados por Alcanivorax, mientras que los compuestos aromaticos son

degradados por Cicloclasticus (Dellagnezze et al., 2019).

También se han reportado otros géneros de bacterias relacionados con la

degradacion de hidrocarburos, en los que podemos destacar Pseudomonas,
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Bacillus, Alcaligenes, Rhodococcus (Chen et al., 2017; Dey et al., 2016). Algunos
otros que se han detectado en agua de mar enriquecidos con benzo(a)pireno como
Microbacterium y Porphyrobacter. Cepas de los géneros Vibrio, Marinobacter,
Cyclocasticus, Pseudomonas, Marinomonas y Halomonas fueron asiladas de
sedimentos creciendo en presencia de fenantreno y criseno (McGenity et al., 2012).
En otro caso de degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos se detecto
Idiomarina sp. R2A 23.10 que es capaz de de degradad fenantreno; Marinobacter
flavimaris R2A 36.j, capaz de degradar Pireno y Modicisalibacter tunisiensis MOD
31.j, capaz de degradar fenol (Gomes & et al, 2018). En ambientes marino se han
detectado también Diestzia maris, Micrococcus sp. y Bacillus sp. que estan
relacionados con la degradacion de hidrocarburos (Kleinsteuber et al., 2006;
Nakano et al., 2011; Dellagnezze et al., 2014).

2.5.Biorremediacion

La biorremediacion, describe un proceso natural que emplea agentes bioldgicos
(microorganismos o sus derivados) con el propésito de impulsar la mineralizacion
de contaminantes y la restauracion de sitios afectados por la contaminacion. Este
enfoque conlleva costos inferiores y otras ventajas en comparacion con los procesos
fisicoquimicos. Conforme a la Agencia de Proteccidon Ambiental de Estados Unidos
(EPA), la definicion de biorremediacién implica un "tratamiento que emplea
organismos naturalmente presentes para degradar sustancias peligrosas en formas
menos toxicas o no toéxicas" (Dellagnezze et al.,, 2019). En la literatura se han
documentado diversas técnicas de biorremediacion que emplean agentes
biolégicos (bacterias, hongos, plantas) o enzimas. Aunque estas técnicas pueden
aplicarse para tratar una amplia gama de contaminantes, los hidrocarburos son los
contaminantes mas frecuentemente abordados, debido a su amplia presencia en

aguas y suelos contaminados (Firmino et al., 2015).

Las técnicas de biorremediacién pueden ser gestionadas en el lugar afectado (in

situ), abordando la materia contaminante directamente en la superficie, o fuera del
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lugar (ex situ), donde la matriz contaminada es tratada en otro sitio (Azubuike et al.,
2016). Diversos factores como los costos asociados, las condiciones del lugar y el
tipo y concentracion de los contaminantes influyen en la decisién de si la
biorremediacién se llevara a cabo in situ o ex situ. Existen varias modalidades de
tratamientos de biorremediacién, como la aplicacion de especies fungicas
especificas (micorremediacion), el empleo de plantas (fitorremediacion,
rizofiltracion) y microorganismos en general, junto con sus subproductos y nutrientes
(bioaumentacién, bioestimulacion, biopilas, atenuacion natural y biosurfactantes),
entre otras técnicas (Kensa, 2011; Banerjee et al., 2016). En todo caso para llegar
a la bioremediacion se requiere de multiples ensayos tanto en laboratorio como a

nivel piloto.

2.6.Biorremediacion utilizando bacterias

Debido a la preocupacion de los gobiernos y la comunidad cientifica, se han
realizado multiples estudios en diferentes partes del mundo a causa de los
desastres que involucran los derrames de petroleo, esto para tratar de evaluar la
capacidad de degradacion de hidrocarburos utilizando microorganismos y de esta
manera tratar de remediar el ambiente de manera natural. Por ejemplo, Liu et al.,
(2017) realizaron experimentos en el Golfo de México usando muestras de agua
superficial y profunda cercanos a la plataforma Deepwater Horizon. Donde
observaron que la temperatura fue clave en la seleccion bacteriana: a 4°C favorecié
a Cycloclasticus, Pseudoalteromonas, Sulfitobacter y Reineke, mientras que a 24°C
impulsé a Oleibacter, Thalassobius, Phaeobacter y Roseobacter. Por otro lado,
Cerqueda-Garcia et al., 2020 investigaron la sucesidon microbiana usando cinco
tipos de petréleo (extra ligero, ligero, medio, pesado y extra pesado) y cinco
comunidades microbianas en el noroeste del Golfo de México, cuatro en la columna
de agua y una en el sedimento, donde se lograron percatar que la comunidad en el
sedimento era capaz de degradar los cinco tipos de petréleo. En un trabajo realizado
por Raggi et al., 2020 se lograron identificar marcadores metabdlicos de bacterias
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autoctonas que interviene en varios ciclos biogeoquimicos y que tienen la capacidad
de degradar diversos hidrocarburos ya sea en agua (Vibrio sp, Alteromonas y
Alcaniborax) o sedimento (Nitrospira y Sva008). En un estudio reciente realizado en
la bahia de Jiaozhou, China, S. Liu et al., (2022) lograron aislar cuatro cepas de
bacterias que degradan petroleo en el agua de mar entre ellas Pseudomonas
aeruginosa ZS1 el cual tuvo una buena capacidad para degradar alcanos de cadena
corta. Los estudios recopilados subrayan la sorprendente capacidad de las
bacterias para degradar hidrocarburos en diversos entornos marinos. Las
investigaciones revelan que la temperatura ejerce un papel crucial en la seleccidn
de comunidades bacterianas, mientras que algunas muestran especializacion en la
degradacion de diferentes tipos de petréleo. Ademas, la identificacion de
marcadores metabdlicos especificos resalta la participacidon de bacterias autdctonas
en ciclos biogeoquimicos y su destreza en la degradacion de hidrocarburos tanto en
agua como en sedimentos marinos. Estos hallazgos demuestran la diversidad y
potencial de las bacterias para abordar la degradacion de contaminantes petroleros,
lo que podria ser esencial para estrategias de biorremediacion y respuestas a

derrames de petréleo.

2.7.Bioensayos en Mesocosmos

La investigacion de los efectos que varias actividades humanas pueden generar en
el entorno natural y la salud se configura como una de las primordiales motivaciones
que impulsan a los investigadores a iniciar sus estudios. No obstante, en
determinadas instancias, se vuelve desafiante evaluar los resultados Unicamente a
través de trabajos de campo. En el entorno natural, se evidencia una amplia
diversidad de variables, lo cual dificulta establecer relaciones de causa y efecto de
manera concluyente, razon por la cual se recurre a enfoques experimentales en el

laboratorio.

Los ensayos en mesocosmos abordan una variedad de cuestiones vinculadas a los

procesos acuaticos (como la produccion primaria, el pastoreo, la depredacion y la
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transferencia de energia entre niveles troficos) y el comportamiento de los seres
vivos (como el crecimiento, la migracion, la respuesta a los contaminantes, etc.) en
contextos seminaturales (Wolff, 2002). La realizacion de experimentos en
mesocosmos (con dimensiones que varian entre 1 m®y 100 m?®) ha enriquecido la
comprensidn de las interacciones entre procesos fisicoquimicos, bioldgicos e
incluso toxicolégicos vinculados a la contaminacién por petroleo. Por otra parte, esta
modalidad de experimentacion también ha facilitado la exploracién del potencial de
biodegradacién de hidrocarburos por parte de las bacterias. La ventaja principal de
este tipo de experimentos radica en la capacidad de construir estructuras que
posibiliten simular las condiciones ambientales de los ecosistemas e incluso, en
ocasiones especificas, controlar determinados parametros fisicoquimicos (Odum,
1984; Zhang & Bennett, 2005; Cappello & Yakimov, 2010).

A finales de los afios 70, Lee y su equipo llevaron a cabo un experimento en un
entorno controlado para investigar el destino de una serie de hidrocarburos
aromaticos policiclicos con diferentes pesos moleculares en un sistema de
contenedores de 60,000 litros de agua de mar. En estos contenedores, que tenian
2 metros de diametro y 15 metros de profundidad, se introdujo petréleo crudo con
variadas concentraciones de hidrocarburos aromaticos, que oscilaban entre 1 y 20
Mg/L. Se observaron cambios en la concentracion de estos hidrocarburos en el agua,
principalmente debido a procesos como la evaporacion, la degradacion bioldgica y

la oxidacién fotoquimica, entre otros (Lee et al., 1978).

Asimismo, se llevo a cabo un estudio que investigd el destino ambiental de algunos
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) y los efectos de los dispersantes
quimicos utilizando mesocosmos experimentales de 500 litros que imitaban
ecosistemas naturales. Se analizaron 38 compuestos HAPs utilizando
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS). Ademas, se afadieron
dispersantes quimicos, lo que aceleroé la disolucion y biodegradacion de los HAPs

de alto peso molecular (Yamada et al., 2003).

En un estudio posterior se evalu6 la eficacia de tratamientos de

bioaumentacion/bioestimulacion para recuperar agua de mar contaminada con
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petroleo crudo. Se realizaron tres series de experimentos en una "Instalacion
Mesocosmos" de 10,000 litros. Se contamino artificialmente agua de mar natural
con petroleo crudo (1000 ppm), y el experimento se llevd a cabo durante 20 dias,
durante los cuales se midieron varios parametros, como la abundancia bacteriana,
bacterias heterotrofas cultivables y actividad metabdlica microbiana NMP
(Hassanshahian et al., 2014).

Asi mismo, se han empleado consorcios bacterianos provenientes de yacimientos
de petroleo para evaluar su capacidad de degradacion en mesocosmos con agua
de mar contaminada artificialmente con petréleo crudo. Dellagnezze et al., (2016)
tomaron muestras en diferentes momentos y las sometieron a varios analisis,
incluyendo GC-FID y analisis microbiolégicos, como la abundancia bacteriana total
y heterétrofa, la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y la diversidad taxondmica
mediante secuenciacién masiva de genes 16S rRNA. Aqui se observé que la
degradacion de n-alcanos fue similar en ambos tratamientos, pero la degradacién
de compuestos aromaticos fue mas eficiente en el tratamiento de Bioaumentacion.
Estos experimentos se llevaron a cabo en tanques de 3.75 metros cubicos de

capacidad.

Para las aguas del Golfo de México, en 2019, se realizé un estudio que evaluod los
cambios en la estructura de la comunidad de bacterioplancton causados por un
derrame de petréleo simulado a escala de mesocosmos. Se realizaron analisis de
secuenciacion del gen 16S rRNA, se midié la actividad de degradacion de
hidrocarburos y se determin6é el numero de copias del gen alkB. Se observaron
cambios significativos después de 4 dias, con un aumento en la actividad de
degradacion de hidrocarburos, y al final del experimento, la diversidad bacteriana
regreso a valores similares a los iniciales, aunque la composicion era diferente
(Valencia-Agami et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION

El Golfo de México ha sido un lugar constante de extraccion de petréleo por parte
de México y Estados Unidos durante mas de un siglo. A pesar de esto, el petroleo
sigue siendo una mercancia crucial para el crecimiento econémico y las relaciones
comerciales. Aunque recientemente se ha aprobado la exploracion y la apertura de
nuevas plataformas petroleras, existe una falta de evidencia cientifica para
respaldar las decisiones gubernamentales en caso de derrames de petréleo en
México. En este contexto, la biorremediacion se presenta como una alternativa
importante, ya que utiliza microorganismos nativos del Golfo de México para abordar

la contaminacién por hidrocarburos (Colmenares, 2008).

Las bacterias son especialmente abundantes en el Golfo de México y desempefian
un papel crucial en la degradaciéon de hidrocarburos (Herzka et al., 2020). Por lo
tanto, es esencial comprender la composicién de la comunidad bacteriana en esta
region mediante la identificacidon de genes funcionales que estan relacionados con
la degradacion de hidrocarburos, sustancias tdéxicas que pueden causar dafios a los
organismos marinos y representar un riesgo para los seres humanos que consumen

estos organismos.

Mediante ensayos a gran escala, es posible simular derrames de petréleo y
determinar qué bacterias tienen la capacidad de degradar hidrocarburos. Ademas,
se puede observar como las abundancias de genes funcionales, como el alkB,
varian en presencia de estos contaminantes, debido a que este gen codifica la
enzima 1-monooxigenasas que es importante en la degradacion de alcanos. La
informacién recopilada en estos estudios proporciona una base solida para
comprender la respuesta de las bacterias nativas cuando se enfrentan a la

presencia de hidrocarburos.
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4. HIPOTESIS

En experimentos de mesocosmos simulando un derrame de petréleo ligero con
diferentes concentraciones (10, 40 y 80 mg L") y en distintas épocas climaticas, se
espera que a mayor concentracion de petréleo adicionado habra un mayor numero
de copias del gen alkB que codifica para la enzima alcano 1-monooxigenasa, que
es un marcador molecular para la degradacion de hidrocarburos alifaticos. Ademas,
se espera encontrar variaciones en las abundancias relativas de los grupos
bacterianos con la capacidad de degradar hidrocarburos alifaticos en los tratamiento

y temporadas.
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5. OBJETIVOS

5.1.Objetivo General

e Estimar la degradacion de hidrocarburos alifaticos por comunidades
bacterianas a través de la cuantificacion del gen alkB en experimentos de
mesocosmos a diferentes concentraciones de petroleo ligero en distintas

temporadas climaticas en la Plataforma de Yucatan.

5.2.0bjetivos Particulares

e Cuantificar las abundancias del gen alkB en las distintas temporadas vy

concentraciones de crudo.

e Correlacionar las abundancias del gen alkB con las concentraciones de
hidrocarburos alifaticos en las distintas temporadas y concentraciones de

crudo.

e |dentificar la composicion de la comunidad bacteriana capaz de degradar
hidrocarburos alifaticos en agua marina de la Plataforma de Yucatan en tres
temporadas climaticas de la regiéon expuestas a diferentes concentraciones

de petrdleo crudo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Descripcion del experimento y explicacion de las condiciones
meteorolégicas

Se realizaron 3 experimentos de mesocosmos, en donde al agua de mar que se
utilizé para los ensayos correspondia a cada una de tres temporadas climaticas del
ano (secas, lluvias, norte). En cada uno se llevaron a cabo simulaciones de
derrames de petroleo a diferentes concentraciones (10, 40 y 80 mg/L o ppm) (Figura
3). Las fechas de muestreo (colecta de agua de mar) se seleccionaron basados en
la informacion obtenida de los reportes climatoloégicos de la CONAGUA
(https://smn.conagua.gob.mx/es/). La temporada de secas la colecta de agua se
realizé el 28 de febrero del 2018, ya que durante el mes de febrero y marzo de ese
afno se registraron bajas precipitaciones y altas temperaturas. El 15 de agosto se
llevd a cabo el muestreo de la temporada de lluvias, debido a que se observé un
pico de precipitaciones. El muestreo para la temporada de nortes se llevo a cabo el
22 de octubre, esto coincidia con el término de la temporada de huracanes en el
océano atlantico. En cada temporada se empleé un camion cisterna donde se
recolecto y transporto 31, 000 L de agua de mar del muelle fiscal de progreso
(Yucatan, México, en la latitud 21_20" N; 89_40”" W). En cada temporada se tomaron
muestras de agua en contenedores de 20 L, con el fin de conocer las
concentraciones de hidrocarburos en el sitio al momento de la toma del agua para

el experimento (muestras de referencia).
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(sin pe%eo) - (petroleo)
5 L

Figura 3. Representacion grafica del disefio experimental para evaluar el efecto del
petréleo durante las temporadas de secas, lluvias y nortes (tomado de Valencia
Agami, 2022).

Los contenedores donde se realizaron los experimentos tienen una capacidad total
de 2800 L con 1.75 m de altura y 1.55 m de diametro, estos estan equipados con
una propela electrénica con la finalidad de homogenizar la temperatura, oxigeno y

salinidad (Figura 4).
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50 cm

Figura 4. Descripcion grafica del equipamiento de la unidad de mesocosmos. a)
propela para mantener homogénea el oxigeno y la temperatura dentro del sistema,
b) muestreador de agua, c) caja de sensores, d) bafio maria, para prevenir
cambios bruscos en la temperatura (Valencia-Agami et al., 2019).

Las condiciones experimentales y el llenado de las unidades de mesocosmos se
llevaron a cabo de la siguiente manera: Todos los ensayos se realizaron durante un
periodo de 15 dias, al aire libre, bajo ciclos de luz solar natural, con una agitacion
constante a una velocidad de 0.125 m/s, y sin la adicién de ningun tipo de nutrientes.
Para simular los derrames de petréleo a diferentes concentraciones (10 mg/L, 40

mg/L, 80 mg/L), se empled petréleo crudo ligero (con un rango de 31-39° API)
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obtenido del Pozo Ixtoc-l, situado a 94 km de Ciudad del Carmen, Campeche,
México, en el Golfo de México, se tomaron estas concentraciones ya que se ha
reportado que a concentraciones de 1 mg L' hay estimulacion en el crecimiento y
concentraciones por arriba de los 100 mg L™ pueden inhibir el crecimiento de la
comunidad bacterioplanctonica (Harrison et al., 1986). Para observar los cambios
en la comunidad bacteriana sin la influencia de los hidrocarburos, se utilizé dos
unidades de mesocosmos que contenian exclusivamente agua marina. Dado que
se duplico cada experimento, en total se emplearon ocho cisternas con una
capacidad total de 2800 litros, con dimensiones de 1.75 metros de altura y 1.55
metros de diametro. Estas cisternas estaban equipadas con una hélice eléctrica
para mantener la temperatura, el oxigeno y la salinidad homogéneos. Cada cisterna
fue llenada con un volumen total de 2500 litros de agua marina previamente filtrada
a través de una malla de nylon de 200 ym para eliminar los detritos y el
mesoplancton. Después de llenar las cisternas, se les otorgd un periodo de
aclimatacion de 24 horas antes de iniciar los experimentos, lo que permitié que la

comunidad microbiana se adaptara a las condiciones del sistema.

6.2.Recolecta de muestras de los sistemas de mesocosmos

Para cada una de las temporadas climaticas del GoM (temporadas de secas, lluvias
y nortes), se llevé a cabo un primer muestreo inmediatamente después de anadir
petroleo a los mesocosmos y este fue denominado el tiempo cero (to). Los
muestreos posteriores se realizaron en los dias uno (t1), dos (t2), siete (t7) y al
finalizar el experimento dependiendo del numero de dias (tn). Durante la temporada
de secas, la duracién total del experimento fue de 13 dias, mientras que en las
temporadas de lluvias y nortes, cada experimento se extendié por un periodo de 15
dias. Las muestras se extrajeron directamente de las unidades de mesocosmos a
una profundidad de 1 metro utilizando un sifén de plastico. Para monitorear los
cambios en la comunidad microbiana, se tomaron 5 L de agua de los mesocosmos

los cuales fueron filtrados y sometidos a secuenciacion del gen 16S ARNr utilizando

21



la plataforma lllumina de acuerdo con la metodologia descrita en Cappello et al.,
2007.

6.3. Cuantificacion del gen funcional alkB

La determinacion de la concentracién del gen alkB, relacionado con la primera etapa
de la descomposicion de alcanos mediante hidrolasas, se llevé a cabo utilizando el
sistema Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemania). Se emplearon los iniciadores
Foward: 5-AAC TAC MTC GAR CAY TAC GG-3'y Reverse: 5-TGA MGA TGT GGT
YRC TGT TCC-3’ (donde “M” = AC, “R” = AG y “Y”’=CT), los cuales habian sido
previamente reportados por Powell et al., (2006), con algunas modificaciones al
protocolo segun lo descrito por Uribe-Flores et al., (2019), a excepcién de la
concentracion de ADN de las muestras, la cual se mantuvo en 1 ng/uL (Tabla 2).
Para la creacién de la curva estandar, se realizaron diluciones (1/10, 1/100, 1/1000
y 1/10000) de una muestra de la comunidad microbiana marina conocida por
contener el gen objetivo. Al cuantificar la curva, se obtuvo un coeficiente de

determinacién (r2) de 0.98 y una eficiencia de amplificacién del 98.3%.

Tabla 2. Condiciones para PCR en tiempo real del gen alkB

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95 °C 10 min
35 ciclos 84 °C 20s

50 °C 30s

72 °C 45 s

77 °C 15s
Melt Rampa de 45 a 95 °C
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6.4. Analisis estadisticos y bioinformatica de la comunidad bacteriana

Para determinar los cambios en la comunidad microbiana, se empled la
secuenciacion del gen 16S ARNr en la plataforma lllumina. Este analisis fue
realizado en el laboratorio de patologia acuatica en CINVESTAV Unidad Mérida de
acuerdo con la metodologia de Valencia-Agami et al., 2019, bajo el siguiente

procedimiento:

La extraccion de ADN se llevdé a cabo siguiendo las instrucciones del "kit de
PowerWater Sterivex DNA Isolation" de Mo Bio Laboratories, Inc. Utilizando una
bomba peristaltica, se filtraron 5 litros de agua de mar de los mesocosmos a través
de una unidad de filtracion Sterivex de 0.22 um de Millipore Corp., Bedford, MA,
E.U.A. La calidad de la extraccion de ADN se evalué mediante electroforesis

utilizando un gel de agarosa al 1%.

Para amplificar la regién hipervariable V3-V4 del gen 16S ARNr, se utilizaron los

siguientes primers: 341F (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-
3" y 805R (5'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA
TCC3') siguiendo las condiciones recomendadas por (Klindworth et al., 2013). La
amplificacion se realizé en un Termociclador VeritiTM de 96 pozos (Applied
Biosystems, USA) utilizando 2 yL de ADN gendmico, 0.5 uL de cebador directo (1
pmol/L), 2 pyL de cebador inverso (1 ymol/L), 7 uL de agua de calidad PCR
(Promega), y 10 yL de mezcla de PCR 2X Phusion Flash High-Fidelity (Thermo
Scientific). El proceso incluyd una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 3
minutos, seguida de 25 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 30 segundos, con una extension final a 72 °C durante 5

minutos.

Para la preparacién de las librerias, se siguieron las recomendaciones del protocolo
proporcionado en el kit "Nextera XT Kit". La purificacién de los amplicones se realizé
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utilizando las perlas AMPure XP y, posteriormente, se indexaron las muestras. Las
muestras de PCR indexadas se purificaron y cuantificaron utilizando el equipo
"Qubit® 3.0 Fluorometer" con el kit dsDNA HS de Life Technologies, Carlsbad, CA,
E.U.A. Cada amplicon se diluy6 en tris a 10 mM (pH 8.5) y luego se generd una

mezcla de concentraciones equimolares a 4nM.

La secuenciacion de las bibliotecas se llevé a cabo en CINVESTAYV Unidad Mérida
utilizando la plataforma Miseqg-lllumina (lllumina, San Diego, CA, E.U.A.) y el kit
"Miseq reagent V3 (2 _300)". Las lecturas crudas generadas en este estudio se

depositaron en NCBI en el bioproyecto con el numero de acceso PRINA560042.

Se llevaron a cabo varias etapas de procesamiento de datos en el analisis de las
lecturas pareadas (2x300) utilizando el pipeline QIIME2 (2018.8) (Caporaso et al.,
2010). La correccion de errores y la identificacidn de secuencias variantes del
amplicdn (ASVs, por sus siglas en inglés) se realizaron mediante el complemento
DADAZ2. Las lecturas se recortaron a un tamafio de 100 pares de bases. Se
eliminaron las quimeras utilizando el método de "consenso" (Callahan et al., 2016,
2017). Posteriormente, los ASVs representativos se asignaron taxonémicamente
utilizando el complemento VSEARCH (Rognes et al., 2016) y la base de datos
SILVA (v.138). Se construyo una filogenia utilizando el algoritmo FastTree ((Price et

al., 2010) basado en los ASVs como referencia.

El nimero de lecturas oscilé entre un minimo de 8,000 y un maximo de 190,000
lecturas en las muestras. La tabla de abundancia resultante se export6 al entorno
de software "R" para realizar analisis estadisticos, y se generaron visualizaciones
utilizando las librerias phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), vegan (Oksanen Jari
& et al, 2022) y ggplot2 (Wilkinson, 2011). Dada la variabilidad en el numero de
lecturas antes de realizar los analisis estadisticos, se normalizaron los datos

utilizando la funcion "phyloseq_transform_css" en la biblioteca metagMisc.
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6.5. Cuantificacion de hidrocarburos alifaticos

Los datos de hidrocarburos alifaticos se procesaron en laboratorio de patologia
acuatica en CINVESTAV Unidad Mérida los cuales ya han sido reportados por

Valencia Agami, 2022 utilizando siguiente metodologia:

Se recolectdé agua del mesocosmos diariamente en botellas ambar de 4 L,
preservandola a 4°C. La extraccion de hidrocarburos se efectué mediante embudos
de separacién de teflon con una capacidad de 2 litros, utilizando 175 mL de
diclorometano. Después de agitarla por 10 minutos, se dejé en reposo hasta la
separacion de fases, recuperando el diclorometano en una botella ambar etiquetada
y congelandola a una temperatura entre 0°C y -4°C para su analisis. Las muestras
se concentraron a 10 mL mediante rotavapor y se redujeron a 0.5 mL con nitrogeno.
La fraccion de hidrocarburos alifaticos se obtuvo mediante cromatografia en
columna. Se empled una columna cromatografica de dimensiones 200 x 10.5 mm
con una llave de teflén. Inicialmente, se insertd un tapon de lana de vidrio en la
columna, realizando un lavado secuencial con metanol, hexano y cloruro de
metileno. Posteriormente, se procedio a secar la lana de vidrio y la columna en un
horno a una temperatura de 90 °C. La columna fue empacada con 3 g de silice gel,
coronada con una capa de 0.5 cm de sulfato de sodio anhidro. Se utilizé hexano (20
mL) como eluyente. La preparacion de la muestra consistié en combinar una mezcla
de 3 mL de hexano con 200 uL de la muestra a analizar para montar la cabeza de
la columna. Para eluir los hidrocarburos alifaticos se emplearon 12 mL de hexano.
Posteriormente, se concentraron estos hidrocarburos mediante un flujo suave de
nitrégeno en un tubo de centrifuga, precalibrado para una inyeccion inicial de 0.5 —
1.0 mL.

Se cuantificaron los hidrocarburos alifaticos mediante cromatografia de gases en un
equipo Agilent 7890A con detector de ionizacion de flama (FID), una columna capilar
DB-5 y helio como gas portador. Cada muestra se inyecté en modo splitless con 1
ML, y el analisis durdé 16 minutos con rampa de temperatura hasta alcanzar los
300°C. El cromatografo se calibré utilizando soluciones estandar de n-alcanos,
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pristano, fitano y 5-a-Androsteno como estandar interno, con una curva de
calibracion de cinco puntos o mas para demostrar el rango lineal del analisis. El
factor de respuesta relativo se calculé con respecto al estandar interno (modificado
de J. Wang et al., 1994). Se midieron las concentraciones de hidrocarburos alifaticos
de cadena corta, media y larga, donde se tomaron en cuenta los compuestos de

C10 a C40 incluyendo el fitano y pristano como indicadores de biorremediacion.

6.6. Analisis de datos

Se llevaron a cabo analisis de correlacion entre los compuestos alifaticos de
diferente numero de carbonos (Cn) y el gen alkB. Estas correlaciones se
examinaron en cada tratamiento para cada temporada climatica, se tomaron en
cuenta solo correlaciones negativas significativas (mayores a 0.6). De igual manera
se realizaron analisis de regresion de los compuestos alifaticos que presentaron
correlaciones significativas con el gen alkB, con el objetivo de determinar en qué
medida la variabilidad de estos alifaticos puede ser atribuida al gen alkB.
Adicionalmente se elaboraron mapas de calor “heatmaps” para lo cual se tomaron
los compuestos con cadenas de carbonos de alifaticos que tuvieron buena
correlacion con la abundancia del gen alkB y que a su vez se correlacionaron con
la abundancia de la comunidad bacteriana que se lograron asignar en cada una de
las temporadas. Solo se tomaron en cuenta las correlaciones entre las
concentraciones de compuestos alifaticos y las abundancias de la comunidad (clase
y genero) que tuvieron valores mayores a 0.6 y valores de P menores a 0.05. Estos
analisis fueron realizados en el lenguaje R, utilizando las librerias tidyverse
(Wickham et al., 2019), ggplot2 (Wilkinson, 2011) y Microeco (Liu et al., 2021).

26



7. RESULTADOS

7.1.Concentracion de hidrocarburos en las muestras de referencia y
experimentos de mesocosmos.

De acuerdo con los datos obtenidos por Valencia Agami, 2022 en las muestras de
referencia de cada temporada, se observé que en temporada de secas se registra
la mayor concentracion del total de hidrocarburos de petréleo (TPH), mientras que

en nortes hay la menor concentracién de TPH (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones del total de hidrocarburos de petroleo en muestras de
referencia en las tres temporadas (secas, lluvias y nortes)

Temporada TPH (Total de hidrocarburos de
petréleo) pug L™
Secas 42.31
Lluvias 20.01
Nortes 4.51

Segun los hallazgos de Valencia Agami, (2022), se notdé que, durante las tres
temporadas, las concentraciones mas altas de alifaticos se encontraron en los
tratamientos con 40 y 80 mg L™ entre los compuestos alifaticos C13 y C30, excepto
en la temporada de nortes, donde el tratamiento con 10 mg L' registro
concentraciones elevadas de fitano. Por otro lado, los controles mostraron las
concentraciones mas bajas en todas las temporadas, aunque en la temporada de
nortes se observé una mayor concentracion de C37 en los controles en comparacion

con los tratamientos (ver Anexo 2).
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7.2. Abundancia del gen alkB durante el experimento de
mesocosmos en las distintas temporadas

7.2.1. Temporada de Secas

Durante la temporada de secas la abundancia del gen alkB del tratamiento control
oscilo entre las 2.19 X 108 y 3.31 X106 Copias /uL. El dia 2 se destaco por tener la

mayor cantidad de copias, mientras que el dia 13 marcé el punto mas bajo.

Con relacién a los tratamientos con petrdleo en la concentracion de 10 mg L™ se
observé que la cantidad del gen en el dia 0 fue 3.32 X 10° Copias /uL lo cual
represento la cifra maxima entre todos los tratamientos incluyendo el grupo control
a lo largo de todo el experimento de secas. En contraste, el valor mas bajo se

registro el dia 13, con tan solo 6.95 X 10° Copias /L.

Se observo que en los tratamientos con concentraciones de 40 y 80 mg L', la mayor
cantidad de copias del gen se detecté en el segundo dia, con valores de 2.39 X 106
y 2.17 X 10° Copias /uL, respectivamente. Por otro lado, la menor cantidad de copias
se registré en el dia 13, con cifras de 7.59 X 10% y 8.97 X 10* Copias /uL en los
mismos tratamientos. Es importante destacar que el tratamiento de 40 mg L' en el
dia 13 exhibié la menor abundancia de copias de gen en todo el experimento de

secas (Figura 5).
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Figura 5. Abundancia del gen alkB durante la temporada de secas

7.2.2. Temporada de Lluvias

En la temporada de lluvias el control tuvo su abundancia mas baja del gen alkB en
el dia 0 (4.39 X 10° Copias /uL) y la abundancia mas alta en el dia 2 (3.62 X 10
Copias /uL). La abundancia del control en el dia 2 fue la mas alta en todo el

experimento de lluvias.

En los tratamientos 10 y 80 mg L' las abundancias mas bajas fueron en el dia 15
con 1.07 X 10°y 6.28 X 10* Copias /uL respectivamente, las abundancias mas altas

fueron registradas en dia 2 con 2.55 X 108y 2.87 X 10° Copias /uL respectivamente.

El tratamiento de 40 mg L' obtuvo su abundancia mas baja en dia 0 con 7.39 X103
Copias /uL y la mas alta en el dia 2 con 2.78 X 108 Copias /uL. La abundancia del
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tratamiento 40 mg L' en el dia 0 fue la mas baja de todo el experimento de lluvias
(Figura 6).

Lluvias
5%106=
4x106-
@® CONTROL
R ® 10PPM
g @ 40PPM
S  2x1054 ® 380PPM
1x106=
o-
TO T T2 T7 T15
Tiempos

Figura 6. Abundancia del gen alkB durante la temporada de lluvias

7.2.3. Temporada de nortes

En temporada de nortes, el control obtuvo su abundancia mas alta del gen alkB en
el dia dos (5.16 X 108 Copias /L) y la abundancia mas baja fue en el dia 15 (5.61
x 10%). En el tratamiento de 10 mg L' se observo la abundancia mas alta en el dia
0 con 5.21 X 108 Copias /uL y la abundancia mas baja fue en el dia 15 con 2.15 X
10° Copias /uL. Los tratamientos 40 y 80 mg L' obtuvieron sus abundancias mas
altas del gen el dia 2 (2.95 X 108 y 8.60 X 108 Copias /uL); mientras que los valores
mas bajos fueron en el dia 15 con 4.18 X 10* y 1.38 X 10° Copias /uL

respectivamente. La abundancia mas alta del experimento de nortes fue la del
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tratamiento 80 mg L' en el dia 2 y la mas baja fue el tratamiento 40 mg L' en el dia
15 (Figura 7).

Nortes
1.5%x107
@® CONTROL
1%107 ® 10PPM
| @® 40PPM
§ ® 80PPM
a
)
o
5%106
0
TO T T2 17 T15
Tiempos

Figura 7. Abundancia del gen alkB durante la temporada de nortes

7.3. Correlaciones y regresiones lineales de la
concentracién de los hidrocarburos alifaticos con la
abundancia del gen alkB

7.3.1. Temporada de secas

No se encontraron correlaciones significativas entre el control y el gen alkB, donde
el valor superara 0.6 (Anexo 1). En el tratamiento de 10 mg L', se identificaron 18
tipos de compuestos con correlaciones negativas. El fitano exhibié la correlacion
negativa mas alta (-0.82). En contraste, la cadena de 30 carbonos presento la
correlacion negativa mas baja (-0.60). En el tratamiento de 40 mg L', se detectd
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una correlacién negativa significativa con el gen alkB, esta fue con el compuesto
alifatico de 11 carbonos, el cual tuvo un valor de -0.65. De igual manera en el
tratamiento de 80 mg L-1, se identifico una sola correlacion negativa significativa

con el compuesto alifatico de 10 carbonos (-0.62) (Anexo 1).

Por otro lado, en el andlisis de regresiones el tratamiento de 10 mg L', se observo
que el valor mas alto de r ajustada fue de 0.71, correspondiente a la cadena de 22
carbonos. En contraste, la cadena de 29 carbonos mostré un valor de r ajustada de
0.20. En el tratamiento de 40 mg L', la cadena de 11 carbonos tuvo un valor de 0.12
de rajustada. En el tratamiento de 80 mg L', la cadena de 10 carbonos registré una
r ajustada de 0.31 (Tabla 4).

7.3.2. Temporada de lluvias

En esta temporada, no se obtuvieron correlaciones negativas significativas con el

gen alkB en ninguno de los tratamientos incluyendo el control.

7.3.3. Temporada de nortes

En esta temporada el grupo control y los tratamientos de 10 y 80 mg L' no tuvieron

correlaciones negativas significativas con la abundancia del gen alkB (Anexo 1).

En el tratamiento de 40 mg L', se obtuvo una correlacion negativa significativa con
el pristano con un valor de -0.71. También se realizo la regresion entre el pristano y

la abundancia del gen alkB y se obtuvo 0.44 de r-ajustada (Tabla 7).
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Tabla 4. Regresiones entre las cadenas de carbono de hidrocarburos alifaticos y la

abundancia del gen alkB en las temporadas climaticas

Secas
10 mg L™ 40 mg L™ 80 mg L™
Alifatico r-ajustada Alifatico r-ajustada Alifatico r-ajustada
C10 0.4116 C11 0.1261 Cc10 0.3184
C13 0.4645
C18 0.6032
FITANO 0.5093
C19 0.6977
C20 0.71
C21 0.5912
Cc22 0.7134
C23 0.6818
C24 0.7114
C25 0.6616
C26 0.5854
c27 0.6888
C28 0.6613
C29 0.2077
C30 0.3654
C32 0.6644
C33 0.6355
Nortes
PRISTANO 0.449
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7.4. Abundancias relativas de la comunidad bacteriana durante el
experimento mesocosmos temporadas

Se generaron graficas de abundancia relativa a nivel de clase y género para los
tratamientos que presentaron correlaciones negativas significativas entre algun

compuesto alifatico con el gen alkB en las diferentes temporadas.

7.4.1. Temporada de secas

En la temporada de secas se obtuvieron buenas correlaciones entre los compuestos

alifaticos y el gen alkB, para los tres tratamientos: 10 mg L', 40 mg L'y 80 mg L.

Se asignaron 14 clases de bacterias en el tratamiento de 10 mg L-1 de la temporada
de secas. Durante todos los dias, la clase Bacteroidia fue la mas abundante (entre
35% y 43%). Ademas, Alphaproteobacteria (entre 29 y 31%), Gammaproteobacteria
(entre 14 'y 22%) y Verrucomicrobiae (entre 3 y 5%), estuvieron presentes todos los
dias. Las clases Cyanobacteriia y OM190 solo no estuvieron presentes en el “Dia
77 con abundancias relativas menores al 3%. Por otro lado, Phycisphaerae,
Planctomycetes y Rhodothermia solo estuvieron presentes en el “Dia 7 y 13” con
abundancias menores al 2%. La clase Chlamydiae tuvo la abundancia mas baja de

este tratamiento (0.51 %) (Anexo 3, Figura 23).

En el tratamiento de 10 mg L' se identificaron 60 géneros de bacterias, no obstante,
la abundancia de géneros no asignados fue significativamente alto en todos los dias
del tratamiento. En el "Dia 0" se observd que el género Ns5 marine group (9.65%)
fue el mas abundante. El "Dia 1" destaco por la abundancia de Winogradskyella
(8.51%) y la presencia de KI89A clade (0.71%), que solo estuvo presente en este
dia. En el "Dia 2," Formosa se convirtié en el género mas abundante con un 7.53%,
y la abundancia de Winogradskyella se mantuvo alta (5.27%). También, se
observaron los géneros SAR116 clade (0.81%), Labrenzia (0.99%) y Babeliales

(0.95%) exclusivamente en este dia. El "Dia 7" fue notable por la alta abundancia
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de Winogradskyella (11.26%) y Formosa (6.43%), mientras que Balneola fue el
género menos abundante (0.55%). Ademas, se registré la presencia de los géneros
Candidatus Megaira, Alcanivorax y Bdellovibrio solo en este dia. En el "Dia 13,"
Formosa continué siendo el género mas abundante (6.9%), y Winogradskyella
(6.16%) se mantuvo como uno de los géneros mas destacados. En este dia, se
registraron varios géneros que no estuvieron presentes en otros dias, como
Phaeodactylibacter, Hyphomonas, Parasediminibacterium, Vicingus, PS1 clade,
Gastranaerophilales, Phycisphaera, Cerasicoccus, Halioglobus, Vibrio, MD3-55,
SCGC AAA164-E04 y Pelagicoccus, con porcentajes entre 0.34% y 3.44%. Es
importante sefalar que los géneros Winogradskyella, Roseibacillus, Formosa,
Alteromonas, Luminiphilus, Schleiferia, OM43 clade, marinomonas y NS4 marine

group estuvieron presentes en todos los dias de este tratamiento (Figura 8).
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Figura 8. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de género en el
tratamiento de 10 mg L™ de la temporada de secas

Se lograron asignar 13 clase de bacterias en el tratamiento de 40 mg L' y se
observé que las clases Bacteroidia, Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria,

Verrucomicrobiae y Cyanobacteriia estuvieron presentes todos los dias; Bacteroidia
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tuvo la mayor abundancia los primeros tres dias (0, 1y 2) entre 39% y 45%, y en
los ultimos dos dias (7 y 13) Alphaproteobacteria presentd las abundancias mas
altas (41% y 44%). La clase menos abuendate fue Bdellovibrionia con 0.37% en el
“Dia 7” (Anexo 3, Figura 24).

En el tratamiento de 40 mg L', se observaron 71 géneros asignados, y al igual que
en el tratamiento de 10 mg L™, se notd un alto porcentaje de géneros no asignados
en todos los tiempos. En el "Dia 0," Formosa fue el género mas abundante (5.59%),
mientras que Pseudomonas fue el menos abundante (0.52%). Ademas, se
identificaron géneros como Clade la, Seonamhaeicola, Litoricola, Coxiella, Devosia,
Dinoroseobacter, Luteolibacter, Candidatus Actinomarina, Thiomicrorhabdus,
Gloeocapsa PCC-7428 y AEGEAN-169 marine group, que estuvieron presentes
unicamente en este dia en particular. El "Dia 1" se destacdé por la abundancia de
Winogradskyella (5.59%) y la presencia de UBA10353 marine group (0.09%) y NS7
marine group (1.14%), que solo se observaron en este dia. En el "Dia 2," Formosa
continud siendo el género mas abundante (8.68%), y se registro la presencia de
Labrenzia (0.68%), Clade Il (1.01%) y Tenacibaculum (0.87%) exclusivamente en
este dia. El "Dia 7" se caracterizd por la alta abundancia de Winogradskyella
(11.925) y la presencia de Bdellovibrio (0.33%). En el "Dia 13," Winogradskyella
siguio siendo el género mas abundante (9.01%), y se observaron géneros como
Gastranaerophilales (0.55%), Roseovarius, DEV007, Xenococcus PCC-7305, MD3-
55, Phaeodactylibacter, Pelagicoccus, Marinobacter y Rubribacterium, que
estuvieron presentes unicamente en este dia, con abundancias relativas entre
0.56% y 0.85%. En este tratamiento, los géneros que estuvieron presentes en todos
los dias fueron Winogradskyella, Roseibacillus, OM43 clade y Pseudohongiella
(Figura 9).
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Figura 9. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de género en el
tratamiento de 40 mg L' de la temporada de secas

En el tratamiento de 80 mg L' se asignaron 19 clases de bacterias. El mismo patron
se observd en este tratamiento en el que predominaron las clases Bacteroidia,
Alphaproteobacteria,  Gammaproteobacteria 'y  Verrucomicrobiae, = donde
Alphaproteobacteria fue la mas abundante en todos los dias (entre 31% y 58 %).
Las clases Babeliae, Actinobacteria, Defferrisomatia, Saccharimonadia, Bacili,
Rhodothermia, Chlamydiae, Halanaerobiia y Bdellovibrionia solo estuvieron

presentes en un dia y con abuandancias menores a 1.6% (Anexo 3, Figura 25).

En el tratamiento de 80 mg L', se asignaron 80 géneros, y al igual que en los
tratamientos anteriores, se observo un alto porcentaje de géneros no asignados. En
el "Dia 0," Formosa fue el género mas abundante (5.37%), mientras que Bacteroides
fue el menos abundante (0.32%). Se identificaron géneros como Sva0996 marine
group, Dinoroseobacter, UBA10353 marine group, Actibacter, Halomonas,
Shewanella, Sphingomonas, Pseudoalteromonas, Citrobacter, Lysobacter,
CENAS359, Pontibacter, Saccharimonadales, Soehngenia y Bacteroides, que
estuvieron presentes unicamente en este dia, con porcentajes de abundancia

relativa entre 0.44% y 2.21%. En el "Dia 1," Winogradskyella destac6 como el
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género mas abundante (5.39%), mientras que Finegoldia fue el menos abundante
(0.22%). Ademas, se registraron géneros como Clade la, Deferrisoma, NS7 marine
group y Lactobacillus, que estuvieron presentes unicamente en este dia, con valores
de abundancia relativa entre 0.36% y 1.04%. El "Dia 2" se caracterizé por la
abundancia de Formosa (6.52%) y la presencia de Balneola (0.34%), Babeliales
(1.57%) y Limnobacter (0.50%) exclusivamente en este dia. El "Dia 7" fue notable
por la alta abundancia de Winogradskyella (6.14%) y la presencia de los géneros
BD1-7 clade, Blastopirellula, Candidatus Megaira, Endozoicomonas, SCGC
AAA164-E04, Oleiphilus, Phaeodactylibacter, Ketobacter, Oceanicaulis, PS1 clade,
Halocella y Bdellovibrio, con abundancias entre 0.27% y 1.77%. Finalmente, en el
"Dia 13," Winogradskyella (8.16%) fue el género mas abundante, y se observaron
géneros como KD3-93, Magnetospira, Marinobacter y Pelagicoccus, que estuvieron
presentes unicamente en este dia, con abundancias entre 0.62% y 2.34%. Los
géneros que estuvieron presentes en todos los dias del tratamiento de 80 mg L-1

fueron Winogradskyella, Roseibacillus, Alteromonas, OM43 clade (Figura 10).
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Relative abundance (%)

Figura 10. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de género en el
tratamiento de 80 mg L-1 de la temporada de secas
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7.4.2. Temporadas de Nortes

Al analizar las correlaciones entre las cadenas de carbono de hidrocarburos
alifaticos y el gen alkB, se tomo en cuenta la unica correlacion negativa significativa
que fue el tratamiento de 40 mg L-'. En este tratamiento, se logré asignar mas de
200 géneros de bacterias, aunque, para simplificar el analisis, se seleccionaron los
primeros 85 géneros para la representacion grafica de las abundancias relativas,
considerando que los géneros restantes tenian porcentajes menores al 0.06 %, los

cuales se sumaron al porcentaje de los géneros no asignados.

Se lograron asignar 60 clases de bacterias en el tratamiento de 40 mg L. La clase
mas abundante durante los “Dias 0 al 2” fue Bacteroidia con abundancias entre
23.8% y 31.8%, en los “Dias 7 y 13" la clase Alphaproteobacteria tuvo las
abundancias mas altas entre 27.6% y 28.5%. varios géneros de bacterias estuvieron
presentes durante todos los dias entre ellos se encuentran Gammaproteobacteria,
Verrucomicrobiae, Phycisphaerae, Acidimicrobiia, Actinobacteria, Planctomycetes,
Rhodothermia, Cyanobacteriia, OM190, Bdellovibrionia, Desulfuromonadia,
Chlamydiae, Gracilibacteria entre otras, muchas de esas clases también se

encontraron en los tres tratamientos de la temporada de secas (Anexo 3, Figura 26).

En este tratamiento durante los “Dias 0, 1y 2” el género NS5 marine group fue el
mas abundante, aunque se observdé una disminucion en el porcentaje de
abundancia del “Dia 0” al “Dia 2” (entre 3.51% y 5,34%) (Figura 9); durante el “Dia
1 al 2” se observo el aumento en la abundancia del género Alcanivorax (entre 1.68%
y 2.52%); ademas, durante el “Dia 2” se detectaron varios géneros de bacterias que
son degradadoras de hidrocarburos alifaticos y aromaticos con abundancia altas,
tales como Alteromonas, Marinobacter y Fluviicola. Durante los “Dias 7 y 15" el

género mas abundante fue SM1A02 (3.76% y 6.73% respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de género en el
tratamiento de 40 mg L™ de la temporada de nortes

7.5. Correlaciones entre las concentraciones de
compuestos alifaticos de diferente numero de carbonos y
las abundancias relativas de los grupos bacterianos

7.5.1. Temporada de secas

En el tratamiento de 10 mg L' un total de 26 géneros de bacterias tuvieron
correlaciones significativas con las cadenas de carbonos de los hidrocarburos
alifaticos (Anexo1, Figura 8). Se observd que los géneros Oleibacter, Maricaulis y
SM1A02, son los que se correlacionaron de manera positiva con la mayoria de los
carbonos, mientras que los géneros Schleiferia, Cognatishimia y HIMB11 se
correlacionaron negativamente con varios de los compuestos. El C32 fue el que se
correlaciono con mas géneros de bacterias, la mayoria fueron correlaciones
positivas, mientras que el C10 fue el que con menos géneros se correlaciono

significativamente (Figura 16).
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Figura 12. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de género en el tratamiento de 10 mg L-1 durante la
temporada de secas. Los asteriscos indican correlaciones significativas

Se observd que 5 clases de bacterias presentaron correlaciones significativas con
los compuestos alifaticos. Entre ellas, Vampirivibrionia, Planctomycetes y
Phycisphaerae mostraron correlaciones positivas. Es importante destacar que
Phycisphaerae registré6 un total de 15 correlaciones significativas con los
compuestos alifaticos, siendo este el mayor niumero de correlaciones observadas
en este tratamiento. Por otro lado, se observaron correlaciones negativas en las
clases Cyanobacteria y Acidimicrobiia. Especificamente, la clase Cyanobacteria

mostré un total de 5 correlaciones significativas (Figura 17).
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Figura 13. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de clase en el tratamiento de 10 mg L™ durante la
temporada de secas. Los asteriscos indican correlaciones significativas

En el tratamiento de 40 mg L™, solo se encontré correlacion entre el compuesto
alifatico de 11 carbonos y la composicion de la comunidad bacteriana a nivel de
género (Anexo 1, Figura 10). Se identificaron 9 géneros con correlaciones
significativas. Entre ellos, los géneros Maricaulis, Blastopirellula, Phycisphaera,
SM1A02, Alcanivorax y Marivita mostraron correlaciones positivas, mientras que los
géneros Schleiferia, Luminiphilus y NS5 marine group presentaron correlaciones

negativas (Figura 18).
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Figura 14. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de género en el tratamiento de 40 mg L™ durante la
temporada de secas. Los asteriscos indican correlaciones significativas

En el mismo tratamiento, se identificaron 3 correlaciones significativas a nivel de

clase. Se encontré una asociacion positiva entre las clases Planctomycetes y

Phycisphaerae, mientras que la clase Cyanobacteria mostré correlaciones

negativas (Figura 19).
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En el tratamiento de 80 mg L', se encontré una correlacion entre el compuesto
alifatico de 10 carbonos y la composicion de la comunidad bacteriana a nivel de
geénero (Anexo 1, Figura 12). Se identificaron 10 correlaciones significativas. Entre
ellas, los géneros HIMB11, Formosa, Cognastishimia, NS4 marine group y
Babeliales mostraron correlaciones negativas. Por otro lado, los géneros
Winsgradskiella, Phycisphaera, Hypnomonas, Marivita y SM1A02 presentaron

correlaciones positivas (Figura 20).
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Figura 16. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de género en el tratamiento de 80 mg L™ durante la
temporada de secas. Los asteriscos indican correlaciones significativas



Asimismo, en el tratamiento de 80 mg L' Se identificaron 3 clases de bacterias con
correlaciones significativas. La clase Babeliae mostro correlaciones negativas,
mientras que las clases Phycisphaerae y Verrucomicrobiae exhibieron correlaciones

positivas (Figura 21).
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Figura 17. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de clase en el tratamiento de 80 mg L™ durante la
temporada de secas. Los asteriscos indican correlaciones significativas
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7.5.2. Temporada de Nortes

En el tratamiento de 40 mg L', se encontrd una correlacion entre el compuesto

alifatico Pristano y la composicién de la comunidad bacteriana a nivel de género

(Anexo 1, Figura 14). En este tratamiento 7 géneros tuvieron correlaciones

significativas. Los géneros Marinomonas, AEGEAN-169 marine group, SAR116

clade, Candidatus Thiobios y OM60(NORS) clade tuvieron correlaciones negativas.

Los géneros OM190 y Ketobacter tuvieron correlaciones positivas (Figura 22).
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Figura 18. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de género en el tratamiento de 40 mg L™ durante la
temporada de nortes. Los asteriscos indican correlaciones significativas
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En este tratamiento se observaron 2 clases de bacterias con correlaciones

significativas. Tanto la clase OM190y Subgroup 22 tuvieron correlaciones positivas

(Figura 23).
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Figura 19. Correlaciones de compuestos alifaticos con la abundancia relativa de la
comunidad bacteriana a nivel de clase en el tratamiento de 40 mg L™ durante la
temporada de nortes. Los asteriscos indican correlaciones significativas
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8. DISCUSION

Este estudio evidencio que la presencia de petréleo esta parcialmente vinculada al
aumento en la cantidad del gen funcional alkB. Se observé que a medida que la
concentracion de hidrocarburos aumenta, también lo hace la abundancia de este
gen en algunos tratamientos, sobre todo en la temporada de nortes. Sin embargo,
durante la degradacién de hidrocarburos alifaticos, la variacién en la concentracion
de este gen no mostré una asociacion significativa con la composicion de la
comunidad bacteriana. Aunque la presencia de petréleo juega un rol clave en
determinar esta composicion, otros factores como la temperatura, los vientos y los

nutrientes podrian estar ejerciendo un impacto igualmente relevante.

8.1.Cambios en las abundancias del gen alkB en funcion de las
concentraciones de hidrocarburos

Aunque se aplicaron concentraciones especificas de hidrocarburos a los
mesocosmos (10, 40 y 80 mg L"), las muestras de referencia revelaron una mayor
presencia de Hidrocarburos Totales del Petrdleo (TPH) (42.31 pg L") durante la
temporada de secas y esto hizo evidente un aumento significativo en la presencia
de hidrocarburos alifaticos, mostrando correlaciones negativas consistentes con la
abundancia del gen. Los analisis de regresion revelaron variaciones en los datos
explicadas entre 20% y 71% por la presencia del alkB. En contraste, durante la
temporada de lluvias donde la muestra de referencia tuvo menor concentracion de
TPH (20.01 ug L"), no se obtuvieron correlaciones negativas con el gen, por lo que
esta temporada no se tomé en cuenta a la hora de los analisis. Por otro lado, la
temporada de Nortes la cual en los datos obtenidos por Valencia Agami, 2022 se
observé una baja concentracion de TPH (4.51 ug L"), mostré6 menos correlaciones
en comparacion con la temporada de secas, donde solamente en el tratamiento de
40 se obtuvo una unica correlacion negativa con el compuesto alifatico Pristano con

un valor de r-ajustada de 44%. En una investigacion realizada por Valenzuela
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Sanchez et al. (2005), indican que, en el puerto de Progreso, durante la temporada
de secas, se registran bajas concentraciones de hidrocarburos totales, aumentando
considerablemente durante la temporada de lluvias y disminuyendo durante la
temporada de Nortes, a pesar que el comportamiento es diferente a los datos
obtenidos en este trabajo, los rangos que mencionan en esta investigacién estan
entre 7.13 y 35.34 ug L' los cuales coinciden con la informacion obtenida en las
muestras de referencia. Ademas, Zaldivar Jiménez et al. (2004) mencionan en su
estudio en las costas de la peninsula de Yucatan, que las condiciones de las
diferentes temporadas en el Golfo de México tienen efectos significativos en la
temporada siguiente, o que podria explicar el comportamiento de las correlaciones

observadas en las tres temporadas.

8.2.Comunidad bacteriana relacionada con la degradacién de
hidrocarburos alifaticos en las tres temporadas (Secas, Lluvias,
Nortes).

Al relacionar la composicion de la comunidad bacteriana con las concentraciones
de hidrocarburos alifaticos, se observo que algunos géneros de bacterias como
Maricaulis, Oleibactery Alcanivorax en secas; Marinomonas y Ketobacter en nortes,
estan relacionados en la degradacion de hidrocarburos; asi como las clases

Cyanobacteriia, Planctomycetes, Phycisphaerae, Gamaproteobacteria entre otras.

8.3.Temporada de secas

El aumento de la abundancia del gen alkB durante esta temporada en todos los
tratamientos es sin duda atribuible al crecimiento de bacterias capaces de degradar

hidrocarburos alifaticos (Valencia-Agami et al., 2019).

La presencia de Maricaulis y Oleibacter en el tratamiento con una concentracion de
10 mg L', y su correlacion con los hidrocarburos alifaticos, sugieren que estas
bacterias estan participando en el proceso de degradacion. Otros autores ya han
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reconocido su capacidad para la degradacién de hidrocarburos alifaticos (Vila et al.,
2010; Synngve Lofthus et al., 2018). Ademas, estos géneros de bacterias han sido
encontrados en zonas contaminadas con petroleo donde las temperaturas varian
entre 24° y 30° (J. Liu et al., 2017; Bacosa et al., 2018). El género SM1A02 por otro
lado, mostré correlaciones positivas con varios compuestos carbonados,
habiéndose asociado previamente con la degradacion de compuestos aromaticos y
la nitrificacion (Yan et al., 2023). Aunque estas bacterias estuvieron presentes en
dias especificos del experimento durante la temporada de secas (dias 7 y 13), su
abundancia coincidié con los cambios en los niveles del gen alkB en esos dias. Es
relevante mencionar que estas bacterias también presentaron correlaciones
positivas con el Fitano, un hidrocarburo sensible a la biodegradacion (Peters et al.,
2005), indicando asi su posible papel en la degradacién de estos compuestos

mediante metabolismos vinculados al gen alkB.

El género Cognatishimia esta relacionado con la degradacién de diversas fuentes
de carbono, la formacién de moléculas como el acetil CoA y también participa en
rutas metabdlicas capaces de degradar hidrocarburos (T. Wang et al., 2019).
HIMB11 depende de la presencia de fésforo en su ambiente, adaptandose mediante
la sintesis de lipidos de glutamina en condiciones de limitacién de fésforo (A. F.
Smith et al., 2019), lo cual podria relacionarse con la presencia de fésforo en el
entorno debido a actividades antropogénicas en la zona costera (Morales et al.,
2020). Es importante mencionar que estos géneros de bacterias podrian estar
relacionados con la dinamica de los vientos y aporte de PO4 durante la temporada
de secas, ya que en estudios previos se demostré que la presencia de vientos
provenientes del sur a mas de 80 Km h-! (suradas) (Adame Hernandez et al., 2018;
Bancon-Montigny et al., 2019) transportan sedientos hacia la costa de Yucatan, lo
cual aumenta la presencia de nutrientes como PO4 (Paudel et al., 2017; Hernandez-
Candelario et al., 2019).

De igual manera en el tratamiento de 10 mg L' se encontraron correlaciones

negativas entre la clase Cyanobacteriia con compuestos alifaticos, lo que sugiere
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que podrian influir en la degradacion de estos compuestos. En investigaciones
anteriores, como el estudio realizado por Gupta et al., 2013 y EI-Sheekh &
Hamouda, 2014, se evidencia que ciertos microorganismos fotosintéticos,
especialmente las Cyanobacteriia, pueden participar en la oxidacion vy
descomposicién de diversos hidrocarburos, tales como el naftaleno, antraceno,
fluoranteno, pireno, n-octadecano, criseno y algunos compuestos alifaticos. Entre
las clases de bacterias que tuvieron correlaciones positivas se encuentras
Physcisphaerae y Planctomycetes los cuales incluyen algunos de los géneros
reportados en la degradacién de hidrocarburos en este trabajo; también en estudios
previos como los de Botelho et al., 2017 y Eze et al., 2021, mencionan que estas
clases de bacterias intervienen en procesos de biorremediacion y fitorremediacion,
por lo que, podrian estar involucradas en la degradacion de los compuestos
alifaticos como el pristano y el fitano que son hidrocarburos resistente a la

biodegradacién (Peters et al., 2005).

En el tratamiento con una concentracion de 40 mg L', se observaron correlaciones
tanto positivas como negativas, atribuibles al incremento en la concentracién vy la
competencia por el petréleo (Christensen et al., 2002; Rahman et al., 2002). Los
géneros identificados en el tratamiento con 10 mg L' (Marivita, Maricaulis, SM1A02,
Blastopirellula, Phycisphaera, SM1A02) estuvieron presentes, asi como otros
generos, como Alcanivorax, conocido por albergar el gen alkB 'y ser un degradador
de hidrocarburos alifaticos (Hara et al., 2003; Cappello et al., 2007), estos géneros
tuvieron correlaciones positivas con el alifatico de 11 carbonos, lo que podria sugerir
la degradacion de este. A nivel de clase este tratamiento se comporté de manera
similar al tratamiento de 10 mg L', donde se identificaron 3 clases (Cyanobacteriia,
Planctomycetes, Phycisphaerae) con correlaciones significativas las cuales podrian
degradando el compuesto alifatico de 11 carbonos (Gupta et al., 2013, Botelho et
al., 2017, Eze et al., 2021;).

En el tratamiento con una concentracion de 80 mg L', se correlaciono Unicamente
el compuesto alifatico de 10 carbonos con la composiciéon de la comunidad
bacteriana a nivel de género y clase, donde se logré observar que géneros como
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Winosgradskyella, Phycisphaerae, Marivita y SM1A02 también estuvieron
presentes en este tratamiento, los cuales se mencioné que estan involucrados en la
degradacion de hidrocarburos (Vila et al., 2010; Yan et al.,, 2023). El género
Hyphomonas tuvo una correlacion positiva y en estudios previos ha sido reportado
como posible degradador de hidrocarburos alifaticos, asi como de asfaltenos (Song
et al., 2018); este grupo ha sido detectado en areas afectadas por la contaminacién
petrolera. Sin embargo, la caracteristica predominante de los lugares donde se ha
detectado es su temperatura, que oscila entre los 24° y los 30° C (Bacosa et al.,
2018). Generos como HIMB11 y Cognastishimia que al igual que en el tratamiento
de 10 mg L' podrian estar cumpliendo la funcion de apoyo en la comunidad
bacteriana degradadora de hidrocarburos (Morris et al., 2012). Las correlaciones
significativas a nivel de clase en este tratamiento nos hicieron notar que se registran
clases similares a los tratamientos anteriores (Verrucomicrobiae, Phycisphaerae) en
los cuales se ha mencionado que contienen géneros con capacidad de degradar

hidrocarburos alifaticos (Eze et al., 2021).

Ciertos microorganismos que persisten en un habitat pueden ser identificados como
parte del microbioma core (Kokou et al., 2019). En este caso especifico, los géneros
Clade lll, Schleifeira, NS4 marine group y NS5 marine group, se encontraron de

manera constante durante todo el experimento de la temporada de secas.

Independientemente del tratamiento aplicado, los géneros mencionados como parte
del microbioma core mayormente se encuentran asociados con las clases
Bacteroidia y Alphaproteobacteria, las cuales tienen una conexion positiva entre el
aumento de la temperatura del agua y la intensidad de la luz (Spring et al., 2015;
Bradshaw et al., 2020; Comba Gonzalez et al., 2021). Por lo tanto, podemos inferir
que la presencia de muchos de estos géneros se relaciona con el aumento de la
temperatura del agua y la exposicidon a una alta intensidad luminica durante las
temporadas secas. Esto nos indica que posiblemente las variables ambientales,
como temperatura, oxigeno y los nutrientes podrian estar teniendo efecto en la

composicién de la comunidad bacteriana.
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8.4.Temporada de Nortes

El hecho de que no se presentara mas que una correlacion negtiva entre el gen y
los compuestos de hidrovarburos en la temporada de lluvias pudiera deberse a la
baja concentracién de estos compuestos a la hora de la colecta de agua para el
experimento, ya que las muestras de referencia mostraron una concentracién menor
que la de secas (4.51 ug L") esto coincide con la informacidn obtenida en el trabajo
de Valenzuela Sanchez et al., 2005. La una unica correlacion significativa que se
observé fue en el tratamiento de 40 mg L' con el pristano, el cual es un hidrocarburo
alifatico que es sensible a la biorremediacién y puede servir como indicador de esta
funcion (Peters et al., 2005). El género Marinomonas tuvo una correlacién positiva
fuerte con el pristano, lo que nos podria estar indicando que interviene en la
degradacion de este compuesto, en estudios previos se ha reportado que
marinomonas esta involucrado en la degradacién de hidrocarburos alifaticos de
cadenas largas y de algunos aromaticos (Xia et al., 2018). AEGEAN-169 marine
group, SAR116 clade, son consideradas géneros cosmopolitas, ya que son muy
abundante en aguas marinas superficiales (Getz et al., 2023), esto nos indica que
podrian tener una implicacion indirecta en la degradacion, dando apoyo a bacterias
con capacidad de degradar hidrocarburos. ElI género Ketobacter tuvo una
correlacién significativa con el pritano, este genero es reconocido como uno de los
géneros capaces de degradar hidrocarburos lineales y alcanos ramificados y estan
ampliamente distribuidos a nivel mundial (Yakimov et al., 2019). A nivel de clase solo
los grupos OM190y Subgroup 22 tuvieron correlaciones significativas, pero también
fueron identificados clases como Gamaproteobacteria la cual contiene a los genero
antes mencionados y que ya de han involucrado en la degradacién de hidrocarburos
alifaticos (Cappello & Yakimov, 2010; Yakimov et al., 2019).

Si bien este trabajo evalué la participacion del gen AlkB en en la degradaciéon de
hidrocarburos de con cadenanas de difernte nimero de carbonos, tambien es cierto

que en un estudio previo realizado por Valencia Agami, (2022), se observo que los
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nutrientes (NOs, PO4, SiO4) estan también relacionados con los cabios en la
composicion de la comunidad bacteriana y por tanto muy probablemente con la
actividad de degradacion. Por ejemplo, en dicho estudio see observo que la
temporada de nortes tuvo valores altos de NO3 y SiO4, mientras que los valores mas
altos POs se registraron en temporada de secas. Esto coincide con los datos
obtenidos en este trabajo ya que en temporada de secas se registraron el mayor
numero de correlaciones significativas entre los hidrocarburos alifaticos y la
composicion de la comunidad bacteriana, reforzando el papel de la disponibilidad
de ciertos nutrientes para que se lleve a acabo la degradacidon. Se sabe que los
fosfatos son el nutriente limitante en la degradacion de hidrocarburos (Bracho et al.,
2004).
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9. CONCLUSION

Este estudio ofrece una gran cantidad de informacién sobre correlaciones entre la
presencia de hidrocarburos alifaticos y la expresion del gen alkB en diferentes
temporadas en la Plataforma de Yucatan, asi como la relacién potencial de la

comunidad bacteriana con la degradacion de estos compuestos en cada temporada.

Se observo la presencia del gen alkB en todas las temporadas y tratamientos y las
abundancias de este gen fueron similares en las tres temporadas, lo que sugiere
que en la costa de la Peninsula de Yucatan hay grupos bacterianos con potencial

para degradar hidrocarburos alifaticos.

Varios hidrocarburos alifaticos durante las temporadas secas tuvieron correlaciones
negativas con la expresion del gen alkB. Sin embargo, en la temporada de lluvias
no se observaron correlaciones significativas y la temporada de Nortes tuvo una
sola correlacion negativa significativa, a pesar de estos resultados es importante
realizar estudios que involucren mas variables como nutrientes, temperatura entre

otros, para ser mas precisos.

Los analisis de correlacion sugieren que la abundancia del gen alkB puede estar
relacionada con bacterias potencialmente degradadoras de hidrocarburos alifaticos.
Géneros como Maricaulis, Oleibacter 'y SM1A02, asi como las clases
Cyanobacteriia, Planctomycetes y Phycisphaerae presentaron correlaciones
significativas con los hidrocarburos alifaticos en el tratamiento de 10 mg L™ en
temporada de secas, lo cual sugiere que podrian estar interviniendo den la

degradacion de estos.

Algunos grupos de bacterias se podrian estar beneficiando del aumento de la
concentracion de petrdleo ligero. Por ejemplo, géneros como Alcanivorax,
Hyphomonas, tuvieron correlaciones significativas con la degradacién de
hidrocarburos alifaticos en concentraciones de 40 y 80 mg L, pero a nivel de clase
los grupos Cyanobacteriia, Planctomycetes y Phycisphaerae se mantuvieron

presentes con correlaciones significativas.

56



Es importante mencionar que los géneros Marinomonas y Ketobacter que
pertenecen la clase Gamaproteobacteria destacaron en temporada de nortes y que

tuvieron correlaciones con el alifatico pristano el cual es sensible a biorremediacion.

La competencia entre diferentes géneros bacterianos por el uso de la misma fuente
de carbono parece influir en las correlaciones observada. Por otro lado, algunos
géneros bacterianos sugieren adaptaciones a condiciones especificas, como la

resistencia al NaCl o la dependencia de la presencia de fésforo en el ambiente.

Algunos géneros, como Schleifeira, NS54 marine group y NS5 marine group,
estuvieron presentes en todas las temporadas, por lo que estaria formando parte

del microbioma core.

Las condiciones ambientales de una temporada pueden tener efectos significativos
en la temporada siguiente, lo que sugiere un impacto continuo en la degradacién de
hidrocarburos en el entorno costero. Estas ideas destacan la complejidad de las
interacciones entre la presencia de hidrocarburos alifaticos, la expresion del gen

alkB y la comunidad bacteriana en diferentes condiciones estacionales.
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10.

PERSPECTIVAS

Se requiere validar la actividad del gen alkB mediante la extraccion de ARN

y la ejecucién de qPCR.

Es fundamental llevar a cabo experimentos centrados en la fraccion
aromatica de los hidrocarburos, dado que esta fraccion posee una alta

toxicidad para el entorno.

Se sugiere desarrollar primers especificos destinados a genes indicadores
de la degradacién a partir de consorcios bacterianos aislados en la regién del

Golfo de México.

Es fundamental estudiar el papel de la disponibilidad de nutrientes en los
procesos de degradacién aunados a la cuantificacion del gen AlkB vy la

composicion bacteriana
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12.

ANEXOS

Anexo 1. Correlaciones entre las cadenas de carbono de hidrocarburos alifaticos y
la abundancia del gen alkB en temporada de secas

Secas
10 mg L™ 40 mg L™ 80 mg L™
Alifatico Correlacion | Alifatico Correlacion Alifatico Correlacion
C10 -0.6253054 C1 -0.6486493 C10 -0.62777025
C13 -0.70034205
C18 -0.61212121
FITANO -0.81818182
C19 -0.72121212
C20 -0.72121212
C21 -0.61212121
C22 -0.74545455
C23 -0.64848485
C24 -0.66060606
C25 -0.61212121
C26 -0.68484848
c27 -0.75757576
C28 -0.64848485
C29 -0.76969697
C30 -0.6
C32 -0.68484848
C33 -0.63636364
Nortes
PRISTANO -0.71428363
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Anexo 2. Concentraciones de hidrocarburos alifaticos en las tres temporadas
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Figura 20. Concentracion de hidrocarburos alifaticos en temporada de secas, por
tratamiento
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Figura 21. Concentracion de hidrocarburos alifaticos en temporada de lluvias, por
tratamiento
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Figura 22. Concentracion de hidrocarburos alifaticos en temporada de Nortes, por
tratamiento

Anexo 3. Abundancias relativas a nivel de clase en las tres temporadas climaticas

1009

Class
Chlamydiae
Bdellovibrionia
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Vampirivibrionia
Rhodothermia
Planctomycetes
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OM190

W cranosadteria

B verucomicrosiae

B cammaoroteoractenia

B “phaproteobacteria

M sacerciaia

Relative abundance (%)

2
Dia

Figura 23. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de clase en el
tratamiento de 10 mg L™ de la temporada de secas
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Figura 24. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de clase en el
tratamiento de 40 mg L-1 de la temporada de secas
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Figura 25. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de clase en el
tratamiento de 80 mg L-1 de la temporada de secas
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Figura 26. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana a nivel de clase en el
tratamiento de 40 mg L-1 de la temporada de nortes

79



