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Resumen

EL Tributilestafio (TBT) es un compuesto organico a base de estafio, que fue utilizado principalmente
en las pinturas antiincrustantes de los barcos, ahora se sabe que es un agente altamente toxico para la
vida marina y sus caracteristicas quimicas le permiten la persistencia en el medio por amplios periodos
de tiempo. En este trabajo se aislaron cepas bacterianas del sedimento de la bahia de Manzanillo (Punta
Santiago, Carrizales y Puerto) recolectado en julio del 2016 y enero del 2017, encontrando una
variacion estacional, donde las mayores abundancias de unidades formadoras de colonias bacterianas
totales (medio sin TBT) y resistentes al TBT (medio con TBT) se presentaron en enero. En general, se
aislaron 118 cepas bacterianas de las cuales 50 presentaron capacidad de resistencia al TBT en
concentraciones (de ~ 420 uM hasta 3.75 Mm); observando una mayor tolerancia para las del grupo
Gram-negativas. Ademas, se encontraron cuatro cepas bacterias capaces de utilizar el TBT como
fuente de carbono a una concentracion de 3.75 mM, dos de ellas Campylobacter sp. y
Pseudoalteromonas peptidolytica presentaron un mayor aprovechamiento del TBT, por lo que son

candidatas potenciales para su uso en la biorremediacion ambiental de TBT.

Abstract

Tributyltin (TBT) is an organic compound based on tin, which can be used in antifouling paints of
ships, now it is known that it is a highly toxic agent for marine life and its chemical characteristics
allow persistence in the medium for extended periods of time. In this work, bacterial strains were
isolated from the sediment of the Bay of Manzanillo (Punta Santiago, Carrizales and Puerto) collected
in July 2016 and January 2017, finding a seasonal variability, where the highest abundances of units
forming total bacterial colonies (mean without TBT) and resistant to TBT (medium with TBT) occurs
in January. In general, 118 bacterial strains were isolated, of which 50 were resistant to TBT in
concentrations (from ~ 420 uM to 3.75 mM); observing a greater tolerance for those of the Gram-
negative group. In addition, four strains have the ability to use TBT as a carbon source at a
concentration of 3.75 mM, two of them Campylobacter sp. and Pseudoalteromonas peptidolytica

presents a greater use of TBT, they are candidates for use in the environmental bioremediation of TBT.



1. Introduccién

El tributilestafio (TBT) es un compuesto organico con tres grupos butilo unidos por un atomo de estafio
[(C4Ho)3Sn], el cual se utilizaba desde la década de los 60°s como agente fungicida, bactericida e
insecticida (Chacén et al., 2007). También, fue el compuesto activo principal en pinturas anti-
incrustantes utilizadas con la finalidad de proteger a las embarcaciones y estructuras marinas de la
corrosion y el asentamiento de organismos marinos (Cruz et al., 2007), sin embargo, presenta una larga
duracion en el medio ambiente, esto se ha observado mayormente donde existe un alto trafico de

embarcaciones (p. ej., puertos y rutas comerciales [Smith, 1971]).

La persistencia del TBT ha ayudado para identificarlo como un agente altamente toxico y
bioacumulable en tejidos de invertebrados, peces, aves y mamiferos, ya que, en concentraciones
inferiores a miligramos, puede provocar malformaciones, mutaciones y/o la muerte el organismo
(Crespo y Gonzalez, 2003), ademéas de alterar los procesos endocrinos en los organismos,
desarrollando el imposex (Dubey et al., 2006), el cual consiste en la imposicién de caracteres sexuales
masculinos en las hembras o bien un aumento del tamafio de las génadas masculinas por el aumento
de la concentracion plasmatica de testosterona en gasteropodos marinos, atrofiando el sistema

reproductivo de hembras y machos (Chacén et al., 2007)

Este contaminante se caracteriza por ser poco hidrosoluble y de caracter lipofilico, por lo que tiene una
fuerte tendencia a adherirse a las particulas del sedimento, biota y lecho marino, por lo tanto, es
considerado como una sustancia capaz de matar o inhibir el crecimiento de algin organismo (Barreiro
et al., 2004; Chacén et al., 2007; Rodriguez-Romero, 2010). En general, el TBT se degrada por
mecanismos fisicogquimicos (p. e€j., hidrolisis y fotodegradacion) y biolégicos como la
biotransformacién del TBT a metabolitos secundarios menos toxicos por organismos como mamiferos,
peces, algas, hongos y bacterias (Mohamat-Yusuff et al., 2014). Algunas de estas Ultimas, cuentan con
plasmidos o genes incorporados en su genoma, el cual les brinda la capacidad de transformar este
compuesto al utilizarlo como fuente de carbono (Dubey y Roy, 2003; Cooney et al., 2005). Esta
caracteristica ha puesto a las bacterias como una solucién viable a la biodegradacion del TBT en
diversos ecosistemas. En este sentido, las bacterias con la capacidad de degradar este contaminante
pueden ser aisladas en zonas con presencia de TBT, para posteriormente, ser utilizadas como una

herramienta en la biorremediacion de ecosistemas (Marquez et al., 2001; Narvéaez-Flérez et al., 2008).



El Puerto de Manzanillo (México) es uno de los diez Puertos mas grandes e importantes en
Latinoamérica y es considerado el segundo méas importante del Pacifico Este (Programa maestro de
desarrollo portuario del puerto de Manzanillo 2015-2020). La actividad portuaria del Puerto de
Manzanillo se remota a la conquista de los espafioles ya que se contaba con flujo comercial importante,
pero no es hasta 1821 que empieza a ser considerado puerto comercial (Gonzélez-Villa, 2010). Su
area de influencia incluye a mas de 15 estados de México que representan el 60% del Producto Interno
Bruto (PIB) e internacionalmente su rea de influencia est4 orientada hacia el Oeste del Continente
Americano y la Cuenca de Pacifico, destacando lineas navieras provenientes de E.U.A., Canada,
Colombia, Ecuador, Chile, Japon, China, Taiwan, Corea. Ademas, intercambio comercial con la Union
Europea; Espafa, Rusia, Alemania; asi como en Oceania Australia, Nueva Zelanda y Sudéafrica
(Administracion Portuaria Integral de Manzanillo, 2012-2018). Este alto trafico de embarcaciones
presentes en el Puerto de Manzanillo lo hace un sitio vulnerable a la presencia de TBT y debido a la
alta persistencia del compuesto es muy posible que haya permanecido en lo sedimentos y organismos

de esta zona.

2. Antecedentes

2.1. Tributilestafio

En la década de los afios 60°s, las pinturas basadas en Compuestos Organicos de Estafio (COE) se
comenzaron a utilizar debido a que presentaban una mayor durabilidad (y por lo tanto, eficacia) en
comparacion a las pinturas utilizadas en aquel tiempo (Fent, 2003). Su alta demanda provoco que 20
afios después el 70 % de toda la flota mercante mundial utilizara este tipo de pintura (Ludgate 1987;
Bigatti et al., 2013). Sin embargo, en 1990 la Organizacion Maritima Internacional (OMI) adopt6
medidas para controlar los impactos ambientales relacionados con el uso del tributilestaiio en pinturas
para embarcaciones, proponiendo la prohibicién total de su uso en el 2003, haciéndose efectivo hasta
el 2008 (Bigatti et al., 2013).

Por ser hidrosoluble, la persistencia del TBT en la columna de agua es baja (entre dias y semanas) y
depende de la presencia de microorganismos degradantes, temperatura e insolacién (Maguire, 2000;
Omae, 2003; Ruiz et al., 1996). No obstante, en sedimentos las tasas de degradacidon disminuyen
significativamente esperando que se degrade en un periodo de entre uno a nueve afios (Hoch, 2001;
Omae, 2003; Ruiz et al., 1996 Kotrikla, 2009). Varios estudios enfatizan que las mayores



concentraciones de COE se encuentran en los sedimentos de diferentes paises como Estados Unidos
de Norteamérica (Landmeyer et al., 2004), Australia (Haynes y Loong, 2002), Japon (Harino et al.,
2007), Italia (Chiavarini et al., 2003), Espafia (Diez y Bayona 2009), Brasil y Argentina (Goldberg et
al., 2004); y también coinciden en que estan presentes en zonas cercanas a puertos, marinas y astilleros
(Rato et al., 2008; Bigatti et al., 2009; Castro et al., 2012; Bigatti et al., 2013).

La alta persistencia del TBT en el sedimento resulta un peligro, ya que es altamente tdxico para los
organismos debido a su capacidad de penetracion en las membranas bioldgicas y la gran mayoria de
organismos no pueden metabolizarlo rapidamente. Por consecuencia lo acumulan solubilizandolo en
compuestos lipidicos, produciendo efectos en organismos calcificadores como la disminucion en el
grosor del caparazon en las ostras, asi como el imposex en invertebrados marinos (Crespo y Gonzalez,
2003; Rodriguez-Romero, 2010); siendo este ultimo el efecto méas observado en invertebrados marinos
(Gibbs y Bryan, 1986), documentandose alrededor del mundo en diferentes organismos como: Nucella
lapillus (Linnaeus, 1758) en Galicia (Ruiz et al., 1998), Stramonita haemastoma (Linnaeus, 1767) y
Hexaplex trunculus (Linnaeus, 1758) en las costas de Israel (Rilov et al., 2000), Odontocymbiola
magellanica (Gmelin, 1791) en Patagonia (Bigatti y Penchaszadeh, 2005), Echinolittorina ziczac
(Gmelin, 1791), y Nassarius vibex (Say, 1822) en Campeche, México (Rodriguez-Romero, 2010).

2.2. Degradacion del TBT

La degradacion implica la eliminacién secuencial de los grupos orgéanicos del atomo de estafio
resultando en la reduccion de la toxicidad (Thayer, 1984; Blunden y Chapman, 1986; Cooney, 1988,
1995; Cooney y Wuertz, 1989; Gadd, 2000); puede darse mediante factores abioticos (division UV) y
factores bidticos, esté ultimo se ha detectado como el mas importante en la debutilizacion, es decir,
reduccion del Tributilestafio a Dibutilestafio (DBT), Monobutilestafio (MTB) y estafio inorganico
(Dowson et al., 1996). Por ejemplo, Ankistrodesmus falcatu (Croasdale, 1973) es un alga capaz de
degradar el 50% del TBT acumulado, transformandolo a DBT (Maguire et al., 1984). Similarmente el
alga Pavlova lutheri (Green, 1975) bioacumla el TBT y puede degradarlo a DBT y MTB (Louis et al.,
1994). Este proceso, también se ha observado en hongos como Coniophora puteana (Karst, 1868),
Trametes versicolor (Lloyd, 1921), Chaetomium globosum (Kunze y Schmidt, 1817)., Aureobacidium
pullulans (Arnaud, 1918), y Cunninghamella elegans (Lender, 1907), (Barug 1981; Orsler y Holland
1982; Gadd et al., 1990). Por otra parte, se ha evidenciado que la degradacion por medio de bacterias,
es la via principal para la eliminacion del TBT en agua y sedimento (Tsang et al.,1999; Sakultantimetha
et al., 2010). Por lo que, Wuertz et al., (1991) sugieren que los sedimentos contaminados por TBT

podrian actuar como un medio selectivo para las bacterias que son resistentes y tienen la capacidad de
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metabolizarlo. Sin embargo, ain no se ha revisado extensivamente la incidencia de bacterias resistentes

a compuestos organicos de estafio en los ensamblajes bacterianos naturales.

2.3. Bacterias resistentes al TBT

Desde principios de los 90's a la fecha se han realizado numerosos estudios en busca de cepas
bacterianas que tengan la capacidad de resistir el TBT. Wuertz et al., (1991), aislaron bacterias de la
columna de agua y sedimento de estuarios en Boston, 26 cepas bacterianas fueron resistentes al TBT,
entre las cuales solo una fue del grupo Gram- positivas. Por otra parte, se ha documentado que las
bacterias Gram negativas son mas resistentes al TBT en comparacion a las positivas (Cruz et al., 2007),
posiblemente, esto se deba a que las bacterias Gram negativas son mas abundantes en ambientes
marinos y a la diferencia arquitectonica entre estos grupos (p. €j., Escherichia coli (Escherich, 1885),
Enterobacter spp., Klebsiella oxytoca (Fligge, 1886), Serratia liquefaciens Pseudomonas stutzeri
(Burri y Stutzer, 1895), Aeromonas molluscorum (Mifiana-Galbis y cols, 2004); Wuertz et al., 1991,
Jude etal., 1996; Cruz et al., 2013); no obstante, también se han documentado bacterias Gram positivas
resistentes al TBT (p. ej., Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884), Staphylococcus epidermis
(Rosenbach 1884), Mycobacterium phlei (Lehmann y Neumann, 1899) y Vibrio sp; Dubey y Roy,
2003). Es importante notar que, la resistencia al TBT de una bacteria puede llegar a ser limitada por
cierto rango de tolerancia, cuando se excede llega a presentar efectos negativos en la bacteria. Dubey
et al., (2006). Reportan que la cepa bacteriana Pseudomona aeruginosa 25W (Schroeter, 1872) aislada
del mar arabigo, es altamente resistente al TBT a una concentracion de 50 pM, sin embargo, en

concentraciones altas (500 uM) la cepa presenta efectos transcripcionales.

Cruz et al., (2007) aislaron cepas bacterianas de agua y sedimento en Ria de Aveiro, Portugal,
reportando a Bacillus cereus thuringiensis (Berliner, 1915), Brevibacterium sp., Kurthia zopfii
(Trevisan, 1885), Listeria grayi (Larsen et al., 1966), Turicella otitidis (Funke et al., 1994),
Acinetobacter lwoffiil junii, Aeromonas hydrophyla (Chester, 1901), A. salmonicida (Lehmann y
Neumann, 1896), A. veronii biovar sobria (Joseph, 1996), Pseudoalteromonas sp., P. halophyla,
Citrobacter sp., Enterobacter intermedius, Pseudomonas fluorescens putida (Trevisan, 1889), como
especies capaces de resistir el TBT a una concentracion de 3 mM (la mas alta empleada en su trabajo.
Especies que han mostrado una resistencia a una concentracion menor de 2 mM al TBT son:
Corynebacterium propinquum, Kurthia gibsonii, Microbacterium spp., Staphylococcus xylosus,

Arcano pyogenes, Acinetobacter, Vibrio tasmaniensis, Pseudoalteromonas sp., Pseudoalteromonas sp


https://es.wikipedia.org/wiki/Theodor_Escherich

2, P. halophyla, Shewanella violacea, Shewanella sp., Vibrio sp. OC26, Vibrio sp. Da2. Todas
reportadas en este mismo trabajo.

Posteriormente Mohamat-Yusuff et al., (2014) aislaron cepas bacterianas del sedimento en zonas de
pastos marinos y puertos pesqueros en Johor, encontrando 16 colonias capaces de resistir una

concentracion igual o mayor a 33.6 uM. de TBT.

2.4. Bacterias degradadoras del TBT

Se consideran bacterias degradadoras a aquellas cepas bacterianas con capacidad de metabolizar el
compuesto a metabolitos menos tdxicos (DBT, MTB, estafio inorganico), en relacién a esto, pocas
bacterias se han mencionado con capacidad para degradar el TBT en comparacion con las bacterias
que lo resisten. Pseudomonas diminuta es capaz de degradar el TBT a una concentracion de 4-20 pg
Sn/L, sin embargo, en una concentracion mayor de 20 pg Sn/L inhibe el crecimiento (Kawai et al.,
1998). Por otra parte, las bacterias P. aeruginosa y Aeromonas veronii utilizan el TBT como fuente de
carbono y puede transformar el TBT a MTB en una concentracion de 2 y 3 mM respectivamente (Roy
y Bhosle, 2006; Cruz et al., 2007), hasta ahora la concentracion mas alta sefialada a nivel mundial. Del
mismo modo, Sampath et al., (2012) aislaron cepas bacterianas de las costas de India, encontraron
cinco cepas bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas (P. pseudoalcaligenes, P. stutzeri, P.
mendocina, P. putida, P. balearica) como potentes degradadoras del TBT, ya que son capaces de
utilizar el compuesto como fuente de carbono a una concentracién de 2 mM. Aeromonas molluscorum
es otra de las cepas con capacidad de degradar el compuesto a DTB y MTB, por lo cual Cruz et al.,
(2014) evaluaron las caracteristicas fenotipicas y genotipicas, al no encontrar malformaciones ni
alteraciones en la cepa bacteriana, es propuesta como segura para utilizarse en la biorremediacion de
ambientes contaminados por TBT. Por altimo, Enterobacter cloacae ha sido citada como cepa
bacteriana con capacidad de degradacion del TBT, mostrando ademas que la mayor eficiencia de
degradacion es en condiciones especificas: de manera aerobia, a un pH de 7.0 y una temperatura de
28°C (Sakultantimetha et al., 2010).

3. Justificacion

El Puerto de Manzanillo es uno de los mas importantes en México y reline todas las caracteristicas
para suponer que exista TBT en sus sedimentos. Sin embargo, no existen evaluaciones previas en las

que se reconozca la presencia de este contaminante en la Bahia de Manzanillo. Por esta razén, es una



zona con gran potencial para explorar y obtener bacterias con la capacidad de degradar este
contaminante. Los resultados obtenidos en este proyecto ayudaran a generar informacion base en la
biorremediacion ambiental, y con ello, mitigar los efectos dafiinos del TBT en las comunidades

marinas.

4. Objetivo General

Evaluar la riqueza y abundancia de bacterias resistentes y biodegradadoras de TBT en la bahia de

Manzanillo.

5. Objetivos Particulares

e Determinar la abundancia de bacterias cultivables resistentes al TBT en relacion a la
abundancia de bacterias cultivables heterotrofas totales.

e Evaluar la resistencia al TBT de las bacterias aisladas en diferentes gradientes de
concentracion.

e Evaluar la utilizacion del TBT como fuente de carbono como indicador de degradacién
mediante modelos logisticos de crecimiento.

e Identificar mediante pruebas moleculares las bacterias degradadoras del TBT.

6. Hipotesis

En el Puerto de Manzanillo y sitios cercanos a este se espera una mayor concentracion de TBT, por lo
cual, existe una mayor riqueza y abundancia de bacterias resistentes y degradadoras de TBT, en

particular aquellas del grupo Gram negativas, en comparacion con los sitios retirados al Puerto.



7. Materiales y Métodos

7.1. Area de estudio y recoleccion de muestras:
El area de estudio fue la Bahia de Manzanillo, Colima, México (19°03°08""N; 104°18°57""0). Los
muestreos se realizaron en tres localidades: i) Bahia Carrizales al noroeste de Manzanillo. ii) Punta
Santiago, se localiza en el centro de la bahia a seis kilometros de la entrada al Puerto. iii) La entrada
al Puerto de Manzanillo (Fig. 1). Los muestreos se realizaron en julio del 2016 (temporada calido-

lluviosa) y enero del 2017 (temporada templado-seco)

132°0.00'0 126°0.00'0 120°0.00'0 114°0.00'0 108°0.00'0 102°0.00'0

12°0.00N 18°0.00N 24°0.00N

6°0.00N

Figura. 1: Area de estudio y localidades de muestreo en la Bahia de Manzanillo, Colima, México.

Las muestras del sedimento marino se colectaron mediante buceo auténomo utilizando tubos de 50
mL previamente esterilizados y en cada sitio se tomaron tres réplicas de los primeros 5¢cm de la capa
de sedimentos. Todas las muestras se tomaron a una profundidad de entre 5 y 10 m, asi como una
distancia entre 5 y 8 m para cada réplica. Las muestras recolectadas se transportaron en una hielera y
se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento en el area de Microbiologia Marina del Laboratorio de



Ecologia Molecular, Microbiologia y Taxonomia (LEMITAX), del Centro Universitario de Ciencias

Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara.

7.2. Obtencion de bacterias.

De cada muestra se obtuvieron las células bacterianas, utilizando dos técnicas con el fin de obtener el
mayor nimero de células posibles.

Técnica uno: Obtencidn de bacterias mediante agitacion en vortex de los sedimentos con agua de mar
estéril. Cada muestra almacenada en tubos de 50 mL fue sometida a agitacion constante en lapsos de
un minuto con cuatro repeticiones por muestra. A continuacion, el liquido fue transferido a microtubos
estériles de 1.5 mL. Posteriormente las células fueron concentradas mediante centrifugacion a 12,000
rpm (revoluciones por minuto) durante dos minutos y el pellet fue resuspendido en un volumen de 1
mL en agua de mar estéril. Después se realizaron diluciones seriales de 103, 10, 10°° con agua de mar
estéril para cada una de las muestras; finalmente se tomaron 100 ul de cada dilucion y se sembraron
por separado en medio Zobell marino sélido con la técnica de extension en placa (Anexo I). Las cajas
de petri fueron incubadas de cinco a siete dias a 28 °C para favorecer el crecimiento bacteriano (Fig.2).
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Figura 2. Método vortex utilizado para el aislamiento y obtencion de abundancias bacterianas de los sedimentos
marinos.



Técnica dos: Estampado en placa, una parte del sedimento fue transferida a una caja Petri estéril, con
un algodén humedecido con agua de mar estéril se tomé sedimento de la placa y después se estampo
en otra caja de Petri con medio Zobell marino. El estampado se realizd varias veces en direccion de
las manecillas del reloj a manera de dilucion, por lo que el primer estampado sobre la caja Petri
contiene mas sedimento que el ultimo estampado de la caja (Mincer et al., 2002; Becerril, 2011), en
seguida las cajas fueron incubadas a 28 °C de cinco a siete dias (Fig.3). Esta técnica se utilizd
principalmente para obtener aquellas bacterias que no se desprendieron delas particulas de sedimento

mediante la agitacion vortex.

Algoddn
‘l humedecido y

toma de
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Muestra de /

sedimento

Estampadoen
la caja

Figura 3: Método estampado en placa utilizado para el aislamiento y obtencién de abundancias bacterianas de
los sedimentos marinos.

7.3. Abundancias de bacterias heterotrofas cultivables

Con la finalidad de estimar la presencia de TBT en el area de estudio (ya que no se contaba con las
concentraciones de TBT en las localidades de muestreo), se estimaron las abundancias totales de las
bacterias heterdtrofas en medio Zobell marino (sin TBT) para cada sitio (abundancia total) y otras con
adicion de TBT a una concentracion de 420 um (Anexo I) (abundancia de bacterias resistentes al TBT).
Por lo tanto, dependiendo de la abundancia de bacterias resistentes al TBT, por sitio, para fines del

presente estudio representa de forma indirecta el grado de contaminacion por TBT.
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Una vez sembrada la muestra en las cajas Petri, se incubaron a 28 °C por cinco dias para determinar la
abundancia de bacterias. Cabe mencionar que las cajas Petri con adicion al TBT se mantuvieron en la
oscuridad para evitar la fotodegradacion del compuesto. Estos resultados se obtuvieron siguiendo la
técnica de agitacion por vortex de los sedimentos marinos. Posteriormente se calculd la abundancia de
bacterias para cada sitio de muestreo en ambas temporadas y para ambos medios (con y sin adicién de
TBT), determinando el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro de muestra.
Es importante mencionar que para la temporada célida no se pudieron obtener las abundancias con
adicién al TBT, ya que no se contaba con el material necesario en ese momento, por lo que se realiz6
un tercer muestreo en junio del 2017 y se compard el resultado obtenido en las abundancias sin adicion
el TBT del muestreo de julio 2016. Para ello se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA)
permutacional de dos vias con factores cruzados y efectos fijos, donde el primer factor fueron los Sitios
con tres niveles (Carrizales, Punta Santiago y Puerto) y el segundo los diferentes muestreos (julio del
2016 y junio del 2017):

Y=+ Si+ Mj + Si*M; + ejj

donde S; son los Sitios y M;json los Muestreos.

Los resultados de este analisis no mostraron diferencias significativas entre éstas, por lo que, los datos

de abundancia total de junio del 2017 se utilizaron en vez de los datos de julio del 2016.
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7.4. Aislamiento y purificacion de bacterias

Una vez obtenidas las abundancias se llevd a cabo el aislamiento y purificacion de las cepas
bacterianas. Para el aislamiento fue necesario seleccionar todas las colonias bacterianas que
presentaron diferentes morfologias, para ello se consideraron varios aspectos como: forma de la

colonia, elevacion, margen, tamarfio, textura, apariencia, pigmentacion y propiedad oOptica (Fig. 4).
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Figura 4. Aspectos morfoldgicos de colonias bacterianas consideradas para el aislamiento y purificacion de las
cepas bacterianas, considerando lo descrito por (Gephardt et al., 1981).

Las colonias seleccionadas fueron aisladas mediante la técnica de picado por palillo, estos se colocaron
en tubos de ensayo con 2 mL de medio liquido Zobell marino (Anexo I). Los cultivos se incubaron
con agitacion constante a una velocidad de 200 rpm y una temperatura de 28 °C durante 24 hrs para
favorecer el crecimiento. Luego, las cepas fueron estriadas en cajas Petri con medio s6lido Zobell
marino e incubadas a 28 °C durante 48 hrs. Una vez realizada esta etapa de crecimiento se comprobd
el grado de purificacion de las cepas; en el caso de encontrar contaminacion en la caja, se realizaba

otro aislamiento de la cepa a partir de la muestra original hasta obtener la cepa pura (Fig. 5).
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Figura 5. Métodos para el aislamiento y purificacion de cepas bacterianas de sedimentos marinos de los sitios

de muestreo.

A cada cepa purificada se le asigné un cadigo de identificacion en donde se distingue el origen de cada

muestra. Ejemplo: el codigo PAMZ16.9, la letra “P” indica la abreviacion para la localidad de donde

se tomo la muestra, en este caso el Puerto, el nimero “1” representa el nimero de replica que se tomo

de esa localidad, las letras (MZ) son el area de estudio la cual es Manzanillo, el nimero “16” indica el

afio y la temporada en el que se tomd la muestra, para el ejemplo es julio del 2016 y por Gltimo el

ndmero “9” representa el niUmero de cepa aislada de esa muestra.

A todas las cepas aisladas y purificadas se les realiz6 la tinciéon de Gram y después fueron

criopreservadas con glicerol al 45 %. De cada cepa pura se realizé un duplicado y se almacenaron en

un ultracongelador a -80 °C. Esto para analisis posteriores y para la creacion del cepario.
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7.5. Prueba de resistencia al TBT

Las cepas bacterianas del cepario, tanto del primer muestreo (julio 2016) como del segundo (enero
2017), fueron utilizadas para las pruebas de resistencia al TBT. Para esto se prepararon cajas Petri con
medio sélido Zobell marino sin TBT (control positivo) y otras cajas con los tratamientos en diferentes
concentraciones de TBT (420 uM, 820 uM, 1.26 mM, 2.5 mM, 3.75 mM, 5 mM y 7.5 mM) (Anexo
). Las cajas se inocularon mediante estriado y se dejaron crecer por cinco dias a 28°C en la oscuridad.

Posteriormente se registro cuales bacterias mostraron crecimiento y por lo tanto resistencia al TBT
(Fig. 6).
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Figura 6. Método empleado para las pruebas de resistencia al TBT de las cepas bacterianas utilizando
diferentes concentraciones de TBT en medio zobell marino
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7.6. Determinacion del uso de TBT como fuente de carbono

Para este objetivo, se utilizaron las bacterias que demostraron mayor resistencia a las diferentes
concentraciones de TBT (de 420 uM a 7.5 mM), evaluadas en el apartado 7.5. Las cepas seleccionadas
se cultivaron en tres medios de cultivo liquido: I) Medio enriquecido de nutrientes (Zobell marino); I1)
Medio minimo en nutrientes (Zobell marino al 10% de nutrientes) y 111) Medio minimo en nutrientes
con TBT adicionado (concentracion mas alta que resistieron las cepas bacterianas) (Anexo ).
Posteriormente, las bacterias se inocularon en los tres diferentes medios y fueron incubados en

agitacion constante por 24 hrs en ausencia de luz a 28 °C y 120 rpm.

La capacidad de las bacterias para utilizar el TBT como fuente de carbono, se evalué mediante modelos
diferenciales de crecimiento logistico (Verhulst 1848), incorporando los parametros a y y de la

modificacion de Blumberg (Peleg et al., 2007):

dN Na (1 N,
ac ( K)

donde r explica la velocidad de crecimiento, N la abundancia, o la capacidad de crecimiento
exponencial (a < 1 sin capacidad de un crecimiento exponencial), K la capacidad de carga, vy la
sensibilidad a los recursos del medio (y > 1 sensibilidad al recurso). Este modelo se construyé con
lecturas de densidad dptica (600 nm) por triplicado obtenidas en un espectrofotdmetro en intervalos
de 1 hora, como indicador de la abundancia de bacterias (N). Los datos fueron ajustados por minimos
cuadrados.
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7.7. Pruebas moleculares

La identificacion molecular de las bacterias degradadoras de TBT se realizd mediante la extraccion
del ADN gendémico con el uso del kit de extraccion “kit Dneasy blood and tissue, QIAGEN®,
siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo Il). La calidad del ADN genomico se verifico
mediante geles de agarosa al 1 % tefiido con SYBR Safe DNA gel strain, (Invitrogen®) (Anexo 1), en
un fotodocumentador de geles INFINITY-ST5.

Se amplificd el gen ribosomal 16S mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en ingles), con el par de cebadores: 27F (5"-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") y 1492R
(5"-TAC CTT GTT ACG ACT T-3"). Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total
de 25 pl utilizando el kit Dream Taq Green Master Mix (2X) (#K1081) de ThermoScientific®, que
incluye la Taq polimerasa, los nucle6tidos y buffers para que se lleve a cabo la reaccion. Las
condiciones para las reacciones de PCR fueron las siguientes:

1) desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min; 2) 30 ciclos a 95°C durante 1 min, 56°C durante 1
min, y 72°C durante 1 min; 3) una extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe DNA gel strain, (Invitrogen®) en
agitacion constante durante 30 minutos y observado en luz ultravioleta en el fotodocumentador de

geles (Anexo II).

Para la purificacion de los fragmentos de PCR se realizo la extraccion de bandas del gel de agarosa
mediante el uso del kit “GenEluteTM Gel Extration” (NA1111 Sigma-Aldrich®) siguiendo las
indicaciones del fabricante (Anexo Il). Corroborando la calidad y pureza de las bandas en el
fotodocumentador. Posteriormente los fragmentos purificados se enviaron a secuenciar al Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (IBT).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas para determinar su calidad mediante el Software Chromas
(Technelysium, DNA Squencing Software), el alineamiento (Blast) se realizd en bases de datos de
secuencias nucledtidicas como el sitio web del GeneBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Si la secuencia tiene una similitud por arriba del 97 % de

identidad se considera que es la misma especie de bacteria que esta en la base de datos. Porcentajes

menores de 97 % y superior al 90 % se consideran del mismo género que las de la base de datos.
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7.8. Analisis estadisticos

Para evaluar la variacion de la abundancia de bacterias (representada como UFC) sin TBT y con TBT
entre los sitios a través de dos temporadas de muestreo, se realizé un andlisis de varianza (ANDEVA)
permutacional de tres vias con factores cruzados y efectos fijos (modelo tipo 1), donde el primer factor
fueron los Sitios con tres niveles (Carrizales, Punta Santiago y Puerto), el segundo fue la Temporada
de Muestreo con dos niveles (calido-lluvioso y templado-seco); mientras que el tercero factor fue el
tratamiento de TBT (cultivos con o sin TBT). El disefio experimental correspondi6 la siguiente

ecuacion:

Y=p+ Ti+ Sj+ TBTk+ Ti*Sj + Ti*TBTk + S*TBTk + Ti+Sj+TBTk+ €ij

donde Ti es Temporada de Muestreo, S; son los Sitios y TBTk son los Tratamientos de TBT. Las

pruebas a posteriori basadas en permutaciones se hicieron a través de pruebas Pseudo-t.

El andlisis estadistico de los tres medios de cultivo utilizados en la prueba de degradacion del TBT
(curvas de crecimiento) para cada cepa bacteriana se probd también con un ANDEVA permutacional
de una via, con un factor con tres niveles (medio enriquecido, medio minimo y medio TBT). Para el
andlisis solamente se utilizaron los datos de la hora 14 ya que todas las cepas se encontraban en fase
estacionaria y por lo tanto, es posible la comparacion de crecimiento entre los tres medios utilizados,
se utilizaron las probabilidad de Monte Carlo, ya que, mostré permutaciones menores a 100. Ademas,

también se realizaron pruebas a posteriori con base en permutaciones.

Y=+ M+eg

donde Mirepresenta los diferentes medios de cultivo

Todos los analisis fueron realizados mediante el programa Primer 6 + Permanova (Anderson et al.,
2008.
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8. Resultados

8.1. Abundancias de bacterias heterotrofas cultivables

El ANDEVA basado en permutaciones entre junio del 2016 y julio del 2017 mostr6 que no existieron
diferencias significativas en los factores individuales (Temporadas y Sitios) ni en la interaccion de
Temporada (entre muestreos) entre ellos (Cuadro 1). Por lo que se tomaron los datos de abundancia de
julio del 2017 como representativos de los muestreos de la temporada calido-lluvioso para los analisis

posteriores de este trabajo.

Cuadro 1: Anélisis de varianza basado en permutaciones para los datos de abundancias entre junio del 2016 y

julio del 2017.

Fuente de

variacion Gl SC SCM  Pseudo-F P(perm) Permutaciones
Temporada 1 1246.8 1246.8 1.1825 0.2805 9944
Sitios 2 1349.6 674.8 0.6400 0.7529 9913
TemXSit 2 3834 1917 1.8182 0.0931 9925
Res 12 12652 1054.3

Total 17 19083

El ANDEVA basado en permutaciones entre las abundancias por Sitio (Carrizales, Punta Santiago y
Puerto), Temporadas (Célido-lluviosa y Templado-Seca) y Tratamiento (con y sin TBT) mostrd
diferencias significativas entre los factores individuales (Tratamiento y Temporada) y en la interaccion

de estos, mientras que el factor de Sitio no mostré diferencias significativas (Cuadro 2, Fig.7).
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Figura 7. Abundancias bacterianas en Unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) para cada
temporada. Los datos de UFC fueron transformados a Logio para una mejor representacion.

Cuadro 2: Andlisis de varianza basado en permutaciones para los datos de abundancias.

Fuente de Gl sC SCM Pseudo-F  P(perm) Permutaciones
variacion
Sitio 2 11.511 5.7556 1.2366 0.3081 9956
Tratamiento 1 59.436 59.436 12.777 0.0011 9836
Temporada 1 3834 3834 823.72 0.0001 9774
SitxTra 2 7.8798 3.9399 0.8468 0.4513 9943
SitxTem 2 30.048 15.024 3.2278 0.0564 9957
TraxTem 1 58.065 58.065 12.475 0.0009 9835
SitxTraxTem 2 4.6446 2.3223 0.4989 0.6150 9942
Res 24 111.71 4.6544
Total 35 4117.2
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8.2. Aislamiento, purificacion, caracteristicas morfoldgicas y tinciones Gram de las colonias
bacterianas

8.2.1. Temporada Calido-lluviosa (julio 2016)

Se aislaron y purificaron un total de 54 cepas bacterianas diferentes (con relacion a sus caracteristicas
morfoldgicas) para la temporada calida. La prueba de tincion Gram, mostro que el 94% de las cepas
son Gram negativas y el 6% Gram positivas. De las cuales, el 56.5 % de las cepas fueron cocobacilos,
el 21.7 % bacilos, el 17.5 % cocos y el 4.3 % espiroquetas (Fig. 10). Del total de cepas aisladas, 16
pertenecieron a la localidad de Punta Santiago, 20 cepas a Carrizales y 18 cepas de la localidad del
Puerto. En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, el 88 % presentaron forma circular,
el 75 % tuvieron un margen entero, el 41 % presentaron una elevacion acuminada, el 51 % fueron de
tamafio moderado, el 88% mostraron una textura suave, el 100 % presentaron una apariencia brillosa,
el 92% no presentaron pigmentacion y por tltimo el 59 % tuvieron una propiedad Optica opaca (Cuadro
3, Fig. 8).

8.2.2. Temporada Templado-Seca (enero 2017)

En cuanto a la temporada fria se aislaron y purificaron un total de 64 cepas bacterianas. De acuerdo
con la tincion Gram el 69 % fueron Gram negativas y el 31 % Gram positivas. En cuanto a la forma
celular el 50% de las cepas fueron cocobacilos, 37.5 % bacilos y el 12.5 % cocos (Fig. 10). Del total
de las cepas aisladas, 14 cepas fueron aisladas de Punta Santiago, 23 cepas de Carrizales y 27 cepas
del Puerto. Con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, el 88% presentaron forma
circular, el 80 % tuvieron un margen entero, el 42 % presento una elevacién convexa, el 49 % fueron
de un tamafo pequefio, el 83% tuvieron textura suave, el 100 % presento una apariencia brillosa, el 59
% no mostro alguna pigmentacién y por ultimo el 68 % tuvieron una propiedad 6ptica opaca (Cuadro
3, Fig.9).
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Cuadro 3: Caracteristicas de los atributos morfoldgicos de las colonias bacterianas aisladas y purificadas de ambas temporadas de muestreo. Los

datos corresponden al porcentaje las caracteristicas morfologicas del total de las cepas bacterianas.

Forma
Circular
Irregular
Ovalada
Filamentosa
Margen
Entero
Filamentosa
Ondulado
Rizado
Elevacién
Acuminada
Convexa
Elevada
Papilada
Plana
Umbilicada
Tamanfo
Grande
Moderada
Pequefa
Punciforme

Calido-lluviosa Templado-seca

(Julio 2016)
Porcentaje (%)
84
10
0
6

75
6
10
10

41
14
27
2
16

(enero 2017)
Porcentaje (%)
88

Textura
Rugosa

Suave
Apariencia
Brillosa
Pigmentacion
Amarillo

Cafe

Gris

Rosa

Naranja

Sin Pigmentacion
Propiedad éptica
Opaca
Transllcida
Transparente
Tincién Gram
Gram negativa
Gram positiva
Forma celular
Bacilos

Cocos
Cocobacilos
Espiroquetas

Calido-lluviosa Templado-seca

(julio 2016)
Porcentaje (%)

12
88

100

NOOOoOOoO

21.7
17.5

56.5
4.3

(enero 2017)
Porcentaje (%)

17
83

100

68
31

69
31

37.5
12.5
50




Figura 8: Tinciones Gram de las cepas aisladas: A) espiroquetas Gram negativos, B) cocos Gram negativos, C)
bacilos Gram positivos, D) bacilos Gram negativos.
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Figura 9: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas y purificadas: A) forma circular, sin pigmentacion,
transllcida, B) margen entero, con pigmentacion, C) plana, rugosa, con margen rizado, D) margen filamentoso,
apariencia brillosa, E) elevacion convexa, tamafio pequefio, textura suave F) forma ovalada, rugosa con

elevacion palpilada.
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8.3. Resistencia al TBT

De las 54 cepas bacterianas que fueron aisladas en la temporada céalido-lluviosa, sélo 29 cepas
crecieron en presencia de TBT, donde las bacterias aisladas del Puerto presentaron la mayor cantidad
de cepas (12), Carrizales 11 cepas y solamente seis cepas de Punta Santiago (Cuadro 4).

En cambio, la temporada templado-seca solo 21 cepas de las 64 purificadas presentaron crecimiento
con TBT, de las cuales siete cepas fueron aisladas de cada uno de los Sitios (Cuadro 4). La
concentracion maxima de TBT en la que se observé crecimiento bacteriano fue de 3.75 mM, esto para
ambas temporadas de muestreo.

Finalmente, con base en las pruebas de resistencia a las diferentes concentraciones de TBT, se
seleccionaron dos cepas de la temporada calido-lluviosa (julio 2016): PIMZ16.9, P3MZ16.7, mientras
que para la temporada templado-seca (enero 2017) se seleccionaron cinco cepas; CalMZ17.2,
CalMZ17.6, P1IMZ17.12, P2MZ17.6 y P3MZ17.10. Estas cepas fueron seleccionadas debido a que
fueron las Unicas que mostraron crecimiento en todas las pruebas de resistencia a excepcion de las
concentraciones de 5y 7.5mM (Tabla 4). Por lo tanto, estas siete cepas se seleccionaron para realizar

pruebas de utilizacion de TBT como fuente de carbono (degradacion del TBT).
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Cuadro 4: Pruebas de resistencia al TBT de las cepas bacterianas a diferentes concentraciones de TBT. El signo "+" representa crecimiento bacteriano,
mientras que el signo "-"no presentan crecimiento bacteriano. Los codigos que tienen un cuadro rojo representan las cepas bacterianas que crecieron en la

mayoria de los tratamientos, por lo tanto, fueron seleccionadas para realizar las pruebas de degradacion del TBT.

Temporada célido-lluviosa (julio 2016)

Cadigo Localidad 420 uM 840 uM 1.26 mM 2.5 mM 3.75 mM 5 mM 7.5 mM
BS1MZ16.2 P. Santiago - - + - - - -
BS1MZ16.6 P. Santiago + - - - - - -
BS2MZ16.6 P. Santiago + - - - - - -
BS2MZ16.9 P. Santiago - - + - - - -
BS3MZ16.10 P. Santiago + - + - - - -
BS3MZ16.7 P. Santiago - - + = - - -
CalMZ16.6 Carrizales + - + - - - -
CalMZ16.7 Carrizales - - + - - - -
CazMZ16.1 Carrizales - - + - - - -
Ca2zMZ16.10 Carrizales + = + - - - -
Ca2MZ16.11 Carrizales + - - + + . ;
Ca2MZ16.8 Carrizales + + + - - - -
Ca3MZ16.10 Carrizales + + + - - - -
Ca3MZ16.13 Carrizales + - - - - - -
Ca3MZ16.17 Carrizales + - + + + - -
Ca3MZ16.2 Carrizales + - - - - - -
Ca3MZ16.18 Carrizales - - + - - - -
P1MZ16.11 Puerto + + + - - - -
P1MZ16.2 Puerto + + + - - - -
P1MZ16.3 Puerto + - - - - - -
P1MZ16.8 Puerto + - - - - - -
P1MZ16. Puerto + + + + + - -
P2MZ16.10 Puerto + - + - - - -
P2MZ16.12 Puerto + = - - - - -
P2MZ16.13 Puerto + - - - - - -
P2MZ16.2 Puerto + + = - - - -
P2MZ16.9 Puerto + + - - - - -
P3MZ16.2 Puerto + - + + - - -
IP3MZ16.7 Puerto + + + + + ] ]

25



Cuadro 4
Continuacion...
Temporada templado-seca (enero 2017)

BS1MZ17.1 P. Santiago
BS1MZ17.7 P. Santiago
BS1MZ17.8 P. Santiago
BS2MZ17.1 P. Santiago
BS2MZ17.10 P. Santiago
BS3MZz17.4 P. Santiago
BS3MZ17.6 P. Santiago
|CalMZ17.2 | Carrizales
CalMZ17.4 Carrizales
CalMZ17.5 Carrizales
CalMZ17.6 Carrizales
CalMZ17.8 Carrizales
Ca2MZ17.3 Carrizales
%;A__I Carrizales
Puerto
P1MZz17.7 Puerto
P2MZ17.6 Puerto
P3MZ17.10 Puerto
P3MZ17.5 Puerto
P3MZz17.7 Puerto
P3MZ17.8 Puerto

+ + +

+ + + + + +

+ + + + 4+ + +

+ + 1 4+

+ + +

+ + 4+ + 4+ +

+ + 4+ +++ 0+ o+ 4+

+ + + 0+ + + 0+ o+ 4+

+ +

+ + + 0+ + 4+ 0+ + 4+

+ +
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8.4. Uso del TBT como fuente de carbono

Para las siete cepas que fueron seleccionadas en las pruebas de resistencia, se les realizaron curvas de
crecimiento en medio enriquecido, medio minimo y medio con TBT. Los resultados del ANDEVA
basados en los datos de la hora 14, mostraron diferencias entre los tratamientos (Medio Enriquecido,
Medio Minimo y Medio TBT, Fig. 10). Estos resultados, s6lo permiten suponer las bacterias con
potencial degradador del compuesto, que son las que muestran un crecimiento igual o mayor en
comparacion al crecimiento con el medio enriquecido, indicando que estan utilizando el compuesto

cdémo una fuente de energia para el crecimiento.

Las cepas P1MZ16.9, P3MZ16.7 presentaron un crecimiento con medio TBT similar al medio
enriquecido (Fig. 10) y no hubo diferencias entre estos medios de cultivo, ademas, presentaron
diferencias en cuanto al medio minimo. Esto indica que la cepa es capaz de utilizar el TBT como una

fuente de carbono para su crecimiento (Cuadro 5).

La cepa CalMZ17.10 mostro un crecimiento con medio TBT similar al medio enriquecido (Fig. 10),

no obstante, tuvo diferencias entre estos medios (P = 0.046, Cuadro 5).

P1MZ17.12, P2MZ17.6, P3MZ17.10 y CalMZ17.2: son las cepas bacterianas que en medio con TBT
presentaron un crecimiento significativamente menor al medio enriquecido y al medio minimo. Esto

indica que son cepas sin la capacidad de utilizar el TBT como fuente de carbono (Cuadro 5).

Cuadro 5: Los datos muestran la probabilidad de Monte Carlo, en las pruebas a posteriori en el ANDEVA
basado en permutaciones aplicado a la hora 14 entre los diferentes tratamientos en las curvas de crecimiento.

Tratamientos P1MZ16.9 P3MZ16.7 CalMZ17.6 P2MZ17.6 P1MZ17.12 CalMZ17.2 P3MZ17.10

Medio Enrig. vs.

Medio TBT 0.257 0.114 0.046 0.044 0.0003 0.0070 0.0002
Medio Enrig. vs.
Medio Minimo 0.001 0.001 0.041 0.024 0.0001 0.0001 0.0005
Medio Minimo
vs. Medio TBT 0.004 0.007 0.298 0.370 0.0206 0.9680 0.0001

27



0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
01

Abs. 600 nm

0,7
0,6
0,5

0,4

Abs. 600 nm

0,3
0,2

0,1

0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
01

Abs. 600 nm

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Abs. 600 nm

P1MZ16.9

P =0.001
CalMz17.6
P =0.026
P1MZ17.12
4
P
P =<0.001
P3MZ17.10
P =<0.001

012 3 456 7 8 9510111213141516
Tiempo (h)

= Medio TBT

= Medio enriquecido

“==  Medio minimo

P3MZ16.7
~—
P =<0.001
P2MZ17.6
P =0.03
CalMz17.2
g
e ;
P = <0.001

01 2 3 45 6 7 8 9 101112131415 16
Tiempo (h)

Figura 10. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas en los tres tratamientos (medio enriquecido, medio
minimo y medio TBT). Los cuadros en rojo representan la hora 14.
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8.4.1. Modelo de crecimiento logistico

8.4.1.1. CepaP1lMZ16.9

El ajuste del modelo para los diferentes tratamientos; medio enriquecido (0.00387), medio minimo
(0.00201) y el medio TBT (0.02758). La velocidad de crecimiento de la cepa PAIMZ16.9 fue menor
en el medio enriquecido con TBT y similar en los otros dos medios Zobell (Fig.11). No obstante, esta
cepa presento una mayor capacidad de carga en el medio TBT. La cepa P1MZ16.9 no tuvo la capacidad
de crecer exponencialmente en ningin medio evaluado y mostro ser una cepa sensible a los recursos
presentados en los tres medios de cultivo. Es importante notar que el valor de y (sensibilidad al medio)
fue mayor en el medio enriquecido con TBT (3.63).

Medio enriquecido Medio minimo

0,1 0,05
0,09 o < . 0,045 o
0,08 . B § e o 0,04 . o o
E 007 il VIR SR 0,035 A I
8 0,06 s & > e 0,03 . . 8 * o . .
© 0,05 o » 0,025 B s o %«
: 7 o o o §=% &% *a ®
(7] 0,02 ° °
2 0,04 'Y , O e % °
< 0,03 o0 0,015 .
0,02 0,01 :
0,01$ 0,005
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h) Tiempo (h)
0,18 Medio TBT
o
o Medi Medi
edaio eaio =
= 0,14 & . . N - Medio TBT
c 0,12 . o . enriquecido minimo
S o1 R e o S B S k 009 0,05 0,17
L]
g 008 e " % . r 1,32 1,42 0,77
2 0,06 . o e o °
< 5.0 . a 0,95 0,99 0,69
0'02# e v 1,51 2,32 3,63
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

Figura 11: Curvas de crecimiento de la cepa PLMZ16.9 para los tres tratamientos, los puntos representan los
valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el modelo de Verhulst.
En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento, (a) capacidad de
crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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Abs. 600 nm

Abs. 600 nm

8.4.1.2. CepaP3MZ16.7

El ajuste del modelo se mostrd para cada una de los tratamientos; medio enriquecido (0.00521), medio
minimo (0.00230) y el medio TBT (0.03504). La cepa bacteriana P3MZ16.7 presento con la capacidad
de crecer con medio minimo con TBT a pesar de presentar la menor velocidad de crecimiento (r) con
respecto al medio enriquecido y medio minimo y ademas no presentd un crecimiento exponencial ()
(Fig. 12). Sin embargo, esta cepa present6 la mayor capacidad de carga en medio con TBT (0.17) y
ademas mostrd ser una cepa sensible a los recursos presentados en los tres medios de cultivo. Es

importante notar que el valor de y fue mayor en el medio enriquecido con TBT (3.98).

AR Medio enriquecido 0,045 Medio minimo
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L 0,005
5 3 0 .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14
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: . T e . . P Medio TBT
0,12 o ‘e ¥ 4 enriquecido minimo
L ]
0.1 s .3 S k 0,10 0,04 0,17
hoR 2 S 1, ¥, r 1,69 2,27 0,32
006 < 3 o s 3
0,04 3 . * a 1,00 0,88 0,50
o,oz? v 0,33 5,94 3,98
0
2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 12: Curvas de crecimiento para los tres tratamientos de la cepa bacteriana P3MZ16.7. Los puntos
representan los valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el
modelo de Verhulst. En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento,
(o) capacidad de crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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8.4.1.3.

Cepa CalMZ17.6

El ajuste del modelo se presentd en los tres tratamientos; el medio enriquecido (0.05833), medio
minimo (0.00374) y el medio TBT (0.02303). La cepa CalMZ17.6 mostr6 una velocidad de

crecimiento en medio con TBT menor que en los otros tratamientos (r =0.29), ademas no presentd un

crecimiento exponencial (o= 0.50) y es importante mencionar que tiene una capacidad de carga en

medio con TBT igual que el medio enriquecido (Fig. 13), asi mismo, no result6 ser sensible al medio

TBT (y=0.00).
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Tiempo (h)

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

0,01%

Medio minimo

° © L ]
° L] °
: L ] . : [} b4 ™
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: : - Medio TBT
enriquecido minimo
0,15 0,08 0,15
1,35 1,36 0,29
0,99 0,97 0,50
1,17 1,49 0,00

Figura 13: Curvas de crecimiento para los tres tratamientos de la cepa bacteriana CalMZ17.6. Los puntos
representan los valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el
modelo de Verhulst. En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento,
(o) capacidad de crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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Abs. 600 nm

8.4.1.4. CepaP2MZ17.6

El ajuste del modelo se presento en los diferentes tratamientos; medio enriquecido (0.03405), medio
minimo (0.00258) y el medio TBT (0.00146). En esta cepa la velocidad de crecimiento fue similar en
los tres medios evaluados, no cuentan con un crecimiento exponencial y es importante remarcar que,
con medio TBT, presentd los mayores valores en cuanto a la sensibilidad al recurso (y= 4.50), pero no

en cuanto a la capacidad de carga (Fig. 14).
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Figura 14: Curvas de crecimiento para los tres tratamientos de la cepa bacteriana P2MZ17.6. Los puntos
representan los valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el
modelo de Verhulst. En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento,
(o) capacidad de crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.

32



8.4.15. CepaP1lMZ17.12

El modelo se ajustd a los datos observados para los diferentes tratamientos; medio enriquecido

(0.07868), medio minimo (0,00169) y el medio TBT (0,00536).

La cepa P1MZ17.12 mostro

sensibilidad a los recursos en medio minimo y enriquecido a diferencia del medio con TBT que no

presenta sensibilidad al recurso (0.11). Ademas, no presentd crecimiento exponencial y valores

similares en la capacidad de carga con el medio minimo y medio TBT (Fig. 15), a diferencia del medio

enriquecido, que presenta la mayor capacidad de carga (k= 0.25).
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Figura 15: Curvas de crecimiento de PLMZ17.12 para los tres tratamientos. Los puntos representan los valores
observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el modelo de Verhulst. En la
tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento, (o) capacidad de

crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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8.4.1.6. CepaCalMZ17.2

El modelo se ajustdé a los datos observados para los diferentes tratamientos; medio enriquecido
(0.01027), medio minimo (0.00178) y el medio TBT (0.01474). La cepa CalMZ17.2 no presento
crecimiento exponencial en medio con TBT, muestra una capacidad de carga similar al medio minimo.
En medio con TBT CalMZ17.2 mostrd una alta sensibilidad (y = 7.5), la velocidad de crecimiento es

similar en los tres medios y no se observo crecimiento exponencial en medio con TBT (Fig. 16).
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Figura 16: Curvas de crecimiento para los tres tratamientos de la cepa bacteriana CalMZ17.2. Los puntos
representan los valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el
modelo de Verhulst. En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento,
(o) capacidad de crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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8.4.1.7.

Cepa P3MZ17.10

El ajuste se presentd para los tres tratamientos; medio enriquecido (0,0078863), medio minimo
(0,00155312) y el medio TBT (0,00781515). La cepa P3MZ17.10 present6 un crecimiento exponencial

unicamente con medio enriquecido y una mayor velocidad de crecimiento (Fig. 17). Es importante

notar que también mostrd una alta sensibilidad al medio TBT (y = 47.7) y presentd una capacidad de

carga igual que en el medio minimo.
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Figura 17: Curvas de crecimiento para los tres tratamientos de la cepa bacteriana P3MZ17.10. Los puntos
representan los valores observados y la linea amarilla el crecimiento poblacional bacteriano estimado por el
modelo de Verhulst. En la tabla se muestran los valores de: (k) capacidad de carga; (r) velocidad de crecimiento,
(o) capacidad de crecimiento exponencial y (y) sensibilidad a los recursos del medio.
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8.5. Identificacion molecular

Se realizo la extraccion del ADN gendmico de las siete cepas bacterianas que fueron sometidas a las
pruebas de utilizacion del TBT como fuente de carbono. Posteriormente, se llevd a cabo la
amplificacion del gen ribosomal 16S, obteniendo, una gran cantidad del producto deseado de un
tamario aproximado de 1500pb. Sin embargo, se amplificaron fragmentos mas pequefios de ADN no
deseados (Fig. 18).

E 1 2-3-4+5-6-7C

Fragmentos
amplificados 16S

Fragmentos
no deseados

1500 pb

Fragmentos
1000 pb g

no deseados

500 pb

Figura 18. Amplificacion del gen ribosomal 16S mediante la técnica de PCR. “E” corresponde a la Escalera de
500pb, los numero de 1 a 7 son los productos de PCR de las muestras de bacterias y “C” representa el control.

Debido a que se visualizaron fragmentos de ADN no deseados, se realizd una purificacion de los
fragmentos deseados mediante extraccion de la banda del gel, en el cual se obtuvo una purificacién
cercana al 100 % sin contaminacion de bandas (Fig. 19). Lo anterior fue necesario repetirlo para
algunas cepas bacterianas, debido a la contaminacién de bandas no deseadas en la purificacion de

bandas.
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E'1L 2 3.4 5767

1500 pb
1000 pb

Fragmentos
i 16S puros

500 pb

Figura 19. Purificacién de productos de PCR del gen ribosomal 16S mediante el corte de la banda del gel y
purificacion. “E” corresponde a la Escalera de 500 pb, los niameros del 1 al 7 son los productos de PCR de las

muestras de las bacterias y “C” representa el control negativo.

8.5.1. Secuenciacion de fragmentos de PCR

La mayoria de las secuencias recibidas de los productos de PCR fueron de buena calidad, sin embargo,
aquellas que no tenian buena calidad fueron limpiadas y editadas con el software Chromas. A
continuacion, se realizo el alineamiento en la base de datos de secuencias nucleotidicas del GeneBank

(NCBI) para determinar la identidad de las especies bacterianas (Cuadro 6).

Cuadro 6: Identificacion de las especies bacterianas utilizadas en las pruebas de utilizacion del TBT como
fuente de carbono mediante alineamiento de secuencias del gen ribosomal 16S, (*) representa las bacterias
gue no se pudieron identificar.

Cepas Identidad Identidad
bacterianas Especie GenBank Rdp
P1MZ16.9 Campylobacter sp. 625
P3MZ16.7 Pseudoalteromona peptidolytica 98%

CalMZ17.6 * *

P2MZ17.6 Vibrio sp. 96%

P1MZ17.12 Pseudoalteromona tetraodonis 99%

CalMZ17.2 Pseudoalteromona arabiensis 98%

P3MZ17.10 * *
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9. Discusion

9.1. Abundancia de bacterias heterotrofas cultivables

Nuestros resultados mostraron una mayor abundancia bacteriana con medio Zobell y medio con TBT
en la temporada templado-seca respecto a la temporada célido-lluviosa. Lo anterior es posible
relacionarlo a la mayor disponibilidad de nutrientes acarreados por las corrientes frias y eventos de
surgencias en la region, los cuales ocurren durante los meses de diciembre a marzo en Cabo Corrientes,
Jalisco (Ambriz-Arreola et al., 2012). Por otro lado, es posible que esta diferencia también se deba al
incremento en el aporte de sedimentos terrestres al océano (incorporacion de biomasa de células
bacterianas), debido a la temporada de lluvias (junio a septiembre). De esta manera, es posible que la
diferencia observada en la abundancia bacteriana en ambas temporadas de muestreo se deba a un efecto
complementario entre la temporada de lluvias y eventos de surgencia en la region. Como no se tienen
registros de abundancias bacterianas en los sedimentos de Bahia Manzanillo, no tenemos puntos de
comparacion para determinar si estos cambios en la abundancia es un evento ciclico o es ocasionado

por otros factores ambientales.

9.2. Resistencias al TBT

En este trabajo encontramos que el 98 % de las bacterias que resistieron alguna concentracién de TBT
pertenecen al grupo de las Gram negativas. Este resultado coincide con lo rerpotado por Wuertz et al.,
(1991), Cruz et al., (2007) y Mohamat-Yusuff et al., (2014), quienes reportaron que las bacterias Gram
negativas resisten mejor al TBT que las bacterias Gram positivas. Esta capacidad de resistencia se debe
probablemente a las diferencias estructurales de la pared celular que existe entre ambos grupos (Cruz
et al., 2007; Hernould et al., 2008; Cruz et al., 2014), principalmente por la capacidad que tiene las
bacterias Gram negativas de inmovilizar los iones metalicos (Wuertz et al., 1991) y por su metabolismo
estrictamente oxidativo, usando Oz 0 NOs- como aceptores de electrones (Stolp, 1988; Jude et al.,
1996).

En cuanto a la forma celular, son pocos los trabajos que abordan este aspecto, Mohamat-Yusuff et al.,

(2014) reportd que la mayoria de las células bacterianas que resistieron el TBT fueron bacilos 56 %,
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mientras un 25 % fueron cocos. A diferencia de lo mencionado anteriormente, en este trabajo se
encontrd que el mayor porcentaje de cepas bacterianas resistentes al TBT en concentraciones maximas

de 3.75 mM pertenecen al grupo de los cocobacilos 78 %, el 12 % fueron cocos y el 10 % bacilos.

En relacion a la resistencia de las bacterias al TBT, encontramos que la mayor concentracion tolerante
de TBT de las cepas bacterianas fue de 3.75 mM, muy similar a lo reportado por Cruz et al., (2007),
en donde encontraron 16 cepas resistentes a una concentracion de 3 mM de TBT, la mayoria aisladas
del sedimento y en menor proporcion de agua. Sin embargo, Mohamat-Yusuff et al., (2014) reportd
una resistencia bacteriana maxima de 33.6 UM de TBT en cepas aisladas de sedimento en pastos
marinos. Estas diferencias bien se pueden atribuir a la metodologia empleada para las pruebas de
resistencia y/o a los lugares en los que fueron aisladas las cepas bacterianas, lugares contaminados o
no contaminados con TBT, asi como a los aspectos fisicoquimicos del ambiente. Wuertz et al., (1991)
sefiala que las bacterias de agua dulce pueden ser menos sensibles al TBT que las bacterias estuarinas,

aunque las diferencias pueden ser por otros factores, incluida la presencia de otros contaminantes.

En las pruebas de resistencia al TBT (independientemente de la concentracion), observamos bacterias
resistentes en los tres sitios de muestreo, esto resulta interesante ya que a priori se consider6 de forma
indirecta a Carrizales como el sitio con menor contaminacion de TBT, debido a la lejania con el Puerto
y al poco flujo de embarcaciones en esa zona. Al igual que en otros estudios, se han encontrado
bacterias resistentes en sitios contaminados de TBT, pero en menor proporcion y con una resistencia
mas baja, en sitios no contaminados (Olson y Brinckman, 1982; Jonas et al., 1984; Wuertz et al., 1991;
Mohamat-Yusuff et al., 2014). En este trabajo, las bacterias que se seleccionaron por su capacidad de
resistencia a las cinco concentraciones son en su mayoria aisladas del Puerto (sitio considerado de
manera indirecta con mayor contaminacion por su alto flujo de embarcaciones), en relacion a lo
anterior, Wuertz et al., (1991) sugiere que los sitios contaminados con TBT pueden actuar como un

medio selectivo para bacterias resistentes a este agente.

9.3. Utilizacion del TBT como fuente de carbono

Las pruebas de la utilizacién del TBT como fuente de carbono, toma en cuenta el medio | (medio
enriquecido) como un control positivo y el medio Il (medio minimo) como un control negativo,
mientras en el medio I11 (medio minimo méas TBT adicionado) es el tratamiento para determinar cuales
bacterias son capaces de utilizar este compuesto (TBT) como fuente de carbono. Cabe mencionar que

teniendo Unicamente los resultados de las diferencias (ANDEVA permutacional) entre los tres
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tratamientos a los que se sembraron las cepas bacterianas, es dificil llegar a la conclusion de determinar
cudles cepas bacterianas tienen potencial para utilizar el compuesto y degradarlo. Por lo que el modelo
matematico empleado fue fundamental para llegar a conocer las cepas bacterianas optimas en el

crecimiento con el contaminante.

El modelo de crecimiento logistico indicd que las cepas PAMZ16.9 y P3MZ16.7 utilizan el TBT,
brindandoles un aporte superior de energia que en relacion al medio rico en nutrientes (medio
enriquecido). Por lo tanto, estas cepas lo pueden aprovechar a tal grado que, si el TBT es retirado, la
cepa se vera afectada. Ademas, estas cepas pueden llegar a tener una capacidad de carga mayor que en
el medio enriquecido, es decir, este medio permite tener una mayor cantidad de células bacterianas a
diferencia de los otros dos medios. Por lo que estas cepas presentan potencial para la utilizacién del

TBT como fuente de carbono.

En cuanto a la cepa P2MZ17.6 fue otra que se observé que tiene la capacidad de utilizar el TBT como
fuente de carbono. No obstante, no presenta la misma eficiencia de crecimiento como las cepas
mencionadas anteriormente ya que presentd una capacidad de carga menor al medio enriquecido pero
mayor al medio minimo. Es decir, esta cepa tiene la capacidad de utilizar el TBT pero de manera no
muy eficiente. La cepa CalMZ17.6 a pesar de que puede llegar a utilizar el medio con TBT y tener
una capacidad de carga similar al medio enriquecido, no presento sensibilidad al recurso (TBT).

Las cepas CalMZ17.2, PAMZ17.12 Y P3MZ17.10 no son capaces de utilizar el compuesto TBT como
fuente de carbono, porque se observaron que tienen capacidades de carga (medio con TBT) similares
al medio minimo. Ademas, las cepas P3MZ17.10 y CalMZ17.2 son altamente sensibles al recurso,

por lo que no presentan un beneficio en presencia del TBT.

En general, se observd que todas las cepas bacterianas en medio con TBT tienden a tener una
aceleracion en su crecimiento inicial, llegando a un punto donde se estabilizan (fase estacionaria) mas
rapido a diferencia de los otros tratamientos (medio enriquecido y medio minimo). Fakawaga et al.,
(1992) sugieren que este comportamiento se debe a un sistema de flujo o bombas de expulsion activas,
que son mecanismos para la eliminacion de contaminantes o antibioticos. Jude et al., (2004) sugieren
que este sistema de expulsion del TBT es utilizado por algunas bacterias resistentes al TBT, en donde
confirman que el operdn tipo RND tbtABM (TBT por tributilestafio), es utilizado por Pseudomona

stutzeri.
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Una caracteristica que presentaron las cuatro cepas bacterianas con capacidad de crecimiento en medio
con TBT, es que llegaron a un punto donde empiezan a decrecer (P1MZ16.9, es la Unica cepa que se
mantiene por méas tiempo). En relacion a esto, Mimura et al., (2008) sefiala que el ndmero total de
moléculas de estafio absorbido por una sola célula incrementa de manera lineal con el incremento de
la concentracion de TBT-CI hasta llegar a 3 mM, siendo 1x107 la capacidad maxima de absorcion de
una sola célula. Cuando la célula llega a su capacidad maxima de absorcion y la concentracion del
contaminante sigue en aumento (> 3 mM) la célula tratar4 de alcanzar una nueva condicion de
equilibrio a través del proceso de lavado, que contribuye a la reduccion de electrolitos en la suspension
celular. Si se incrementa la concentracion hasta 10 mM, la superficie celular se vuelve rugosa y aspera
en consecuencia a la exposicion de una concentracion letal de TBT, interrumpiendo asi la regulacién
osmotica de la célula. Llegando a la conclusion de que la superficie de la célula juega un papel
primordial en la resistencia al compuesto, mediante proteinas de union a la membrana que permiten el
bombeado del TBT al citoplasma (Jude et al., 2004). Lo antes mencionado podria ser una explicacion
del comportamiento de las cuatro cepas bacterianas en donde observamos que tienen la capacidad de
crecer en medio con TBT, de esta manera, es probable que la disminucidn en su crecimiento es debido
a que las células podrian haber llegado a su capacidad maxima de absorcion de TBT y de igual manera

podria suceder lo mismo en aquellas que son resistentes, pero no pueden degradar el compuesto.

La capacidad de degradacion del TBT a metabolitos menos toxicos estéa principalmente relacionada a
la presencia de plasmidos. De hecho, se ha reportado una gran incidencia de bacterias resistentes y
degradadoras que contienen plasmidos. Por ejemplo, Aeromonas veronii es una cepa bacteriana que
cuenta con un plasmido que le brinda la capacidad de reducir el compuesto de TBT a metabolitos
menos toxicos, encontrando DTB y MTB en el sobrenadante del medio de cultivo (Cruz et al., 2007).
Pseudomonas aeruffinosa alberga el plasmido pCROL, el cual se le fue retirado y se observo que perdio
la capacidad de resistencia al TBT (Cooney et al., 1995). Pseudomonas fluorescens BP4 tiene cuatro
plasmidos, y en experimentos de conjugacion se encontro que esta cepa transfirio sus plasmidos a otra

cepa de P. fluorescens y por lo tanto su capacidad de resistencia a TBT (Miller et al., 1995).

A pesar de lo anterior, existen bacterias resistentes que no contienen plasmidos (Wuetrz et al., 1991;
Jude et al., 1996; Cruz et al., 2007). Dubey y Roy, (2003) mencionaron que la capacidad de las cepas
bacterianas resistentes y degradadoras al TBT no esta correlacionada con la presencia de plasmidos,
mas bien depende de genes que se encuentran en el genoma cromosémico. En su trabajo revelan que
Alteromonas sp. M1, una cepa resistente al TBT, poseé un genoma de 2,240 kb y no cuenta con un

plasmido, por lo que los genes que le confieren dicha capacidad se encuentran en el genoma
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cromosomico. Fukagawa et al., (1992) reportan la resistencia al TBT de la especie de Vibrio sp., el
cual tampoco cuenta con un plasmido, de esta forma su capacidad de resistir el compuesto se encuentra
en el genoma cromosdmico. Ademas, reportan un incremento en la expresion genética de dos

polipéptidos (30 kDa y 12 kDa) cuando la bacteria esta en medio con TBT.

Por otro lado, Mimura et al., (2008) observaron que cultivos en medio liquido con TBT-CI de la
bacteria Pseudoalteromonas sp., la mayoria de las moléculas del TBT fueron absorbidas por las células
bacterianas ya que, no se encontré metabolitos menos tdxicos del TBT (DBT y MTB) en el
sobrenadante del medio de cultivo. Ademas, mencionan que la capacidad de resistencia hacia el TBT
no esta relacionada a la degradacion del compuesto a metabolitos menos toxicos. En nuestro caso la
cepa bacteriana P3MZ16.7 identificada como Pseudoalteromonas peptidolytica, (que fue una de las
que mostraron mejor crecimiento en las pruebas de degradacion del TBT), serd necesario realizar
investigaciones a futuro para determinar su capacidad en debutilizar en sus componentes DBT y MTB

el compuesto de TBT.

Finalmente, la cepa P1MZ16.9 identificada como Campylobacter sp. otra cepa bacteriana capaz de
utilizar el TBT como fuente de carbono, no habia sido reportada anteriormente como resistente o
degradadora al TBT. Especies de este género se han identificado como patogenas relacionadas a aguas
residuales (Alonso et al., 1993; Foster et al., 2004). En relacién a esto, existen reportes de bacterias
patdgenas relacionadas a las aguas residuales, en donde se ha documentado que tienen capacidad de
resistencia y degradacion al TBT. De hecho, la bacteria patdgena Alcaligenes faecalis se sabe que tiene
la capacidad de degradar el TBT-O mediante el proceso de desalquilacién (Dubey y Roy, 2003). Por
lo tanto, no es de extrafiar que en este trabajo haya encontrado una bacteria patdgena que tiene la
capacidad de resistir y degradar el TBT.
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10. Conclusiones

e Las mayores abundancias totales (medio sin TBT) y resistentes al TBT (medio con TBT)
se presentaron en la temporada fria (enero 2017)

e 50 cepas bacterianas asiladas de ambas temporadas mostraron una resistencia al TBT, en
su mayoria aisladas del Puerto y Gram-negativas.

e Se encontré que la concentracion maxima tolerante para algunas de las cepas con
resistencia al TBT fue de 3.75 mM.

e Campylobacter sp. Pseudoalteromonas peptidolytica y Vibrio sp. y la cepa CalMZ17. 6
(no identificada) son las cepas bacterianas que demostraron capacidad para utilizar el TBT
como fuente de carbono.

e Con base en los resultados del modelo matematico las especies Campylobacter sp. y
Pseudoalteromonas peptidolytica son potenciales candidatas para su uso en la

biorremediacion ambiental de TBT.

Cabe mencionar que este trabajo representa uno de los primeros acercamientos respecto al
conocimiento de bacterias resistentes y degradadoras del TBT en México, ya que no se habia realizado
ninguno con anterioridad, sin embargo, es necesario seguir con los estudios para las bacterias que
demostraron capacidad para utilizar el TBT como fuente de carbono, y asi confirmar su potencial para

su uso en biorremediacion ambiental para las zonas contaminadas
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Anexo I: Protocolos
Preparacion de medios de cultivo

Medio sdlido Zobell
Formulacion para 1 litro:

Bactopeptona 59
Extracto de levadura 19
Cloruro Férricoal 1% 1 mL
Bacto agar 139
Agua de mar 1L

1. Calentar hasta que el agar se disuelva completamente.
2. Esterilizar durante 15 minutos a 121°C en autoclave.

3. Cuando este tibio servir en cajas Petri.

Medio sélido Zobell con TBT
Formulacion para 1 litro:

Bactopeptona 59
Agar bacteriolégico 13 g
Extracto de levadura 1g
Cloruro Férrico al

1%

Agua de mar estéril 1L

1mL

TBT Afadido: mt/
L
420 uM 0.116
840 uM 0.233
1.26 mM 0.333
2.5mM 0.694
3.75 mM 1.04
5mM 1.30
7.5 mM 2.08
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1. Calentar hasta que el agar se disuelva completamente

2. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, no dejar que solidifique (mantener en
agitacion a 60° C).

3. En un frasco previamente esterilizado afiadir la cantidad de TBT deseada.

Aforar con el medio a un litro.

4. Dejar enfriar y servir en cajas Petri estando tibio el medio.

5. Envolver cajas Petri en papel aluminio para evitar la exposicion a la luz.

Medio liquido Zobell (medio enriquecido)

Formulacion para 500 ml:

Bactopeptona 259
Extracto de levadura 059
Cloruro Férricoal 1% 0.5 mL
Agua de mar 500 mL

1. Agitar el medio hasta disolver.
2. Esterilizar el medio durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

3. Esperar a gque se enfrié para utilizarlo.

Medio liquido minimo

Formulacion para 500 ml:

Bactopeptona 05¢9
Extracto de levadura 01g
Cloruro Férricoal 1%  0.05 mL

Agua de mar 500 mL

1. Agitar el medio hasta disolver.
2. Esterilizar el medio durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

3. Esperar a que se enfrié para utilizarlo.

51



Anexo 2: Protocolos Biologia molecular

Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de DNA mediante el “kit Dneasy blood and tissue” QIAGEN

1. Afadir 200 pul de PBS al concentrado bacteriano (pellet) y homogenizar la muestra
2. Agregar 20 ul de proteinasa K y dar vortex

3.
4

Agregar 200 pl de buffer, vortex e incubar por 20 min a 56 °C.

Preparar la columna de union en un tubo de 2 ml y anadir 500 pl de la solucion de preparacion
de columna. Centrifugar a una velocidad méaxima de 12000 x g durante 1 minuto. Desechar el
liquido.

Afadir la mezcla bacteriana a la columna de union y centrifugar a 10000 x g durante 1.
Desechar el liquido.

Agregar 500 pl de buffer, centrifugar a 10000 x g durante 1. Desechar el liquido.

Agregar 500 pl de buffer 2, centrifugar a 10000 x g durante 1. Desechar el liquido. Volver a
centrifugar por 3 min a 14000 x g.

Transferir la columna a un tubo nuevo de 2 ml y afiadir 200 pl de Solucién de Elucion dejando
reposar durante 3 min. Posteriormente centrifugar a 8000 x g durante 1 min.

Almacenar el DNA gendmico a -20°C.

Preparacion de la muestra para PCR

o > w0 N

Agregar 20ul de agua desionizada en microtubos de PCR.

Tomar una muestra de la colonia bacteriana y afiadir al microtubo, y revolver.
Meter los tubos a 95°C durante 10 minutos.

Centrifugar durante 1 a 1:30 minutos.

Tomar 1 de la muestra para realizar el PCR.
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Condiciones de PCR del gen ribosomal 16S

Para una reaccion de 25ul:

Dream Taqg Green PCR Master Mix (2X) 12.5ul

Forward primer 1 ul
Reverse primer 1wl
Muestra bacteriana 2 ul
Agua desionizada 8.5l

Preparacion de geles de agarosa al 1%

1.

Disolver 0.3g de agarosa en 30 ml de buffer TAE 1X.

2. Calentar hasta disolver.
3.
4

Esperar a que se enfrié un poco y vaciar en la cdmara de electroforesis.

Esperar de 20 a 30 minutos para que solidifique bien.

Electroforesis de geles de agarosa al 1%

1.

Colocar el gel dentro de la camara de electroforesis con buffer TAE 1X.

2. Con una micropipeta de 10pul cargar de 7 a 10ul de productos de PCR.
3.
5. Al terminar, retirar el gel de la camara y tefir el gel con Safe DNA gel strain, (Invitrogen)

Correr el gel a un voltaje de 100 volts durante 45 minutos.

durante 30 minutos.

Observar en el fotodocumentador de geles con luz UV.

Purificacion de fragmentos de PCR

La purificacion de los fragmentos de PCR se realizo mediante el uso del kit “GenElute TM Gel
Extration kit” (NA1111) de Sigma-Aldrich.

A W npoe

Cortar la banda del gel deseada y colocarlo en un tubo de 1.5 ml.
Por cada 100mg de gel de agarosa, afiadir 300ul de Solucion de Solubilizacion.
Calentar el tubo de 50°C — 60°C por 10 min para disolver el gel.

Preparar la columna de unién en un tubo de 2 ml y afiadir 500 pl de la solucion
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de preparacion de columna. Centrifugar a una velocidad maxima de

12000 x g durante 1 minuto. Desechar el liquido.

Una vez disuelto el gel, afiadir 1 volumen del gel de isopropanol al 100% y
homogenizar.

Afadir la mezcla del gel a la columna de union en porciones de 700 pl,
centrifugar a una velocidad méxima de 12000 x g por 1 min y desechar el
liquido.

Afiadir 700 pl de Solucién de lavado a la columna y centrifugar a una velocidad
méaxima de 12000 x g por 1 min. Desechar el liquido y volver a centrifugar
para eliminar el exceso del etanol de la Solucion de lavado.

Transferir la columna a un tubo nuevo de 2 ml y afnadir 50 ul de Solucion de

10. Elucidn dejando reposar durante un minuto.

10. Centrifugar a una velocidad maxima de 12000 x g por 1 min.
11. Almacenar el DNA purificado a -20°C.
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