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RESUMEN

La utilizacién de los hidrocarburos como fuente de carbono, tanto para las bacterias, como para
sus pastoreadores fue evaluada. Se estimaron las tasas de pastoreo de la meiofauna colectada en la
Sonda de Campeche, usando dodecano-"*C y naftaleno-"*C como marcadores radiactivos. Los
organismos de la meiofauna se alimentaron activamente en presencia del dodecano-"*C. De
acuerdo a los experimentos realizados y considerando una alimentacién selectiva sobre bacterias
degradadoras de petréleo, la tasa de pastoreo en la zona de plataformas petroleras fue de 34.34
cél/h v en lalocalidad alejada de esta zona fue de 2.06x10™ cél/h; que expresado en términos
de carbén equivale a 6.86x10™ ngC/h y 4.12x10” ngC/h respectivamente.

En estudios de laboratorio se estimaron tasas de degradacién de dodecano de 93 %/30d en
promedio, v 43 %/30d para el naftaleno. Estas tasas fueton estimadas para un cultivo mixto de
Pseudomonas sp y Aevomonas calvo ambas procedentes de la Sonda de Campeche. En cuanto al
crudo, degradaron $3% /30d de los alifiticos mientras que los aromdticos fueron degradados en
un 25 %/30 d.

Estos resultados sugieren una utilizacién activa de los hidrocarburos alifiticos como una fuente
alternativa de carbono, asi como una adaptacién en los organismos de la meiofauna a los aportes

de hidrocarburos alifiticos en la regién de plataformas petroleras.




INTRODUCCION

Durante los dltimos veinte afios la intensa actividad petrolera en el Golfo de México y
particularmente en la Sonda de Campeche, ha aumentado el interés por conocer los efectos
negativos que esta actividad genera en el ecosistema marino, debido a que esta zona rica en
energéticos; también lo es en diversidad biolégica y de habitats.

Como parte de estos trabajos resaltan los de Lizdrraga-Partida, ef 2/ (1982; 1986, 1991) quienes
sefialan que los hidrocarburos incrementan las abundancias de las bacterias hidrocarbonocldstas
en los sedimentos, especialmente en la zona de plataformas petroleras, aunque en realidad estos
autores no realizaron andlisis para determinar las concentraciones de hidrocarburos presentes en
los sedimentos. Herrera-Rodriguez (1992) v De Jestus-Navarrete (1989) realizaron andlisis de las
concentraciones de hidrocarburos totales y las relacionaron con la abundancia de nematodos.
Estos autores sefialan que la abundancia de algunas especies de nematodos estd favorecida por
las altas concentraciones de estos hidrocarburos.

Raz-Guzmdn-Macbeth, (1995} por otro lado, propone que la materia orgdnica que la Laguna de
Términos exporta, no es precisamente la que sostiene la biomasa béntica de la Sonda de
Campeche, debido a que es acarreada por la corriente de lazo hacia el norte del Golfo de México,
en controversia con lo que durante afios se ha dicho y publicado con relacién a que la Laguna de
Términos contribuye de manera directa a mantener la produccién pesquera de la Sonda de
Campeche (Yafiez-Arancibia y Day, (1982); Yaflez-Arancibia y Aguirre—Ledn (1982); sin dejar
de un lado la impottancia de la produccion fitoplinctica (Botello, ez @/, 1992), ante esto, surge la
interrogante, la cual no ha sido respondida hasta la fecha, en cuanto a si los hidrocarburos del
petréleo pueden estar siendo utilizados como fuente de carbono por las comunidades bénticas,
directamente por las bacterias, e indirectamente por organismos que se alimentan de ellas.

Estan sentadas las bases para responder esta pregunta ya que la presencia de pldsmidos en
algunas especies bacterianas del Golfo de México sefiala su potencial como degradadoras de
petroleo (Yafiez-Soria, 1995) sin embargo, es deseable conocer cuanto de esta fuente de carbono
consumen, asimismo es necesario evaluar c6mo esta biomasa es pastoreada por organismos que la
utilizan como recurso tréfico, tal es el caso de la meiofauna, cuya distribucion y abundancia se
han relacionado con la biomasa bacteriana en el drea de estudio (Falcén-Alvarez, 1998), y cuya
impottancia como remineralizadora y proveedora de bjomasa a las cadenas macroscépicas en el

ambiente marino ha sido ampliamente discutida (Brown- Maclachlan, 1990).




Por lo anterior se utilizé la técnica de radicisétopos para evaluar el pastoreo de bacterias
marcadas con hidrocarburos-*C in sitw ya que esta técnica ofrece resulrados confiables bajo las
condiciones requeridas para la experimentacién y manejo de los organismos (Montagna, 1993)
adicionalmente los bioensayos en laboratorio y la cromatografia de gases proporcionaron
informaci6n para la estimacién de las tasas de degradacién bacteriana de hidrocarburos.

Los resultados obtenidos se ven limitados por una serie de factores entre los que las respuestas
bioldgicas pot hacinamiento y cambio de ambiente fisico jugaron un papel importante, ademds
de las limicaciones que los propios métodos imponen, por lo que se requiere incrementar el
mimero de localidades, por ésto, los resultados que se exponen son de cardcter preliminar sin que
ello disminuya su relevancia. Asi, representan los nicos datos disponibles sobre los procesos de
alimentacion de la meiofauna en la Sonda de Campeche que ademis se relacionan con la
utilizacién de los hidrocarburos.

De acuerdo a los resultados obtenidos se estima que la meiofauna de Ja Sonda de Campeche
estudiada, retird pequefias cantidades de carbdén por hora del sistema, mediante el pastoreo de
bacterias que se presume consumieron hidrocarburos, de acuerdo a los experimentos 7z situ. En
laboratorio, por otra parte, se estimé que del cincuenta al cien por ciento de los alifiticos fueron
degradados por un cultivo mixto de Psendomonas sp y Aevomonas calco previamente aisladas de la
Sonda de Campeche (Yafiez-Sotia, 1995) a los 30 dias de incubacién, asi como cerca de dos
terceras pattes de los aromdticos presentes. Los resultados de laboratorio apoyan los resultados
obtenidos en los experimentos ## sétw, ya que tanto en laboratorio como en campo se observé una
preferencia por los alcanos. Por esto, la utilizacién de los hidrocarburos como fuente alternativa
de carbono quedé una vez mas demostrada, pero esta vez con datos cuantitativos y se sugiere que
fos recursos energéticos deben de ser considerados para hacer el balance de materia y energia de

la porcién suroccidental del Golfo de México.




CAPITULO 1

MARCO TEORICO

En este capitulo se pretende enmarcar una serie de conocimientos que han servido de
fundamento para la realizacidn de este trabajo. Por ello, los diferentes temas que se abordan no
son tocados a profundidad, sin embargo, para cada uno de ellos se consideran los puntos de

mayor relevancia.

El petréleo

El petréleo es una mezcla liquida de compuestos orgdnicos, en la cual predominan los
hidrocarburos (Figura 1). Esta mezcla es producida por la acciéon de altas presiones y
temperaturas sobte el material biolégico, principalmente marino, en escalas de tiempo geol6gico
( Morgan y Watkinson, 1994). La composicién del petréleo crudo puede variar ampliamente
dependiendo de la fuente del material bioldgico, de las variaciones en la presién y la temperatura
sobtre este material, asimismo de la estructura y composicién quimica de las rocas, y de su
migracién durante la formacion de los yacimientos (GESAMP, 1993).

Los hidrocarburos son los principales constituyentes del petréleo, pero también hay compuestos
derivados que presentan azufre, oxigeno y nitrégeno, también conocidos como compuestos NSO,
asimismo otros compuestos con complejos enlaces organicos con niquel, vanadio y cobalto, se
encuentran en la mezcla. Los dos primeros metales son los mds abundantes y pueden estar
presentes como metales libres o bien formando complejos nicleos en las porfirinas (Clark y
Brown, 1977). Adicionalmente los asfaltencs representan una fraccién importante del petréleo
llegando a constituir hasta el 20% de la mezcla (Botello, 1996).

El petréleo sufre una serie de transformaciones en su composicién al exponerse al ambiente, y
estas transformaciones continuan hasta alcanzar un equilibrio termodindmico con el medio
(Payne y Phillips, 1985). En el ambiente marino la degradacién del petréleo depende de factores
fisicos, quimicos y biolégicos. Al ocurrir un derrame por ejemplo, el oleaje y el viento favorecen
la emulsificacién; los componentes que son voldtiles se evaporan, los compuestos que son en
cierto grado solubles entran en fase acuosa y la energia de los fotones favorece las reacciones de

oxidacién, descomposicién y polimerizacién en la capa superficial iluminada.




Algunos productos de la foto-oxidacién de los componentes del petréleo han sido identificados
como derivados de los tetrahidronaftoles, alquilfenoles, 4cidos carboxilicos (Larson e /.,
1979).Entre otros compuestos se presentan los carbonil de bajo peso molecular tales como la
acetona, acetaldehido y formaldehido (Ehrhardt y Weber, 1991.

En solucién acuosa los hidrocarburos son dispersados, incorporados en las tramas tréficas,
absorbidos en los sélidos suspendidos facilitando asi su sedimentacién. Asimismo, ya en forma

particulada los componentes del petréleo son degradados microbiolégicamente (Fig. 2).

Los microorganismos

La degradacién microbioldgica del petréleo y de sus constituyentes en el mat es un mecanismo
importante, pero es muy variable. Hay aproximadamente 25 géneros de bacterias incluyendo
varias especies de Psexdomonas (Atlas, 1995) y hongos con esta capacidad. La proporcién de éstas
especies con el total de la comunidad heterotréfica varfa ampliamente vy en el mar pueden
representar menos del 1% de la comunidad bacteriana en lugares sin contaminacién por petrdleo
(Atlas, 1981). |

Las tasas de biodegradacién se ven afectadas por factores como la temperatura, la concentracién
de oxigeno, nutrientes (Floodgate, 1972), salinidad, presién, movimiento de agua intersticial en
los sedimentos, el pH y por las caracteristicas particulares de los componentes del petréleo
(GESAMP, 1993),

Los mecanismos de las bacterias para degradar los hidrocatburos han sido ampliamente
estudiados en un reducido nimero de organismos. En algunas bacterias este proceso es factible
gracias a la presencia de plismidos que codifican para proteinas involucradas en este proceso
(Morgan y Watkinson, 1994).

Las rutas metabdlicas encontradas para alcanos pueden observarse en la figura 3, la méas comin
involucra a una alcano-hidroxilasa (monoxigenasa) y el alcohol producido es oxidado de nuevo
por una alcohol deshidrogenasa para producir un dcido graso. Los dcidos grasos producidos por
todas las rutas son rdpidamente metabolizados por -oxidacién, en algunos casos los 4cidos
grasos pueden ser directamente incorporados en las membranas celulares (Morgan y Watkinson,
1994). Dentro de los compuestos aromdticos, el naftaleno es el que ha recibido mayor atencién

durante Jos dltimos afios en cuanto al estudio de su degradacién bacteriana, debido a su amplio




uso en la industria (Rojas-Tellez, 1997). La ruta biodegradativa empleada por la mayoria de los

microotganismos se muestra en la figura 4.

La meiofauna

La capacidad de los microorganismos de propotcionar compuestos escenciales, tales como los
dcidos grasos, aminodcidos y proteinas, que pueden ser limitantes para el crecimiento de
algunos animales, ha ocasionado un interés creciente por investigar cémo se da la ingestidn
selectiva y absorcién de bacterias y microalgas por diferentes grupos de organismos. Las técnicas
con marcadotes han sido utilizadas ampliamente en este tipo de estudios con la meiofauna debido
a su elevada sensibilidad a la deteccién” de la absorcién de estos organismos tan pequefios
(Montagna, 1993).

La atencién de este tipo de estudios se ha centrado en sistemas intersticiales, ya que su funcién
mds impottante es la remineralizacién de materiales orgdnicos disueltos o particulados por medio
de sus tramas alimentarias, que en su base tienen a las bacterias heterotrdficas y en los demis
niveles tréficos a los componentes meiofaunales (Brown y MacLachlan, 1990); Ellis y Coull,
1989; Warwick ¢ /., 1986).

Estos sistemas funcionan como un filtro biolégico a la vez que la meiofauna constituye la fuente
de energia que llega a las cadenas macroscépicas al ser consumida por especies de macrofauna,
entre las que se encuentran crustdceos (Ellis y Coull, 1989), poliquetos (Warwick, ez 4/., 1986), y
peces demersales (Osotio-Dualiby, 1988) que depredan en los primeros centimetros de la
columna de sedimento.

La meiofauna estd constituida por practicamente todas las especies de metazoarios, e incluye
algunas especies de macrofauna. Los componentes principales son los nematodos y copépodos
harpaticoides, mientras que los protozoarios estdn representados por sus formas mds grandes
como los foraminiferos y ciliados. Estos organismos son de tallas entre los 0.30 mm y 0.62 mm

(Hulings y Gray, 1971).
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos hidrocarburos alifiticos y aromdticos del petréleo de
acuerdo a Miller y Connell (1982.Citado por Morgan y Watkinson, 1994).
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Figura 2. Diagrama de los procesos més importantes que experimenta un derrame de crudo en el

océano (modificado de GESAMP,1993).
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Figura 3. Rutas metabdlicas bédsicas de bacterias involucradas en el metabolismo de los alcanos

(Motgan y Watkinson, 1994).

La distribucién de [a meiofauna depende de un gradiente quimico que se genera en la columna
de sedimento como resultado de la entrada de agua con concentraciones de materia orgdnica, que
al ser elevadas aumentan la demanda de oxigeno y en tanto pueden generarse tres capas. La
primera y mas supetficial oxigenada, en la que el N y el S se encuentran en sus estados oxidados;
posteriormente una capa o zona de transicidn en la que las condiciones de oxidacién pasan a
condiciones de reduccién y por Gltimo una capa reductora caracterizada por la presencia de
compuestos téxicos reducidos (Brown y McLachlan, 1990). Sin embargo en lo referente al efecto

de la materia orgdnica en distribucién horizontal o espacial ha opiniones que divergen.




En la revisidén de una décacada que Salazar-Vallejo, (1991) realizd, se expone de manera muy
clara la controvetsia que el trabajo de Raffaelli y Mason, (1981) ocasioné al proponet, la
proporcién nematodo/copépodo como indicador de contaminacién por materia orgdnica después
de realizar un muestreo en playas inglesas. Esta propuesta se basé en que los nematodos
sobrepasan numéricamente a los copépodos en playas limpias de arena fina ya que, los
copépodos son mds sensibles a la contaminacién ¢ hipoxia y los nematodos sedimentivoros
responden con aumentos en la abundancia ante el aporte de materia orgédnica.

Coull y Chandler (1992) sefialan que la abundancia de los nematodos no tiene una respuesta
uniforme al incremento mientras que otras veces se presenta una disminucién, pero Austen,
McEvoy y Warwick (1994) han sugerido que el hecho de la disminucién de abundancia de los
nematodos no se debe a la contaminacién por materia orgénica sino a contaminacién téxica por

metales, como ya lo habfan sefialado Sandulli y de Nichola Giudici (1989).
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Figura 4. Reacciones iniciales de la biodegradacion del naftaleno realizadas por bacterias (Smith, 1994).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

La Sonda de Campeche y la Laguna de Términos han sido ampliamente estudiados en cuanto a
taxonomia y ecologia de las especies, y en menor grado los sistemas fluvio lagunares deltaicos. Ei
desarrollo de estos trabajos dio inicio a partir de 1979 con el derrame del pozo Ixtoc-I. De los
estudios relacionados con los efectos de los hidrocarburos sobre el ambiente marino se puede
reconocer tres grupos:

Los trabajos que describen la distribucién y variacién de las concentraciones de hidrocatburos y
metales relacionados con éstos, entre los que destacan los trabajos Vizquez et al., (1993);
Viazquez ef al., (1997); Vizquez er al., (1998) para agua, sedimentos y organismos en el sur del
Golfo de México y los sistemas lagunares de Campeche y Tabasco, asi como los Gonzdlez-
Estrada, (1990) y Dizz-Gonzilez, (1992) de hidrocarburos alifiticos y aromdticos en sedimentos
recientes de la Sonda de Campeche.

Un segundo grupo que describe los posibles efectos de la contaminacién por hidrocarburos en los
organismos, como en el caso de Soto e @/ (1981) sobre las poblaciones de camardn en Ja
plataforma de Campeche; Rodriguez-Romero (1992) sobre ciertas anomalias cromosdmicas en el
ostion Crassostrea vivginia.

Por dltimo, un tercet grupo de estudios se relaciona con la bisqueda de especies indicadoras de
contaminacién pot hidrocarburos, asi como estudios genéticos de bacterias hidrocarbonocldstas
en sedimentos marinos de Campeche (Leahy ez 2/, 1990). Lizarraga-Partida er o/, (1982; 1991)
propusieron tomar el cociente de bacterias hidrocarbonoclisras/heterétrofas, como indice de
impacto por petréleo crudo, debido a que el nimero de bacterias con capacidad de degradar
petrdleo se incrementa en dreas con este tipo de contaminacién, Por otra parte Caballero-
Rodriguez er 2/, (1992) seiialaron que la disminucién de trematodos en peces en ia Sonda de
Campeche podria ser resultado de la contaminacién por hidrocarburos. En cuanto a la
meijofauna, su distribucién y abundancia estin determinadas por la interaccién de diversos
factores bidticos y abibticos que constituyen su hédbitat dentro del ecosisterna marino (Giere,
1993). La presencia de hidrocarburos ha mostrado ser un factor importante en la distribucién de
Jas abundancias de algunas especies de nematodos en Ja Sonda de Campeche (De Jests-

Navarrete, 1989; Herrera-Rodriguez, 1992).




Sin embargo, en el drea de estudio, existen escasos trabajos que busquen la comprensién del
funcionamiento del ecosistema a partir del uso de herramientas experimentales, que permitan
obtener informacién de las interacciones entre organismos y su ambiente, para futuras
predicciones. Esta carencia de informacion al respecto, se ve reflejada especialmente en lo que se
refiete al conocimiento de las tasas de utilizacién v degradacién bacteriana de hidrocarburos, asi
como del consumo de la biomasa bacteriana producida a partir de este proceso, en un nivel
superior en la trama tréfica, como es el caso de los consumidores de depésito.

Por tal motivo, este trabajo de cardcter experimental pretende contribuir al acervo de
informacion disponible acerca del funcionamiento del ecosistema por medio del conocimiento de
uno de los procesos de transporte de energia generada por la degradacién de petréleo a través de

las tramas tréficas béaticas,
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CAPITULO 3
AREA DE ESTUDIO

México cuenta con aproximadamente 11 500 km de litoral y 2x10° km® de zona econémica
exclusiva, de los cuales el Golfo de México constituye alrededor del 30 %. Este ecosistema posce
condiciones Gnicas que lo ubican como una zona de gran importancia ecolégica y econdmica
debido a la gran diversidad de especies que Jo habitan, ademés del creciente desarrollo industrial
tanto pesquero como petroleto que ahi converge (Botello, er #4., 1992).

En cuanto al origen del Golfo de México, Ayala-Castafiares y Gutiérrez-Estrada, (1990) sefiala
que es un drea geoldgicamente antigua que ha experimentado movimientos verticales
descendentes; es una cuenca formada por hundimiento, cuya reduccién y hundimiento estin
asociados con el crecimiento que las plataformas carbonatadas de Campeche y Florida
presentaron durante el Cretdcico.

En la porcidn sur del golfo se ubica la Sonda de Campeche, como parte de la plataforma
contineatal al noroeste de la Peninsula de Yucatin. Se extiende en un drea cercana a los 90 000
Km’, desde aproximadamente los 200 m de profundidad hasta la linea de playa (Ayala-
Castafiares y Gutiérrez-Estrada, (1990), se divide al noroeste de la peninsula de Yucatdn en el
Golfo de Campeche y el banco de Campeche.

La plataforma continental de la Sonda de Campeche tiene una pendiente snave en la que son
distinguibles dos facies, una carbonatada al este y otra terrigena al ceste (Campos-Castdn, 1981),
la regién de transicion entre estas dos facies se ubica al frente de la Laguna de Términos
(Yafiez-Arancibia y Sanchez-Gil, 1986).

La dindmica ocednica est4 descrita por la corriente de lazo que se presenta en el Golfo de México
al este a través del canal de Yucatdn, y gira hacia el estrecho de Florida. Esta corriente fluye al
EN a lo largo del litoral de Cuba con velocidad de 0.5 m.s™ y otra porcién ingresa 2l Golfo de
México al oeste por la Bahia de Campeche, donde el Canal de Yucatdn vierte sus aguas en forma
alternante con velocidades de 2.5 m.s™ y se distribnye en todas las direcciones (Salas-de Leén, et
al, 1991; Ayala-Castafiares y Gutiérrez-Estrada, (1990). Un giro anticiclénico se desprende y se
desplaza al oeste hacia Tampico asi como un conjunto de giros ciclénicos mds pequerios
localizados en el norte del Golfo y en el sur en la Bahia de Campeche (Salas-de Ledn, er o/, 1991).
La presencia de pares ciclones-anticiclones constituye un fenémeno oceanogréfico vital en la

hidrodindmica del Golfo de México. la circulacién inducida por estos giros determina la
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discribucién de las propiedades fisicoquimicas de las masas de agua del Golfo, desde la superficie
hasta la capa profunda. El conocimiento de este fendmeno circulatorio es basico para poder
determinar, entre otras cosas, la productividad del Golfo, su potencial pesquero y la dispersién
de contaminantes (Vidal ez &, 1994).

La Sonda de Campeche ademés de la masa de agua del mar Caribe se encuentra influenciada
también por procesos costeros, aportes de aguas del sistema Grijalva-Usumacinta y por la

Laguna de Términos (Armstrong y Grady, 1967).

IMPORTANCIA ECONOMICA

El Golfo de México es importante para la economia de México debido a que en €l se realizan
diversas actividades entre las que destacan: a) la exploracién, extraccibn, procesamiento,
distribucién y comercializacién de hidrocarburos; b) actividades de la industria pesquera y
movimientos de complejos portuarios, de la industria y del comercio. Por citar cifras, los puertos
del Golfo de México mueven el 75 % del tonelaje  de embarque de exportaciones e
importaciones mexicanos (Vidal ez /., 1994).

Dentro de la industria petrolera, mds del 96 % del petréleo crudo y 80 % de la produccién
nacional de gas se originan en el Golfo de México y su planicie costera, la zona marina de
Campeche aporta el 80% de la produccién petrolera de México, y la mayoria de las instalaciones
para el procesamiento del pettdleo crudo y def gas natural se localizan en las costas del Golfo de
México (Vézquez, et. al., 1997).

La carga y descarga de hidrocarburos tiene una participacién preponderante. Los grandes
complejos portuatios de Galveston, Houston, Nueva Orleans, Corpus Christi y Browsville en el
litoral de los Estados Unidos y los puettos de Veracruz, Tampico-Madero, Coatzacoalcos-
Minatitldn, Cayo Arcas y Dos Bocas en el litoral mexicano movilizan petréleo crudo, gas natural,
acidos, dlcalis, glicoles, nitratos, fenoles, etileno, propileno y materias primas, como el azufte y el
fésforo (Botello, et «l., 1992), El intenso movimiento entre estos puertos y los de la costa del
Pacifico de ambos paises y los de Europa y el sudeste asidtico hacen del Golfo de México una
zona estratégica e indispensable para la navegacion (Vidal ez 4/, 1994).

La industria pesquera por otra parte obtiene una contribucién del Golfo de México de
aproximadamente 500 millones de délares anuales y da empleos a 2 millones quinientos mil
trabajadores. Estos recursos provienen de la explotacién de escama tales como: mojarra,

huachinango, pargo, mero y sierra, y moluscos bivalvos como el ostidn principalmente; peto la
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pesqueria mds importante es la del camarén; que tan sélo en la Sonda de Campeche representa
el 50 % del volumen de pesca nacional, el 66 % de las exportaciones yel 23 % dela
produccién mundial de camarén. Asf México ocupa el duodécimo lugar mundial de esta

importante pesqueria ( SEMARNAP, 1996).

IMPORTANCIA ECOLOGICA

La elevada productividad biolégica en el Golfo de México puede estar determinada por las
temperaturas superficiales del agua que son superiores a fos 20 °C, su luminosidad favorable para
la flora y fauna, su alta productividad fitoplinctica y la abundancia de zooplancton (Botello er «/,
1992). Asimismo, la gran diversidad de hébitats en los pantanos costeros, en los pastos marinos,
el manglar, las lagunas costeras, los estuarios y las bocas estuarinas que comunican con el mar a2
las aguas costeras protegidas favorecen la diversidad bioldgica existente en la zona (Botello ez 4l.,
1992).

El 62 9% de la descarga fluvial del pafs se encuentra en el Golfo de México, el 70 % de los rios,
estuarios, lagunas y pantanos costeros tropicales asociados estin localizados en esta regién del
pais. En 1988 Contreras publicd la existencia de 23 sistemas lagunares estuarinos para el litoral
del Golfo de México. Campeche por su parte, contribuye con el 37 %de estos sistemas, que
junto con los sistemas de Tabasco, tienen una estrecha relacidn con los bancos camaronetos del
Golfo (Botello, et @f., 1992). Los principales rios que desembocan en la Laguna de Términos son
el Palizada, el Chumpan y el Candelaria (Raz-Guzman-Macbeth, 1995) y representan la fuente
principal de materia organica, sedimentos y nutrientes para la Laguna de Términos y la Sonda de
Campeche (Rojas-Galaviz ez #/., 1990). En la Sonda de Campeche se localiza més de la mitad de
los peces demersales, el 40 % de los moluscos y el 20 % de los tinidos existentes en Jas aguas

costeras de México (Botello er 2., 1992).
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CAPITULO 4
OBJETIVO

Este trabajo tiene como finalidad contribuir al conocimiento de unc de los procesos de
transferencia de materia y energia en Jas comunidades bénticas de la Sonda de Campeche, como
es el caso del pastoreo que los organismos meiofaunales realizan sobre las bactetias asociadas a los
sedimentos, particularmente aquellas que en sus capacidades incluyen el proceso de degradacién
y la incorporacién de hidrocarburos del petréleo. Bajo esta perspectiva se han planteado los

siguientes objetivos particulares:

Determinar la tasa de degradacién de hidrocarburos del petréleo a treinta dias de incubacién de
un cultivo mixto de bacterias degradadoras de petrdleo (Aeromonas calco v Psendomonas sp) de la

Sonda de Campeche, Golfo de México, bajo condiciones de laboratorio.
Evaluar la utilizacién de hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono en las comunidades

meiobénticas en dos localidades de la Sonda de Campeche, a través del pastoreo de bactetias que

incorporen éstos hidrocarburos.
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CAPITULO 5
METODOLOGIA

5.1 Experimentos de pastoreo

Para el cilculo de la tasa de pastoreo se realizaron biensayos a bordo del B/O Justo Sierra del
ICMyL, UNAM, en las estaciones de colecta 38 y 51 durante la campafia oceanogrifica SGM-3

(Sistema del Golfo de México)} en marzo de 1997, las estaciones se ubicaron en Jos 19° 07.8” de

latitud Ny 92 ° 00.2"” de longitud O, la estacién 38, y en los 20° 29.79” lat. Ny 91° 15.15”
de longitud O la estacién 51 como puede observarse en la Figura 5. Las estaciones se ubicaron a
profundidades de 30 y 40 m respectivamente.

En cada una de las estaciones se realizaron las siguientes actividades:

Se tomaron muestras de sedimento que fue colectado por una draga Smith MclIntyre. Qcho
nucleos se colectaron de los primeros cinco centimetros del sedimento, cada nicleo con un
didmetro de 2.8 cm.

Cada uno de los niicleos se coloc6 en un frasco de cultivo de tejidos (Corning) estéril se adiciond
con 10 mL de agua de mar suprayacente al sedimento y filtrada en una membrana con didmetro
de poro de 0.2 pm.

Estos nicleos fueron tratados siguiendo una modificacién de los métodos de Daro (1978),
Montagna (1993) y Shirayama (1995). A diferencia de estos autores que emplearon timidina- *H
y carbonatos- *C; en el presente estudio se utilizaron dos hidrocarburos como trazadores
radiactivos, debido a que el interés del estudio se centra en bacterias que incorporen este tipo de
sustancias. Se utilizé el dodecano-"*C con 3.7 mCi/mmol de actividad especifica y el naftaleno-
“C con actividad especifica de 8.9 mCi/mmol, ambas sustancias fueron adquiridas a la compaiifa
SIGMA. El “C es un emisor [, de baja encrgia, 0.156 MEV, tiene una vida media de 5730
aflos y una vida media biolégica efectiva de 10 dias.

En cada estacién se siguieron los experimentos para los dos hidrocatburos. De los ocho ntcleos,
cuatro de ellos se destinaron para el experimento con dodecano y los otros cuatro para el
expe.rimento con naftaleno,

De Jos cuatro niicleos por hidrocarburo, dos de ellos fueron adicionados con el hidrocarburo en

cuestién (dodecano-""C o naftaleno-"*C) 2 0.1 uCi y 0.2 uCi respectivamente, a estos nticleos se

16



les denominé réplicas del experimento. De igual forma, los otros dos micleos denominados
controles, fueron adicionados con el hidrocarburo marcado e inmediatamente se anadieron 20
mL de formalina al 2% v/v, neutralizada con borato de sodio a saturacién.

La formalina al 2 % v/v neutralizada con borato de sodio a saturacién se empled con el objeto de
inhibir el creciento bacteriano como previamente habia sido verificado en estudios de laboratorio,
abajo condiciones similares a las de experimentacién (Canales-Ciceres, 1997). Asimismo,
Montagna y Bauer (1988) sefialan que la formalina a esta concentracién inhibe la viabilidad de fa
meiofauna.

Tanto las réplicas, como los controles de los dos experimentos fueron incubados durante dos
horas, en obscuridad y a 21 °C de temperatura ambiente, Después de éste periodo, a las réplicas
se les agregé 20 mL de formalina para inhibir el crecimiento bacteriano y la viabilidad de la
fauna presente.

Se tomaron 10pL de sedimento por triplicado de cada frasco de material fijado procediendo a
filtrar en filtros de policarbonato con abertura de poro de 0.2 um, Los filtros se dejaron secar al
ambiente y se colocaron en viales con 10 mL de coctel de centelleo (Beckman safe ready).

La informacién proporcionada por estos sedimentos permitird calcular la incorporacién neta
bacteriana que se detalla en la sec. 5.4.

Por otra parte, para separar la meiofauna de los sedimentos de cada uno de los nicleos , éstos
sedimentos se hicieron pasar por un tamiz de 54pm utilizando agua de mar filtrada. Las

muestras recuperadas se colocaron en viales con agua de mar filtrada y se mantuvieron en

refrigeracién a una temperatura de 5 °C hasta arribar al laboratorio.

5.2 Procesamiento de muestras de meiofauna

En el laboratorio se procedi6 a separar la meiofauna por grupos taxonémicos de los sedimentos
previamente tamizados. A cada organismo se le midié el largo y ancho del cuerpo pata la

determinacién de la biomasa de acuerdo con los criterios de Felier y Warwick (1988).
Posteriormente se les colocé individualmente en un vial con 100puL de dodecilsulfato de sodio a

bafio maria a 40 °C de temperatura durante 30 minutos, para solubilizar el tejido, después se

afadieron 10mlL de coctel de centelleo para la lectura de la radiactividad de cada organismo.
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Lectura de muestras por centelleo liquido

Dado que el "“C es un emisor B de baja energia ( 0.156 Mev) se empled el centelleo liquido
para la deteccién de la radiactividad de las muestras. La lectura de las todas las muestras se
realiz6 en un contador de centelleo liquido Minaxi 3 Tti-Carb setie 4000 Packard, con un tiempo
de Jectura de dos minutos y una eficiencia en el canal de leceura de 95 %. Las cuentas por minuto
(cpm) fueron recuperadas con el programa Bios vers. 4.

La correccién por radiacién natural o fondo se hizo con los valores de ¢pm generados por los
sedimentos libres de agua que fueron colectados paralelamente en las estaciones de

experimentacidn. Los resultados fueron expresados en desintegraciones pot minuto (dpm):

dpm de la muestra= (cpm de la muestra- cpm de fondo)/ eficiencia del canal de lectura.

5.3 Andlisis de datos experimentales de pastoreo

Con ¢l objeto de caracterizat a los organismos como dominantes, constantes, raros e indicadores
dependiendo de su frecuencia de aparicién, abundancia y biomasa en las estaciones de estudio se
realizé un andlisis de Olmstead y Tukey (Sokal y Rohif, 1981).

Por otra parte, con los datos de las dpm obtenidos de las muestras se realizaron andlisis de
correlacién lineal con el fin de detectar su posible relacidén con la biomasa de los organismos de la
mefofauna. Adicionalmente se realizaron correlaciones lineales entre estas dos variables de los
grupos taxondémicos mds abundantes en los experimentos y en los controles. Para estos andlisis
previamente se generaron niimeros aleatorios para efectos de comparacién debido a la disparidad
del nmimero de otganismos entre experimentos y controles en los bioensayos. Para escoger m
niimeros aleatorios enteros en el intervalo {1,2,....N} se generaron 100N niimetos enteros
aleatorios y de ellos se escogieron los primeros m diferentes que estaban dentro de dicho
intervalo. Para hacer la seleccién y las correlaciones se empleé un algoritmo de ¢cémputo que
generara nameros aleatorios con distribucién uniforme con el demo del programa LabView vers.
3.2.1.

Para comparar las medias de los marcajes en organismos de la meiofauna y sedimentos en los
experimentos y en los controles, se realiz6 la prucba T® de Hotelling (Manly, 1986). Se
consideraron como efectos principales de variacién, las estaciones, las concentraciones en UCi de

los dos hidrocarburos, asi como los hidrocarburos empleados.
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T? = mn, (X —Yz)rC'l (X1 -X.) (+n,)

C={n-1)C, +(n, -1)C,} / (n, +n, —2)

Donde Ci= matriz de covarianza de la muestra i.

La hipétesis nula a rechazar es que las medias de las muestras son iguales, es decit que las
muestras pertenecen a la misma poblacién.

Se aplicé el andlisis de varianza de Kruskal-Wallis para los valores de dpm en los organismos de
la meiofauna y los sedimentos en los experimentos y en los controles, postetiormente la prueba
de Dunnett (Zar, 1974) para encontrar la media control en las muestras.

Kuskal-Wallis

12 &HR?

H=e——" __
N(N+l)§ n,

~3(N +1)

Donde #, = ndmero de observaciones en el grupo i

N = pamero total de observaciones en los £ grupos.

R, = es la suma de los rangos de las #, observaciones en el grupo i.
Dunnett.

_.@L:_)__(_ji) . SE = E

SE n

La hip6tesis nula es que la meiofauna de los experimentos tiene valores de dpm superiotes a los
controles de meiofauna y a los sedimentos.

Adicionalmente con el programa de cémputo Statistica para windows se hicieron diversos
andlisis de varianza de Kruskal-Wallis (Zar,1974) para las dpm y la biomasa de los organismos
de la meiofauna colectados con la finalidad de detectar la diferencia entre estaciones, bioensayos y
grupos taxonémicos.

5.4 Calculo de la tasa de pastoreo meiofaunal

El cilculo de la tasa de pastoreo de la meiofauna se realizé de acuerdo a lo sefialado por
Montagna y Bauer, (1988) y Shirayama (1995),

En este modelo se puede entender como tasa de pastoreo meiofaunal a la proporcién de material

que fluye desde la presa, en este caso bacterias hidrocarbonocldstas, hacia el receptor o

19




pastoreador que son los componentes de la meiofauna, por unidad de tiempo. El modelo
considera que la sustancia marcada estd en exceso y que durante el periodo de incubacién la
sustancia marcada no se vuelve limitante y la incorporacién de la presa es lineal.

La tasa de pastoreo G se expresa como:

G=2F/t Donde F= M/B
M= Me-Mc = incorporacion neta de la meiofauna
B= Be-Bc¢ = incorporacidn neta de bacterias
Me= la media de las dpm de la meiofauna en las téplicas
Mc= la media de las dpm de la meiofauna en los controles
Be= la media de las dpm atribuidas a las bacterias en las réplicas
Bc= la media de las dpm atribuidas a las bacterias en los controles.

Debido a que el tiempo de incubacién es constante, la tasa G varia dependiendo de la variacién

de My B.
Conteo Directo de bacterias

La técnica empleada es una modificacién de la técnica de Montagna (1982). Con un nucleador de
mano estéril se tomé 1cm’ de sedimento supetficial colectado con la draga Smith-Mclatyre en las
estaciones oceanogrificas, y se adicioné a 9 mL de agua de mar filtrada, el cual se fij6 con
formalina al 2% y se homogeneizé durante ocho minutos en un agitador. Postetiormente se
realizé una dilucién 107, y por triplicado se tomé 1mL de esta muestra con 1 ml de
anaranjado de acridina al 0.05 %. Después de cuatro minutos, la muestra se hizo pasar por un
filtto de policarbonato de 25 mm de didmetro y 0.2 pm de didmetro de poro. Cada uno de los
filtros se lavaron con 2 mL de agua destilada estéril y se colocaron en un portaobjetos con una
gota de aceite de inmersién colocindose el cubreobjetos, se mantuvieron en refrigeracién a 5 °C.
Se leyeron 30 campos de cada filtro en un microscopio de epifluorescencia a 100 x dentro de las
2 semanas postetiores a su colecta. El calculo del ndimero de bacterias /mL de sedimento se

obtuvo de acuerdo a Rodina, (1972).
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5.5 Tasa de degradacién de hidrocarburos por un cultivo mixto de bacterias
hidrocarbonocldstas de la Sonda de Campeche en condiciones de laboratorio.

Aunque existe evidencia de la actividad bacteriana en la biodegradacién de hidrocarburos en la
Sonda de Campeche avalada por datos cualitativos como se menciona en el capitulo 2, con el
objeto de generar datos cuantitativoa al respecto, que contribuyan al acervo de informacién de
este  proceso, se realizaron experimentos para determinar las tasa de degradacién biolégica
bacteriana de hidrocarburos.

Para los experimentos de degradacion se empled un cultivo mixto de bacterias matinas
hidrocarbonoclastas proporcionado por el Lab. de Microbiologia del ICMyL, UNAM. E! cultivo
presenta predominancia de las bacterias Pseadomonas sp y Aevomonas caleo; éste cultivo se mantuvo
en medio mineral para bacterias hidrocarbonoclastas desde su aislamiento de muestras de
sedimentos de la Sonda de Campeche.

Para proliferacién celular se utilizé medio marino DIFCQ. La inoculacién del medio previamente
elaborado y colocado en matraces Erlenmeyer, se realiz6 con el cultivo en fase exponencial. En Ia
elaboracién del medio de cultivo se utilizaron 50 g de sedimento libre de materia organica por
calcinacién a 550 °C durante una hora, con 50 mL de agua de mar filtrada (0.45 pm). Estos
sedimentos se esterilizaron a 15 Lb de presién durante 15 minutos.

Después de la esterilizacién de los sedimentos, se adicionaron con los hidrocarburos, para el
expetimento con naftaleno por ejemplo, en cada uno de los cuatro matraces destinados al
experimento se realizé lo siguiente: Se afiadié naftaleno (Baker Company) para una
concentracién final de 121 ppm, posteriormente tres de los cuatro matraces, a los que en [o
sucesivo se denominard réplicas, se inocularon con 1 mlL del cultivo de Prewndomonas 5p 3y
Aevomonas caleo antes mencionado, mientras que el cuarto matraz no fue inoculado con las
bacterias para diferenciar los procesos de volatilizacién de la biodegradacién, a este tltimo se le
denomind control.

Se realizé el mismo procedimiento para la experimentacién con dodecano (Baker Company), y
cont el petréleo crudo maya se realizé un procedimiento similar, al adicionar para este caso
500 pL de crudo previamente esterilizado. Se esterilizé a 15 Ib  de presién  durante 15
minutos pata eliminar posible bacterias asociadas y para homogeneizar el crudo. Los doce
matraces  fueron incubados 30 dias a 28 £ 1 °C en oscuridad para evitar la

fotodegradacién (Pengerud ¢z 2., 1984) y sin agitacién mecinica para no acelerar el proceso de
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emulsificacion  (Atlas,1993), los matraces fueron agitados manualmente cada siete dias, la
temperatura de incubacién fue de 28°C £1°C..
Después de los treinta dias de incubacién se procedié a la determinacién de los hidrocarburos

presentes y su cuantificacién como se especifica en la seccién 5.8.

5.6 Curva de crecimiento bacteriano

Para la obtencién de la curva de crecimiento se empleo un medio de agua de mar filtrada
(0.2um) y petréleo crudo. Nueve matraces con 100mL de medio de cultivo fueron inoculados
con 100uL del cultivo mixto de bacterias y se incubaron a temperatura de 28 °C  durante 30
dias.

Cada siete dfas se realizé el conteo de bacterias en tres matraces y sin repeticién en éstos. Se
aplicé el método de conteo directo de anaranjado de acridina antes referido, en a seccidn 5.4 de

éste capitulo.

5.7 Muestras de bacterias para microscopio electrdnico de barrido

Como se habfa mencionado en la sec, 5.5, el cultivo mixto empleado para los experimentos de
biodregradacién de hidrocarburos, antes de ser utilizado, se encontraba en medic mineral para
bacterias hidroacarbonoclastas desde su aislamiento de la Sonda de Campeche. Para su
proliferacién celular se utilizé medio martino DIFCO, finalmente para los experimentos de
biodegradacién, éstas bacterias fueton afiadidas a un medio elaborado con sedimentos, agua de
mar e hidrocarburos. Con la finalidad de observar la posible existencia de diferencias en el tipo
de agregacién de los microorganismos dependiendo del medio de cultivo en el que se
encontraban presentes, se tomaron fotografias en el microscopio electronico de barrido  del
Instituto de Ingenieria , UNAM. E] montaje de muestras se realizé como se describe a
continuacion:

Se tomaron muestras de los cultivos de los diferentes medios de cultivo incubados durante 30
dias bajo las mismas condiciones que los experimentos para degradacién de hidrocarburos; en
caldo marino DIFCO, medio mineral para bacterias hidrocarbonocldstas y medio a base de agua
de mar y petréleo crudo. Para su observacién en el microscopio electronico de batrido del
Instituto de Ingenietia, UNAM, las muestras se preparaton de dos formas:

1- Técnica de Zimmermann, (1977), que se desctibe acontinuacién:
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La muestra se fij6 en glutaraldehido al 4%, posteriormente se filerd la muestra con una
membrana de policatbonato de 0.2um de abertura de poro. El filtro se colocé en alcohol etilico a
diferentes concentraciones desde el 50% hasta alcohol absoluto en periodos de 20 minutos,
posteriormente ¢l filtro se colocd en acetona por 3 a 10 minutos.

Después la muestra se monté en el portamuestras utilizando un pegamento de plata para
incrementar su conductividad con el metal y se mantuvo en la estufa a 60 °C durante 48 h. La

muestra se sombreé con oro y se colocé al vacio para su observacién en el microscopio electrénico

de barrido.

2- La segunda forma de preparar las muestras se realiz6 a sugerencia del microscopista y consisti6
en fijar las muestras con glutaraldehido al 4% y posteriormente colocar una gota de cada
muestra en el portamuestras e introducirlo en la estufa a 40°C hasta la evaporacién de la
muestra, posteriormente se incrementé la temperatura a 60°C y se dejaron durante 48 horas. Se
procedi6 al sombreado y a [a exploracién.

La exploracién de las muestras y la toma de fotografias se realizé con un voltaje de 10 Kv que fue

cuando se observé mayor nitidez y contraste (Palacios, com. Pers.).

5.8 Extraccién de hidrocarburos y Cromatografia de gases

La extraccién de hidrocarburos se realizé con el método de Geochemical and Environmental
Research Group (Gerg, 1992) que es una modificacién de los métodos 3540, 3611, 8904 y 8905
(E.P.A., 1991) para extraccién de hidrocarburos del petréleo de los sedimentos en sohxlet,
purificacién del extracto en una columna cromatogrifica de alimina y concentracién en kuderna-
Danish,

El material empleado durante estas etapas fue previamente lavado con extran, mezcla crémica y

diclorometano.

Extraccion

Los sedimentos de las diferentes experimentos de los experimentos se secaton durante tres dias a
30°C , posteriormente se tomaron 50 g y se colocaron en un cartucho de celulosa en el sohxlet

para hacer la extraccién utilizando 180 mlL de diclorometano como solvente, durante 8 horas a

35°C de temperatura.

Transcurridas las 8 horas se recuperaron las muestras en frascos color dmbar y se refrigetaron

para su posterior purificacidon.
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Concentracidén

Las muestras fueron colocadas en una kuderna-Danish a bafio maria con una temperatura de
55°C . Este ptoceso se considerd concluido al obtener la muestra concentrada en un volumen de
1a3 mL.

Purificacién de las muestras

Unicamente se purificaron las muestras de los bioensayos con petréleo crudo, y se decidié no
purificar las de naftaleno y dodecano para evitar pérdidas.

En la columna cromatogafica se colocd un tapdn de lana con una varilla de vidrio, seguidamente
se afiadié una solucidén de silica gel con diclorometano para obtener un espesor de 1.5 cm en la
columna, se abrié la Jlave de teflén para eliminar el diclorometano sucio y depositatlo en un
frasco etiquetado para ello.

Se afiadié allimina previamente activada (Morales—Whitney, 1998) hasta un espesor de 8 cm,
que tiene la funcién de atrapar las grasas, posteriormente se afiadié 1g de sulfato de sodio para
eliminar el posible contenido de agua en la muestra. Finalmente se afadieron 10 g de cobre
activado con 4cido clothidrico para la eliminacién de sulfuros en la muestra,

Se afiadieron las muestra resultantes de la extraccién y seguidamente 100 mL de diclorometano
para lavar la columna y garantizar la recuperacion de la muestra.

Concentracion

Se procedi6 a reconcentrar las muestras purificadas en Kuderna-Danish a 55°C en bafio matia
hasta lograr un volumen aproximado de 1 a 3 mlL de la muestra.

Inyeccién en el cromatbgrafo

Una vez que las muestras fueron concentradas, teniendo como tiempo méximo para esta etapa
veinte dias, se procedi6 a la inyeccidn en el cromatografo de gases. Para el andlisis se utilizé un
cromarégrafo de gases Hewlett Packard 5890 serie II, con detector de flama, y helio como gas
portador, con un limite de deteccién de 5 ppb para una muestra de 50 g de sedimento. Este
aparato fue calibrado empleando estdndares de referencia NIST. La toma de datos y
cromatogramas se realizé con el paquete HP Chemstation de la misma empresa.

Las muestras y estindares se inyectaron en el cromatégrafo en un volumen de 1 pL empleando
una aguja hipodérmica de cristal de 10 pL a una temperatura inicial de 50°C, una velocidad de

flujo de 1.7 mL/min, y una columna de 30 m x 0.32 mm x 0.25 pum con un relleno de

metilfenolsilicén.
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Identificacién de hidrocarburos

Los compuestos pueden identificarse por comparacién de sus tiempos de retencién con los
tiempos de retencién de estandares externos (Abbot y Andrews, 1983) . El programa empleado
proporciona los resulcados en forma de cromatogramas con el tiempo de retencién de los
compuestos integrado en ellos. La identificacién de los compuestos se realizé de ésta manera.

En la tabla 1 se presenta la informaci6én utilizada para la identificacién de los hidrocarburos, asi
como para su cuantificacién.

Tabla 1. Estdndares externos usados como referencia para realizar la identificacién y

cuantificacién de los hidrocarburos del petréleo en los bioensayos.

ESTANDAR  [TIEMPO DE RETENCION |AREA Ppm

Dodecano* 11.279 X =(4rea+9109.9) / 790.62
Hetadecano 19.746 1333 100

Ptistano 19.845 1436 100

Octadecano® 21.194 x={(4rea+6591.8) / 685.93
Nonadecano 22.566 1300 100

Eicosano 23.880 1201 100

Heneicosano 25.136 1268 160

Docosano 26.339 1345 100

Tricosano 27.492 1405 100

Tetracosano 28.600 1720 100

Pentacosano 29.667 1883 100

Hexacosano 30.749 2252 100

Octacosano 31417 2968 100

Squaleno 33.276 3110 100

Dotriacontano | 36.712 5171 100

Naftaleno* 11.227 x= (drea+131.59) / 34.02

* para estos hidrocarburos se realizé curva de calibracién.

*# los datos fueron propotcionados por el Lab. de Fisicoquimica del ICMyL, UNAM.
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Cuantificacién de hidrocarburos

Las condiciones de separacién en el cromatdgrafo empleado son reproducibles, por lo que es
aceptable convertir directamente las dreas descritas por los picos de un cromatograma en
medidas cuantitativas, compardndolas con los cromatogramas de los estandares empleados. El
método para determinar las dreas de los picos en cuestién, consiste en multiplicar la altura del
pico pot la anchura del mismo a la mitad de su altura (Abbot y Andrews, 1983). Cromatégrafos
como el que se utilizé cuentan con integradores que hacen esta funcién autométicamente
durante la separacién de los compuestos, por o tanto se realizé la cuantificacién de la siguiente
manera:

ppm de la muestra = (drea de la muestrafirea del estindar)(volumen inyectado del

estindar/volumen inyectado de la muestra)(ppm del estindar/g de muestra}(1 mL)

ppb de la muestra= ((ppm de Ja muestra)(mL concentrados){1000))/ (g de la muestra)

Para la cuantificacién de dodecano y naftaleno en los bicensayos se tomé como criterio la
realizacién de curvas de calibracién con estindares de estos hidrocarburos de la compadiia Baker.
Para el naftaleno se obtuvo una relacién de las dreas y las concentraciones descrita por la ecuacién
Y= 34.02 x - 131.59 con una correlacién de los datos r= 0.98, mientras que para el dodecano
esta relacién fue representada por la ecuacién Y= 790.62 x + 9109.9 con un factor de

correlacidn  r= 0.99.

Determinacion del porcentaje de aromaticos

La extraccién de hidrocarburos aromdticos se hizo con hexano, para la determinacién de
hidrocarburos atométicos con el método de fluorometria (APHAA, 1989) y posteriormente se
utilizé un espectrofotémetro Perkin Elmer mod. 650-15 Hitachi, que se operé bajo las siguientes
condiciones: longitudes de onda de excitacién de 320 nm y emisién de 365 nm, sensibilidad de
1 y un tiempo de 0.3 a 3 segundos.

Las muestras se diluyeron y se procedié a su lectura en el aparato bajo las mismas condiciones
mencionadas y también empleadas al realizar la curva de calibracién del criseno utilizado como

estandar de referencia, cuya cutva se describe como Y =0.4548 + 0.2555 X.
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CAPITULO 6
RESULTADOS

6.1 Experimentos de pastoreo

Anilisis faunistico

La abundancia en la estacién 38 fue de 224 organismos pertenecientes a la meiofauna. Estos
organismos incluyen grupos taxondémicos como los poliquetos, foraminiferos, nematodos,
ostrdcodos, copépodos y oligoquetos. El grupo mds numeroso fue el de los nematodos con
55.20% de abundancia relativa. La estacién 51 tuvo una abundancia de 131 organismos, el
grupo taxonémico mds abundante fue el de los foraminiferos que representaron el 79.4% de la

abundancia total en dicha estacién.

Tabla 2. Densidad y biomasa de los grupos taxondmicos encontrados en el andlisis faunistico de

sedimentos.

ESTACION 38

Taxén Biomasa Biomasa mg/m® Abundancia Densidad ind/m?
pgfind.
Poliquetos 28.77 1918 41 66667
Foraminiferos 27.99 23503 55 89431
Nematodos 9.81 1946 122 198374
Copepodos 21.31 69.3 2 3252
Oligoquetos 33.78 54.9 1 1626
Ostracodos 31.78 155 3 4878
Total 6646 364228
ESTACION 51
Poliquetos 23.15 113 3 4878
Foramuniferos 34,84 5891 104 169105
Nematodos 9.39 336 22 35772
Moluscos 52.62 171 2 3252
Total 6511 213007
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Por otra parte el andlisis de Olmstead - Tukey para biomasas, mostrd que para la estacién 38 los
poliquetos y foraminiferos fueron dominantes, mientras que para la abundancia los nematodos
se incluyeron al grupo a diferencia del andlisis por biomasa en donde se ubican como organismos

constantes. Los organismos indicadores para el andlisis de biomasas fueron los oligoquetos y
ostrdcodos, sin embargo en el andlisis de abundancias se ubicaron junto con los copépodos en el

cuadrante de los organismos ocasionales (vease figura 6).

En la estacién 51, los foraminiferos se ubicaron como dotninantes tanto en biomasa como en
abundancia y los nematodos como dominantes en abundancia al igual que en la estacién 38. Los
poliquetos fueron organismos ocasionales tanto en biomasa como en abundancia, pero los

oligoquetos y moluscos fueron indicadores por biomasa y ocasionales por abundancia (Figura 6).
Tasa de pastoreo; relacion de la biomasa y el marcaje de la meiofauna.

Del andlisis grafico se encontré que tanto para los organismos colectados en la est. 38 como en
la 51 no existié una correlacién entre la biomasa de los organismos y las dpm que presentaron
los organismos para ninguno de los dos hidrocarburos tanto en réplicas como en controles.

Estos tesultados dieron la pauta para realizar andlisis de correlacién de las dos variables en
cuestién para los grupos taxondmicos mds abundantes con la finalidad de poder detectar una

posible correlacién entre el marcaje y la biomasa de los organismos.
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Figura 6. Analisis de Olmstead-Tukey para las dos localidades de colecta.Poliquetos(P), Foraminiferos (F), Nematodos(N), Copépodos (C), Moluscos (M),
Oligoquetos (O1), Ostracodos (O).
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Figura 7.- Representacién grafica de la relacién entre el marcaje de los organismos de la
meiofauna y su biomasa en los diferentes experimentos. 1= control en la est. 38; 2=
control en la est. 38; 3= réplicas en la est. 38; 4= réplicas en la esta. 38; 5= réplicas en

la est. 51; 6= réplicas en la est. 51; 7= control en la est. 51; 8= control en la est. 51.
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Los andlisis de correlacién lineal llevados a cabo a partir de la generacién de nimeros
aleatorios con el algoritmo del programa LabView, para los grupos taxonémicos mds

abundantes, arrojaron los siguientes resultados:
Poliquetos

En el andlisis de los controles para naftaleno y dodecano en la estacién 38, mostraron un
comportamiento tendiente a la disminucién de las dpm al aumentar la biomasa de los
organismos. Asimismo en los expetimentos con dodecano en la estacién 51 se observé
una disminucidn del marcaje en dpm cuando mayor fue la biomasa de los organismos
como puede observarse en la figura 8. Las ecuaciones que describen esta relacién pueden
consultarse en la Tabla 3. En estos anilisis se obtuvieron factores de correlacién r de
0.84, y 0.50 respectivamente.

Para las réplicas se observé que al incrementarse la masa corporal de los organismos se
incrementd el marcaje en dpm en el experimento de naftaleno con 2 uCi en la estacién
38, este comportamiento en los datos puede ser descrito con la ecuacién dpm=
2.66ws+4.25 con una correlacién r== 1.00. La misma tendencia se obsetvé en el
experimento de dodecano con (.1 uCi en la estacién 38 descrita por la ecuacién dpm=
0.60ws~+35.56 con un factor de correlacién r=0.52 (figura 11).

En la Figura 14 puede observarse la dispersién de los datos de poliquetos de los
experimentos respecto a los ajustes de los controles; también puede observarse que
algunos individuos estdn por encima de los ajustes de controles, lo cual podria indicar un
consumo de la sustancia marcada puesto que otros organismos con biomasas similates se
encuentran por debajo de 60 dpm.

La comparacién de las curvas de ajuste de los controles y experimentos en la figura 16

muestra que el experimento 38N2 a diferencia de los demds no presenta una tendencia

similar a los controles.
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Figura 8. Correlaciones de las biomasas y el marcaje corporal de los poliquetos en los controles en las
dos localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los datos estimados. 38 y 51=
estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano respectivamente; 1 y 2= .1uGi y 2 uCi
respectivamente; est= datos estimados.
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Figura 9. Correlaciones del marcaje y la biomasa de los foraminiferos en los controles de los
bicensayos en las dos localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los ajustes a los
datos observados. 38 y 51= estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano
respectivamente; 1 y 2= .1uCi y 2 pCi respectivamente; est= datos estimados.
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Figura 10. Correlaciones del marcaje y la biomasa de los nematodos en los controles de los
bioensayos en las dos localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los ajustes a los
datos observados. 38 y 51= estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano
respectivamente; 1 y 2= .1uCi y 2 uCi respectivamente; est= datos estimados.
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Figura 11. Correlaciones de la biomasa de los poliquetos y su marcaje en las réplicas de los
experimentos realizados en las localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los ajustes
a los datos observados. 38 y 51= estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano
respectivamente; 1 y 2= .1uCiy 2 pCi respectivamente; est= datos estimados.
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Foraminiferos

En los controles aunque fueron abundaates, los foraminiferos no presentaron una
tendencia clara en cuanto a la relacién que guarda su masa corporal y su marcaje en
dpm, como se observa en la figura 9. El control de naftaleno con 2 pCi en la estacién
51 presenté una tendencia de incremento del marcaje en dpm cuando la biomasa fue
menot, esto puede ser descrito por la ecuacién dpm = -0.20ws+61.71 con un factor de
correlacién r= 0.69.

En los experimentos SIN2 y 38 D1 tanto en réplicas como en los controles los datos
fueron dispersos, se enconttd una tendencia a la disminucién del marcaje en la biomasa
al disminuir ésta en el primer experimento, pero en el segundo se observé el caso a la
inversa (Figura 12).

La representacién grifica de los datos de las réplicas y los ajustes de los controles en la
figura 15 muestra que algunos individuos en las réplicas presentaron valores de 75 dpm

y que individuos con una biomasa similar en los controles, presentaron valores inferiores

de dpm en su masa corporal.

Nematodos

En los controles se presenté una gran dispersién de los datos como puede verse en la
figura 10, para el caso particular del control de naftaleno con 2 PCi en la estacién 38 se
observé que la tendencia en los datos es a aumentar el marcaje en los organismos cuando
su masa corporal es mayor, éste comportamiento se describe con la ecuacién dpm
=0 41ws+34.02 cuyo factor de correlacién fue r= 0.89.

En las réplicas con dodecano a 0.1 uCi tanto en la estacién 38 como en la estacién 51
las dpm en los organismos tendieron a incrementar mientras mayor era su biomasa
(vease Figura 13), estas cortelaciones se obtuvieron con factores r de 0.53 y 0.82
respectivamente.

En la figura 16 puede obsetvarse la presencia de organismos en las réplicas con dpm

superiotes a lo que se obtuvo por ajuste en los controles, sugiriendo una incorporacién de

sedimentos marcados.
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Figura 12. Relacién de la biomasa y dpm *C de los foraminiferos en los bicensayos realizados en las
localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los ajustes a los datos observados. 38 y
51= estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecane respectivamente; 1y 2= .1pCiy 2 pCi
respectivamente; est= datos estimados.
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Figura 13. Relacién de la biomasa y dpm "C de los nematodos en los bioensayos realizados en las
localidades de muestreo indicadas. Las curvas representan los ajustes a los datos observados. 38 y
51= estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano respectivamente; 1 y 2= .1uGi y 2 pCi
respectivamente; est= datos estimados.
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Figura 14. Relacién de la biomasa y los marcajes de los poliquetos. Las curvas muestran
los ajustes de los controles, y los rombos representan a los organismos obtenidos en las
réplicas en las dos Jocalidades de muestreo indicadas. 38 y 51= estaciones de muestreo;

N y D= Naftaleno y dodecano respectivamente; 1y 2= .1uCi y 2 puCi respectivamente.
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Figura 15. Relacién de la biomasa y las dpm "C de los foraminiferos. Las curvas
muestran los ajustes de los controles, y los rombos representan a los organismos
obtenidos en las réplicas en las dos localidades de muestro indicadas. 38 y 51=
estaciones de muestreo; N y D= Naftaleno y dodecano respectivamente; 1 y 2= .1uCi

y 2 pCi respectivamente.
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Figura 16. Relacién de la biomasa y las dpm "“C de los nematodos. Las curvas muestran
los ajustes de los controles, y los rombos son los organismos obtenidos en las réplicas en

las dos

localidades de muestreo indicadas en la grifica. 38 y S1= estaciones de

muestreo; N y D== Naftaleno y dodecano respectivamente; 1y 2= .1uGCi y 2 uG

respectivamente.

Tabla 3 - Ecuaciones de las curvas de ajuste significativos de los datos de los bioensayos y

sus controles para los taxones con mayor abundancia en las dos localidades de colecta.

TAXON ECUACION DE LA RECTA | COEFICIENTE DE CORRELACION (r)
POLIQUETOS
38N1 dpm= -0.34ws+74.84 0.84
38D1-51D2 dpm = -0.11ws+60.52 0.50
38N2E dpm = 2.66ws+4.25 1.00
38DI1E dpm = 0.60ws+35.56 0.52
FORAMINIFEROS
51N2 dpm = -0.20ws+61.71 0.69
38D1E dpm == -0.88ws+72.34 0.61
S1INZ2E dpm = 2ws-38.22 0.85
NEMATODOS
38N2 dpm = 0.41ws+34.02 0.89
38D1E dpm = 2.09ws+31.66 0.53
51D1E dpm = 6.04ws-28.44 0.82

dpm = desintegraciones por minuto. Ws= biomasa expresada como peso seco.
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6.2 Calculo de la Tasa de pastoreo de la meiofauna

En cuanto a las variaciones en el marcaje de los organismos de la meiofauna vy los
sedimentos se encontré evidencia, como resultado de la prueba de T? =11.89, F,,;
(4,347)=2.94, que la media del marcaje en la meiofauna presenta una diferencia
significativa en los experimentos con 0.1pCi y 2 pCi independientemente del
hidrocarburo utilizado y de la estacién oceanogrifica en la que los experimentos se
realizaron. No se encontré diferencia significativa para el caso de la media del marcaje en
Ja meiofauna ni entre estaciones ni entre hidrocarburos con T°=4.13, B, (4,347)=1.02
y T?=4.12, F,,, (4,347)=1.02 respectivamente.

Por otro lado, del andlisis de varianza de Kruskal-Wallis realizado para establecer las
diferencias en el marcaje de los individuos de la meiofauna con respecto al marcaje en los
sedimentos en controles y en las réplicas, se encontré que el marcaje en dpm es distinto,
H=4.23, %’00s= 7.81, en los 4 tratamientos.

Adicionalmente los resultados de la prueba de Dunnett permitieron reconocer que el
valor medio del marcaje de la meiofauna en las réplicas resulté ser mayor al valor medio
de las dpm de la meiofauna en los controles, asi como mayor al valor medio en dpm de

los sedimentos tanto en las réplicas como en los controles, como se observa en la Tabla

5.

Tabla 4. Marcaje (dpm) de los organismos de la meiofauna y de los sedimentos en los
diferentes bioensayos de pastoreo realizados durante la campafia SGM-3 en las estaciones

38y5l.
Bioensayo Meiofauna de Mejofauna Sedimentos de Sedimentos
controles réplicas controles réplicas
38N1 53.25%+16.38 34.81+ 8.38 29.00+2.1 203+ 1.8
38N2 51,22 £17.68 46.74t 14.08 3147%5 2528+ 0.79
38D1 52.72 £13.19 48,17 £20.10 48,1243.2 27.00+ 10.8
38D2 63.26 £10.42 131.36% 16.89 58.00L2 66.36 £ 15.1
5IN1 53.40 £12.17 48.80 £15.71 37.934 7.6 20.00+ 8.2
SIN2 53.46 £ 9.28 46.57+ 10.29 100.00+ 11.1 49.01 £ 4.3
51D1 ND 51.27£ 26.30 ND 27+ 3.4
51D2 48.93% 15,77 50.38 £ 13.22 7.89+5.2 61.45 £ 9.7

ND= no disponible
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Tabla 5. Resultados de la prueba de Dunnett realizada para contrastar la hipétesis de
que el marcaje de la meiofauna en los expetimentos es mayor que en los controles y en
los sedimentos. 1=meiofauna en controles; 2=meiofauna en experimentos; 3=
sedimentos en controles; 4= sedimentos en experimentos.

Contraste X,-X, SE q" | 970128, p | P Conclusién

2vs 1 57.26-53.77 10.87 | 0.32 1.70 21 032 <1.70,57.26>53,77

Ho=Up, se acepta

2vs3 57.26-44.91 14.39 | 0.86 1.70 2 0.86<1.70, 57.26>4491

H, =11, se acepta

2vs4 37.26-36.91 12.61 | L.61 1.99 3 1.61<1.99, 57.26>36.91

H, =L, se acepta

La diferencia del marcaje de los sedimentos en los controles y de los sedimentos en las
réplicas se atribuye a la incorporacién neta bacteriana de las sustancias marcadas,
después de transcurridas las dos horas de la experimentacién, como ya se habia definido
en la seccién 5.2 del capitulo anterior. Bajo estas consideraciones, se dice que durante
este tiempo los microorganismos presentes en los experimentos consumieron los

hidrocarburos marcados.

Tabla 6. Tasa de pastoreo {(G) para cada bioensayo calculada a partir de la incorporacién
neta de bacterias (B) y la incorporacién neta de la meiofauna (M) en los experimentos de

pastoreo. 38 Y 51 = Estaciones de experimentacién; N y D= naftaleno y dodecano; 1y

2= .1uCiy 2 pCi

EXPERIMENTO TASA DE PASTOREO

38N1 0.21

38N2 7.2X10°
38D1 2.1X10°
38D2 7.9X10%
51N1 2.5X10?
51N2 1.3X10°
51D1 1.9x10°
51D2 0.27X10*
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De la tabla 4 puede deducirse que las incorporaciones netas de la meiofauna y de las
bacterias para los diferentes experimentos fueron negativas exceptuando los casos de los
bioensayos 38D2 y 51D2 que corresponden a los bioensayos con dodecano a 2uCi en las
dos estaciones de experimentacién.

Por esto, Gnicamente se tomardn como vilidas las tasas de pastoreo calculadas a partir de
los experimentos 38D2 y 51D2 ya que en ellos se presentaron incorporaciones netas
positivas tanto en la meiofauna como en las bacterias después de las dos horas de
expetimentacién; sugitiendo asi el pastoreo de la meiofauna sobre bacterias marcadas de

acuerdo a las consideraciones del modelo utilizado.

Bacterias

En cuanto a las bactetias, se estimd por medio del método de conteo directo que en los
sedimentos superficiales de la estacién 38 la abundancia bacteriana fue de 1.77 x 10 ¢
cel/mL, mientras que en los sedimentos de la estacién 51 la abundancia bacteriana fue de
4.05x10° cel/ml.

Atlas (1993) sefialé que las bacterias degradadoras de petréleo pueden llegar a constituir
hasta el 1% de la comunidad bacteriana en un ambiente marino no contaminado por
hidrocarburos. Para el caso patticular de la Sonda de Campeche estudios realizados hasta
1986 mostraron que en términos generales no se¢ excedieron éstos limites (19%), a
excepcién de 4reas localizadas en las proximidades de las plataformas de explotacién
petrolera, en donde este tipo de bacterias constituyeron del 6 al 19 % de toda la
comunidad bacteriana (Lizdrraga-Partida, 1996).

Vizquez-Gutiérrez, (1998) en un estudio reciente en la Sonda de Campeche informa que
en promedio un 20 % de la comunidad bacteriana son bacterias degradadoras de
petréleo en la zona de plataformas petroleras. En el presente estudio y de acuerdo a esta
informacién disponible se considera el 1% de la abundancia bacteriana para las
degradadoras de petrbleo en la estacién 51 por encontrarse esta estacion alejada de la
zona de plataformas y el 20 % de la abundancia bacteriana para la estacién 38 por
ubicarse en la zona de plataformas de explotacidn petrolera.

Si los organismos de la meiofauna presentaron una alimentacién de tipo seclectiva,
consumiendo bacterias marcadas por incorporacién de hidrocarburos, entonces al

término del experimento 38D2 la radiactividad promedio de una célula bacteriana que
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pudo incorporar dodecano en este perfodo fue de 2.34x10® dpm y bajo las mismas
consideraciones para el experimento 51D2, una bacteria que incorporé dodecano,
present$ una radiactividad equivalente a 1.32 dpm al final de la experimentacion.

Por lo tanto, si el pastoreo de la meiofauna sobre bacterias en las estaciones de
experimentacién es un proceso de caricter lineal como sefiala Montagna (1993) en su
modelo, que fue empleado en el presente estudio, y si éstas bacterias efectivamente
incorporaron el dodecano durante la experimentacién como parecen sugerirlo los
resultados encontrados, entonces, las tasas de ingesudn selectiva de la meiofauna
calculadas a partir de los dos experimentos realizados, fueron de 34.34 cel/h en la

estacién 38 y de 2.06x10™ cel/h en la estacién 51.
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Tabla 7.- Abundanciz y dpm "*C de los orgarusmos encontrados en los bioensayos en las dos estaciones de colecta.

BIOENSAYOQ TAXON ABUNDANCIA dpm “C BIOENSAYO TAXON ABUNDANCIA dpm *C
38N1 POLIQUETOS 5 5852 * 10.05 SINIE POLIQUETOS 1 45.26
FORAMINIFEROS 4 48.15 + 9.98 FORAMINIFEROS 27 49.19 16.82
COPEPODOS 1 64.84 NEMATODOS 2 48.94+5.21
NEMATODOS 32 5237+17.71 SIN2 FORAMINIFEROS 13 53.32 £ 9.82
38N2E NEMATODOS 20 47.04% 879 NEMATODOS 4 £9.47 £8.01
OSTRACODOS 1 42.42 MOLUSCOS 2 61.05 £4.46
FORAMINIFEROS 3 33,96 £ 9.92 SINZE FORAMINIFEROS 4 46.57 +10.29
POLIQUETOS 3 58.98 £ 35.54 51DIE NEMATODOS 3 32.98+11.64
38N2 POLIQUETOS 11 51.46 + 10.37 FORAMINIFEROS 18 54.32+ 27
FORAMINIFEROS 26 52.02 £20.88 51D2 POLIQUETOS 1 57.89
NEMATODOS 3 44.14 * 13.50 FORAMINIFEROS 26 47.81 £14.55
OSTRACODOS 1 49.05 NEMATODOS 7 51.83 £ 21.38
COPEPODOS 1 34.72 51D2E NEMATODOS 6 49.82£13.29
38D1E POLIQUETOS 10 46 £ 28.15 FORAMINIFEROS s 51.77£13.11
NEMATODOS 14 50.97 + 12.08 POLIQUETGS 1 31.57
FORAMINIFEROS 13 47.12 £22.12
OSTRACODOS 1 57.89
38D1 POLIQUETOS 2 55.26 %3.72
FORAMINIFEROS 2 39.31+0.52
NEMATODOS 3 53.33 £ 14.74
OLIGOQUETCS 1 72.63
38D2 NEMATODOS 2 65.26 £ 10.42
38D2E POLIQUETOS 10 47.26 £9.23
NEMATODOS 48 52.48 +30.11
FORAMINIFEROS 4 55.52 + 6.39
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6.3 Tasa de degradacion de hidrocarburos

Los experimentos realizados para evaluar las tasas de degradacién de hidrocarburos por un
cultivo mixto de bacterias aisladas de la Sonda de Campeche, mostraron la capacidad de
Pseudomonas sp y Aevomonas calco para degradar tanto hidrocarburos alifiticos como aromdticos
como puede observarse en las tablas 8 y 9.

El andlisis de cromatografia de gases permitié la identificacién y cuantificacién de los
hidrocarburos del petréleo de las muestras, por medio de la comparacién con los tiempos de
retencién de estindares externos de referencia (Tabla 1).

Los resultados obtenidos por cromatografia de gases se presentan en la Tabla 8, también incluyen
los porcentajes de pérdida de los hidrocarburos para cada experimento. Estos porcentajes o tasas
de degradacién a 30 dias, se han atribuido a la actividad de los microorganismos sobre los
hidrocarbutos en cada bioensayo. Debido a que fueron calculados a partir de la diferencia con los
controles respectivos después de los 30 dias de incubacién y no a pattir de la diferencia de las
concentraciones iniciales de los compuestos en cada bicensayo, eliminando asi otro tipo de

factores como la volatilizacién o fotoxidacion.

Tabla 8. Tasas de degradacién (% 30d) de dos hidrocarburos puros adicionados a sedimentos
colectados en la Sonda de Campeche e inoculados con un cultivo mixto de Psewdomonas sp v

Aeromonas caleo incubados durante 30 dias bajo condiciones de laboratorio.

HIDROCARBURO | ARENA LIMO %DEG. LIMO ARENA %DEG.
C (ppb) | R (ppb) C(ppb) | R(ppb)

Naftaleno 2682.2 | 2193.6 18.21 5167.07 | 672.90 73.57

Dodecano 2566 | Nd 100 1193.71 [ 315.38 86.97

Nd= no detectado; ppb= partes por billén. C== sin inoculo; R= Con inoculo.

En la figura 17(b) se puede observar que el dodecano después de 30 dias de la duracién del
expetimento fue totalmente removido de los sedimentos. El compuesto debié salir a los 11
minutos con 27 segundos, Estos resultados muestran una pérdida de 100 % del hidrocarburo
respecto a los sedimentos que no fueron inoculados (figura 17a), atribuido a la actividad
bacteriana del cultivo empleado para inocular los sedimentos con textura de arena-limo

previamente colectados en la estacién 38, durante la campafia SGM-3.
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Figura 17. Cromatogramas del dodecano remanente en sedimentos de arenas-limos después de

30 dias de incubacién. (a) control sin inoculo; (b) réplica con inoculo.
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En los sedimentos de limo-arena previamente colectados en la estacidén 51 del SGM-3 se obtuvo
un 73.57 % de pérdida del dodecano por degradaciéon bacteriana en condiciones de laboratorio.

La Figura 18(b) muestra una de las réplicas en la que el dodecano no se encuentra presente,

después de los 30 dias de incubacién.
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Figura 18. Cromatogramas del dodecano remanente en sedimentos de limo-arena después de 30

dias de incubacién. (a) control sin inoculo (b) réplica con inoculo.
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Para el caso del naftaleno en los sedimentos de arena-limo el porcentaje de biodegradacién fue
inferior que el alcanzado para el dodecano, como puede observarse en la tabla 8. El 18.21 % del
naftaleno fue consumido por las bacterias patra los sedimentos de arena limo comparado con 100
% para el dodecano en los mismos sedimentos (Figura 19).

No ocurrié lo mismo para los sedimentos de limo atena, ya que, el 86.97 % de biodegradacién
del naftaleno fue superior al 73.57 % alcanzado para el dodecano, como puede observarse en la

Figura 20.
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Figura 19, Cromatogramas del naftaleno temanente en sedimentos de limo-arena después de 30

dias de incubacién en laboratorio. {a) control sin inoculo; (b) réplica con inoculo. Se observa el

compuesto a los 117 227,
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Figura 20. Cromatogramas del naftaleno remanente en sedimentos de limo-arena después de 30

dias de incubaci6n en [aboratorio. (a) control sin inoculo; (b) réplica con inoculo .

Degradacién de petrdleo crudo

De los experimentos realizados con petréleo crudo como contaminante se observd mediante el
andlisis de fluorometria que el porcentaje de degradacién para la fraccién de los compuestos

aromdticos fue mayor en los bicensayos con sedimentos de limo-arena con un 32.2 %, que para

los de arena-limo con 19.16 % (Figura 21).
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Figura 21. Tasas de degradacidn (% 30 d) de los hidrocatburos del petroleo crudo maya afiadido 2 un
cultivo mixto de Pseudomonas y Aevomonas cako en dos tipos de sedimento colectados durante la campafia
SGM-3,

Tabla 9. Tasas de degradacién de hidrocarburos de petréleo crudo maya (esterilizado) adicionado a
sedimentos libres de materia orginica previamente colectados durante la campafia SGM-3.

HIDROCARBURO  ARENA-LIMO % DEG. LIMO-ARENA % DEG.
C(ppb) | R(ppb) C(ppb) |R (ppb)
Aromiticos*® 60058 | 48547 |19 73079  |49344 |32
Hepradecano 163 20.9 87.1 112.4 82.6 26.5
Pristano 55 Nd 100 Nd Nd Nd
Oceadecanc 863.8 697.8 19.2 1036.3 |745.7 28
Nonadecano 142.2 97.8 31.2 148.6 123.9 16.5
Eicosano 159.3 120.6 24.2 229 1232 44.7
Heneicosano 107.9 704 34.7 109.4 84 23.2
Docosano 78.9 109.2 Nd 196.5 64 67.4
Tricosano 737 101.8 Nd 228.7 72.1 68.4
Tetracosano Nd Nd Nd 166.2 |Nd 100
Pentacosano 47.6 63.38 Nd 172 31.8 814
Hexacosano 29.8 57.9 Nd Nd 17.5 Nd
Octacosano Nd 107.2 Nd Nd Nd Nd
Squaleno Nd 57.9 Nd 203.3 16.1 92.15
Dotriacontano Nd Nd Nd 141.7 Nd 100

*andlisis por fluorometria; Nd= no detectado.
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Figura 22, Cromatogramas de los hidrocarburos remanentes del petréleo crudo adicionado a
sedimentos de arena-limo, despues de 30 dias de incubacidén de un cultivo mixto de bacterias
hidrocarbonoclastas, bajo condiciones de laboratorio. (a) control sin inoculo; (b} réplica con

inoculo.

En cuanto a los alifdticos, el andlisis de cromatografia de gases permitié identificar y cuantificar
una setie de n-alcanos (C, — C;;) en los sedimentos de los bioensayos realizados. Fue posible
detectar la disminucién de las concentraciones de algunos de estos hidrocarburos en las réplicas
con inoculo del cultivo bacteriano respecto a los controles sin inoculo. Para los sedimentos de

arena-limo por ejemplo, destacaron como los més disminuidos en su concentracién el pristano y
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el heptadecano como puede observarse en la Figura 22, los porcentajes de degradacién respecto

al control fueron de 100 % y 87.18 % respectivamente (tabla 9).
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Figura 23. Cromatogramas de los hidrocarburos remanentes del petréleo crudo adicionado a
sedimentos de limo-arena, despues de 30 dias de incubacién de un cultivo mixto de bacterias
hidrocarbonoclastas, bajo condiciones de laboratorio. (a) control sin inoculo; (b) réplica con

inoculo,
En las réplicas con sedimentos de limo-arena, los hidrocarburos del petréleo que fueron mds

utilizados por los microorganismos en orden de importancia son: el tetracosano, dottiacontano,

squaleno, pentacosano, tricosano y docosano. Las tasas de utilizacién de estos compuestos a 30
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dias fueron del 100 % para el tetracosano como la més alta y nonadecano como la més baja con

16.59 %.

Por otra patte, es importante sefialar que tanto para los bioensayos con sedimentos de arena-limo
,\
como para los limo-atena, algunos hidrocarburos estuvieron presentes con mayor abundancia en

las réplicas que en los controles o bien ausentes en éstos y presentes en las réplicas,

6.4 Microscopia electrénica

B D

Figura 24. Microfotografias electrénicas de barrido de un cultivo mixto de bacterias
degradadoras de petrdleo (Psendomonas sp y Aevomonas caleo ) en tres diferentes medios de cultivo a

30 dias de incubacién. A = bacterias en caldo matino DIFCO a 20 000x, B =bacterias a 500x en calde marino DIFCO,

C = formando cadenas en agua de mar y petrdleo crudo y D = bactetias agregadas en medio mineral con petréleo crudo.

Potografias tomadas por Orlando Palacios (Instituto de Ingenieria, UNAM),
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Como se puede observar en las fotografias de la figura 24 se presentaron notables diferencias en
la forma de agregacién de las bacterias dependiendo del medio de cultivo en el que se
encontraban. En el caldo marino por ejemplo se pudieron observar bacilos en células solitarias o
bien formaado parejas (Figura 24 A, 24 B). En e] medio mineral para bacterias degradadoras de
petrdleo enriquecido con fosforo y nitrégeno y petrdleo crudo se observé a conglomerados de
bacterias formando colonias (Figura 24 D). Por altimo, para el caso del cultivo en el medio con

de agua de mar y petréleo crudo se observaron formaciones de colonias en cadenas (Figura 24 C).

6.5 Curva de Crecimiento

De acuerdo a los criterios de una curva generalizada de crecimiento bacteriano (Stanier, Adalberg
e Inghraham, 1986) se observé que, la fase de adaptacién en el crecimiento fue durante la
ptimera semana de incubacién, entre esta semana y a partir de la segunda se presentd la fase
exponencial. Durante la tercera y cuarta semanas de conteos se observé lo que puede
interpretatse como el inicio de la fase estacionaria en la curva de crecimiento (Figura 25). Es
importante sefialar, que después de este tiempo de incubacién se realizé la determinacién de
las tasas de degradacién de hidrocarburos expuestas en [a seccién 6.3, por lo que se puede decit
que esas tasas se alcanzaron al término de la fase exponencial de crecimiento del cultivo

bacteriano o bien al inicio de la fase estacionaria.
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Figura 25. Curva de crecimiento del cultivo mixto de bacterias degradadoras de petréleo en agua
de mar con petrdleo crudo. Las densidades representadas son el promedio de los conteos en 30
campos bajo el microscopio de epifluorescencia.

52




CAPITULO 7
DISCUSION DE RESULTADOS

Los datos que aqui se presentan y que se discutirdn a continuacién son de caricter preliminar,
dedido a las limitaciones de las metodologias empleadas en su desatrollo, sin embargo, su
importancia radica en que adicionalmente son los primeros datos generados acerca de los
procesos de alimentacién de la meiofauna en la Sonda de Campeche evaluados iz sitw, y su
relacién con las bacterias degradadoras de petréleo. La falta de antecedentes al respecto en el
irea de estudio, hace a esta informacién muy valiosa.

Se discuten los resultados obtenidos con el siguiente orden: en primer lugar, se analiza la
composicién taxondmica de la meiofauna y la abundancia bacteriana en las estaciones de colecta,
este tema es tocado aunque o constituya un objetivo del trabajo, pero es importante dadas las
diferencias encontradas con investigaciones de ecologia del meiobentos en el drea. En segundo
lugar se analizan las diferencias del marcaje en los organismos de los taxones dominantes en la
meiofauna y la relacién con sus biomasas cotporales.

En tercer lugar, las tasas de pastoreo encontradas son analizadas bajo consideraciones ecoldgicas
comparativamente con la informacién disponible de trabajos experimentales sobre procesos de
alimentacién de la meiofauna; asi como la cantidad de carbono que es retirado del sistema como
indicador de utilizacién de hidrocarburos por las comunidades analizadas. Por ultimo, se hacen
algunas acotaciones en torno a las tasas de degradacién de hidrocarburos estimadas en los
experimentos en laboratorio.

7.1 Composicién y abundancia

Las caracteristicas texturales y estructurales de los sedimentos parecen haber tenido especial
importancia para fa composicién taxonémica de la meiofauna en las dos estaciones analizadas, lo
cual estd intimamente ligado con el contenido de materia orgénica en los mismos, el suministro
de oxigeno y con las adaptaciones y caracteristicas troficas de los organismos. En la estacidn 38,
con sedimentos con mayor porcentaje de arenas que de limos permitié la estructuracién de un
mayor nimero de microhabitat de colonias bacterianas (Meadows y Anderson, 1966) que en los
sedimentos de la estacién 51 que presentaron mayor porcentaje de limos que de arenas (Sdnchez,
ICMyL, com. Pers.).

La colonizacidn de las arenas es proporcional al drea supetficial, se puede poblar con 260x10 *

células bacterianas un mm’ de superficie de grano, aunque en la prictica las bacterias se
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concenttan en una pequefia porcién de la superficie constituyendo menos del 1 % de ésta
(Watling, 1991). A microescala se ha observado que la colonizacién en arenas sucle ser
heterogénea con conglomerados bacterianos en depresiones y grietas (Deflaun y Mayer 1983),
granos grandes > 300 pm de didmetro con superficies lisas pueden estar deshabitados de flora
microbiana, mientras que particulas pequefias con depresiones y grietas pueden estat densamente
pobladas (Magcotte, 1986). |

Comparativamente las superficies relativamente pequefias de particulas de limo < 10 um de
didmetro se han encontrado desprovistas de bacterias (Deflaun y Mayer, 1983). Esta restriccion,
puede ser causada por difusi6a limitada de oxigeno y moléculas de nutrientes a través de las
particulas empaqueradas densamente (Watling, 1991). Esto podria explicar que las abundancias
bacterianas fueron mayores en la estacién 38 que en la estacién 51 (ver seccién 6.2). De esta
manera, la abundancia bacteriana es un factor muy importante para la composicion de la
meiofauna que las utiliza como recutso tréfico (Giere, 1993), experimentalmente se¢ ha podido
demostrar que la meiofauna detritivora en su mayoria utiliza las peliculas bacterianas y no el
sustrato detritico (Meyer-Reil y Faubel, 1980).

Por tanto, ¢s posible que el niimero de taxones, la densidad y la biomasa mayores en la estacién
38 con respecto a la estacién 51 (Tabla 2) puedan estar relacionados con la disponibilidad de
bacterias asi como con las caracteristicas de los sedimentos. Estos resultados concuerdan con los
de Falcén-Alvarez, (1998) que sefiala las localidades con los valores miximos de biomasa de
bacterias coincidentes con los de mixima biomasa para la meiofauna y con relacién a los
sedimentos, Maya-Pefia (1992) encontt$ los valores mayores de densidad y biomasa en
sedimentos con mayores porcentajes de arena y los valores més bajos de densidad y biomasa en
donde los lodos predominaron.

Por otra parte, las densidades de la meiofauna encontradas en las estaciones de colecta son
inferiores a los datos publicados para esta regi6n, Palcén—Alvarez (1998) encontrdé densidades
tres veces superiores a los datos obtenidos en el presente estudio. De Jesds-Navarrete (1989)
encontré densidades de 1340 ind/100 mL s6lo para nematodos en la Sonda de Campeche y
Herrera-Rodriguez (1992) densidades de nematodos superiores a las de este trabajo para toda la
meiofauna.

Puede sefialarse que existen diferencias en cuanto a las técnicas de muestreo, el tipo de draga
empleada, el volumen de muestra y el namero de réplicas para el andlisis pero lo de mayor

importancia es el hecho de que el muestreo que se realizé en el presente trabajo fue selectivo
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debido a que se contabilizaron los organismos al término de los experimentos de pastoreo. Estos
organismos fueron sometidos a tensién ambiental por la presencia de hidrocarburos.

Hay opiniones divergentes en cuanto a los efectos de este tipo de contaminantes sobre la
meiofauna debido a la presencia de vertimientos naturales de petrdleo como es el caso de las
chapopoteras, cuyos aportes son comparables con el enriquecimiento orginico y muchas
especies de meiofauna pueden adaptarse (Montagna et #,. 1989).

Alrededor de estas dreas, en casos poco severos de contaminacion por petréleo, la abundancia de
nematodos es particularmente alta, mientras que otros taxones como los harpaticoides,
ostracodos, turbelaridos y en menor grado los anélidos pueden verse reducidos (Giere, 1993). Lo
anterior podria explicar el hecho que organismos como los copepodos que cominmente son el
grupo més abundante o el segundo grupo mds abundante de la meiofauna (Pace y Carman,
1995), en el presente estudio se ubicaron como el quinto tax6én en abundancia, sin embargo,
estos resultados son mas parecidos a los de Falcén—Alvarez, (1998) que encontré densidades de
49 057 ind/m® para este taxdn y se presenté como tercer grupo de la meiofauna en cuanto a
abundancia.

En biomasa como en abundancia, los copepodos se comportaron como ofrganismos raros en la
estacién 38. Estos organismos son sensibles al suministro de oxigeno y en tanto se distribuyen
mejor en aguas poco profundas con atena finas (Giere, 1993) como es el caso de la estacién 38,
mientras que en la estacién 51 con sedimentos de limo arena no fueron encontrados. La mayorfa
son poco tolerantes y reaccionan negativamente a un incremento en la carga organica (Rudnick,
1989; Vincx er l., 1990), en este sentido la adicién de hidrocarburos en los sedimentos puede
reducir el oxigeno en los microcosmos al aumentarse su demanda lo que podria explicar su
disminucién en abundancia y/o su ausencia.

Estos resultados, con grandes reservas, podrian apoyar las propuestas de que los copepodos
disminuyen su abundancia por incremento en la carga organica (Rafaelli y Mason, 1981), sin
embargo se desconoce la carga orgdnica. En cuanto a los nematodos en este estudio, se
encontraron abundancias menores a las publicadas para la Sonda de Campeche (De Jesis-
Navatrete, 1989; Herrera-Rodriguez, 1992; Falcén-Alvarez, 1998) y abundancias relativas de
54.40 % y 16.79 % para las estaciones 38 y 51 respectivamente, que son inferiores a lo
esperado, ya que se ha encontrado que en muestras de meiofauna de diversos lugares del mundo

los nematodos representan el 90-93 % de los individuos y el 350- 90 % de la biomasa (Giere,

1993).
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Aunque los nematodos no fueron dominantes en biomasa se ubicaron como el segundo grupo
(Tabla 2) y sus abundancias son menores a Jas antes encontradas en la zona, si fueron dominantes
en abundancia en las dos estaciones de estudio (Figura 7). En la estacién 51 los nematodos fueron
dominantes por su frecuencia y abundancia, sin embargo resalta el hecho de que los
foraminiferos fueron el taxén mds abundante con 79.4 % de la meiofauna y ademds fueron
dominantes tanto en la estacién 38 como en la 51.

Estos resultados no divergen de lo que algunos autores han encontrado, Giere (1993) sefiala que
el papel ecoldgico de este taxén ha sido reconsiderado dada su importancia en los procesos
productivos y tréficos, pues este taxén puede dominar la meiofauna, pero en la mayoria de los
casos es telegado en los estudios. Shirayama y Horikoshi, (1989) encontraron que Ios
foraminiferos constituyen del 50 al 80 % de las especies de meiofauna en mar profundo y el 30
% de la biomasa. En el noroeste del Golfo de México su densidad y biomasa ha sido considerada
como dominante en el meiobentos en la plataforma interna (Maya-Pefia, 1992) y en la regién
suroeste del Golfo de México Falcon-Alvarez, (1998) fueron el segundo grupo en densidad y el

de mayor biomasa expresada en mgC/m’.

7.2 Marcaje y biomasa de la meiofauna

Las diferencias en el marcaje entre taxones pueden atribuirse a diversos factores entre los que las
preferencias en el tipo de alimento en general y de los microorganismos en particular son
sumamente importantes, estas diferencias pueden ser marcadas entre taxones como lo muestran
los tesultados para los taxones dominantes, los poliquetos y foraminiferos, como puede
observarse en las figuras 14 y 15, en las que se muestran que los organismos mds pequefios
fueron los que se alimentaron activamente de bacterias marcadas ya que su radiactividad fue
menor al incrementarse la biomasa.

En los poliquetos el comportamiento del marcaje en los controles y experimentos fue inverso, lo
que sugiere una incorporacién de las sustancias marcadas, para el caso particular del bioensayo
con dodecano en la est. 38, un organismo de 1 pg se esperaria tuviera un marcaje de 60.41 dpm
de acuerdo a lo cbtenido en los controles, y de acuerdo a los experimentos 36.16 dpm, sin
embargo la biomasa promedio en los experimentos fue menor que en los controles (Tabla 7).

Los resultados pueden indicar que los organismos no incorporaron los hidrocarburos '“C, por
preferencia sobre otro tipo de bacterias que no ingirieron “C, y éstos consumieron otro alimento

dentro de la gama de microorganismos como organismos fotoautottdficos, hongos, levaduras
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(Blanchard, 1991). Valores negativos, como en este caso, en que el marcaje en controles es mayor
que en experimentos, han sido atribuidos a este hecho, cuando nematodos y copepodos
consumieron bacterias no marcadas (Herman y Vranken, 1988; Carman, 1990).

En los nematodos el marcaje fue mayor cuando mayor fue su biomasa, ésto puede indicar que a
mayor talla los requerimientos energéticos son mayores para el sostenimiento de los procesos
metabdlicos del cuerpo y por tanto su consumo es mayor respecto de otganismos mds pequefios.
Dichas necesidades pueden ser cubiertos por diversos mecanismos; se ha observado que hay una
alimentacién diferencial durante el desarrollo ontogénico en nematodos (Lopez ef /., 1979).

Los nematodos juveniles se alimentan principalmente de materia orgdnica disuelta que es
liberada pot la intensa actividad bacteriana dentro de su hdbitat, mientras que los adultos
retienen esta habilidad y ademds complementan sus dietas alimentindose de carrofia y
ocasionalmente depredan (Lopez et al., 1979) y es posible que este sea una caso similar con
algunos organismos.

Por otra parte, al igual que para los poliquetos y foraminiferos es posible que no este
directamente ligado a la talla de los organismos sino a su tipo de alimentacién en el caso de los
experimentos. Los foraminiferos al igual que los nematodos han sido caracterizados en cuatto
tipos de alimentacién (Giere, 1993) este estudio fue dirigido a los alimentadotes de depésito o
detritivoros.

En los controles es de esperarse que no ingirieron particulas de sedimento por lo que el marcaje
en el cuerpo de los organismos se pudo deber al contenido de *C en el tejido muscular y
estructuras quitinizadas corporales y el aumento con la biomasa puede ser explicada por el hecho
de que el tejido, el exoesqueleto y estructuras estan constituidas por compuestos con alto
porcentaje de carbono como los carbonatos para foraminiferos y la quitina en poliquetos asi
como en estructuras cuticularizadas en nematodos (Barnes, 1989),

El "C se produce de manera continua pot reacciones nucleares causadas por radiacién césmica al
incidir sobre la atmésfera terrestre, por la interaccién de neutrones sobre el nitrégeno

NY A+ b e 6C" + H'y entra a formar parte del catbén orgdnico en el cuerpo de los
organismos vivos (Navartete y Cabrera, 1993). No se considera aqui la radiactividad de fondo ya
que se hicieron correcciones. No se conocen los valores de Ja radiacién natural *C en los
organismos estudiados, sin embatgo en la materia orginica viva existe una relacién C nat / ct

de 1x10™.
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Aunque no se conocen los tipos de alimentacién de los organismos aqui analizados, sin embargo
en sedimentos finos se han encontrado las mayores proporciones de nematodos alimentadores de
depésito en al Sonda de Campeche (De Jests-Navarrete 1989; Herrera-Rodriguez, 1992) asi
mismo se han identificado a Jos foraminiferos como organismos asociados con sedimentos finos
con altos porcentajes de materia orgdnica (Giere, 1993) es posible ademis que la proporcién de
otros organismos como los omnivoros o depredadores fuera superior a la de los alimentadores de
depésito, sobre todo en la estacion 38 dadas sus caracteristicas sedimentarias,

Esto supondria una tasa de ingestién de bacterias menor en la est. 38 sin embargo, en esta
estacidn fue mayor que en la est. 51. Ya que Ja biomasa bacteriana disponible fue mayor en esa
estacion y la biomasa consumida estd en funcién de la cantidad de biomasa disponible (Montagna
1995).

7.3 Tasas de pastoreo meiofaunal sobre bacterias

Las diferencias entre las medias del marcaje en los bicensayos tanto en meiofauna como en
sedimentos, a las concentraciones de 0.1 y 2 pCi, se presentaron de acuerdo a lo esperado ya que
se afadieron los hidrocarburos con radiactividad distinta, ésta no podia ser la misma, sino mayor
a mayor concentracion y esto fue independiente del tipo de sedimento en las estaciones y de los
hidrocarburos empleados.

De igual forma, la meiofauna en los experimentos presenté un marcaje superior que en los
controles asi como en los sedimentos, esto sugirié una ingestién de bacterias marcadas por la
incorporacién de los hidrocarburos marcados como lo demuestran las tasas calculadas.

Las tasas de pastoreo estimadas, bajo las condiciones del modelo empleado antes planteadas en
El capitulo 5, para el dodecano 2 puCi, en las dos estaciones muestran mediante la incorporacién
neta bacteriana una continua actividad de los microotganismos durante la experimentacién,
asimismo esto demostté por un lado que este tipo de hidrocarburos son utilizados como fuente
alternativa de carbono en la Sonda de Campeche, particularmente en la estacién ubicada en la
zona de plataformas petroleras; y por otro lado, Ja preferencia de la utilizacién del dodecano con
relacion 2 la utilizacién del naftaleno por las bacterias.

Lo anterior concuerda con la susceptibilidad de los hidtocarburos a ser biodegradados ya que
estos microotganismos pueden degradar con mayor facilidad los n-alcanos particularmente los
de cadena intermedia (C10-C24), como es el caso del dodecano, que los aromiticos (Floodgate,
1972), también esta de acuerdo con las concentraciones por debajo de 0.01 ppb de este n-alcano

durante las campafas SGM-2 y SGM-3 en la Sonda de Campeche y en particular en las
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estaciones 38 y 51 de esta tltima campaifia (Vizquez-Gutiérrez , 1997), por lo que se considerd
como ausente, estos datos en conjunto sugieren una continua actividad degradadora bacteriana
sobre este n-alcano, y adicionalmente esto fue corroborado con los resultados obtenidos en los
experimentos de Jaboratorio que se discutirdn en la seccién siguiente.

Es importante hacer notar aqui que la estacién 38 presentd una tasa de pastoreo mayor que la de
la estacion 51, puede explicarse por una mayor adaptacién al uso del recurso, ya que la
incorporaciéon neta de la meijofauna fue superior que la de la estacién 51, ademds de que la
abundancia bacteriana también fue superior en esta estacién, y la concentracién de alimento
disponible determina el consumo (Shiemer, 1982), adicionalmente la riqueza taxonémica en esta
estacién fue mayor con la presencia de ostracodos, copepodos y oligoquetos que son
consumidores potenciales de bacterias (Giere, 1993; Marcorte, 1983; Bouguenec y Gianil,
1989).

Al parecer en la estacién 38 existié una mayor optimizacién del recurso alimenticio ya que las
bactetias incorporaron menos dodecano "“C pero la tasa de pastoreo fue mayor sobre ellas que en
la estacién 51 donde las bacterias incorporaron mas dodecano ““C pero la tasa de pastoreo fue
menor sobre ellas, debido posiblemente a que el nimero de taxones pastoreadores fue menor
(Tabla 2), también la abundancia bacteriana ademds de la posible preferencia sobre otro tipo de
alimento por la meiofauna, estas preferencias, dependen de la calidad y cantidad del alimento
(Decho, 1988; Montagna y Yoon, 1991), y puede afectar las tasas de ingestion sobre los
microorganismos {Carman y Thistle, 1985).

En este caso los hidrocarburos son una fuente importante de carbono para estos organismos, sin
embargo su calidad nuttitiva en relacidén con otras fuentes de materia orgdnica ricas en nitrégeno
es inferior y se ha podido observar que el contenido de nitrégeno es determinante en la calidad
del alimento, asimismo aunque inctementen sus tasas de ingestién con el aumento del alimento,
si este es de bajo valor nutricional puede afectar negativamente la produccién de la meiofauna e
incluso sobre su supervivencia (Guidi, 1984).

Estos resultados no concuerdan con los de Montagna e @f., (1995) para las chapopoteras en Santa
Barbara, California, en donde no encontré diferencias en las tasas de pastoreo entre estaciones
préximas v alejadas de las chapopoteras, lo que interpreté como que la exposicién al petréleo no
tuvo un efecto en la conducta de alimentacién, desde luego que este caso es distinto al que aqui
se analiza debido a que la tasa de pastoreo calculada fue sobre bacterias que incorporaron

hidrocarburos, y no timidina, que estd ligada a la sintesis del ADN, (Montagna, 1993), sin
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embargo es més patecida a la que se estimé para la estacion 51, siendo ésta menor ya que las
bacterias marcadas fueron aquellas con capacidad de incorporar y asimilar los hidrocarburos, y al
ser un grupo reducido, la tasa de pastoreo sobre ellas fue menor.

Esta comparacién muestra por un lado que en la zona de plataformas petroleras de la Sonda de
Campeche, la presencia de los hidrocarburos no ejerce una influencia en la selectividad del
alimento por parte de los organismos de la meiofauna, debido quizd a la adaptacién de los
organismos al aporte continuo de estos contaminantes a su habitat, mientras que en la estacién
alejada de esta zona si parecio ejercer una influencia.

La tasa de pastoreo estimada para la estacién 51, es parecida a la publicada por Duncan e
#1.,(1974) para nematodos en estudios de laboratorio y no a la de una comunidad, sin embargo
en supetior a la publicada para toda la meiofauna en sedimentos con altos potcentajes de limos
en Boston M. (Epstein y Shiaris 1992), aunque éstos autores utilizaron una técnica distinta en las

determinaciones (vease tabla 10).

De acuerdo a Montagna (1995) hay dos formas de abordar el andlisis de las tasas de pastoreo de
la meiofauna, la primera es analizar cuanto carbono retira del sistema y la segunda es analizar el
posible efecto sobre la dindmica de las comunidades bactetianas. En cuanto a la primera visién,
se puede decir que de acuerdo a las tasas de ingestién de bacterias degradadotas de petrdleo
obtenidas, y considerando que el biovolumen promedio para la meiofauna fue de 27 nl y el de
una bacteria 3.6 — 7.3 x 10 ~° nL (Lee & Furkman, 1987) entonces el volumen ingerido es
relativamente pequefio en comparacién con el biovolumen de la meiofauna.

Considerando que una célula bacteriana contiene 2x10 ™ g C (Lee y Furkman, 1987), entonces
Jas tasas de ingestién para las estaciones 38 y 51 expresadas en carbén fueron de 6.86x10
ngC/h v 4.12x10° ngC/h respectivamente que son equivalentes al 1.94x10 * % y 5.08x10 ~°
% del carbdn contenido en las biomasas bacterianas disponibles en cada una de las estaciones, de
acuerdo a los datos estimados potr conteo directo, como se puede observar el porcentaje de
carbono removido es muy pequeiio.

Estos resultados son inferiores a los que Blanchard (1991) y Rieper (1978) encontraron para
copepodos en estudios de laboratortio, asi como a los de Shirayama (1995) de 0.378 ngCrh para
el mar profundo en el mar de Japén y notablemente inferiores que los publicados para especies
de nematodos en aguas someras que van de 6 a 17 ngCrh (Tietjen 1980), en lo que respecta a

estudios i situ.
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Como ya se ha mencionado, la posible explicacién a estas diferencias, es ante todo las preferencias
en el alimento, ademds las condiciones de la plataforma continental en comparacién al mar
profundo son distintas, empezando por las estrategias de alimentacién, en el mar profundo el
flujo de matetia particulada es limitado vy la estrategia de los alimentadores no selectivos podtia
no ser conveniente ya que el costo energético por ingerir particulas de gran tamafio que pudieran
propotcionatles un valor tréfico bajo seria muy alto a diferencia de lo que ocurre en aguas
someras en donde la alimentacién es menos selectiva debido a la abundancia de alimento
(Shitayama, 1995), aunado 2 lo que ya sea discutido en relacién a los hidrocarburos.

Aqui es importante resaltar [a diferencia entre incorporacion y asimilacién, debido a que las tasas
de pastoreo de la meiofauna sobre bacterias y la incorporacién de dodecano “C por estas no
implica que sea asimilado en un 100 %. Blanchard (1991) sefiala la existencia de una
optimizacién de la proporcién asimilacién: ingestién a través de un estrecho acoplamiento entre
caractetfsticas morfoldgicas bucales y los sistemas enzimadticos de la meiofauna.

Estudios con nematodos y copepodos han revelado diferencias en las tasas de ingestién y las tasas
de asimilacién entre especies e inclusive entre diferentes estados ontogénicos de la misma especie
(Decho y Fleeger, 1988). Herman y Vranken, (1988) encontraron un 25 % de asimilacién de
bacterias para el nematodo Monbystera disjuncia, este porcentaje de asimilacién ha sido
considerado una caracteristica general de los nematodos, también se ha podido observar que
otras especies de nematodos tesponden a cambios en la cantidad de alimento en su tasa de
asimilacién, pot ejemplo P. palustris solo presentd 12 % con alta concentracién de alimento
(Duncan et 4/, 1974) y con concentraciones de alimento una orden de magnitud menor se
encontré eficiencias de asimilacidn de 57 % (Schiemer ez 2/, 1980).

Al parecer una eficiencia de asimilacién baja en altas tasas de concentracién de alimento responde
al corto periodo de tiempo que fas particulas de sedimento ingeridas permanecen en el intestino,
pues las particulas pasan ripidamente por una digestién efectiva (Shiemer, 1982), la divergencia
en los datos publicados hace dificil realizar estimaciones al respecto.

Es claro que los requerimientos energéticos de la meiofauna no son cubiertos por el consumo
bacteriano, pues como ya se ha mencionado existen tipos de alimento alternativo a las bacterias,
al respecto Montagna (1984) sefiala que una tercera parte del suministro de carbono para
nematodos proviene de la ingestién de microfitobentos.

Aquf no se estimd la tasa de ingestién sobre microalgas, pero se asume la importancia de esta

fuente de carbono de acuerdo a lo publicado por diversos autores (Tabla 10) y que la Sonda de
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Campeche es un drea con una alta productividad primaria (Botello ez &/, 1992; Lizdrraga, 1996)
que ha sido considerada como una fuente importante de alimento para las comunidades bénticas
mediante un acoplamiento entre columna de agua y sedimentos (Soto y Escobar, 1995).

Asimismo se ha encontrado una correlacién positiva entre la concentracién de clorofila en

sedimentos y la abundancia de nematodos (De Jesiis-Navarrete, 1989).

Tabla 10. Tasas de pastoreo de la meiofauna (células. h™) estimadas por diversos autores.

AUTOR LUGAR PASTOREADOR BACTERIAS MICROALGAS
Carmat y Thistle (1983) Laboratorio Copepodos 0.002*- 0.016* -
Mountagna et @l., (1995) | LV. y Sta. Barb.,Calif. In sita Meiofauna 0.0058 0.0018
Epstein y Shiaris (1992) Boston, M. * Meiofauna 0.00001 -
Rieper (1978) Laboratorio Copepodos 2.06-7.07%% -
Montagna (1984) Carolina del Sur in situ Meiofauna 0.217x10" 1.44x107
Montagna y Bauer (1988) |  B.de San Prancisco #z situ Meiofauna 0.28x10° 0,08x10°
Blanchard (1991) Laboratorio Copepodos - 33.04k %%
Duncan ¢t #f., (1974) Laboratotio Nematodos 0.032x10° -
Presente estudio Sonda de Campeche # situ Meiofauna 34.34 y 2.06x10™ -

*Técnica distinta: bacterias tefiidas previamente. **pgfind./dfa ***LgC/10cm’/h.

En cuanto al uso de la técnica de los radioistopos en este tipo de investigaciones ## sitn, hay
algunas objeciones, pot el riesgo de sobreestimacién o subestimacién debidos a procesos que no
se relacionan con la alimentacién de los organismos, como la incorporacién de sustancias
marcadas por bacterias entéricas y epicuticulares de los organismos o la falta de pastoreo sobre
bacterias marcadas que vivan sobre un pastoreador potencial (Montagna y Bauer, 1988). Existen
sin embargo, técnicas que utilizan bacterias u otro tipo de alimento premarcado e incluso utilizan
bacterias tefiidas para fluorecer dentro del intestino de los organismos al ser transparentados y
obsetvados directamente antes de proporcionarfas como alimento (Epstein y Shiaris, 1992).

Sin duda estas técnicas propotcionan mejores resultados, pero no son aplicables a estudios 7 situ
ya que no es posible separar a los microorganismos de la muestra colectada, tefiirlos y
postetiormente volverlos a incorporar al sedimento sin causar una perturbacién en ellos.

Otras variables a considerar respecto a la técnica empleada son el periodo de duracién de la
experimentacién, y la hora del dia en la que fue realizada, durante este periodo es posible que

muchos organismos no se alimentaron si sus hédbitos eran nocturnos y no diurnos, o se

62



alimentaron previamente a ser colectados, aunque para los nematodos se ha podido observar que
se alimentan continuamente (Lopez et @/, 1979).

Otro factor importante es la absorcién por difusion en las paredes cotporales de los organismos,
ya que se ha podido observar que un alto porcentaje de la matetia orgénica disuclta es ingerido
por esta via, particularmente en los anélidos y en los nematodos (Giere, 1993; Lépez, e 4/,
1979), este tipo de absorcién pudo set eliminada por el uso de los controles, sin embargo es

deseable evaluar si el proceso continda una vez que los organismos estan muertos.

7.4 Tasas de degradacién bacteriana de hidrocarburos

El dodecano fue degradado en los dos tipos de sedimento preferencialmente con una tasa
promedio de 93.48 % alos 30 dias de exposicion al cultivo mixto de Psendomonas sp y Aevomonas
calco, mientras que el naftaleno solo fue degradado en un 45.89 % bajo las mismas condiciones.
Estos tesultados apoyan los obtenidos en los experimentos ## sitw, debido a que tanto en
laboratotio como en el campo se observa una preferencia por el dodecano con felacién al
naftaleno y estos resultados lo demuestran.

De igual modo en los experimentos con petréleo crudo, los n-alcanos presentaron mayores tasas
de degradacién que los aromdticos (Tabla 9). Cabe sefialar que las diferencias encontradas de
hidrocarburos ausentes en controles y presentes en experimentos pueden atribuirse a la
composicién misma del crudo que no es homogénea. Las comparaciones de las tasas de
degradacién de alifiticos y aromdticos no son adecuadas ya que las metodologias no fueron las
mismas y la cromatografia de gases en una técnica mas precisa que la fluorometria, aqui se
considera esta comparacién como punto de referencia.

Las tasas de degradacion estimadas tanto para alifiticos como para aromdticos en los
experimentos con crudo fueron superiores en los sedimentos de limo arena, es posible que este
sedimento mostrara mayor porosidad y por tanto mayor adsorcién de la pelicula del crudo
petmitiendo asi una optimizacién en la colonizacién de las bacterias a los granulo de sedimento a
través de fimbrias, como ocurre con particulas detriticas (Zimmermann, 1977) y como puede
obsetvarse en la fig. 25D, en donde la colonizacién bacteriana de pequefias gotas del crudo
parece ser completa.

En este cultivo de Psewdomonas sp v Aeromonas calco, el proceso da inicio con la emulsificacién a
los 14 dias de incubacién (Yafiez-Soria, 1995) que corresponde a la fase exponencial (Figura 25),

después de dos semanas mds, el cultivo pudo continuar creciendo utilizando como recurso tnico
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los hidrocarburos suministrados de tal forma que a los 30 dias utilizaron cerca de la mitad de este
recurso alimenticio, de acuerdo a las tasas estimadas, y con una notable preferencia por los
alifiticos (PFigura 21). Cuando las condiciones son favorables este tipo de bacterias puede
degradar practicamente cualquier tipo de hidrocarburos, los n-alcanos son degradados mis
facilmente, especialmente los formados por 10 a 16 carbonos (Romero-Jarero ¢ &., 1998), como
en este caso (Tablas 8 y 9) y los compuestos aroméiticos son fuentes aceptables de carbono y
energia (Romero-Jatero ¢f ., 1998), una muestra de ello son las tasas de biodegradacion
obtenidas para este tipo de hidrocarburos.

Con relacién a las condiciones favorables para acelerar el proceso de biodegradacion, en este caso
la temperatura favorecié las altas tasas obtenidas al final de Ja experimentacién debido a que a
pesar de poder presentatse este proceso en las bacterias en un amplio intervalo de temperaturas
(Atlas, 1981), siempre son favorables las temperaturas cdlidas, como en este caso con 28 *+1 °C,
debido a que tales temperaturas aceleran el proceso de volatilizacién de los hidrocarburos de bajo
peso moleculat y aumentan su suceptibilidad a la biodegradacién (Ratledge, 1994).

La mayoria de las bactetias requieren de oxigeno para el proceso de biodegradacién y la cantidad
requerida depende del hidrocatburo, por ejemplo para oxidar 1 mg de naftaleno a CO, y H,O
se requicren 3.00 mg de oxigeno y el octano requiere 3.5 mg de oxigeno (Romero-Jarcro ez &/,
1998), aunque la cantidad inicial de oxigeno en los experimentos realizados fue de 3.5 mg/100
ml, no se realiz6 un monitoreo de este parametro por lo que no se puede aseverar nada al
respecto, de igual forma que para los nuctientes particularmente de N y P, sin embargo por los
resultados obtenidos estos factores no parecieron ser limitantes para el proceso de biodegradacién
al menos hasta los 30 dias de incubacién.

Las estimaciones obtenidas de cuanto degradan dos especies de bacterias de la Sonda de
Campeche, son alentadoras, pero el pastoreo de la meiofauna sobre éstas y otras bacterias parece
ser muy pequefio con relacién a la informacién disponible al respecto (vease Tabla 10) y es
aconsejable evaluar que tan importante es con relacién al aporte continuo de hidrocarburos en la
regién de estudio tanto de forma natural como por la industria petrolera nacional.

Con los resultados obtenidos se ha demostrado que existe una respuesta al aporte de
hidrocarburos, pot lo que es recomendable reconsiderar el papel de los hidrocarburos del petréleo
en el balance de materia y energia en esta porcién del Golfo de México. Sin embargo, la medida
en que esta respuesta conttibuye a una depuracién del sistema es algo que requicre de un gran

esfuerzo en trabajo interdisciplinario. Por ésto, los resultados que aqui se han presentado y
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discutido son una conttibucién al conocimiento de estos procesos, pero dado su cardcter
preliminar no pueden ser extrapolados indiscriminadamente.

En ptimer lugar porque las concentraciones de hidrocatburos utilizadas en laboratotio estin por
encima de las concentraciones promedio documentadas para la Sonda de Campeche (Vizquez-
Gutiérrez, 1997), adicionalmente las condiciones ambientales producen diferencias con respecto
a lo que se puede obtener en laboratorio, ya que en el proceso de degradacién del petrdleo
influyen diversos factores fisicoquimicos ademds de los biolégicos (Morgan y Watkinson, 1994).
En cuanto a los aspectos biol6gicos, hay dos aspectos fundamentales, por una parte aqui se utilizd
un cultivo mixto con dos especies bacterianas, Prendomonas sp que es la mds comuin dentro de las
hidrocarbonoclastas (Atlas, 1993) v Aeromonas calco cuya condicién de hidrocarbonocldsta
recientemente fue descubierta (Yafiez-Soria, 1995), en la Sonda de Campeche hay mas de dos
especies de bacterias que degradan hidrocarburos (Yafiez-Soria, 1995);, ademiés de levaduras
(Silva, en preparacién), hongos y cianobacterias potencialmente degradadoras de hidrocarburos
en el Golfo de México (Rojas-Tellez, 1997).

Por otro lado, la disponibilidad de otras fuentes de carbono en la materia orgénica hace de los
hidrocarburos una fuente alternativa de carbono, como quedé demostrado con las tasas de
pastoreo estimadas, y no la nica fuente de carbono como en el caso de los experimentos en
laboratorio, por lo que otras sustancias disponibles pueden ser utilizadas preferencialmente

debido a las diferencias en e} costo energético.
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CONCLUSIONES

El objetivo central de este trabajo se cumplié al llegar a conclusiones que representan una

contribucién al conocimiento de uno de los procesos de transferencia de materia y energia en las

comunidades bénticas de fa Sonda de Campeche. En cuanto a los objetivos particulares, puede
decirse que se cumplieron parcialmente debido a las limitaciones impuestas por los propios
métodos empleados y sus modificaciones, asf como por la complejidad de los temas abordados.

Las conclusiones obtenidas al término de esta investigacién son las siguientes:

1. Los hidrocarburos del petréleo fueron incorporados por la comunidad bacteriana sugitiendo
una utilizacién como fuente de carbono alternativa en las dos localidades de muestreo y
experimentacién en la Sonda de Campeche, a su vez, las bacterias fueron pastoreadas por los
componentes de la meiofauna en las dos localidades.

2. De los componentes dominantes en la meiofauna, los nematodos de mayor biomasa tuvieron
un consumo de bacterias marcadas superior en comparacion a los mds pequenos y ocurti6 el
caso inverso para los poliquetos y foraminiferos.

3. Se encontrd una preferencia por la incorporacién bacteriana de dodecano en las dos estaciones
de colecta asi como en los experimentos de laboratorio en comparacién al naftaleno y esto se
manifestd en Ja tasa de pastoreo meiofaunal.

4, Las tasas de pastoreo de la meiofauna sobre bacterias marcadas por incorporacién de
dodecano “C fueron de 34.34. h™' para la estacién 38 ubicada en zona de plataformas y de
2.06x10™. h' para la estacién 51 alejada de las plataformas petroleras.

5. La meiofauna retiré del sistema 6.86x10” ngCh™ en la estacién 38 y 4.12x107 ngCh™
en la estacién 51 equivalentes a 1.94x10” % y 5.08x10"'° % del carbén en las biomasas de
bacterias disponibles en las dos estaciones respectivamente,

6. En los experimentos de Jaboratorio, el cultivo de Pseudomonas sp y Aeromonas calco degradé el
dodecano en tasas de 100 y 87 % a 30 y el naftaleno fue degradado en un 18 y 73 % en los
dos tipos de sedimento procedentes de las estaciones 38 y 51 de la campafia SGM-3.
Observindose una mayor eficiencia en los sedimentos limosos que en los arenosos.

7. El petréleo crudo fue degradado un 49.5% para los hidrocarburos alifdticos en sedimentos de
atenas-limos y 56.79 % en sedimentos de limo-arena mientras que los aromdticos fueron
degradados en un 19.16 % y un 32.2 % respectivamente a los treinta dias de exposicion al

cultivo bacteriano como fuente dnica de carbono y energia.
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RECOMENDACIONES

La experiencia obtenida al realizar esta investigacién ha permitido llegar a una serie de

planteamientos a ser considerados para futuras investigaciones, que se enlistan a continuacién:

*

El tiempo de renovacién bacteriano debe ser estimado para poder reconocer los efectos reales

de los pastoteadores sobre la comunidad bacteriana.

o Se requiere evaluar los posibles efectos de los hidrocarburos en la conducta de alimentacién

de la meiofauna, mediante la realizacidn de bioensayos.

. RET 4 .
o Realizar controles con timidina- *H y carbonato-"*C para evaluar el pastoreo sobre bacterias y
microalgas que permita discernir entre la importancia de las fuentes de alimento y compatar
4 . .. P .
con el pastoreo de "“C-hidrocarburos. Asimismo se debera incrementar el tiempo de

incubacién con estos hidrocarbutos,

e E] ntimero de réplicas por muestreo deberd aumentarse, asi como el 4rea de estudio dando
igual énfasis a las regiones de plataformas de explotacién petrolera, zona de chapopoteras
naturales asi como a las regiones desprovistas de actividad petrolera en la Sonda de

Campeche.

e Los experimentos para evaluar las tasas de biodegradacién de hidrocatburos, utilizando los
microotganismos obtenidos en los muestreos sin que éstos sean selectivos, ya que esto
permititd tener una estimacién mds cercana a las condiciones naturales que trabajando con

cepas aisladas.

e Llevar al cabo una red de monitoreo que incluya los estudios que atriba se enumeran con el
objeto de conformar una base de datos que permita analizar el comportamiento de las
comunidades tanto bacteriana como meiobéntica ante la presencia de hidrocarburos y poder

realizar en la medida de lo posible predicciones.
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