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RESUMEN

El tributilestafio (TBT) es un compuesto altamente toxico y persistente que representa
una serie de riegos para el ambiente, principalmente en los sedimentos de los puertos
maritimos. La busqueda de microorganismos con capacidad de tolerancia al compuesto
toxico genera un recurso importante como indicadores o incluso potenciales degradado-
res del compuesto. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de resistencia y la
méxima concentracion de tolerancia al TBT de aislados bacterianos de los sedimentos de
la Bahia de Manzanillo. Se inocularon bacterias en diferentes concentraciones de TBT
(0.42,0.82,1.26,2.5,3.75, 5y 7.5 mM). Las especies Cobetia sp., Pseudoalteromonas
sp., Vibrio toranzoniae y V. alginolyticus demostraron tener la capacidad de tolerar
420 uM, 820 uM, 1.26 mM, 2.5 mM, 3.75 mM, siendo esta tlltima la concentracion mas
alta. Nuestros resultados aportan informacion necesaria para evaluar si las bacterias
tolerantes al TBT pueden reducir el compuesto a metabolitos menos toxicos y facilitar
la biorremediacion de los ecosistemas contaminados.
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ABSTRACT

Tributyltin (TBT) is a highly toxic and persistent compound representing a series of
environmental risks, mainly in the sediments of maritime ports. The search for mi-
croorganisms that can tolerate the toxic compound generates an important resource as
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indicators or even potential degraders of the compound. This work aimed to evaluate
the resistance capacity and the maximum concentration of tolerance to TBT of bacte-
rial strains isolated from the sediments of Manzanillo Bay. Strains were inoculated at
different TBT concentrations (0.42, 0.82, 1.26, 2.5, 3.75, 5 y 7.5 mM). Cobetia sp.,
Pseudoalteromonas sp., Vibrio toranzoniae, and V. alginolyticus are species that showed
the ability to resist 420 uM, 820 uM, 1.26 mM, 2.5 mM, 3.75 mM, the last one being
the highest concentration. Our results provide the necessary information to evaluate
whether TBT-tolerant bacteria could reduce the compound to less toxic metabolites
and be potential for the bioremediation of contaminated ecosystems.

INTRODUCCION

El tributilestano (TBT) es un compuesto orga-
noestanoso que se utilizd como principal aditivo
en pinturas antiincrustantes desde la década de los
anos sesenta (Cruz et al. 2007). Fue causante de una
contaminacion importante en ambientes marinos al
ser un compuesto poco hidrosoluble y de caracter
lipofilico que ocasiono una persistencia alta en el
ambiente (Barreiro et al. 2004, Rodriguez-Romero
2010). Esto produjo una bioacumulacion del TBT en
tejidos de invertebrados, peces, aves y mamiferos;
particularmente en ostras este compuesto provoca
una disminucion en el grosor de su concha, mientras
que en gasterépodos genera una disrupcion endo-
crina conocida como imposex (Gibbs et al. 1987,
Chacon et al. 2007). La Organizacion Maritima
Internacional (OMI) adoptd medidas para controlar
los impactos ambientales relacionados con el uso
del tributilestafio en pinturas para embarcaciones,
estableciendo la prohibicion total de su uso en el afio
2003 y haciéndose efectivo hasta el 2008 (Bigatti
etal. 2013).

Latoxicidad del compuesto y su gran persistencia
en los ecosistemas, principalmente en sedimentos
de puertos maritimos y zonas aledafias a ellos (de
Castro et al. 2012, Bigatti et al. 2013), provoco el
interés en la comunidad cientifica por aquellos mi-
croorganismos con la capacidad de tolerar e incluso
degradar dicho contaminante (Wuertz et al. 1991,
Jude et al. 1996, Dubey et al. 2006, Cruz et al. 2007,
2015, Mohamat-Yusuffet al. 2014, Ebah et al. 2016,
Liu et al. 2019). Las bacterias han sido sefialadas
como uno de los principales microorganismos con
capacidad de degradacion (Dubey y Roy 2003,
Cooney et al. 1995, Mohamat-Yusuff et al. 2014)y
son consideradas como organismos potenciales para
la biodegradacion del TBT en sitios contaminados
(Monteiro et al. 2021).

La tolerancia de las bacterias al TBT esta li-
mitada a la capacidad de la especie porque se ha

observado que el compuesto puede llegar a causar
efectos negativos en ellas. Por ejemplo, Dubey et
al. (2006) reportaron que la cepa bacteriana Pseu-
domonas aeruginosa 25W aislada del mar arabigo,
es altamente resistente al TBT a una concentracion
de 50 uM, sin embargo, en concentraciones altas
(500 uM) la bacteria presenta efectos transcripcio-
nales, generando tensiones que darian lugar a una
inhibicion de la transcripcion de genes involucrados
en la traduccion, post-traduccion y degradacion.
Ademas, se ha reportado que especies de los géneros
Alteromonas, Bacillus, Brevibacterium, Enterobacter,
Kurthi, Pseudomonas, Pseudoalteromonas'y Listeria
tienen la capacidad de resistir una concentracion de
3 mM, la mas alta reportada de TBT para bacterias
(Cruz et al. 2007, Monteiro et al. 2021). Particu-
larmente, se ha evidenciado que la mayoria de las
bacterias tolerantes a compuestos organoestainosos
son Gram negativas, posiblemente debido a que
el grupo presenta mayor abundancia en ambientes
marinos (Wuertz et al. 1991, Jude et al. 1996, Cruz
et al. 2007, 2013).

El Puerto de Manzanillo se caracteriza por ser
uno de los cuatro puertos mas destacados en México
y el mas importante del litoral del Pacifico (ININ-
VESTAM 2018); registra un intenso trafico maritimo
por ser area de influencia para rutas nacionales e
internacionales (ASIPONA 2018). Debido a ello, el
Puerto de Manzanillo es una zona potencial para la
presencia de TBT y por consiguiente de bacterias con
capacidad de tolerar tal contaminante. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la capacidad de tolerancia y
la méxima concentracion de tolerancia al TBT de las
bacterias marinas heterotrofas aisladas del sedimento
de la Bahia de Manzanillo, Colima, México. Los re-
sultados aportaran informacion de linea base respecto
a bacterias que toleran el TBT, las cuales podrian
ser utilizadas para degradar el TBT en el Puerto de
Manzanillo, como una estrategia de mitigacion del
contaminante y reducir los efectos dafinos en los
ecosistemas marinos.
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MATERIALES Y METODOS

El area de estudio fue la Bahia de Manzanillo,
Colima, México (19°03'08"N; 104°18'57"0), donde
se seleccionaron tres sitios de muestro en funcion a
la cercania con el puerto: 1) Carrizales esta localizado
al noroeste de la bahia y presenta el menor impacto
antropico al considerarse lugar de pesca tradicional
y actividades turisticas, posee una cobertura de coral
considerable con estructuras arrecifales con un espe-
sor >3 m y extension de 4 ha. (Chavez-Comparan y
Macias- Zamora 2006); ii) Punta Santiago se ubica en
el centro de la bahia a seis kilometros de la entrada al
Puerto, la cual es un sitio impactado altamente por la
pesca artesanal legal e ilegal, actividades turisticas,
sedimentacion generada por los aportes de la laguna
de Juluapan y por contaminacion de aguas residua-
les de la ciudad y del Puerto de Manzanillo; iii) La
entrada al Puerto de Manzanillo es también un sitio
impactado por aguas residuales, quimicos y aceites
de los barcos, asi como por contaminantes que se
encuentren en areas de almacenaje (Fig. 1).
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Fig. 1. Area de estudio y sitios de muestreo en la bahia de
Manzanillo, Colima, México.

Los muestreos se realizaron en los meses
de julio del 2016 y enero del 2017. En cada sitio de
muestreo se recolectaron muestras por triplicado
de la capa superficial del sedimento a profundida-
des entre 5 a 10 m. La distancia entre las réplicas
fue entre 5 a 8 m para garantizar su independencia.
En este trabajo se considerd que la variacion temporal
no fue importante para la identificacion de bacterias
tolerantes al TBT, lo que permitié incrementar el
numero de réplicas.

Para obtener la mayor cantidad de aislados posi-
bles en el laboratorio se realizaron dos técnicas de

aislamiento bacteriano para cada réplica (o muestra):
1) Por agitacion, donde cada muestra fue sometida a
agitacion constante en lapsos de un minuto con cuatro
repeticiones por muestra. El liquido fue transferido a mi-
crotubos estériles de 1.5 mL. Posteriormente, las células
fueron concentradas por centrifugacion a 12000 rpm
durante dos minutos y el boton fue resuspendido en
un 1 mL en agua de mar estéril. Después se realizaron
diluciones seriales de 1073, 10~y 10~ con agua de mar
estéril para cada una de las muestras. Finalmente, se
tomaron 100 pL de cada dilucion y se sembraron por
separado en medio Zobell marino. 2) Estampado en
placa, donde una parte del sedimento fue transferida a
una caja Petri estéril y con un algodén humedecido con
agua de mar estéril se tom6 sedimento de la placa y se
estampd en otra caja de Petri con medio Zobell marino.
El estampado se realiz6 varias veces en direccion de las
manecillas del reloj a manera de dilucion (Mincer et al.
2002, Becerril 2011). En ambas técnicas, las bacterias
fueron sembradas en medio Zobell marino: levadura
(1 g), bactopeptona (5 g), cloruro férrico a 1 %
(1 mL), agar (13 g), en 1 L de agua de mar filtrada a
través de filtros de poro a 0.22 micras e incubadas de
cinco a siete dias a 28 °C para favorecer el crecimien-
to bacteriano. Los aislados bacterianos obtenidos se
criopreservaron en glicerol a 45 %.

Prueba de tolerancia al TBT

Las bacterias aisladas fueron utilizadas para las
pruebas de tolerancia al TBT. Para esto se prepa-
raron cajas Petri con medio sélido Zobell marino
sin TBT (testigo positivo) y con adicion de TBT
en diferentes concentraciones: 420 uM, 820 uM,
1.26 mM, 2.5 mM, 3.75 mM, 5 mM y 7.5 mM. To-
dos los aislados bacterianos se inocularon mediante
estriado y se incubaron por cinco dias a 28 °C en la
oscuridad. Posteriormente, se registraron los aisla-
dos que presentaron crecimiento en las diferentes
concentraciones de TBT.

El disefio experimental utilizado para analizar
los datos fue de dos vias con factores cruzados y
de efecto fijo (modelo tipo I). El primer factor ana-
liz6 la variacion espacial de los sitios de muestreo
(Carrizales, Punta Santiago y Puerto), mientras
que el segundo corresponde a las concentraciones
de TBT (420 uM, 820 puM, 1.26 mM, 2.5 mM,
3.75 mM). Las concentraciones de 5 y 7.5 mM no
fueron consideradas en el andlisis porque ninguna
bacteria fue tolerante a estos niveles de TBT. Este
diseno fue considerado de forma aditiva (sin inte-
raccion) por la gran cantidad de ceros encontrados
debido a un numero alto de bacterias intolerantes al
TBT, el cual se expreso de la siguiente manera:
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Y=pu+S+C +eg (1)

donde Y es la variable de respuesta; | es la media;
Si es el factor espacial de los sitios de muestreo; C;
es el factor que corresponde a las concentraciones
evaluadas del TBT; e;j es el error acumulado de los
factores S; y M;. Para analizar la variacion del nimero
de aislados bacterianos tolerantes al TBT se utilizo un
analisis de varianza (Andeva) permutacional, ya que
los datos no cumplieron con los supuestos estadisti-
cos paramétricos. El Andeva permutacional se hizo
con el disefio antes mencionado y con una matriz de
distancia euclidiana. La significancia estadistica de
la prueba global se prob6 con 10000 permutaciones
de residuales bajo un modelo reducido y la suma de
cuadrados tipo III. Las pruebas a posteriori usaron
un método Monte-Carlo para evaluar su significancia
estadistica debido a un nimero bajo de permutacio-
nes (< 100). Ademas, visualmente se mostraron los
resultados con graficos de barras y bigotes, asi como
de barras apiladas. Estos andlisis se hicieron en Pri-
mer 7 (Anderson et al. 2008, Clarke y Gorley 2015).

Identificacion molecular

Aquellos aislados que demostraron capacidad de
tolerancia en la mayoria de las concentraciones con
TBT fueron identificados por la extraccion de ADN
gendmico con el uso del kit de extraccion Dneasy
blood and tissue, Qiagen®, siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. Se amplifico el gen ribosomal 16S
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en ingles), con el par de cebadores:
27F (5'-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3") y
1492R (5'-TAC CTT GTTACGACT T-3"). Todas las
reacciones de PCR se realizaron a un volumen total
de 25 pl, con concentraciones finales de 1.5 pg/mL
de ADN, 0.8 mM de los cebadores, Dream Taq Green
Master Mix (2X) (#K1081) de Thermo Scientific®
(0.2 mM dNTPs y 2 mM Mg Cl,), con base en las
siguientes condiciones: 1) Desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 5 min; 2) 30 ciclos a 95 °C durante
1 min, 56 °C durante 1 min, y 72 °C durante 1 min;
3) Una extension final de 10 min a 72 °C. Los pro-
ductos de PCR se visualizaron en geles de agarosa
al 1 %. Los fragmentos de PCR se purificaron me-
diante el kit “GenEluteTM Gel Extraction” (NA1111
Sigma-Aldrich®), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Después, los fragmentos purificados se
enviaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia
(IBT) de la Universidad Nacional Autéonoma de
Meéxico. Las secuencias obtenidas fueron analizadas
para determinar su calidad mediante el programa
Chromas (Technelysium, DNA Squencing Software),

el alineamiento (Blast) se realizd en bases de datos
de secuencias nucleotidicas como el sitio web del
GeneBank. Se consider6 un porcentaje de similaridad
de la secuencia por encima de 98 % para la especie
y una similaridad de minimo 90 % para el género.

RESULTADOS

Se obtuvo un total de 118 aislados bacterianos
de los sedimentos de las tres localidades de Bahia
de Manzanillo. Del total de aislados, 50 toleraron
alguna concentracion de TBT, 19 correspondieron a
aislados del Puerto, 18 de Carrizales y 13 de Punta
Santiago (Fig. 2a 'y 2b). De los 50 tolerantes al TBT
se seleccionaron siete que presentaron la capacidad
de crecer en las cinco concentraciones 420 uM,
820 uM, 1.26 mM, 2.5 mM, 3.75 mM, siendo esta
ultima la concentracién mas alta para este trabajo.
Los resultados del Andeva permutacional mostraron
diferencias significativas en el nimero de aislados
bacterianos resistentes al TBT en los factores de Sitio
(Pseudo-F = 5.1949, p = 0.0335) y Concentracion
(Pseudo-F = 4.1653, p = 0.0394) con una explica-
cion total del modelo del 66 %. Sin embargo, en las
pruebas a posteriori no se encontraron diferencias sig-
nificativas en ambos factores por el niumero bajo de
permutaciones. De manera general, la concentracion
de 420 uM de TBT tuvo el mayor niumero de aislados
tolerantes al TBT, mientras que las concentraciones
de 2.5 mMy 3.75 mM tuvieron los valores mas bajos
(Fig. 2¢). Cinco de estos aislados correspondieron
a bacterias recolectadas del Puerto, una bacteria
Pseudoalteromonas sp., dos de Vibrio alginolyticus
yuna correspondiente a V. toranzoniae y otro aislado
P3MZ16.7. En cambio, las otras dos bacterias fueron
aisladas de Carrizales, una fue Cobetia sp. y la otra
Pseudoalteromonas sp. (Cuadro I).

DISCUSION

La localidad del Puerto de Manzanillo es consi-
derada, de manera indirecta, el sitio con el mayor
grado de contaminacion de TBT. Se sugiere que los
puertos son fuentes de contaminacion de compuestos
de estafio debido a la alta actividad por el flujo de
embarcaciones, tanto nacionales como internacio-
nales, (Villegas et al. 2021). Aunado a lo anterior,
Dominguez-Ojeda et al. (2015), demostraron una
tendencia de aumento de los niveles de imposex
(fendmeno causado por la presencia de compuestos
organoestafiosos) cerca a los puertos. Lo que indica
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Fig. 2. Bacterias tolerantes al tributilestaiio (TBT). a) porcentajes de los aislados a diferentes concentraciones de TBT en los sitios
de muestreo. b) y ¢) nimero de aislados bacterianos entre sitios y concentraciones de TBT, respectivamente. Se muestran
los percentiles del 95 % y 5 % como barras de error, la caja representa los percentiles del 75 % y 25 %, y la mediana se
muestra como una linea continua

CUADRO I. BACTERIAS TOLERANTES AL TRIBUTILESTANO (TBT) (420 uM-3.75 mM),
AISLADAS DE LOS SEDIMENTOS DE LA BAHIA DE MANZANILLO COLIMA,

MEXICO.
Codigo del Ano de Localidad  Especie Numero de acceso
aislado colecta GenBank-NCBI
P1IMZ16.9 2016  Puerto Vibrio toranzoniae SUB13862709/0R603035
P3MZ16.7 2016  Puerto Sin identificar
CalMZ17.6 2017  Carrizales  Cobetia sp. SUB13862709/0R603034
P2MZ17.6 2017  Puerto Vibrio alginolyticus SUB13862709/0R603036
PIMZ17.12 2017  Puerto Pseudoalteromonas sp. ~ SUB13862709/0R603032
CalMZ17.2 2017  Carrizales  Pseudoalteromonas sp. ~ SUB13862709/0R603033
P3MZ17.10 2017  Puerto Vibrio alginolyticus SUB13862709/0R603037

Nota: Los codigos de los aislados bacterianos representan la localidad (P es puerto, Ca es carrizales)
y aflo (16 es 2016, 17 es 2017) de colecta en el Puerto de Manzanillo (MZ). Los numeros después de
los codigos Py Ca corresponden al nimero de muestra recolectada en campo, mientras que el numero
seguido después de los codigos de los afios (16 y 17), mas un punto, corresponden al nimero de aislado
bacteriano de una misma muestra.

que los puertos podrian estar siendo la fuente prin- a este agente (Wuertz et al. 1991), caso que corro-
cipal de contaminacion de TBT. boramos en nuestro trabajo, donde el modelo indica
Los sitios contaminados con TBT podrian actuar diferencias entre el numero de bacterias tolerantes

como un medio selectivo para bacterias resistentes entre los sitios. En el caso de la localidad Puerto
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se encontr6 un mayor numero de bacterias toleran-
tes, algunas con la capacidad de resistir todas las
concentraciones hasta 375 mM. Carrizales, el sitio
mas alejado del Puerto, también registré un nimero
considerable de aislados tolerantes al contaminante.
Caso contrario de la localidad de Punta Santiago,
que registro el menor nimero de bacterias y ninguna
de ellas con la capacidad de resistir las cinco con-
centraciones de TBT (Fig. 2b). Esto podria deberse
a que este ultimo tiene la menor concentracién de
este agente toxico, a pesar de su cercania al Puerto.
La dinamica de las corrientes marinas en la Bahia
de Manzanillo se caracteriza por dirigirse hacia el
exterior de la Bahia de Santiago a través de Punta
Juluapan para luego dirigirse al sureste, rumbo a
Punta Campos (Lancin y Carranza 1976), es decir,
hacia el exterior de la Bahia de Manzanillo, lo que
permite que los sedimentos no se acumulen en la Ba-
hia de Santiago. Aunado a ello, Ahumada-Martinez
etal. (2018) reportaron la presencia de moluscos con
tumores debido a la presencia de monobutilestaio
(MBT) en zonas cercanas al puerto de Manzanillo,
siendo Carrizales una de ellas. Lo anterior explicaria
porque encontramos la menor cantidad de aislados
tolerantes a TBT en Punta Santiago a diferencia de
las localidades como el Puerto y Carrizales.

La concentracion maxima tolerante para algu-
nas de las bacterias al TBT en este trabajo fue de
3.75 mM, un valor similar a lo reportado por Cruz et
al. (2007), quienes encontraron 16 bacterias capaces
de resistir una concentracion de 3 mM, la mayoria
de ellas aisladas del sedimento marino, y en menor
proporcion, de agua de mar. De igual forma, Montei-
ro et al. (2021) reportaron 157 aislados bacterianos
tolerantes a 3 mM y dos con la capacidad de tolerar
hasta 6 mM de TBT. Lo anterior hace evidente
que las bacterias presentes de forma natural en los
puertos pueden tolerar el TBT a niveles elevados y
transformarlo en compuestos menos téxicos, lo que
contribuye a la restauracion del ecosistema.

Las bacterias identificadas en este trabajo por su
capacidad de tolerancia a cinco de las siete concen-
traciones de TBT, pertenecen a los géneros Cobetia,
Pseudoalteromonas 'y Vibrio. El género Pseudoalte-
romonas ha sido reportado por presentar capacidad de
resistencia a compuestos organoestafiosos. Mimura
etal. (2008) observaron en cultivos de medio liquido
con cloruro de tributilestafio (TBT-CI), moléculas
de TBT absorbidas por las células bacterianas Pseu-
doalteromonas sp. en una concentracién mayor a
10 uM. De igual forma ocurre para el género Vibrio,
Fukagawa et al. (1992) reportaron la tolerancia de la
bacteria Vibrio M-1, aislada de agua de mar, a una

concentracion de 125 uM de TBT-CI; ademas, en
cultivosenmedio liquido con lamisma concentraciéonde
TBT-CI, esta bacteria evidencio su capacidad de de-
gradar el TBT-CI, al encontrar menor porcentaje del
contaminante en los bioensayos realizados. A dife-
rencia de la concentracion de TBT antes mencionada,
en este trabajo Pseudoalteromonas y Vibrio son ca-
paces de resistir hasta 3.75 mM de TBT. En el caso
de Cobetia, no se tienen registros de este grupo con
relacidon a compuestos de estafio. Sin embargo, Villela
etal. (2023) resaltaron la importancia de grupos bac-
terianos en la biorremediacion de sitios contaminados
por hidrocarburos, entre ellos Cobetia sp.

La capacidad que desarrollaron estas bacterias al
tolerar la presencia de compuestos organoestafiosos,
las convierte en un recurso importante como indica-
doras o incluso como potenciales biorremediadoras
de sitios contaminados, ya que es muy probable que
tengan la capacidad de degradar el compuesto a
metabolitos menos toxicos y asi disminuir las con-
centraciones del compuesto en las areas naturales. A
pesar de que en la literatura no se tienen reportes de
la degradacion de compuestos organoestafiosos por
parte de los géneros Cobetia y Pseudoalteromonas,
podria ser el caso de nuevas bacterias con un papel
relevante en la biodegradacion. Por ello es importante
continuar con los estudios e incrementar el conoci-
miento sobre bacterias degradadoras del TBT, con
la finalidad de crear estrategias de eliminacion de
sustancias quimicas y toxicas del ambiente marino.

CONCLUSION

Los puertos maritimos son lugares tradicional-
mente contaminados y, por consiguiente, son medios
selectivos para bacterias con mecanismos desarrolla-
dos para la tolerancia y degradacién de compuestos
toxicos. En este trabajo encontramos bacterias con la
capacidad de tolerar diferentes concentraciones de
TBT, siendo la mas alta de 3.75 mM, destacando los
géneros Cobetia, Pseudoalteromonas 'y Vibrio. Cabe
mencionar que este trabajo representa uno de los
primeros acercamientos respecto al conocimiento de
bacterias tolerantes al TBT en México. A pesar de la
prohibicion del TBT hace 15 afios, la persistencia del
contaminante y de subproductos del mismo, siguen
siendo motivo de preocupacion. Es necesario seguir
con los estudios para las bacterias que demostraron
capacidad de tolerancia al TBT y evaluar su posible
potencial de utilizar el compuesto como fuente de car-
bono, y asi confirmar su capacidad para su uso en bio-
rremediacion ambiental para las zonas contaminadas.
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