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Resumen

El estudio de las comunidades bacterianas brinda informacion sobre los procesos que se llevan a
cabo en los ecosistemas. Los estudios microbiolégicos en manglares de la regién han sido
dirigidos a grupos bacterianos especificos tales como diazotrdficas, desnitrificantes y
solubilizadoras de fosfatos y utilizando técnicas cultivo-dependientes, por lo que gran parte de
las comunidades en los sedimentos aun se desconoce. Las técnicas moleculares actuales
permiten abordar estudios de comunidades con una mayor resoluciéon pues son capaces de
detectar bacterias no cultivables. El objetivo de este estudio fue analizar y comparar la
estructura e indices de diversidad de las comunidades bacterianas en sedimentos de manglar y
su relacién con las propiedades fisicoquimicas del agua intersticial en dos sistemas de manglar
ubicados en Puerto San Carlos, BCS, los cuales presentan diferencias fisondmicas marcadas, uno
deteriorado por actividad industrial y el otro conservado. El andlisis de comunidades bacterianas
se abordé mediante secuenciacién del gen 16S rRNA y se analizaron correlaciones con los
factores fisicoquimicos del agua intersticial mediante analisis de correspondencias candnicas. Se
encontrd que los Phyla mas abundantes fueron Proteobacteria, Chloroflexi y Desulfobacterota,
con una abundancia mayor de los dos ultimos en el sistema de manglar conservado, mientras
Proteobacteria predomind en los sedimentos del sistema de manglar perturbado. Las dos
familias mdas abundantes pertenecieron a bacterias sulfato-reductoras y correlacionaron
positivamente con la concentracion de sulfuros y el potencial redox del agua intersticial. Los
indices de diversidad mostraron comunidades con alta riqueza de especies y no se observé un
patrén en la distribucidén de especies relacionada con la profundidad de muestreo, pero si con
los sitios muestreados, encontrando que el sitio sujeto a mayor perturbacion por el efluente de
la planta termoeléctrica presenta una composicion distinta del sistema del manglar conservado
y de los otros dos sitios del manglar perturbado. Este trabajo aporta conocimiento sobre la
estructura y composicion de comunidades bacterianas en sedimentos de manglares aridos y la
relacion con algunos parametros del agua intersticial, permitiendo identificar patrones
caracteristicos en el sitio afectado por un efluente de industria termoeléctrica.
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Summary

The study of bacterial communities provides information on the processes in ecosystems.
Microbiological studies in mangroves in the region have been directed to specific bacterial
groups such as diazotrophic, denitrifying, and phosphate solubilizing and using culture-
dependent techniques so that a large part of the communities in the sediments is still unknown.
Current molecular techniques make it possible to approach community studies with higher
resolution since they can detect non-culturable bacteria. The objective of this study was to
analyze and compare the structure and diversity indices of bacterial communities in mangrove
sediments and their relationship with the physicochemical properties of interstitial water in two
mangrove systems located in Puerto San Carlos, BCS, which present marked differences, one
being deteriorated by industrial activity and the other one being preserved. The analysis of
bacterial communities was approached by sequencing the 16S rRNA gene, and correlations with
the physicochemical factors of interstitial water were analyzed by canonical correspondence
analysis. The most abundant Phyla were Proteobacteria, Chloroflexi, and Desulfobacterota, with
a greater abundance of the last two in the conserved mangrove system. At the same time,
Proteobacteria predominated in the sediments of the disturbed mangrove system. The two
most abundant families belonged to sulfate-reducing bacteria and correlated positively with the
concentration of sulfides and the redox potential of pore water. The diversity indices showed
communities with high species richness; the distribution of species was not related to the
sampling depth; however, the distribution of species was related to the sampled sites. Thus, the
site with greater disturbance by the effluent of the thermoelectric plant has a different
composition from the preserved mangrove system and from the other two disturbed mangrove
sites. This work provides knowledge about the structure and composition of bacterial
communities in arid mangrove sediments and the relationship with some pore water
parameters, allowing the identification of characteristic patterns in the site affected by a
thermoelectric industry effluent.
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1. INTRODUCCION

Los manglares son ecosistemas costeros conocidos por su alta productividad, sirven de refugio,
guarderia, y drea de reproduccién a innumerables especies marinas, proveen servicios cruciales
para la humanidad; son fuente de alimento y materias primas, proporcionan proteccién costera,
soporte a pesquerias, ademas de ser un importante sumidero de carbono (Lee et al., 2004).
Estas caracteristicas los convierten en ecosistemas prioritarios ante el panorama de cambio
climatico y la necesidad de reducir el CO, atmosférico. A pesar de la relativamente pequeiia
extension global, los ecosistemas costeros son desproporcionadamente importantes en
secuestro de CO, en comparacién con los ecosistemas terrestres (Mcleod, et al., 2011); los
manglares se encuentran entre los ecosistemas de mayor productividad a nivel global. Estos
ecosistemas estan localizados en zonas intermareales lo que los hace susceptibles a
perturbaciones tanto naturales como antrépicas. Entre los eventos naturales que tienen un
efecto negativo sobre los manglares encontramos a huracanes y sequias. Las perturbaciones
naturales representaron el 46% de las pérdidas de manglares a escala global en el periodo 2010-
2016, el 54% restante se atribuye a actividades antropogénicas. En México la principal causa de
pérdida de manglares se debe a cambios de uso de suelo y sobreexplotacion. En el caso de los
manglares de la regién Pacifico norte, se reportan mayores pérdidas por erosién costera,
seguido por el cambio de uso de suelo para actividades acuicolas o agricolas (Goldberg et al.,
2020). Los manglares dridos, se caracterizan por tener un minimo aporte minimo de agua dulce,
altas temperaturas, altos niveles de radiacion solar y altas tasas de evapotranspiracion; esta
combinacién de condiciones da lugar a manglares con baja humedad e hipersalinidad, lo que
limita el crecimiento de las especies vegetales que alcanza una altura media de 2.5m y en
comparacion con los manglares humedos, presentan menor productividad. Ademas de las
condiciones adversas recién mencionadas, los manglares aridos son ecosistemas pobres en
nutrientes esenciales como N y P, estas deficiencias eran consideradas paraddjicas por algunos
investigadores, debido a que, a pesar de ser pobres en nutrientes, presentan una alta
productividad, dicha paradoja la explica un altamente eficiente reciclaje de nutrientes, en el que
participan macro y microorganismos. La intensa y diversa actividad microbiana es la principal
responsable de la retencidn de los escasos nutrientes en el sistema. (Alongi et al., 1993; Alongi,

1994; Holguin et al., 2001). En los manglares tropicales, las bacterias y los hongos constituyen el



91% de la biomasa microbiana total, mientras que las algas y los protozoos representan solo el

7%y el 2% (Alongi 1988).

Las bacterias son responsables de la mayor parte del flujo de energia, al llevar a cabo la
degradacion de hojas, tallos y raices de manglar muerto incorporan nitrégeno, fosforo y otros
nutrientes que son aprovechados por las plantas, que a su vez liberan exudados radiculares que
sirven de sustento a los microorganismos del sistema. La relaciéon bacteria-nutrientes-planta

favorece el reciclaje y la conservacién de los nutrientes dentro del ecosistema.

Es sabido que la velocidad en la que se llevan a cabo los procesos de descomposicién de la
materia organica y aprovechamiento de nutrientes depende de diversos factores biodticos y
abidticos a los que los microorganismos son particularmente sensibles y que los cambios
introducidos por perturbaciones naturales o antrépicas tienen efectos en el reciclaje y por ende
en el estado de conservacién del ecosistema. A pesar de saberse que las comunidades
microbianas son las principales responsables del proceso de reciclaje de nutrientes en
sedimentos de manglar, en manglares de zonas daridas poco se sabe sobre cédmo estan

estructuradas o cuan diversas son.



2. ANTECEDENTES

2.1. Ecologia de comunidades microbianas

El concepto de comunidad se define como el ensamble de multiples especies, interactuando en
un ambiente definido. El concepto de ecologia de comunidades surgié con el estudio de
organismos superiores (plantas y animales). La ecologia de comunidades analiza cémo se
estructuran los ensambles bioldgicos, cuales son, qué y cdmo se llevan a cabo las interacciones y
como cambia la estructura de las comunidades en el espacio-tiempo. La definicién y naturaleza
de ‘comunidad’ ha sido objeto de debate por mds de un siglo, en los que su delineamiento ha
tenido mas que ver con el interés de los ecélogos que con caracteristicas inherentes de la
comunidad y en el caso de comunidades microbianas, la delimitacién y definiciéon de
‘interaccion’ se torna aun mas compleja (Konopka, 2009). Levins & Lewontin (1985), planteaban
que los limites de las comunidades tienen mas que ver con las interacciones presentes entre los
miembros, que con las barreras fisicas del ambiente. En ecologia microbiana, la influencia de los
microorganismos se da en escalas micrométricas, mas que en milimétricas y exceptuando
organismos multicelulares, sin embargo, la produccion de metabolitos y el consumo de
sustratos en sedimentos saturados de agua puede llegar a crear gradientes quimicos de metros,
volviendo problematica la delimitacién del espacio de interacciéon y de ambientes contiguos,

gue terminan siendo definidos por el interés del investigador (Wakeham et al., 2007).

En los ecosistemas, la distribucién de los microorganismos y de propiedades fisicoquimicas es
por parches, incluso en aquellos ambientes que aparentan tener condiciones homogéneas
(Azam & Malfatti, 2007). En ecologia microbiana, esto representa un rango de macroescalas en
las que se lleva a cabo el ensamble de comunidades y que tienen que ser delimitadas por el
investigador. El correcto andlisis de comunidades microbianas debe realizarse acompanado de
la determinacién de componentes abidticos, como microescala fisica y propiedades
fisicoquimicas, aunque existe un gran numero de elementos mas. Levin (1999) plantea que la
comprension del comportamiento y lo que sucede a nivel fisiolégico en los individuos, aunado a
propiedades emergentes tales como productividad y resiliencia, son el mayor desafio para los

ecologos.



2.2. Comunidades bacterianas en sedimentos de manglar

Las estrechas interacciones entre microorganismos y plantas favorecen el reciclaje de nutrientes
dentro del sistema Este reciclaje consiste en la transformacidon de nutrientes de vegetacion
muerta de manglar llevada a cabo por una amplia diversidad de microorganismos, los productos
de esta transformacion son fuentes de nitrégeno, fosforo y otros nutrientes que pueden ser
utilizados por las plantas, que a cambio exudan compuestos que son utilizados por los

microorganismos.

Las bacterias, principales responsables del flujo de carbono en los sedimentos de manglar, se
encargan de procesar la mayor parte del flujo de nutrientes y energia, ademas de actuar como
sumideros de carbono. A causa de la ampliamente demostrada importancia en los ecosistemas,
los microorganismos han sido sujeto de estudio desde varios enfoques, como diversidad
vegetal, reguladores de productividad y dindmica de poblaciones. (Van der Heijden et al., 2008).
La necesidad de entender los procesos en los suelos, principalmente agricolas, ha llevado al
desarrollo de métodos accesibles econdmicamente y faciles para medir aspectos relacionados
con fertilidad del suelo, produccién de gases de efecto invernadero y neutralizaciéon de
contaminantes, que posteriormente han sido empleados en otras areas de investigacién. La
asequibilidad de los métodos se ha traducido en un aumento en las publicaciones relacionadas

con la taxonomia y funcionalidad bacteriana. (Ruiz et al., 2019)

Desde inicios de los '90 se detectd lo limitado que era el estudio de microorganismos cultivables
para describir la diversidad taxonémica y funcional de las comunidades en su totalidad debido a
que la fracciéon de cultivables representaba una proporcién minima de la totalidad de la
comunidad (Torsvik et al., 1990). Hasta la introduccién de las técnicas basadas en &cidos
nucleicos, el método madas empleado para realizar comparaciones en composicion de
comunidades microbianas era el analisis cuantitativo de acidos grasos de fosfolipidos (PLFA, por
sus las siglas en inglés) (Hedrick et al.,, 2007), método insuficiente al haber diferentes
microorganismos que comparten el mismo tipo de PFLA, pero que permitia identificar grupos
con perfiles caracteristicos. Posterior al uso de PFLA, se empled el andlisis de perfiles
metabdlicos, basado en la premisa en que diferentes comunidades difieren en sus patrones de

aprovechamiento de sustratos, dicho analisis es util para conocer la estructura y potenciales



aspectos funcionales de la comunidad (Xue, et al., 2008). Por otro lado, los analisis basados en
secuencias de ARN ribosomal proporcionan informacion taxondmica o filogenética pero no
funcional, tan solo se puede inferir una funcidn para algunos grupos filogenéticos (ej.
Cianobacterias) pero no para la mayoria de los microorganismos, por lo que la conjuncién de
estudios fisiolégicos y metagendmicos proporcionan un panorama mas amplio la funcionalidad

de los microorganismos en los suelos.

A la fecha los estudios metagendmicos realizados en manglares son escasos y la mayoria de
estos en el continente asidtico (Basak et al., 2015; Alzubaidy et al., 2016; Haldar & Nazareth,
2018; Li et al., 2019; Zhao et al., 2019). A pesar de la diversidad de factores de los diferentes
manglares que se han estudiado, se han encontrado resultados consistentes, el filo
predominante en sedimentos de manglar es Proteobacteria, seguido de Chloroflexi, Firmicutes y

Acidobacteria.

En la Peninsula de Baja California, aun se desconoce gran parte la diversidad microbiana de los
sedimentos de manglar, los estudios que se han realizado son escasos y han sido realizados con
técnicas dependientes de cultivo, enfocados en grupos especificos (fijadoras de nitrégeno vy
solubilizadoras de fosfato) (Holguin, et al., 1992, Toledo et, al. 1995, Vazquez, et al., 2000).
Entre los pocos estudios moleculares en sedimentos de manglar se encuentra los estudios de
Flores et al., (2007) que analizd la diversidad de bacterias fijadoras de nitréogeno vy
desnitrificantes mediante el estudio de los genes funcionales NirK, NirS y NifH. Por otro lado,
Gonzalez et al., (2006) caracterizé las comunidades bacterianas de sedimentos de manglar
mediante la técnica SSCP (Single Strand Conformation Polimorfism). De 2007 a la fecha no se
cuenta con estudios sobre comunidades microbianas en manglares aridos de la Peninsula de

Baja California.

2.2.1. Sulfatorreductoras en sedimentos de manglar

Las bacterias sulfatorreductoras (BRS) son el grupo predominante en sedimentos de manglar,
debido a la condicién de anaerobiosis provocada por la constante inundacién de los sedimentos,
en los que la respiracién aerobia estad limitada a pocos milimetros de la capa superficial. La

sulfatorreduccién representa mas del 90% de las emisiones de CO, en sedimentos (Kristensen et



al., 1991), jugando un papel importante en los ciclos del carbono y del azufre e influyendo en la
solubilizacion de Fe y P (Holguin et al., 2001). En muestras rizosféricas de manglares (Rhizophora
mangle y Avicennia germinans) en Florida, las BRS mostraron la mayor densidad con 10° UFC g'1
en peso fresco. Este grupo bacteriano es nutricionalmente versatil, lo que los hace un grupo
altamente competitivo, su presencia depende de la concentracidon de oxigeno, puesto que la
mayoria de ellas son anaerobias estrictas, aunque se han encontrado BSR microaerofilicas. Su
tasa metabdlica depende de la disponibilidad de materia orgdnica y de la presencia de formas
oxidadas de azufre. Los sedimentos de manglar presentan condiciones ideales para este grupo
de microorganismos al haber, condiciones de anoxia, alto contenido de materia orgdnica y
sulfatos. Las BRS utilizan compuestos oxidados de azufre como aceptor de electrones y

producen sulfuros al oxidar compuestos orgdnicos para generar energia (Feng et al., 2018).

2.2.2. Diazotréficas en manglares

Los manglares a pesar de ser ecosistemas ricos en materia orgdnica y altamente productivos son
deficientes en nitrégeno, lo que limita su crecimiento. Los principales factores relacionados con
la pérdida de nitrégeno son, exportaciéon por mareas, desnitrificacién y el tipo de suelo (Boto &

Robertson, 1990).

Se estima que las bacterias diazotroficas contribuyen con aproximadamente el 60% del
nitrogeno demandado por el sistema y las mayores tasas de fijacién ocurren en la zona raiz de
los manglares, aunque se sabe, también se lleva a cabo en sedimentos, hojas en
descomposicion, neumatoéforos y tallos (Gotto & Taylor, 1976; Zuberer & Silver,1978; Uchino et
al.,1984; Holguin et al., 1992). Bashan et. al., (1998) demostraron transferencia de nitrégeno
fijado por cianobacterias a plantulas de Avicennia germinans mediante el uso de is6topos de

nitrégeno.

La fijacion de nitrégeno es llevada a cabo por una gran diversidad de grupos bacterianos. En
sedimentos de manglar se han identificado los siguientes géneros de bacterias diazotrdficas:
Aeromonas, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Rhizobium, Klebsiella, Paracoccus, Phyllobacterium, Oceanomonas y Vibrio (Sengupta &
Chaudhuri 1991, Holguin et al., 1992, Kathiresan & Selvam, 2006; Flores-Mireles et al., 2007),

algunos aislados han sido evaluados en interaccidn con otros microorganismos, encontrando



gue en algunos casos la interaccion favorece la fijacion de nitrégeno (Holguin et al. 1992). Las
bajas concentraciones de nitrogeno y condiciones de microaerofilia propician la expresién de
genes relacionados con la fijacién de nitrégeno (Glick et al., 1999). Un estudio realizado en un
manglar de Baja California Sur encontré una mayor diversidad de bacterias diazotroficas en
sitios en sitios con bajas concentraciones de oxigeno y alta concentraciones de materia organica

(Flores-Mireles et al., 2007).

2.2.3. Bacterias desnitrificantes y anammox

Mds de la mitad de la pérdida de nitrégeno en manglares es a través de la desnitrificacion (Chiu
et al., 2004), en donde el nitrato (NOs) es reducido a nitrito (NO,), éxidos de nitrégeno (NO y
N,0) y nitrégeno molecular (N,) (Ghiglione et al., 2000), sin embargo, bajo ciertas condiciones la
oxidacién anaerobia del amonio (anammox) puede representar hasta el 67% de la pérdida de
nitrégeno en sedimentos marinos (Thamdrup & Dalsgaard, 2002). Aunque estos dos procesos
suceden en conjunto, la desnitrificacion ha demostrado ser un proceso mas efectivo
mineralizando nitrégeno. La desnitrificacion la realiza una gran diversidad de microorganismos
poco relacionados y principalmente representados por el Phylum Proteobacteria, también
cuenta con representantes en Firmicutes, Actinomycetes, Bacteroidetes y Aquificaceae, dentro
del dominio Bacteria, ademds de contar con representantes en Archaea. Anammox, contraria a
la desnitrifiacion, cuenta Unicamente con representantes en el Phylum Planctomycetota.

La coocurrencia de estos dos grupos bacterianos juega un papel clave en la productividad total
de N en los sedimentos. En sistemas de manglares con bajo aporte de nutrientes la tasa de
desnitrificacidn se reduce y son favorecidas reacciones de reduccién desasimilatoria de nitrato,
teniendo como producto amoniaco (Fernandes et al., 2012), este es uno de los procesos mas
efectivos que mantiene el nitrégeno dentro del sistema. En estudios realizados en manglares de
Baja California Sur, se encontré que las bacterias desnitrificantes mostraban menor abundancia

que las diazotréficas (Flores et al., 2007).

2.2.4. Bacterias solubilizadoras de fosfato

Seguido del nitrégeno, el fosforo es el nutriente mas requerido, por ser un elemento clave en la

transferencia y almacenamiento de energia a nivel celular. Las bacterias solubilizadoras de



fosfatos juegan un rol crucial al proveer un nutriente limitante a un ecosistema altamente
productivo, como lo son los manglares.

El fosforo es poco soluble, debido a procesos de adsorcién o precipitacién quimica, que
disminuyen su biodisponibilidad y que vuelven necesario y critico el papel de las bacterias
solubilizadoras de fosfatos (PSB). Estas bacterias son capaces de disolver formas de fosfatos
inmovilizadas por cationes de calcio, hierro y aluminio, a formas asimilables por plantas y algas.
Ademas de solubilizar fosfatos, las PSB han sido reportadas con potencial en la produccién de
fitohormonas, agentes quelantes y en la fijacidon de nitrégeno, caracteristicas que favorecen el
crecimiento vegetal. (Jiang, et al., 2008, Hariprasad & Niranjana, 2009, Matilla et al., 2009). Las
PSB son diversas e incluyen tanto aerobias como anaerobias y entre los mecanismos de
solubilizaciéon encontramos produccion de acidos organicos de bajo peso molecular y extrusiéon
de protones (Raghu & MacRae, 1966; Goldstein et al., 1995), los mismos mecanismos
encontrados en especies vegetales que se asocian a quelacion de cationes de aluminio, hierroy
calcio y al descenso del pH en los suelos. En el 2000, Vazquez y colaboradores caracterizaron,
aislaron y evaluaron por primera vez a PSB en raices de manglar de la Peninsula de Baja
California. BCS, encontrando que la solubilizacion no sélo depende del al pH sino también a la

naturaleza quimica de los acidos liberados por los microorganismos

2.3. Manglares de regiones aridas

Este tipo de manglares presenta una fisonomia distinta a los de otras regiones, son arboles
achaparrados, con altura maxima de cinco metros, forman bosques densos (de hasta 5575
arboles por hectarea), con una tasa de crecimiento y productividad significativamente menor a
la de manglares hiumedos. La baja productividad se traduce en un menor almacenamiento de
carbono y menor contenido de nitrégeno en el suelo, ademas los manglares aridos tienen una
capacidad de acumulacidn de sedimentos minima. Presentan valores de temperatura, radiacioén,
precipitacion y salinidad que son considerados extremos en este tipo. Las altas temperaturas y
la intensidad de la radiacion provocan altos indices de evapotranspiracién, que aunado a la baja
precipitacion resulta en altos niveles de salinidad. Los manglares reducen la frecuencia de
apertura estomatica para minimizar la pérdida de agua, que se vuelve mas importante aln en

condiciones de salinidad y temperatura extrema. A pesar de tratarse de especies adaptadas a



condiciones hipersalinas, en ocasiones se rebasa el umbral de tolerancia fisioldgica. Sortear los
altos niveles de salinidad y las altas tasas de evapotranspiracidn tiene un coste metabdlico alto,
que se reflejado en la tasa de asimilacion de carbono y evapotranspiracién. (Adame et al.,
2020). Los mangares aridos presenten bajo contenido de N y P en sedimentos (Holguin et al.,
2001). A su vez bajos niveles de nitréogeno estan asociados a niveles bajos de desnitrificacién
(Adame et al., 2019) altos aportes de N,H, elevadas tasas de fijacién de N y altos niveles de

exportacion de NH,; (Adame et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

Los manglares son considerados ecosistemas prioritarios por el desproporcionado nimero de
servicio ecosistémicos que brindan en relacion con el area que ocupan. Los servicios
ecosistémicos que proveen los manglares dependen del estado Optimo del sistema, la
degradacion de estos conlleva a la pérdida de los servicios provistos y al incremento de la
emision de gases de efecto invernadero, producto del metabolismo heterotréfico sobre la

materia organica almacenada en los sedimentos.

Al ser un ecosistema bajo presién antrépica y a una mayor frecuencia de perturbaciones
naturales, se vuelve urgente la generacién de estrategias de conservacién y restauracién donde
se integre, ademads del componente vegetal, a las comunidades microbianas de los sitios y los

factores que influyen en ellas.

Los estudios de comunidades bacterianas en manglares arido-tropicales aun son escasos. La
estructura y composicion de las comunidades bacterianas en sedimentos de manglares arido-
tropicales ha sido minimamente explorada, a pesar del rol fundamental que desempeiian en el
reciclaje de nutrientes criticos y por tanto en la salud del ecosistema. Por ello, el presente
trabajo analiza las diferencias en la estructura, composicion y diversidad de las comunidades
bacterianas de: un sistema de manglar sujeto a perturbacidon térmica-quimica, causada por un
efluente de la planta termoeléctrica que descarga en el manglar, y un sistema de manglar en
buen estado de conservacién. Este trabajo pretende contribuir al conocimiento sobre las
comunidades bacterianas en sedimentos de manglares aridos y su respuesta ante el tipo de
perturbacion ya mencionada, ademas de servir de linea base en la busqueda de indicadores de

estado de conservacién en comunidades bacterianas de sedimentos de manglar de la peninsula.
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4. HIPOTESIS

Si las comunidades bacterianas del sedimento de manglar se adecuan a cambios en el ambiente,
entonces ante una perturbacién por contaminacidon de un efluente térmico-salino se pueden
reconocer patrones en su estructura, composicién y diversidad relacionados a cambios en las

variables fisicoquimicas del agua intersticial del sedimento.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Analizar cambios en la estructura, riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas en
sedimentos y su relacién con las propiedades fisicoquimicas del agua intersticial en dos sistemas

de manglar.

5.2. Objetivos particulares

Caracterizar y comparar la estructura, composicion e indices de diversidad de las comunidades

bacterianas de sedimentos de manglar con diferente condicién de conservacién

Analizar la relaciéon entre la estructura de las comunidades bacterianas y los parametros
fisicoquimicos del agua intersticial de dos sistemas de manglar con diferente condicién de

conservacion
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio y estaciones de muestreo

Se estudiaron los sedimentos de manglar en dos sitios localizados en Puerto San Carlos,
pertenecientes a la regién de manglares de Bahia Magdalena, en Baja California Sur. Bahia
Magdalena se encuentra entre los complejos lagunares mas grandes del pais, cuenta con una
larga historia de estudios ecoldgicos y es reconocida por CONABIO como sitio de manglar de

relevancia bioldgica o con necesidad de rehabilitacion ecoldgica.
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Figura 1. Ubicacién de los tres sitios de muestreo de sedimento en el Sistema de Manglar
Conservado mostrando las dos profundidades de muestreo. D, E y F corresponde a muestras de
0-a 15cm, J, Ky L corresponde a las muestras de 15 a 30cm de profundidad.

Presenta la mayor extension de manglares de la peninsula de Baja California, representando el
70% de la superficie de manglares del estado (Acosta & Luna, 2007). Los bosques de manglar de
Bahia Magdalena estan conformados por mangle rojo (Rhizophora mangle), negro (Avicenia

germinans) y blanco (Laguncularia racemosa). Los aportes de materia organica de los bosques
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de manglar propician la formacién de sedimentos, constituyen una fuente de alimento para un
gran numero de vertebrados e invertebrados de varios niveles tréficos de alto valor ecoldgico y

comercial (Chavez. 2006).

La region tiene clima muy arido, semicdlido, una temperatura anual promedio de entre 18 y
21°C y precipitacion anual promedio de 115mm. La vegetacion dominante estd compuesta por

A. germinans, L. racemosa y R. mangle.

El sistema de manglar conservado (Fig. 1) presenta una fisonomia saludable, hojas verdes, con
menos del 5% de individuos muertos, mientras el sistema de manglar denominado con
perturbado (Fig. 2), que recibe una descarga de agua de la planta termoeléctrica, presenta
evidencias de deterioro en forma de gradiente, presentando una zona de mayor afectacion
mayor en el sitio mas cercano a la descarga (Sitio P3, Fig. D). El tipo de contaminacidn de estos
efluentes es térmica y quimica, puesto que se descarga agua con temperaturas mas elevadas a

las del agua de mar y con una salinidad mayor.

Los sitios P1 y P2 muestran una fisonomia del manglar similar a las de los 3 sitios del sistema de

manglar conservado, en cuanto a cobertura vegetal y caracteristicas de los sedimentos.

6.2 Colecta de sedimento y extraccion de AND genémico total

El muestreo se llevé a cabo entre 8 am y 4 pm en condiciones de marea baja en el mes de
febrero 2020. La colecta de muestras de sedimento se realizd por quintuplicado en cada sitio y
en sus dos profundidades (0-15 y 15-30cm) utilizando un nucleador de acero inoxidable barrena
Gubia inoxidable de 2.5 x 40 pulgadas (AMS ID, USA). De cada nucleo se descartd la capa
superficial del sedimento (0.5cm) y realizando un raspado para cada estrato se extrajeron 0.5g
de sedimento. Las muestras para el analisis de estructura de comunidades bacterianas se
colectaron en tubos Eppendorf de 1.5ml libres de acidos nucleicos con 400 pl de DNA/RNA
Shield (ZymoResearch, CA, USA), posteriormente almacenadas a -80°C. La extracciéon de ADN
gendmico total se realizé con el kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit. Después la extraccidn, las
muestras fueron enviadas a servicio de secuenciacién a ZymoBIOMICS, teniendo como objetivo

las regiones V3 y V4 del gen 16s rRNA.
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6.2.1 Analisis Bioinformatico

A las lecturas se les realizoé un filtrado de calidad, aquellas con puntaje Phred (Q)> 25 se usaron
para el analisis de inferencia de amplicones con el programa de DADA2. La asignacién
taxondmica se realizd en la plataforma QIIME2 y empleando la base de datos de SILVA v138.
Posterior a la asignacidon taxondmica se procedié a la generacion de graficos de barras apiladas
para el andlisis de estructura de comunidades en el programa R, exportando la tabla de
abundancias con asignacién taxondmica y empleando los paquetes metagenomeSeq v1.32.0

(McMurdie y Holmes, 2015) y ggplot2 (Wickham, 2009).
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Figura 2. Ubicacion de los tres sitios de muestreo de sedimento en el Sistema de Manglar
Perturbado mostrando las dos profundidades de muestreo. A, B y C corresponde a muestras de
los 0-15cm, G, Hy | corresponde a las muestras tomadas a 15-30cm
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6.3 Calculo de indices de Diversidad

Los indices de diversidad alfa se determinaron a nivel Familia en R con el uso de la biblioteca
Phyloseq v3.1 (McMurdie & Holmes, 2015), se calcularon los indices de Shannon, Simpson y
Chao, la diversidad alfa entre sistemas de manglar se calculé en la plataforma QIIME2 v2020.11

(Bolyen et al., 2019) a nivel ASV.

El andlisis de beta diversidad se realizé en la plataforma QIIME2 v2020.11 (Bolyen et al., 2019),
en estos se emplearon analisis de coordenadas principales (PCoA) para los indices de distancias
de Bray-Curtis, y distancias de Jaccard. Los agrupamientos generados por distancias de Bray-
Curtis consideran la abundancia de especies, mientras distancias de Jaccard se calcula

empleando Unicamente presencia-ausencia de especies.

6.4 Medicidn de parametros fisicoquimicos del agua intersticial

La toma de muestras para las determinaciones de parametros fisicoquimicos se realizé a dos
profundidades 0-15 y 15-30cm, con el uso de una sonda, evitando burbujas de aire y sdlidos
suspendidos al momento de realizar la extraccion del agua. Una vez extraida el agua esta fue
analizada con el equipo ULTRAMETER Il 6Pfc, se realizaron las siguientes determinaciones:
temperatura, pH, potencial redox (ORP), conductividad eléctrica (CE) y sdélidos disueltos totales
(TDS). La salinidad se midié con un refractémetro y las determinaciones de sulfitos se realizaron

con el kit para determinacién de sulfuros de HACH modelo HS-WR (HACH. CO, USA).

6.5 Analisis estadistico de Correspondencias Candnicas

Para este andlisis se integraron las matrices de abundancias de ASVs absolutas resultantes del
analisis bioinformatico y las matrices de parametros fisicoquimicos medidos en campo. El

analisis se realizé en el programa Past 4.06b (Hammer et al., 2001)
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7. RESULTADOS

7.1 Estructura y composicion de las comunidades bacterianas del sedimento

En el filtrado de calidad se realizé el corte las primeras 10 bases y se truncaron las secuencias en
la base 305 con la herramienta DADA2, que ademads de realizar los cortes de las secuencias,
filtra secuencias de baja calidad y quimeras. Una vez realizada el filtrado de calidad de las

secuencias se obtuvieron un total de 40,361 variantes de secuencias de amplicones (ASV).

La asignacién taxondmica global de los dos sitios de estudio dio como resultado un total de 76
Phyla, 188 Clases, 424 Ordenes, 595 Familias, 830 Géneros y sdélo se lograron identificar a nivel

de especies a 91 ASVs, distribuidos en todas las muestras.

Para los andlisis de diversidad alfa y beta se realizé una curva de rarefaccidon (Anexo 3) que
mostrd que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para capturar el mayor nimero de
ASVs. El pardmetro utilizado para profundidad de rarefaccion fue el de la muestra con el menor

numero de lecturas, la cual cuenta un total de 13,316 lecturas.

En el andlisis de estructura de comunidades microbianas se encontraron un total de 76 Phylay
595 familias. Los filos mas representativos (aquellos que tuvieron una abundancia mayor al 5%)
fueron Unicamente 12 y representan alrededor del 85% de las abundancias, el resto, 64 de los
Phyla se encuentran en bajas abundancias, son denominados biosferas raras y a nivel de Phylum

representan cerca del 15% de los Phyla.



18

| '|"-.||"||||'| lm““llll!m“
| | ||| I |||.| ||||||II lire ||
I 1.

- .-

Abundancia Relativa (%)

Muestras

. p__Addobactuncta . p__Chiorofasi p__Fimicutes p__Flanciomycetola Abundance 5%
I

1 p__Adtincbactaricly p__Cranschasols P__Gemmagmonadoln p__Frotscbactina

. p__Bactwoidats . p__Desuticbasters . p_NB14 - p_Thermoplas=wion

Figura 3. Estructura de la comunidad a nivel Phylum de Bacteria y Arquea en sedimento de los
dos sistemas de manglar en tres puntos de muestreo y a dos profundidades del sedimento 0-15
cm (O) y 15-30 cm (A). La barra gris indica el acumulado de ASVs con abundancias menores a 5%
se agruparon en la barra gris. C: muestras del sitio conservado, P: Muestras del sitio bajo
perturbacion por efluente de planta termoeléctrica. Ejemplo, CA1.1 a CA3.5 indica muestras del
sitio conservado uno y tres a profundidad 15-30 cm.

El Phylum de mayor abundancia fue Proteobacteria, que predomind en todas las muestras del
manglar perturbado y en la mitad de las muestras del manglar conservado, este fue seguido por
Chloroflexi, que en algunas muestras del manglar conservado presenté la mayor abundancia. El
tercer grupo mas abundante fue Desulfobacterota, compuesto por bacterias sulfato reductoras
y recientemente separado de Proteobacteria (Waite et al., 2020). Las BSR, presentaron mayores
abundancias en las muestras del sistema de manglar conservado, con respecto a las muestras

del sistema de manglar perturbado. Este grupo presentd mayor abundancia en las muestras de
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manglar conservador, seguido de estos grupos estan Planctomycetota, Acidobacteriota vy
Bacteroidota, estos 6 Phyla estuvieron presentes en todas las muestras y representan alrededor
del 70% de las abundancias totales. En menor abundancia se encuentran los Phyla:
Actinobacteriota, NB1-j, Firmicutes, Gemmatimonadota y los Phyla arqueanos Crenarchaeota y

Thermoplasmatota.
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Figura 4. Estructura de la comunidad a nivel Familia de Bacteria y Arquea en sedimento de los
dos sistemas de manglar en tres puntos de muestreo y a dos profundidades del sedimento 0-15
cm (O) y 15-30 cm (A). La barra gris indica el acumulado de ASVs con abundancias menores a 5%
se agruparon en la barra gris. C: muestras del sitio conservado, P: Muestras del sitio bajo
perturbacion por efluente de planta termoeléctrica. Ejemplo, CA1.1 a CA3.5 indica muestras del
sitio conservado uno y tres a profundidad 15-30 cm.
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A nivel Familia las mas abundantes pertenecen a Familias de bacterias sulfato reductoras y
estan representadas por Desulfosarcinaceae y Desulfatiglandaceae, y en menor proporcion,

bacterias pertenecientes al grupo de las NB1-j, que presentaron mayor abundancia en las
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muestras que tuvieron menor abundancia de las dos principales familias de sulfato reductoras.
El segundo grupo mas abundante esta representado por familias relacionadas con el ciclo del
nitrégeno, en estas encontramos a: Nitrosococcaceae, Pirellulaceae y a la familia de arqueas
Nitrosopumilaceae. El tercer grupo mas dominante corresponde a familias de bacterias
fotosintéticas, la mas abundante de estas es Kiloniellaceae y Rhodobacteraceae, que
presentaron mayores abundancias en las muestras del estrato que representa 0-15cm de
profundidad. Seguido de estas, estan dos familias relacionadas con la metanogénesis, SBR1031y
Bathyarchaeia y en familias involucradas en la solubilizacion de fosfatos encontramos a
Pseudomonaceae y Enterococcaceae. Las familias con una abundancia mayor a 5%, representan
alrededor del 35% de las abundancias, el 65% restante, corresponde a las denominadas

‘biosferas raras’.

7.2 Andlisis de diversidad alfa y beta

La diversidad alfa encontrada fue similar para todos los sitios, sin distincién entre sistemas o
estrato muestreado. El indice de Shannon-Weaver presentd valores con un rango entre
3.87+0.09 perteneciente al sitio CO1 y 4.36+0.1 perteneciente al sitio PO3, el indice de Shannon
da mayor importancia a la diversidad de especies que a la dominancia de estas. El indice de
diversidad de Simpson mostrd valores cercanos a 1; este indice es considerado un indice de
dominancia, valores cercanos 1 indican una alta riqueza. Los indices de Simpson se encontraron

en un rango de valores entre 0.95 y 0.97 (Tabla 1).

Los indices de diversidad beta comparan las diferencias entre dos o mds comunidades, ademas
de ser capaces de establecer diferencias entre comunidades basados en distancias filogenéticas

como es el caso de Unifrac Ponderado.

En el andlisis de diversidad beta empleando distancias de Bray-Curtis se muestra el
agrupamiento de las muestras pertenecientes a los dos diferentes sistemas de manglar. En rojo
y verde se observa el agrupamiento de las muestras pertenecientes a las estaciones 1y 2 del
manglar perturbado (P1y P2), en sus dos profundidades, mientras en café y morado se observa

el agrupamiento de las muestras pertenecientes a los 3 sitios conservados.
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Tabla 1. Descriptores de diversidad alfa. indices de Shannon-Weaver y Simpson obtenidos a
partir de la caracterizacidon de las comunidades microbianas en los dos sistemas de manglar.
CO= Muestras del sistema de manglar conservado a 0-15cm, CA=Muestras del sistema de
manglar conservado a 15-30cm PO= Muestras del sistema de manglar perturbado a 0-15cm,
PA=Muestras del sistema de manglar perturbado a 15-30cm *Valores + Desviacion estandar de

5 muestras. ND= No detectado.

Sitio Shannon Simpson
CAl 4.0410.21 0.9610
co1 3.88+0.19 0.96+0.01
PA1 3.9710.1 0.95+0
PO1 4.11+0.14 0.96+0
CA2 3.87+0.09 0.96+0
CO2 4.1+0.13 0.96+0
PA2 4.02+0.34 0.96+0.04
PO2 3.92+0.09 0.96+0
CA3 3.93+0.2 0.96+0.01
Cco3 4.01+0.13 0.96+0
PA3 4.15+0.13 0.9710
PO3 4.3610.1 0.9710




22

El anadlisis de beta diversidad basado en Unifrac (Fig. 6) ponderado se realiza con distancias
filogenéticas y el conteo de las abundancias. Para este analisis el agrupamiento de muestras no
es tan evidente como mostré distancias de Bray de Bray-Curtis, pero se sigue observando el
agrupamiento de sitios conservados y perturbados, y como las muestras del sitio perturbado 3

(Grupo Cy Grupo |) se agrupan lejos del resto.
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Figura 5. Ordenacion por Coordenadas Principales mediante distancias de Bray-Curtis obtenidas
a partir de la abundancia de secuencias V3-V4del gen 16s ARNr en muestras de sedimento. En
rojo y verde, muestras del sistema de manglar perturbado a 0-15 y 15-30 cm de profundidad. En
morado y café, muestras del sistema de manglar conservado a 0-15 y 15-30cm de profundidad.
En Amarillo y celeste, muestras pertenecientes al sitio 3 del sistema de manglar perturbado

El analisis de ordenacién basado en indices de Jaccard (Fig. 7) no toma en cuenta abundancias,
por lo que calcula las distancias basado en la composicidn presente en cada sitio, y los
resultados obtenidos muestran consistencia en agrupamientos similares a los obtenidos por

distancias de Bray-Curtis y Unifrac ponderado.
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Figura 6. Ordenacidn por de Coordenadas Principales basado en la matriz de datos de Unifrac
ponderado obtenida a partir de la secuenciacidn del gen 16s ARNr en muestras de sedimento.
En rojo y verde, muestras del sistema de manglar perturbado a 0-15 y 15-30cm de profundidad.
En morado y café, muestras del sistema de manglar conservado a 0-15 y 15-30cm de
profundidad. En Amarillo y celeste, muestras pertenecientes al sitio 3 del sistema de manglar
perturbado.

Los resultados obtenidos en los tres andlisis de diversidad beta muestran que las comunidades
microbianas varian minimamente respecto a la profundidad de muestreo, que la disimilitud de
las comunidades estda relacionada mayormente con que el sitio mas préximo a la perturbacién
(P3) presentdé una composicion diferente a la de sitios vecinos (P2 y P1) y a las del sistema de

manglar conservado.
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Figura 7. Ordenacion por de Coordenadas Principales basado en la matriz de datos de
presencia/ausencia de Jaccard obtenida a partir de la secuenciacion del gen 16s ARNr en
muestras de sedimento. En rojo y verde, muestras del sistema de manglar perturbado a 0-15 y
15-30cm de profundidad. En morado y café, muestras del sistema de manglar conservado a 0-15
y 15-30cm de profundidad. En Amarillo y celeste, muestras pertenecientes al sitio 3 del sistema
de manglar perturbado.

7.3 Parametros fisicoquimicos del agua intersticial.

En la siguiente seccidn se describe el comportamiento de las variables fisicoquimicas. Los
parametros fisicoquimicos medidos mostraron variacion minima, entre sitios y entre
profundidades, con excepcién del sitio P3, que presentaba diferencias marcadas en cobertura

vegetal, presencia de materia organica y caracteristicas de los sedimentos (Tabla 2).
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Tabla 2. Promedio de los parametros fisicoquimicos medidos para cada sitio a 0-15 y 15-30cm
de profundidad. ND= No detectado. *Valores * Desviacion estandar de 5 muestras.

Sitio Temperatura  pH ORP CE TDS Salinidad  Sulfuros
(°c) (mv) (ms-cm™)  (ppm) (ppt) (mg s, 17)
C10 19.16£ 0.42 6.3£0.1 -178+22.4 56.2+ 0.72 65+ 1.16 40.4+ 0.89 3.2+4.01
C1A 19.7£0.31 6.3%0.1 -187+13.7  55.843.38  64+5.54 40.4+0.54  4.3%3.29
C20 19.7+ 0.67 6.6+ 0.2 -162+ 34.2 55.1+ 0.92 62.6% 1.54 40.4+ 0.54 .44+0.65
C2A 19.28+ 0.3 6.3+ 0.1 -194+ 18.3 56.6% 0.81 65.6% .84 42+1.22 6.3+ 1.67
C30 18.02+0.26 6.2+0.1 -170% 22.2 55.91 0.86 64.4% 1.45 4010 4.4+2.97
C3A 19.24+0.47 6.4+0.1 -215+ 24.6 57.3£0.88 66.41 1.42 4010 10.1+4.83
P10 20.6+ 0.68 6.9+ 0.2 118+ 48.9 65+ 6.29 68.7+£ 10.84 39.2+1.09 ND
P1A 20.06+0.3 6.9+ 0.5 88+ 53.7 59.2+ 6.87 65+ 11.4 43.2+4.32 ND
P20 19.02+0.58 6.7+0.1 76% 33.2 57.5£0.4 66.6% 0.57 4010 ND
P2A 18.78+0.86 6.7+0.1 77+ 45.6 58.1+ 0.57 67.8£0.84 4010 0.2+ 0.44
P30 22.94+0.85 6.9+0.2 -133+61.7 92.3+2.18 133+ 4.11 67.2+4.2 0.31+0.71
P3A 21.82+0.47 6.9+0.1 -179+35.2 92.4+1.79 133.3£3.96 70.4+0.89 0.55+0.70

7.3.1 Temperatura

Los valores medidos se encontraron en un rango de 18 y 19.7°C para todas las muestras del sitio

conservado, mientras las muestras del sitio perturbado se encontraron en un rango entre 18.7 y

22.9°C, siendo las muestras del sitio Perturbado 3 (P3) las que presentaron los valores mas

elevados 22.94 para la muestra P30 y 21.84 para la muestra P3A. Los valores en el sitio P3 son

posiblemente explicados por la naturaleza de la perturbacién a la que esta sujeta directamente
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este sitio, puesto que las plantas termoeléctricas generan efluentes de agua con temperatura y

salinidad mas elevada que la del agua de mar.

7.3.2 pH

Los valores de pH se encontraron en un rango de 6.2 y 6.6 en los sitios conservados y el rango
de pH en los sitios perturbados fue ligeramente mas alcalino, de 6.7 a 6.9. Los sedimentos de los
sitios conservados presentaban mayor contenido de materia organica (aunque no se
determinaron en este estudio), lo que explicaria un pH mds acido, debido a la produccién de

acidos organicos al momento de llevarse a cabo la degradacién de la materia organica.

7.3.3 ORP

Los valores de potencial dxido-reduccién (ORP por sus siglas en inglés) fueron consistentes para
todos los sitios del manglar conservado, presentando un rango de entre -215 y -162mV, todas
las muestras presentaron valores negativos, propios de sistemas de manglar mayormente
inundados. Las muestras del sistema perturbado presentaron valores positivos en las muestras
de los sitios P1 y P2, con un rango entre 76 y 118mV, mientras las muestras del sitio P3

mostraron valores entre -179 y -133mV.

7.3.4 Salinidad

Los valores de salinidad en los sitios conservados se encontraron en un rango de 40-42ppt, sin
embargo, las muestras de los sitios perturbados mostraron diferencias significativas. Los sitios
P1 y P2 presentaron un rango de salinidad entre 39 y 43ppt. Las muestras del sitio P3
presentaron los valores de salinidad mas altos para todas las muestras, 67 y 70ppt, para las
muestras de los sitios P30 y P3A respectivamente. Estos altos valores posiblemente los explica
el efluente que descarga en este sistema de manglar y que afecta primeramente a este sitio de

muestreo.
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7.3.5CE

No hubo diferencias significativas en los valores de conductividad eléctrica en las muestras del
sitio conservado, los valores rondaron entre 55 y 57 mS/cm. Los valores del sitio perturbado
presentaron diferencias significativas para las muestras del sitio P3 en sus 2 estratos
muestreados. Los valores de los sitios P1 y P2 se encontraron en un rango de 57 y 65 (mS-cm™),
coincidiendo con los valores de los sitios conservados, por otro lado, las muestras del sitio P3

presentaron valores méas elevados, 92.3 y 92.4 (mS-cm™).

7.3.6 SDT

Las mediciones de sdlidos disueltos totales mostraron similitud entre sitios y entre
profundidades en los sitios conservados, no se encontraron diferencias significativas entre
estos, aunque las muestras del estrato anaerobio presentaron valores ligeramente superiores.
Las mediciones de los sitios perturbaron mostraron valores similares a los conservados en los
sitios P1 y P2, con excepcion del sitio P3, que presentd valores significativamente diferentes. El
rango de SDT en los sitios conservados fue de 62.2 a 65.6ppm, los valores para los sitios P1y P2

fue de 65 a 68.7pmm, mientras el sitio P3 duplicd los valores del resto de sitio con 133ppm.

7.3.7 Sulfuros

Las muestras que presentaron mayores concentraciones de sulfuros fueron las del manglar
conservado, siendo el sitio C3A el que presenté valores mas altos, con una media de 10. (mg S, I
Y), el sitid6 C20 presentd las concentraciones mas bajas con una media de 0.44 (mg S,-17). La
presencia de sulfuros en los sitios perturbados Unicamente se detectd en una de las muestras

del sitio P30 y en las muestras del P3A, con un valor promedio de 0.55 (mg S,-1™").
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7.4 Andlisis de correspondencias candnicas

En el andlisis de correspondencias candnicas (CCA Fig. 8) se logra observar la correlacion de las
diferentes familias con los pardmetros fisicoquimicos y a su vez los sitios a los que se asocian. En
este andlisis multivariable se ordenan los sitios de muestreo, los grupos bacterianos y en forma
de vector las variables fisicoquimicas evaluadas, la longitud del vector indica el tamafio del
efecto de dicho pardmetro. La correlacion entre vectores se puede interpretar observando
angulos que forman, angulos agudos se consideran variables que correlacionan positivamente,

angulos obtusos se interpretan como correlacién negativa.
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Figura 8. Analisis de correspondencias candnicas de bacterias y arqueas mds representativas
(abundancias mayores a 1%) a nivel familia y pardmetros fisicoquimicos del agua intersticial.
CO= Conservado a 0-15cm, CA= Conservado a 15-30cm, PO= Perturbado a 0-15cm, PA=
Perturbado a 15-30cm, P30= Sitio 3 Perturbado 0-15cm, P3A= Sitio 3 Perturbado 15-30cm

El analisis se realizé a nivel Familia debido a que a este nivel era mas evidente la correlacion de

los diferentes grupos con los parametros medidos.

Los vectores Temperatura, Salinidad, SDT y CE se encuentran estrechamente relacionados con la
perturbacion a la que esta sujeta el sistema de manglar perturbado y correlacionaron

positivamente con el sitio de mayor proximidad al efluente.
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Las abundancias de familias que correlacionaron mayormente a los parametros; temperatura
(Temp), salinidad y sélidos disueltos totales (TDS), fueron Actinomarinales, BD2-11,
Kiloniellaceae y Rhodobacteraceae, que corresponde a grupos de bacterias fotosintéticas, cuyas
abundancias fueron superiores en el sitio perturbado 3 (P3). Ademas de los parametros
nombrados, CE también presentd valores superiores en el sitio P3, sélo que para este pardmetro
las familias que tuvieron correlacién positiva fueron Anaerolinaceae y SBR1031, principalmente,
ademas de Spyrochaetaceae 'y Bathyarchaeia, por otro lado, Nitrosococcaceae,
Nitrosopumilaceae y Pseudomonadaceae correlacionaron negativamente con este parametro.
Para los pardmetros concentracion de sulfuros (H2S) y en menor medida, potencial oxido
reduccion (ORP), las familias Desulfosarcinaceae, BD2-2, Desulfatiglandaceae y GIF-3 fueron los
gue mostraron mayor relacion a la variacion de estos parametros. El pH no mostrd un gradiente
que se asociara a la abundancia de alguna familia en particular, con valores de 6.2 a 6.5 para el
sistema conservado y de 6.7 a 6.9 para el sistema conservado, que presentd valores mas
elevados en el sitio P1 y P3. El vector de pH se muestra con un angulo cerrado con respecto al
eje de ordenacion, lo que indica que es un pardmetro de menor influencia que CE en el
cuadrante y posiblemente una correlacién no significativa con los grupos presentes en el

cuadrante.

Las familias que mostraron menor variacion de su abundancia con respecto a los cambios en los
parametros fisicoquimicos fueron las que se ordenaron en el centro del eje coordenado, donde
encontramos a: Bacillaceae, Enterobacteraceae, Woeseiaceae, Calditrichaceae, NB1-j y

Thermoanaerobaculaceae.
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8. DISCUSION

Los microorganismos juegan un papel fundamental en el reciclaje de nutrientes en los sistemas
de manglar, que al ser pobres en nutrientes esenciales como nitrégeno y fosforo exigen una alta
eficiencia en su inmovilizaciéon. Las comunidades bacterianas son consideradas las principales
degradadoras de la materia organica, debido a su versatilidad en el uso de sustratos y a la hora
de ocupar nichos en un amplio rango de condiciones, representan cerca del 90% de la biomasa
microbiana en los sedimentos de manglar (Alongi, 1988) y por ello se les atribuye el

protagonismo en el reciclaje de nutrientes.

Los métodos de secuenciacién de nueva generacién permiten conocer a gran parte de los
involucrados en los ciclos de nutrientes. En el caso especifico de manglares aridos de la
Peninsula de Baja California, el estudio de comunidades microbianas habia sido abordado con
otras aproximaciones de menor resolucidn, por lo cual los participantes en el reciclaje de

nutrientes habian sido minimamente explorados hasta el presente trabajo.

8.1 Estructura y composicion de las comunidades microbianas

Los sistemas de manglar estudiados mostraron alta diversidad, al encontrarse 76 Phyla
pertenecientes a los dominios de Bacteria y Archaea, esta alta diversidad se atribuye a que las
comunidades microbianas en sedimentos de manglar estan compuestas por microorganismos

provenientes de suelos terrestres, marinos y cuerpos de agua dulce (Holguin et al., 2001).

Las comunidades bacterianas encontradas en este estudio presentaron diferencias en su
estructura entre sistemas (conservado vs perturbado) y dentro de los sitios dentro de cada
sistema. los cambios mas notorios se observaron en los tres Phyla mas abundantes, en orden de
abundancia: 1) Proteobacteria, 2) Chloroflexi y 3) Desulfobacterota. Los Phyla mas abundantes
mostraron un patrén de distribucidn por sistema. Chloroflexi y Desulfobacterota mostraron
mayores abundancias en las muestras del sistema de manglar conservado, mientras
Proteobacteria presentd mayores abundancias en las muestras del sistema perturbado. Estos
resultados concuerdan con estudios realizados en manglares alrededor del mundo (liang et al.,
2013, Li et al., 2019, Ullah et al., 2017 en los que Proteobacteria es reportado como el Phylum

mas abundante lo cual puede ser explicado por su enorme diversidad a nivel fisioldgico y
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metabodlico, ademds de ser el taxdn que cuenta con el mayor nimero de especies descritas
(Kersters et al., 2006). Este Phylum estd involucrado en un gran numero de funciones
relacionadas con ciclos de carbono, nitrégeno y azufre y predominan en muestras de suelo
terrestre y marino (Spain et al., 2009). En estudios anteriores en manglares tropicales
contaminados con metales pesados, Proteobacteria y Desulfobacterota han sido considerados
indicadores de procesos de desintoxicacion del ecosistema (Cabral et al., 2016). Después de
Proteobacteria, la dominancia de Phyla varia en los diferentes trabajos realizados alrededor del

mundo empleando secuenciacidn del gen 16s ARNTr. (Jiang et al., 2013, Cithira et al., 2021)

Woeseiaceae fue la familia mds abundante de este Phylum, esta familia es conocida por su alta
versatilidad metabdlica, capaz de utilizar diversas fuentes de energia (carbono orgénico,
sulfuros, hidrogeno, luz solar) y multiples estrategias metabdlicas (respiracién aerobia,
fermentacion, desnitrificacion, reduccion de fumarato, entre otras) (Chen et al.,, 2021). Otra
familia predominante dentro del Phylum fue Kiloniellaceae, compuesta por quimioheterdtrofos
ligeramente haldfilos, asociados a algas marinas, con una marcada diferencia en abundancias
entre los dos sistemas de manglar, teniendo abundancias mayores en las muestras del manglar
perturbado, en el que también se observé un incremento de grupos de organismo fotétrofos,
por lo que el aumento en las abundancias de esta familia puede estar relacionada con la
estrecha relacién que se ha observado en algas marinas. Entre otras de las familias con altas
abundancias se encontrd a Nitrosococcaceae, con mayores abundancias en los sitios P1 y P2 del
sistema de manglar perturbado en sus dos estratos, esta familia esta involucrada en el ciclo del
nitrogeno por su capacidad de realizar la oxidacidn anaerobia del amoniaco. Algunas muestras
(P2A-5, C3A-3) presentaron abundancias extraordinariamente altas de Pseudomonadaceae,
familia de alta importancia ecoldgica por su capacidad de solubilizacién de fosfatos, (aunque
extremadamente heterogénea, con una alta versatilidad en el uso de fuentes de carbono y
cuenta con representantes capaces de realizar fijacion de nitrégeno y desnitrificacion), que en

general presentd bajas abundancias en el resto de las muestras para ambos sistemas.

En este trabajo Chloroflexi fue el segundo Phylum mds abundante, que al igual que
Proteobacteria es sumamente heterogéneo. Es considerado un Phylum escasamente estudiado,

con pocos datos sobre su importancia fisiolégica y ecolégica. Las mayores abundancias de este
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Phylum pertenecieron al subphylum | (Anaerolineae/Caldilineae) y Il (Dehalococcoidia), dichos
subphylum, se cree juegan un papel principal en la degradacién de proteinas, aminoacidos y
acidos grasos en sedimentos marinos (Craud et al., 2015). Su funcidn se atribuye principalmente
al ciclo del carbono y del azufre. Los pertenecientes al subphylum |, se encargan de la
degradacion inicial de materia organica rica en carbohidratos, mientras los miembros del
subphylum 1I, se encargan de la degradacidon de productos secundarios de la fermentacion,
como proteinas y acetato (Suominen et al., 2021). Las familias pertenecientes a Chloroflexi con
abundancia mayor al 5% estan representadas por Anaerolinaceae SRB1031 y GIF-3, con mayor
abundancia en las muestras del sistema de manglar conservado, exceptuando las muestras del

sitio CO1.

Desulfobacterota ocupd el tercer lugar en abundancias de ASVs. Este Phylum es conocido por
incluir organismos capaces de realizar la reduccién de compuestos del azufre, sin embargo, con
el uso de técnicas metagendmicas se ha descrito su potencial para degradar hidrocarburos,
participar en el ciclo del hidrégeno, producir metilmercurio y llevar a cabo deshalogenacién
reductiva (Langwig et al., 2020), jugando un papel esencial en los ciclos del carbono, del azufre y
en el reciclaje de diversos nutrientes. Las abundancias de este Phylum fueron mayores las
muestras del sistema de manglar conservado, dicho sistema presenté niveles de POR negativos,
propicios para la proliferacién este Phylum. Los descensos en el potencial redox estan
relacionados con la proliferacién de BSR (Bussman & Reichard, 1991). Desulfosarcinaceae y
Desulfatiglandaceae resultaron las familias mas abundantes, ambas con mayor distribucidn en
el sistema de manglar conservado. Las BSR son de alta importancia ecolégica en sistemas que
presentan condiciones anaerobias, a nivel global son el segundo proceso respiratorio de mayor
importancia en la descomposicién de la materia orgdnica en sistemas de manglar, sélo por
detrds de la respiracion aerobia (Kristensen et al., 2008). La disminucién de BSR en el sistema de
manglar perturbado pudiese estar relacionada con el agotamiento de materia organica en los

sedimentos y el bajo o nulo aporte de esta misma a causa de la muerte de la vegetacion.

Planctomycetota fue el siguiente phylum mads abundante, representativo del proceso anammox.
La distribucion de este Phylum fue homogénea entre las muestras de los dos sistemas de

manglar. La familia predominante correspondié a Pirelullaceae. Estudios previos en sedimentos
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estuarinos (Dale et al., 2009) indican que el aumento en la salinidad propicia la proliferacion de
planctomycetos y que en sedimentos de manglar (Li et al., 2011) al aumentar la profundidad de
muestreo, aumenta la abundancia de bacterias anammox mostrando correlacion positiva con el

potencial redox, sin embargo, en este estudio no se observé dicho comportamiento.

Contrario a lo esperado, la distribucién del Phylum Acidobacteriota mostré una distribucidn
homogénea, sin que sus abundancias hayan aumentado en el sistema de manglar con valor mas
bajo de pH. Este Phylum comprende organismos fisioldgicamente diversos, involucrados en el
ciclo del carbono y del nitrégeno, se reporta sensibles a cambios en la concentracion de
nutrientes y pH del medio, y con alta versatilidad en el uso de fuentes de carbono (Kielak et al.,
2016). La familia mejor representada fue Thermoanaerobaculaceae, que estd descrita como
termofila y neutrdfila, sin embargo, no se observaron cambios en las abundancias relacionadas

con los cambios en la temperatura o pH del agua intersticial.

Otros grupos bien representados fueron NB1-j (0.3%-5.41%) y Gemmatimonadota, ambos
grupos con abundancias similares, mayores en las muestras del sistema de manglar perturbado.
El primero es un phylum sin representantes cultivados, sulfato reductor, que anteriormente
pertenecia a Deltaproteobacteria y que mediante reconstruccion de metagendmas se ha
inferido su capacidad desnitrificante. Por su parte, Gemmatimonadota fue particularmente
abundante en en las muestras del sitio P3. DeBruyn et al., (2011) reporté que la abundancia de
este Phylum correlacionaba inversamente con la humedad del suelo y Drees et al., (2006)
reporté predominancia de este Phylum en suelos hiper aridos, lo que hace sentido al hecho de

gue se encuentran bien representados en los sedimentos de manglar estudiados.

Actinobacterota presenté abundancias de 0.81% hasta 8.07%, con mayor presencia en muestras
del sistema de manglar perturbado. Este Phylum es conocido por su potencial en la produccién
de metabolitos secundarios, ademas de tener un papel fundamental en ciclos biogeoquimicos.
El orden Actinomarinales, que corresponde a Actinobacterias aerobias fotoheterdtrofas
exclusivas de ambientes acuaticos, que a pesar de ser organismos aerobios estuvo bien
representado en muestras tomados a 15-30cm de profundidad, posiblemente sustentadas por
microorganismos fotosintéticos oxigénicos y por transporte de oxigeno del manglar de sus

partes aéreas hacia las raices.



34

Firmicutes, presentd abundancias de 0.01 a 9.8% y fue de los phyla con mayor abundancia en
muestras del sistema de manglar conservado. De Santana et al., (2021) sugieren a Firmicutes
como un indicador de manglares pristinos, puesto que correlaciona negativamente con
Gammaproteobacteria que fue propuesto como bioindicador de manglares perturbados por
aguas residuales domésticas, aunque también se han encontrado altas abundancias de
Firmicutes en sistemas impactados por actividad antropogénica (Torres et al., 2019, Haldar y
Nazareth, 2018) y por lo tanto habria que evaluarse a escala local a los potenciales Phyla

indicadores de perturbacion.

Entre los phyla con abundancias mayores a 5%, se encontraron dos del dominio Archaea,
representados por Crenarchaeota (0.59%-7.2%) y Themoplasmatota (0.01%-5.65%), ambos
phyla con mayor abundancia en las muestras del sistema de manglar conservado.
Crenarchaeota contiene a organismos quimolitoheterdtrofos, acidéfilos, hipertermdfilos y con la
capacidad de oxidar y reducir azufre. Se ha relacionado con las bacterias sulfato reductoras por
establecer relaciones sintréficas al generar metabolitos que son empleados por estas,
especificamente sulfuros. Por otro lado, Thermoplasmatota es considerado de alta importancia

ecolégica por incluir organismos metandgenos.

Las comparaciones con otros trabajos sobre comunidades microbianas en sedimentos de
manglar sujetos a perturbacion se dificultan por el tipo de perturbacion al que estd sujeto el
sistema de manglar del presente estudio. Sin embargo, se detectaron grupos que indican
cambios en ciclos biogeoquimicos, como la reduccién de grupos relacionados con el ciclo del
nitrégeno, azufre y del carbono, reflejado en la disminucidon de bacterias anammox, BSR y
arqueas metanodtrofas. Estudios recientes han planteado grupos candidatos para evaluar el
estado de conservacion de manglares (de Santana et al.,, 2021), no obstante, estos son
dificilmente extrapolables a sistemas de manglar con caracteristicas edaficas, climaticas o

hidroldgicas distintas.

8.2 Diversidad bacteriana en sedimentos

A la fecha existen trabajos alrededor del mundo sobre diversidad bacteriana en manglares

empleando técnicas de secuenciacién de nueva generacién, que nos han permitido tener una
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mejor idea del ensamble de comunidades y sus funciones. Sin embargo, de los manglares aridos
de la peninsula de Baja California, que presentan condiciones ambientales particulares, la

diversidad bacteriana ha sido minimamente explorada.

Los indices de diversidad encontrados en este trabajo nos hablan de una comunidad
sumamente compleja. A nivel familia, gran proporcién se presentd en muy pequefas
abundancias que corresponden organismos denominados ‘biosferas raras’, que llevan ese
nombre debido a su baja abundancia. Las biosferas raras son un componente sumamente
relevante y representan la mayor proporciéon de la diversidad en las comunidades (Locey &
Lennon 2016) y se definen como aquellos organismos que se encuentran en abundancias entre
0.01y 0.1% (Galand et al., 2009), que, aunque escasos, llevan a cabo funciones clave dentro del
ecosistema, como fijacion de carbono, nitrificacion, metanotrofia y metilotrofia, asi como
aquellos capaces de degradas compuestos quimicos especificos (Lynch et al., 2015). En este
trabajo, a nivel familia, de las 596 asignadas, Unicamente 15 presentaron abundancias mayores
al 5%, encontrando una gran proporcién de grupos que entran en la definicion de biosfera rara.
Las biosferas raras constituyen un reservorio de genético y funcional, que dan lugar a
propiedades emergentes, como la resiliencia y servicios ecosistémicos. Segun la hipdtesis
planteada por Yachi & Loreau (1999), a mayor diversidad, mayor la probabilidad de que un
ecosistema sea resiliente a un evento de perturbaciéon y se le atribuye al aumento de la

redundancia funcional.

Los indices de diversidad alfa encontrados mostraron alta diversidad para ambos sistemas de
manglar. Los indices de Chao y Simpson mostraron que el sitio de muestreo con mayor riqueza y
diversidad, inesperadamente, fue el sitio sujeto a mayor perturbacién (P3). Este sitio es el que
se encuentra mayormente impactado por la descarga del efluente de la planta termoeléctrica y
muestra pérdida de cobertura vegetal. La diversidad de este sitio podria ser explicada por
contener poblaciones bacterianas de antes de la perturbacion y nuevas poblaciones que

llegaron a ocupar el nicho resultante de la perturbacién.

Para el analisis de diversidad beta, utilizando Distancias de Bray-Curtis, se observd un
ordenamiento que separa a los dos sitios y que las muestras del sitio 3 del manglar perturbado,

presenta una comunidad marcadamente distinta del resto de los sitios muestreados. Esto
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sugiere que las condiciones impuestas por la perturbacion sirven de nicho a grupos microbianos
poco representados o ausentes en las muestras tomadas de otros sitios. No se observaron
diferencias entre la diversidad de muestras tomadas a diferentes profundidades al emplear esta

métrica.

También se analizé la diversidad beta empleando el indice de Jaccard, que calcula la distancia
entre las muestras basado en presencia/ausencia de grupos. El ordenamiento resultante
obtenido con esta métrica fue consistente al obtenido con Distancias de Bray-Curtis y UniFrac.
Se observd que las muestras del sitio P3 en sus 2 estratos muestreados forman un grupo
distante del resto. Por otro lado, el ordenamiento mediate UniFrac ponderado, el cual se basa
en similitud filogenética entre las muestras y toma en cuenta las abundancias, indicd que las

muestras mas distantes filogenéticamente pertenecieron al sitio P3.

Estos resultados sugieren que las diferencias en las métricas de diversidad de los sitios no sélo
estan dadas por las abundancias de los grupos presentes, sino por poseer una composicion
distinta. Los cambios en la composicidn se atribuyen a los cambios en el ambiente, inducidos
por el efluente proveniente de la planta termoeléctrica. La marcada distancia del sitio P3 del
resto de sitios, es explicada por la evidente diferencia en la condicidon del sitio del sitio de
muestro, distinta del resto. Estas diferencias se reflejaron en algunos de los pardmetros

fisicoquimicos analizados en el agua intersticial.

8.3 Relacidn entre estructura de comunidades bacterianas y pardmetros fisicoquimicos

La determinacién de factores ambientales es un componente clave al realizar estudios de
comunidades microbianas, debido a que los condiciones en el ambiente ejercen presion de
seleccion sobre las comunidades. El analisis de estos factores nos permite tener un mejor
entendimiento sobre procesos llevados a cabo en el ecosistema y sobre el potencial metabdlico

de los organismos que habitan determinado nicho.

En este trabajo se abordé la relacidén entre las propiedades fisicoquimicas del agua intersticial
con la estructura de las comunidades microbianas mediante la secuenciacién de amplicones del

gen marcador 16s ARNr mediante un (CCA).
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Los parametros fisicoquimicos de mayor influencia se encontraron asociados a las muestras del
sitio P3 en sus 2 estratos y corresponden a Temperatura, SDT y Salinidad. Las variaciones de
estos parametros se encuentran estrechamente relacionadas con la fuente de perturbacién. Los
grupos bacterianos que correlacionaron positivamente a estos parametros fueron organismos
fotétrofos como Actinomarinales y los pertenecientes al grupo 2 de Gemmatimonadetes,
grupos que recién se empieza a conocer con el ensamble de metagenomas (Lopez-Perez, et al.,
2020), ademas de Rhodobacteracea, una familia bastante diversa que comprende organismos
tanto foto, como quimioheterdtrofos y bacterias purpuras no sulfurosas (Pujalte et al., 2014). La
abundancia de estos pudiese explicarse debido a la perdida de cobertura vegetal, que favorece
la disponibilidad de luz para estos microorganismos. En el caso de Cyanobacteria, este Phylum
mostré el mismo comportamiento, sin embargo, sus abundancias correlacionaron debilmente
con estos parametros. Estos al ser grupos aerobios, su proliferacion se ve favorecida en
sedimentos con ORP positivos, en el caso del sitio P3, a pesar de presentar sedimentos
reducidos, la abundancia de aerobios no disminuyé y en el algunos casos fue mayor a la de
sedimentos oxidados. En un ambiente en el que disminuyen los aportes de carbono producto de
la perdida de vegetacion, el papel de los productores primarios es fundamental para el

sostenimiento de las redes tréficas en los sedimentos.

La abundancia de degradadores de sustratos complejos (Anaerolineales) correlacioné
positivamente con el parametro CE, mientras grupos relacionados con el ciclo del nitrégeno
(Nitrosococcaceae, Nitrosopumilaceae y Pseudomonadaceae) correlacionaron negativamente
con este parametro, presentandose en el cuadrante inverso al que se ordend el parametro CE.
Tanto SBR1031 como Anaerolinaceae, presentaron una distribucion uniforme en ambos
sistemas, incluyendo el sitio P3 que presenta una considerable reduccién en el contenido de

materia orgdnica y un aumento de casi el doble en el valor de conductividad.

Finalmente, aquellos que presentaron correlacién positiva a Sulfuros y ORP, fueron grupos de
bacterias sulfato reductoras (Desulfatiglandaceae y Desulfosarcinaceae) deshalogenadoras y
bacterias estrechamente ligadas a procesos de metanotrofia y sulfato reduccién
(Dehalococcoideae y GIF3). Dichos grupos mostraron mayores abundancias en las muestras del

sistema de manglar conservado, que presentaron mayor concetracion de sulfuros, sin mostrar
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un patrén respecto a la profundidad. Los grupos pertenecientes a la clase Dehalococcoides son
conocidos por su capacidad biorremediadora en diversos ambientes (Pan et al., 2016, Tas et al.,
2009). La dismucion de estos grupos en los sitios perturbados bien puede traducirse en una
menor capacidad de eliminacién de contaminantes, reduciendo las propiedades emergentes del

ecosistema.
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de comunidades microbianas reveld que las comunidades pertenecientes al sitio P3,
qgue recibe primeramente la descarga de la planta termoeléctrica presentan una estructura de
comunidades diferente a las del sistema de manglar conservado y a la de los sitios P1 y P2 del
sistema de manglar perturbado. La secuenciacién del amplicones del gen 16S ARNr, de la mano
de las mediciones de pardmetros fisicoquimicos permitié observar diferencias en los patrones
de distribucion de las comunidades entre los dos sitios, cudles son los parametros que
mayormente afectan la abundancia de diferentes grupos y que las comunidades del sitio sujeto
a mayor perturbacién térmico-salina son diferentes a la del resto de los sitios. A su vez nos
permitié comprender potenciales procesos favorecidos y afectados por cambios en el ambiente,
reflejados en el aumento o disminucion de diferentes taxa, tales cambios en la estructura de las

comunidades son un potencial indicador de estado de conservacion del sistema

El presente trabajo es el primero empleando la aproximacién de secuenciacion de amplicones
del gen 16s ARNr en sedimentos de manglar del pais y contribuye al conocimiento global de las
comunidades microbianas de sedimentos de manglares de zonas aridas, destacando la
complejidad de las altamente diversas comunidades microbianas y los cambios en la estructura
de las comunidades producto de la perturbacion causada por el efluente de la planta
termoeléctrica, ademas del elevado porcentaje de ‘biosferas raras’ que son grupos taxonémicos

poco abundantes y cuya funcionalidad ha sido minimamente explorada.

Los resultados obtenidos en este estudio sirven de linea base para futuros trabajos en
comunidades microbianas de sedimentos de manglar y abonan en la busqueda de indicadores
de estado de conservacidn en los manglares de la regién. Muestreos estacionales, un mayor
numero de pardmetros medidos, y el uso de técnicas de mayor resolucién funcional, como
metagendmica, ampliardn la compresidn, de los procesos bidticos y abidticos, su dindmica,
interacciones y permitird generar estrategias de conservacién o restauracion en las que se
integre el conocimiento generado sobre las comunidades microbianas, como puede ser la

aplicacion de consorcios microbianos en manglares reforestados.
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Figura B. Grafico de calidad de secuencias reverse.

46



vl _Reatums

Figura C. Curva de rarefaccion alfa de ASVs encontrados en para cada muestra.
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