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Evolucion cuantitativa de la microflora sulfatorreductora y metanogénica en
relacién con los parametros fisico-quimicos de sedimentos estuarino-

lagunares.
RESUMEN

Los ecosistemas estuarino-lagunares son sitios con altos contenidos de materia organica
proveniente de diversas fuentes, tanto autdéctonas como aléctonas, y que esta sujeta a
procesos de mineralizacion efectuados por la microbiota del sistema. Un componente
importante de esta microbiota son las bacterias sulfatorreductoras y metanogenas, que
participan en las Uitimas fases de la degradacién anaerobia de la materia organica y las

cuales han sido poco estudiadas en los ambientes costeros mexicanos.

Con base en lo anterior se analizaron las variaciones estacionales y espaciales en la
abundancia de las bacterias suifatorreductoras y metandgenas en el sedimento del
sistema estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, en el estado de Veracruz. Las
bacterias sulfatorreductoras fueron cuantificadas por la técnica del tubo rodado de
Hungate (TR) y las bacterias metandégenas por el método del nimero mas probable
(NMP); ambos grupos con diferentes sustratos. Asimismo se cuantificdé la actividad

cinética a partir de acetato, en presencia y ausencia de sulfatos.

Las abundancias méas altas de la mayoria de los grupos nutricionales analizados
estuvieron asociadas a la temporada de nortes, siendo el nimero mas alto de bacterias
sulfatorreductoras de 3.2x10" bac/gSST con lactato, 5.51x10° bac/gSST con propionato y
2.5x10° bac/gSST con acetato. La mayor abundancia de bacterias metanogenas fue de
5.4x107 bac/gSST con acetato, 3.8x10° bac/gSST con Ho/CO, y 3.1x10* bac/gSST con
metanol. Las abundancias cuantificadas en los sedimentos del sistema estuarino-lagunar
_de Alvarado-Camaronera son semejanies a los evaluados en otros ambientes como lagos
eutréficos y marismas, pero inferiores a los reportados en digestores anaerobios.
Asimismo, los cambios estacionales de los grupos nutricionales de las bacterias
sulfatorreductoras y metandgenas analizados estuvieron determinados por los parametros
quimicos: del sedimento, como el contenido de sodlidos suspendidos volatiles,
carbohidratos, sulfatos y acido sulfhidrico. Verticalmente, las bacterias sulfatorreductoras
fueron mas abundantes en los primeros 5 cm del sedimento, mientras que las bacterias

iv



metanogenas dominaron en el estrato de los 15 cm, existiendo por tanto una separacion
espacial entre la zona de sulfatorreduccion que esta por encima de la zona de produccion
de metano. Por Gltimo, la actividad cinética a partir de acetato se presenté tanto en
ausencia como en presencia de sulfatos, aunque fue ligeramente superior en presencia

de éstos Ultimos, por lo cual dicho substrato es utilizado por ambos grupos microbianos.




1. INTRODUCCION

Las lagunas costeras y estuarios son sistemas altamente productivos (Yarnez-Arancibia,
1986; Day et al., 1987; Contreras, 1993) debido a su estructura tréfica caracterizada por
numerosas fuentes de produccién primaria y consumidores, asi como por entradas
aléctonas y autoctonas de material organico. Lo anterior da como resultado la presencia
de dos cadenas alimentarias interconectadas entre si: la del pastoreo y la de! detritus. La
cadena del pastoreo tiene como fuente de energia la luz solar, mientras que la del detritus

comienza con el suministro de materia orgéanica.

Debido a que las zonas estuarino-lagunares se caracterizan por tener considerables
aportes autoctonos y aléctonos de material organico, la cadena del detritus llega a ser
mas importante inclusive que 1a cadena del pastoreo, desarrollandose basicamente en la

fase sedimentaria.

E! sedimento representa un componente importante en los ecosistemas costeros;
caracteristicamente es anaerobio y altamente reductor, excepto en la superficie y en
algunas microzonas adyacentes a las raices de vegetales. Bajo estas condiciones se
desarrolla una comunidad microbiana compleja que efectia la remineralizaciéon de la

materia organica (Jones y Paynter, 1980).

La materia organica depositada en la fase sedimentaria representa una fuente potencial
de energia que puede estar disponible para el ecosistema costero a fravés de su
descomposicion llevada a cabo principalmente por los microorganismos del sistema, dicha
mineralizacién se realiza en dos medios: el aerdbico y el anaerdbico. El medio aerdbico

contiene hongos y bacterias, que efectian las primeras transformaciones de la materia




organica tanto disuelta como particulada hasta CO, y biomasa mediante el metabolismo
de la respiracion, siendo este proceso muy eficiente para la produccién de energia y, por

lo tanto, para el reciclamiento del carbono (Lehninger, 1980).

Cuando el oxigeno se ha agotado, los microorganismos aerobios cesan de crecer y bajo
estas circunstancias, la descomposicion del carbono continta a través de los
microorganismos anaerobios; de éstos, las bacterias sulfatorreductoras y las
metanbgenas son las poblaciones mas importantes en las fases terminales de la
mineralizacioén del carbono organico (Franklin et al. 1988). En el caso de las poblaciones
sulfatorreductoras, éstas llegan a constituir el grupo dominante en los ecosistemas
marinos y estuarinos (Nedwell, 1984), debido a la presencia caracteristica de sulfatos en
dichos ambientes y son uno de los grupos de microorganismos metabdlicamente mas
activos, ya que estan involucrados no sélo en el ciclo del carbono, sino también en los
ciclos del nitrogeno y del azufre (Nedwell y Abram, 1978; Howarth y Teal, 1979). A pesar
de que en los sedimentos marinos la remineralizacion del carbono organico es un proceso
dominado por la actividad sulfatorreductora, se ha detectado y cuantificado la produccion
de metano en dichos sedimentios y la presencia de bacterias metanégenas en nameros

relativamente altos (Jones y Paynter, 1980; Hines y Buck, 1982; Karl y Tilbrook, 1994).

Durante la degradacién del carbono organico en los sedimentos costeros, las
comunidades microbianas aerdbicas y anaerdbicas implicadas en el proceso se
.relacionan estrechamente entre si, dando como resultado la existencia de diferentes
ambientes biogeoquimicos. En cada uno de ellos, la poblacién microbiana dominante
a.provecha las caracteristicas del medio para su desarrollo y, al mismo tiempo, propicia la
formacion de un ambiente nuevo al liberar productos que favorecen a ofras especies; de

lo que se deduce que la transicién de un ambiente aerobico hasta uno metanogénico es



una consecuencia de las actividades metabélicas efectuadas por las diferentes especies
de microorganimos. En virtud de lo anterior, el conocimiento de dichas actividades es un
factor primordial, no solo para entender el papel de los microorganismos en los ciclos
biogeoquimicos, sinc para comprender su influencia sobre las propiedades quimicas y
fisicas del sedimento, asi como la relacién que tienen las caracteristicas sedimentarias

con los diferentes grupos microbianos.

Por lo expuesto anteriormente, la finalidad del presente estudio fue cuantificar la
presencia de diversos grupos metabdélicos de bacterias sulfatorreductoras y metandgenas,
en el sedimento de una laguna costera tropical y relacionar las abundancias bacterianas

con los cambios de los factores fisicos y quimicos del sedimento en diferentes épocas

climaticas .



2. MARCO TEORICO

Meéxico es un pais con 11 592.77 km de extensién litoral, en esta zona aproximadamente
una superficie de 1'567,300 ha estd conformada por los sistemas estuarino-lagunares
(Contreras, 1993}, dichas zonas constituyen ecosistemas de vital importancia por sus
caracteristicas fisicas, quimicas y su alta diversidad biolégica, factores que en conjunto

dan por resultado una elevada productividad tanto real como potencial.

Los estudios sobre ecologia energética en sistemas acuaticos demuestran que los
ecosistemas costeros reciben energia a partir de dos fuentes principales: luz y materia
organica, las cuales dan origen a la cadena del pastoreo y a la cadena del detritus,
respectivamente, y cuya interrelacién caracteriza a la trama trofica existente en este tipo
de ambientes. Por el hecho de que las zonas estuarino-lagunares son sitios con elevadas
tasas de depositacion de material organico, la cadena del detritus llega a ser mas

importante, inclusive, que la cadena del pastoreo.

Engler et al., (1977) sefalan que en los sistemas costeros altamente productivos, la
fraccion constituida por el sedimento, ia materia organica y los microorganismos
asociados a ella, conforman el complejo conocido como detritus. El material organico que
forma al detritus puede integrase por materiales de diversa indole, originados en el mismo
lugar (autéctonos) o p'fovenientes principalmente de las zonas inundadas circundantes
(aloctonos), siendo de particular importancia el material organico que se origina de los
productos de la produccion primaria, principalmente la macrovegetacion en zonas
someras (Fenchel, 1969), y cuyo principal componente es la celulosa (Miller et al., 1979),
asi como también el derivado de los desechos industriales, municipales y agricolas

(Preston y Prodduturu, 1892).



El concepto basico sobre la importancia del detritus, formado a partir del material
organico, establece que las marismas, pastos marinos, manglares, microalgas,
macroalgas y plantas terrestres proporcionan una entrada significativa de carbono
organico a las areas costeras someras. En las zonas estuarino-lagunares, éste se
acumula sobre la fase sedimentaria en donde directa o indirectamente y a través de la
conversion microbiana, proporciona una fuente alimenticia significativa para una gran
variedad de consumidores primarios como invertebrados y peces (Odum y Heald, 1975;
Wetzel, 1977), hasta los niveles troficos superiores (Pomeroy, 1974; Pomeroy ef al.,
1977). Ademas de lo anterior, los microorganismos por medio de su actividad bioquimica
intervienen en el reciclamiento de nutrimentos hacia la columna de agua, en donde éstos
seran utilizados en su mayoria por los productores primarios (Capone y Kiene, 1988,

Caraco et al., 1989).

Como se ha establecido con anterioridad, los sedimentos estuarinos y costeros son sitios
importantes para la remineralizacion de la biomasa producida por los diferentes
productores primarios, dicha mineralizacién se realiza en dos medios ambientes: el
aerobico y el anaerdbico. El medio aerdbico contiene hongos y bacterias, que efectlan tas
primeras transformaciones de la materia organica tanto disueita como particulada en CO,
y biomasa, mediante el metabolismo de la respiracion aerobia; siendo este proceso muy

eficiente para la produccion de energia y por o tanto para el reciclamiento del carbono.

Como resultado de la degradacién bioldgica aerdbica, en el sistema se propicia una
demanda de oxigeno que supera al aporte del mismo, credndose condiciones
generalmente anaerdbicas y altamente reductoras a una determinada profundidad. Esta
profundidad establece el limite entre el metabolismo aerdbico y el anaerdbico y

generalmente se sitia por debajo de la interfase sedimento-agua, aunque en algunos



casos se localiza por arriba de dicha interfase y en algunas microzonas adyacentes a las

raices vegetales.

Cuando el oxigeno se ha agotado, los microorganismos aerobicos estrictos cesan de
crecer y bajo estas circunstancias, la descomposicién del carbono organico continda a
traves de los microorganismos anaerébicos. Con base en su bioquimica especializada, los

microorganismos anaerdbicos se dividen en: fermentadores, desnitrificantes, reductores

obligados de protones, sulfatorreductores y metanogenos.

a) Organismos fermentadores, son organismos anaerdbicos facultativos o estrictos que
efectian una degradacion incompleta de la materia organica, dando lugar a la
generacion de diversos productos como acidos grasos volatiles, alcoholes, hidrégeno
y CO; vy una ganancia de energia baja comparada con la respiracion aerdbica.
Algunos substratos fermentables son ia glucosa, la fructosa, la sacarosa, la celobiosa -

y algunos polimeros tales como la celulosa y la quitina.

Para que pueda existir una fermentaciéon equilibrada se requiere de la generacidén de
productos reducidos como &acidos organicos, acidos grasos volatiles y alcoholes.
Laanbroek et al., (1985) establecieron la existencia de una tendencia general hacia la
producciéon de acetato e hidrogeno en condiciones de baja concentracion de substrato y
bajas presiones parciales de hidrogeno, y todo parece indicar que en sedimentos

costeros, el acetato y el hidrégeno son los productos de la fermentacion mas importantes

seguidos por el propionato.

b) Organismos desnitrificantes, este grupo abarca aquellos microorganismos capaces de

efectuar un proceso de respiracion utilizando nitratos como aceptores terminales de




electrones y en los ecosistemas naturales, las bacterias desnitrificantes mas comunes
pertenecen a los géneros Pseudomonas y Alcaligenes (Westermann, 1993). Como el
nitrato se presenta unicamente en el estrato superficial de los sedimentos, al aumentar la
profundidad se limita su disponibilidad como aceptor de electrones, por lo tanto la zona
que ocupan las bacterias desnitrificantes es estrecha y restringida (Mechalas, 1974).
" Aunque este mecanismo es de menor importancia en la mineralizacién de la materia
organica, su contribucién se destaca en las transformaciones reductoras del nitrégeno
(Serensen et al., 1979). En zonas pantanosas templadas por ejemplo, la tasa de

desnitrificacién es de 0.5 a 5.0 mg/m?%/dia (Westermann y Ahring, 1986).

c) Organismos reductores de protones obligados, tales como las bacterias acetoclasticas
reductoras de protones obligadas, transforman los productos reducidos de la fermentacion
en acetato, hidrégeno y CO,. En sedimentos con un elevado contenido de sulfatos existe
evidencia de que las bacterias sulfatorreductoras pueden reemplazar a las acetoclasticas
siempre y cuando la presién parcial del hidrégeno se mantenga baja, aproximadamente
de 5 a 30 Pa en la fase gaseosa y de 35 a 210 nM en la fase acuosa (Dicker y Smith,

1985; Boone et al., 1987)

d) Organismos sulfatorreductores, son bacterias anaerobicas y requieren no solo de la
ausencia de oxigeno para su crecimiento, sino que también necesitan un potencial de
oxido-reduccion bajo,raproximaQamente de 0 a -100 mV. Las células de este grupo
presentan un amplio intervalo de formas morfoldgicas: bacilos, vibrios, cocos, sarcinas y
filamentos. Las bacterias que efectian una sulfatorreduccién desasimiladora utilizan
principalmente sulfato como el aceptor terminal de electrones en su oxidacion anaerébica
de substratos organicos, estas bacterias tienen la capacidad de activar el sulfato y

reducirlo hasta acido sulfhidrico (H2S):




2(CH,0) + SO - > 2HCO; +H,S

Con base en sus capacidades oxidativas y metabdlicas, las bacterias sulfatorreductoras

se pueden dividir en dos grupos:

- el primero incluye aquellas especies que metabolizan de manera incompleta los
acidos grasos de cadena larga y corta: propionato, lactato y piruvato hasta acetato.

Los géneros Desulfovibrio y Desulfomonas pertenecen a este grupo.

- el segundo grupo comprende aquellas especies que llevan a cabo la oxidacion
completa de los acidos organicos como lactato, acetato, benzoato, succinato o
fumarato hasta CO,. En este grupo se ubica al género Desulfolomaculum (Pfennig et

al., 1981).

Las bacterias sulfatorreductoras ademas de utilizar los acidos grasos volatiles, son
capaces de emplear ofros susiratos como donadores de electrones, incluyendo
compuestos fendlicos, inddlicos y aminoacidos (Bak y Widdel, 1986a y b, citados en

Gibson et al., 1988).

Las bacterias reductoras de sulfatos se encuentran ampliamente distribuidas en
am-bientes terrestres y acuaticos énaer()bicos. Aquellos habitats que tienen una elevada
actividad metabolica sulfatorreductora se caracterizan por el olor a sulfuro de hidrogeno y
el color negro del agua o del sedimento producido por efecto de la precipitacion del sulfuro
de hierro. Debido al aporte elevado e inagotable de sulfato, los sedimentos marinos,

estuarinos y de marismas, asi como los lagos y estanques hipersalinos, constituyen los




habitats permanentes y mas significativos de este tipo de bacterias en la naturaleza

(Jorgensen, 1977, 1982; Nedwell, 1984).

Asimismo, las bacterias sulfatorreductoras se han encontrado en habitats particulares
como limos y sedimentos de sistemas contaminados, digestores para aguas de desecho,
suelos inundados (arrozales) y en heces de animales y del hombre. En estos habitats
ficos en substancias organicas fermentables, el crecimiento de las bacterias
sulfatorreductoras Unicamente se encuentra limitado por la disponibilidad de sulfato (Ueki

etal., 1986; Isa et al., 1986; Gibson et al., 1988; Visser et al., 1993).

La liberacion de sulfuro de hidrégeno durante la sulfatorreduccion desasimilatoria tiene
diversas implicaciones tanto ecolégicas como econdmicas. Desde la perspectiva
ecologica, el sulfuro de hidrégeno producido forma un enlace con el hierro del complejo
FePQ,, creado durante condiciones aerobicas, para constituir el sulfuro de hierro (FeS)
que precipita y provoca la liberacion de fosfato inorganico. Por consiguiente, la
sulfatorreduccion es un proceso necesario para la mobilizacion del fosfato presente en el
hierro hasta fosfato libre, siendo un factor importante que contribuye al movimiento de
nutrientes inorganicos del sedimento hacia las zonas aerobias (Patrik y Khalid, 1974;
Jergensen y Fenchel, 1974). Asimismo, el H;S en concentraciones elevadas es un
inhibidor de |a respiracion animal y cancela |la incorporacion de nutrientes principalmente

en los arrozales (Mitsui, 1965; Theede, 1969; Train, 1979).

Econdmicamente, la produccién de sulfuro de hidrogeno merece especial atencion en la
industria, ya que la induccion de la precipitacion del sulfuro de hierro a partir de hierro
ferroso se considera el factor responsable de la corrosién anaerdbica; esta corrosion es

particularmente importante en aquellas industrias caracterizadas por el empleo de




bombas, surtidores, tanques, sistemas de calentamiento, sistemas acarreadores de
petroleo y estructuras submarinas (Fedorak et al., 1987; Tanner, 1989). Cabe sefialar que
la corrosion microbiana también es ocasionada por la utilizacién, por parte de las

bacterias sulfatorreductoras, del H, presente en las partes catédicas del equipo industrial.

e) Organismos metanogenos, son los que participan en la Ultima fase de la degradacion
anaerébica y que es conocida como metanogénesis; ésta se lleva a cabo cuando la
concentracién de sulfatos disminuye, como sucede por ejemplo, por debajo de la zona de
sulfatorreduccidn. Se sabe en general, que las bacterias que participan en dicho proceso
poseen las propiedades de los anaerdbicos estrictos y se encuentran en numeros
elevados donde los valores de Eh son iguales o inferiores a -200 mV. Las bacterias
metandgenas se distribuyen ampliamente en los ambientes acuaticos: estanques,
marismas, pantanos, lagos y oceanos (trincheras y cordilleras mesocéanicas), en estos
habitats acuéaticos la liberacion de burbujas a partir del estrato sedimentario generalmente
indica la presencia de la actividad metanogénica; otros habitats metanogénicos incluyen el
tracto intestinal del hombre y los animales, los digestores de aguas de desecho y las

tierras cultivadas (Vogels, 1979; Mah, 1982).

Las bacterias metanogenas abarcan un grupo morfologicamente diverso, contiene bacilos
cortos o largos, cocos y varios arreglos de estas formas basicas en largas cadenas o
agregados. Todos los miembros poseen dos cofactores Unicos, el factor 420 (F420) y el
acido 2-mercaptoetanosulfénico (coenzima M o CoM)} (Mah y Smith, 1981).
Taxondomicamente se han propuesto 7 géneros. Methanobacterium, Methanosarcina,
Methanococcus,  Methanobrevibacter, ~ Methanomicrobium,  Methanogenium  y

Methanospirifflum, que incluyen a 13 especies (Balch et al., 1979).




Las bacterias metandgenas representan un grupo de procariontes Unico debido a que
producen un hidrocarburo, el metano, como principal producto de su metabolismo a partir
de la reduccién del CO, con hidrogeno molecular, o bien, a partir de otros substratos

organicos simples como formiato, metanol, metilaminas o acetato (Phelps y Zeikus, 1985):

4H; + CO, ---> CH,4 + 2H,0
4 CH30H ---=2 3CH; + CO; + 2 H,0
4CH3NH;+ + 2H,0 —---> 3CHy + COy + 4NH,"

CH3COO + H' -2 CH4 + CO, (Vogels et al., 1988)

El metano que se genera de esta actividad en los 10 primeros metros del sedimento
marino puede difundirse a la atmésfera donde participa en el efecto de invernadero (Karl y
Tilbrook, 1994). La importancia del aporte de metano a la atmésfera por parte de algunos
habitats como las tundras, llega a alcanzar cifras de 21.1 mgCH./m%hr en el oeste de"
Siberia, jugando asi un papel clave en el fendmeno de calentamiento global (Matthews et
al., 2000). En lo que respecta al metano que se produce por debajo de los 10 m, éste no
alcanza la atmdésfera, pudiendo ser utilizado como fuente de energia por las bacterias
metano-oxidantes, aproximadamente dei 10 al 30% del metano producido a partir de la
metanogénesis es consumido por este tipo de bacterias mediante su conversién a CO,
(Zehnder y Brock, 1979; Higgins et al., 1981; Lidstrom, 1983). La oxidacion del metano es

un procéso estrictamente aerobico y requiere de una temperatura éptima entre 25 y 37°C.

La produccién in situ del gas metano tiene un efecto considerable sobre |la estabilidad
sedimentaria; directamente por e! atrapamiento de burbujas de gas en los sedimentos no
consolidados e indirectamente por la iniciacidon de ciertas caracteristicas diagenéticas

como la cementacion de carbonatos y la formacion de nodulos (Whelan, 1974). El metano
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y ofras substancias que normalmente son gaseosas bajo las condiciones de la superficie
terrestre, no o son en condiciones de alta presion y baja temperatura, bajo éstas suelen
combinarse con el agua para formar compuestos cristalinos semejantes al hielo (hidrato
de metano), por lo tanto, los posibles estados en los cuales se puede encontrar el metano
en los sedimentos acuaticos abarcan: metano en solucion en el agua intersticial, agua
intersticial saturada con metano mas una fase gaseosa libre, agua intersticial saturada
con metano mas una fase sélida (hidrato de metano) y el hidrato de metano més una fase

gaseosa libre (Reebrugh y Heggie, 1974; Claypool y Kaplan, 1974).

La metanogénesis también es un proceso que se utiliza para el tratamiento de diferentes
desechos tdxicos, organicos, agricolas e industriales. Finalmente, el gas metano tiene
enormes ventajas como combustible ya sea para uso doméstico, en automotores y en
otros procesos criogénicos (Yen y Tang, 1977). La produccidon de metano a partir de la
actividad microbiana metanogénica es un proceso econdomicamente mas competitivo que
la generacion de metanc derivada de los combustibles fosiles, cuyo costo se ha

incrementado notablemente en los Ultimos afos.

Al analizar en conjunto ia cadena anaerdbica que participa en la degradacion de la
materia organica, se observa la existencia de una serie de relaciones entre los
microorganismos que en eila participan y que los hace ser dependientes unos de otros
para el buen funcionamiento del ambiente sedimentario. En los sedimentos de medios
acuaticos las bacterias sulfatorreductoras y las productoras; de metano ocupan nichos
similares en los estados terminales de la mineralizacion anaerdbica de la materia
organica. Sin embargo, la sulfatorreduccion es el proceso dominante en la
descomposicion de la materia organica en sedimentos caracterizados por la presencia de

sulfatos (Jergensen, 1977; Howarth y Teal, 1979). Su importancia es tal, que liega a
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representar del 36% al 50% de la degradacién de carbono organico (Jergensen, 1982;
Howes et al,, 1984) y, aproximadamente la mineralizacion del 11% de la produccion
primaria neta de la columna de agua (Aller y Yingst, 1980), mientras que sdlo el 5% del

carbono fijado en la fotosintesis es convertido a metano (CH,) (Vogels,1979).

La dominancia cuantitativa de la sulfatorreduccién cbedece a que la presencia de sulfatos
previene la acumulacion de metano al presentarse una competencia entre las bacterias
sulfatorreductoras y ias metandgenas por el hidrégeno y el acetato; en esta competencia,
la sulfatorreduccion se ve favorecida cinética y termodinamicamente debido a que
produce mas energia por mol de hidrogeno o acetato en comparacion con la formacién de
metano (Kristjansson ef al., 1982; Lovley et al., 1982; Schinheit ef al., 1982). También
influye el hecho de que como durante el proceso de sulfatorreduccion se libera acido
sulfhidrico, cuando la concentracion de éste llega a ser elevada se induce una inhibicién
de la metanogénesis (Cappenberg, 1974, 1975), aunque otros autores han reportado
algunos metandgenos tolerantes a elevadas concentraciones de sulfuros (Oremland,

1975, Mountfort y Asher, 1879).

Las bacterias sulfatorreductoras y metandgenas, juegan un papel clave en el consumo de
los productos metabdlicos generados por los organismos que preceden a la
descomposicién anaerébica, el consumo de tales productos por estos grupos terminales
estd influido por el tipo de substancias liberadas por las reacciones previas de
fermentacion, mejoran la conservacion de ia energia de las bacterias fermentadoras y
mantienen las condiciones termodinamicas que se requieren para el catabolismo de los
acidos grasos volatiles. Un ejemplo de lo anterior, se presenta en la relacion existente
entre los fermentadores, los reductores obligados de protones y los metandgenos a fravés

del consumo de Hz, proceso conocido como "transferencia de hidrégeno entre-especies”,

13



el cual permite mantener una presién baja de hidrogeno en el medio, facilitando al mismo
tiempo el catabolismo de los productos menores de la fermentacion {propionato, valerato,

butirato) hasta acetato, H, y CO; con liberacion de energia.

Las interrelaciones existentes entre la microbiota implicada en la degradacion de la
materia organica generan cuatro ambientes biogeoquimicos diferentes: respiracion,
desnitrificacion, sulfatorreduccion y metanogénesis; cada uno caracterizado por una forma
de metabolismo respiratorio dominante. Dichos ambientes o estratos estan caracterizados
por mecanismos metabdlicos sucesivamente menos eficientes, en cada uno de elios la
poblacion microbiana dominante explota el medio ambiente y crea uno nuevo que
favorece a otras especies. Lo anterior da como resultado una transicion desde un
ambiente aerobio hasta uno productor de metano (Claypool y Kaplan, 1974). Por lo tanto
el conocimiento de las actividades metabolicas de los microorganismos permite conocer
las propiedades quimicas y fisicas del sedimento, asi como los procesos involucrados en

el reciclamiento de materiales en los ecosistemas costeros.
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3. ANTECEDENTES

De los estudios publicados hasta el momento acerca de la funcién de la microbiota
anaerdbica involucrada en las Gltimas fases de degradacion de la materia organica, se ha
establecido que en l0s sistemas marinos anaerdbicos, la remineralizacion del carbono
organico basicamente se efectia por las bacterias sulfatorreductoras y en menor
proporcion por las bacterias metandgenas (Oremland y Taylor, 1978; Mountfort et al,
1980; Senior et al., 1982). La sulfatorreduccion representa aproximadamente el 53% de la
mineralizacidon total del material organico en sedimentos costeros, sin embargo esta
caracteristica puede variar en sistemas con diferentes condiciones hidrologicas y
climaticas. Existen diversas investigaciones que se han efectuado sobre la funcién de las
bacterias sulfatorreductoras y metanégenas en los procesos anaercbios de
descomposicion de la materia organica en sedimentos- marinos -(Abram y Nedweli, 1978;
King et al, 1983; Lovley et al, 1982; Lovley y Klug, 1983; Martens y Berner, 1974,
Oremland et al., 1982; Oremland y Polcin, 1982; Sansone y Martens, 1981; Senior et al.,
1982 y Winfrey y Ward, 1983; Fukui, et al., 1997), los resultados de estos estudios apoyan
el concepto de que las bacterias sulfatorreductoras son el grupe dominante durante la
descomposicién de la materia organica en sedimentos con exceso de sulfatos y que

pueden competir con las bacterias metandgenas por fuentes comunes de energia.

No obstante lo anterior, se llegan a presentar bacterias metanogenas y el metano es
producido en pequefias cantidades en estos sedimentos (King, 1984). Se han aislado
diferentes tipos de bacterias metandégenas en los sedimentos marinos, pero poco se
conoce acerca de su abundancia y de los factores que la determinan. Las bacterias

metandgenas han recibido atencidén principalmente desde el punto de vista de su
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bioquimica. Aunado a lo anterior, los estudios existentes sobre biogeoquimica microbiana
en ambientes costeros se han llevado a cabo principalmente en ecosistemas acuéticos de
latitudes templadas (Winfrey y Ward, 1983) y escasamente en ecosistemas de regiones

tropicales (Ramamurthy ef al., 1990; Mohanraju y Natarajan, 1992; Fukui, et al., 1997).

Las investigaciones microbiologicas realizadas en México en las zonas estuarinas-
lagunares han estado encaminadas basicamente hacia la microbiologia de tipo sanitario
{(Flores ef al., 1978; Rivas y Méndez, 1990; Barrera-Escorcia et al., 1999) y escasamente
a la ecologia microbiana; en este Gltimo punto los estudios existentes hacen referencia a
las poblaciones de bacterias anaerdbicas que efectuan el proceso de fotosintesis {Stolz,
1986, 1990); asi como el trabajo de Pérez-Gonzélez y Morales-Manilla (1985) sobre la

actividad metanogénica en sedimentos de la laguna de Términos, Campeche.

Los ambientes costeros tanto del Goifo como del Pacifico mexicanos, principaimente se
han analizado desde el punto de vista fisico, quimico, biolégico y de contaminacién. En el
caso especifico del sistema lagunar de Alvarado-Camaronera se han efectuado
numerosos trabajos, destacandose los que se refieren a los aspectos de geologia (Raz-
Guzman, et al., 1987), fisico-quimica (Sevilla y Chee, 1974; Villalobos et al., 1975 y Chee,
1981), asi como de sus comunidades bioldgicas (Altamirano et al., 1985; Flores y
Méndez, 1982; Alvarez y LL.una, 1991; Garcia, 1988; Garcia y Soto, 1990), sin olvidar los
aspectos de impacto, conservacion, uso y manejo (Contreras, 1993). A pesar de que este
sistema Iagunar es uno de los mas estudiados con 262 referencias bibliograficas
(Castafieda y Contreras, 1994), no existen investigaciones acerca de los microorganismos

involucrados en los diferentes ciclos biogeoquimicos.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Efectuar, a lo largo de un ciclo anual, la caracterizacion de la microbiota anaerobica
implicada en los principales procesos bacterianos que contribuyen al reciclamiento
terminal de la materia organica en el sedimento del sistema lagunar Alvarado-Camaronera
en el Estado de Veracruz.

4.2. Objetivos particulares.

- Cuantificar, en un ciclo anual, las bacterias sulfatorreductoras que utilizan lactato y

propionato en el sedimento de las lagunas de Alvarado y Camaronera.

- Cuantificar, en un ciclo anual, las bacterias metandgenas que uiilizan acetato, H,-COz y

metanol en el sedimento de las lagunas de Alvarado y Camaronera.

- Analizar los parametros quimicos y fisicos del sedimento a diferentes profundidades y en

un ciclo anual en las lagunas de Alvarado y Camaronera.

_ Establecer las posibles relaciones entre las cuantificaciones de la microbiota anaerobia y

los parametros fisicos y quimicos de los sedimentos.
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5. HIPOTESIS

5. 1. Hipotesis General.

Si la abundancia de las bacterias sulfatorreductoras y metanégenas, que participan en la
degradacién anaerobia de la materia organica en los sedimentos de ambientes costeros
depende de diversos parametros ambientales como temperatura, pH, Eh y disponibilidad
tanto de donadores como de aceptores de electrones; entonces los cambios en éstos en
una laguna costera que se presenten en el transcurso de las diferentes épocas climaticas,

deberan producir cambios en las cuantificaciones de la microbiota anaerobia.

5. 2. Hipdtesis Particulares.

1. 8i hay una relacion directa y positiva entre la temperatura y la actividad
sulfatorreductora y metanogénica, es de esperarse que en la temporada de secas
cuando se presenta la maxima insolacién y por consiguiente un incremento de la
temperatura; entonces la abundancia de las baclerias sulfatorreductoras y

metanogenas aumentara.

2. Si los valores de pH préximos a la neutralidad y las condiciones reductoras en el
sedimento favorecen el desarrollo de las bacterias suifatorreductoras y de las
metandgenas; entonces condiciones muy acidas o alcalinas, asi como la oxidacion de!
sedimento crearan caracteristicas desfavorables para e! crecimiento de dichas

poblaciones microbianas.

3. Si hay una relacién directa entre el contenido de sulfatos y las bacterias
sulfatorreductoras, y una relaéién inversa entre los sulfatos y las bacterias
metanogenas; podria esperarse que en la temporada climética en la cual disminuyan
éstos, la abundancia de bacterias sulfatorreductoras disminuira y {a de las bacterias

metandgenas aumentara.
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Si hay una relacion directa entre la cantidad y calidad de los substratos organicos y la
abundancia de bacterias sulfatorreductoras y metanogenas; entonces en la temporada
climatica en donde aumenten los aportes de materiales organicos al ecosistema
costero, la abundancia de las poblaciones sulfatorreductoras y metandgenas se

incrementara.
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6. AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se llevd a cabo en el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-
Camaronera, constituido por la laguna de Alvarado propiamente dicha, y las lagunas de
Buen Pais, Tlalixcoyan y Camaronera. Este complejo se ubica en las costas del Golfo de
México en el Estado de Veracruz (Contreras, 1993), entre los paralelos 18° 45' y 18° 52'

de latitud norte y los meridianos 95° 49' y 95° 58’ de longitud oeste (Fig. 1).

Segun Garcia (1980) la regién es del clima tipo Aw2(i'), es decir, caliente subhimedo (el
mas humedo de los subhimedos) con liuvias en verano; la temperatura media anual esta
sobre los 26°C y la temperatura media del mes mas frio sobre los 18°C, con una
oscilacién entre 5-7°C. El régimen climatico de la zona estd caracterizado por tres
temporadas: una de secas, que abarca los meses de marzo a mayo, una de lluvias en

verano, que comprende los meses de junio a octubre, y la de "nortes", durante los meses

de noviembre a febrero.

Por su origen, Lankford (1977) clasifica a este ecosistema en dos categorias: |I-B y I-D; la
categoria II-B (Sedimentacion Terrigena Diferencial de Depresion Deltaica de Barrera) se
refiere a lagunas costeras asociadas con sistemas deltaicos fluviales producidos por
sedimentacion irregular y subsidencia superficial debida a efectos de compactacidn y
carga, asimismo, son lagunas geologicamente jovenes con barreras principalmente
'arenosas y de energia baja, excepto e1:1 los canales de circulacion. Ei tipo I-D (Erosion
Diferencial y Boca de Valle Inundado con Barrera) indica que la laguna es una depresion
formada por procesos no marinos durante el descenso del nivel medio del mar, inundada

durante la transgresion del Holoceno presentando una barrera fisica y un escurrimiento

continuo.
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Tectonicamente el sistema acuatico se clasifica dentro de la unidad morfotecténica Il
(Carranza-Edwards et al., 1975) por tener una llanura costera angosta cuyos sedimentos
son plio-pleistocénicos formados esencialmente por piroclasticos derivados posiblemente

del area volcanica de los Tuxtlas o del Pico de Qrizaba.

El tipo de sedimentos en la zona sureste del sistema lagunar es arenoso (2.8%-74.6%) y
de carbonatos (6.0%-15.4%), en el resto de la laguna se hallan combinaciones
sedimentarias limo-arcillosas y areno-limo-arcillosas. Los contenidos de materia organica
oscilan entre 6.1 y 9.25% en el margen interno de la barra de Alvarado y entre 9.0 y
10.1% en el sector norte, donde prevalecen sedimentos limo-arcillosos. El sector norte del
subsistema de la laguna Camaronera presenta sedimentos limo-arcillosos (71.6%-84.3%)
y un aito contenido de materia organica (9.0%-10.1%) procedente del detritus de |a
vegetacion acuatica; el sureste tiene una textura arenosa con un 95.3% {Raz-Guzman ef

al., 1987).

Desde el punto de vista hidrodinamico, se puede considerar que el total del area tiene un
oleaje de energia intermedia, excepto en el verano por la existencia de huracanes
tropicales y en el invierno por la presencia de "nortes”, que son tormentas asociadas con
el movimiento hacia e! sur de masas de aire polar durante los meses de noviembre a
febrero, y cuya velocidad en ocasiones excede los 165 km/hr. Las mareas en la zona son
de tipo diurno, es decir, que en el transcurso de 24 horas se presenta una marea alta y

una marea baja (Davis, 1977}).

La laguna de Alvarado se extiende longitudinalmente en direccion este-oeste (E-O} a lo
largo de 17 km, tiene una superficie aproximada de 6,200 ha y un ancho de 4.5 km; su

comunicacion con el mar tiene un ancho de 400 m y estd orientada hacia el norte. La
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laguna Camaronera tiene su eje mayor paralelo a la costa que forma parte del complejo
lagunar de Alvarado. Se ubica al norte y se separa del sistema Alvarado-Buen Pais por un
estrecho canal de comunicacion. Tiene una superficie aproximada de 3,900 ha y una
profundidad media de 1m; actualmente, cuenta con una boca artificial construida en
diciembre de 1980 y formada por dos tubos que permiten el paso del agua de mar cuando

sube la marea (Rosales et al., 1986).

El principal rio que desemboca en el complejo lagunar llega por el suroeste y es el
Papaloapan. Este es un rio permanente que aporta diariamente 40 millones de metros
cubicos de agua en promedio a la laguna y tiene un balance positivo de gasto porqgue
siempre vence las barreras provocadas por la marea. Otros rios que fluyen al sistema son
el Acula y el Blanco, los cuales son de menor caudal y desembocan directamente en la
Laguna de Tlalixcoyan, para pasar posteriormente a Alvarado; como a lo largo del rio
Blanco se ha establecido un importante distrito industrial, esta corriente contribuye
significativamente al aporte de materia orgénica a la laguna y su volumen medio anual de
escurrimiento es de 1,813 millones de metros cubicos (Gutierrez ef al., 1990). A partir de
los aportes marino y dulceacuicola, se ha establecido que en la época de secas el
sistema de Alvarado se puede clasificar como mesohalino, no obstante at iniciarse la
temporada de liuvias la salinidad desciende marcadamente y las caracteristicas son
oligohalinas (Perkins, 1974). El intervalo de salinidad presente en la laguna de Alvarado

es de 1.87 a 21.40 ups, mientras que en la laguna Camaronera la salinidad oscila entre

4.05-15.96 ups.

Los principales tipos de vegetacion que se desarroilan en el area son comunidades
arboladas (manglar) y comunidades de herbaceas (hidrofitas enraizadas emergentes e

hidréfitas libremente flotadoras). El manglar es el tipo de vegetaciéon que destaca en la
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zona de estudio, se desarrolla en las margenes de la laguna y esta constituido por las
especies Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa, siendo l0s
dos primeros los mas importantes, aunque hay variaciones entre el manglar no alterado y
el alterado, ya que en algunas zonas se le ha sometido a desmontes o se ha talado para
usar el suelo en actividades de cultivos, establecimiento de viviendas rurales y pastoreo
de ganado vacuno. La produccion primaria por manglar presenta sus valores mas
elevados durante la época de lluvias, registrandose aproximadamente 200 g/m’mes de
produccién de hojarasca en la zona de Tlalixcoyan y 43.3 g/m%mes en Camaronera

{Tovilla, 1980; Tovilla y Gonzalez, 1994)).

Las hidréfitas enraizadas emergentes se desarrollan en las areas someras de la
desembocadura de los rios, Typha latifolia crece cerca de las zonas perturbadas, mientras
que las especies Hymenocallis litoralis y Pontederia sagittata crecen en las orillas del
manglar. La comunidad de especies libre-flotadoras se presenta a lo largo de! afio, pero
su abundancia aumenta durante la época de liuvias en |as zonas donde desembocan los
rios y que por efecto de las corrientes, son arrastradas hacia la laguna; las especies que
dominan dicha comunidad son Eichhornia crassipes, Lemna spp., Pistia stratiotes y

Salvinia auriculata.

La vegetacion sumergida es fundamentaimente Ruppia maritima, la cual forma algunas
praderas de pequefia extension en las cercanias de Barra Vieja, la velocidad de
Wcrécimiento de esta fanerégama es mayor a principios de la temporada de lluvias (Tovilla
y Garcia, 1990) y sus hojas sirven como sostén para numerosos invertebrados. En el
margen interno de la barra de Alvarado se presentan manchones de la rodofita Gracilaria
sp. (Raz-Guzman ef al., 1987). En la laguna Camaronera practicamente todo el contorno

de la laguna se rodea de manglar y en pequefos tramos de pastos haldfitos; entre éstos
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se cuentan palmeras y algunos arboles medianos y grandes pertenecientes a la selva

pantanosa como zapote bobo, uvero, agapote y moral (Contreras, 1993).

En el sistema lagunar, referente a las comunidades de organismos planctonicos existe
una variacion estacional en el fitoplancton, la cual registra su maximo volumen de enero a
marzo. Asimismo, la productividad primaria atribuida al fitoplancton registra sus valores
mas ailtos en los meses de enero y junio, mientras que los mas bajos estuvieron en
agosto; la méaxima actividad fotosintética se cuantifico entre las 12:00 y las 16:00 horas

(Adame et al., 1989)

En lo que respecta al zooplancton, como la laguna de Alvarado esta fuertemente
influenciada por los aportes dulceacuicolas, la salinidad existente en el sistema constituye
una limitante para la invasion de copépodos marinos, siendo Acartia tonsa la (nica
especie que domina numéricamente durante todo e! afio (Alvarez y Luna, 1980). En la
laguna de Camaronera, con la entrada de agua marina, se registran poblaciones de
camarones peneidos, mayores a lo reportado para la boca de Alvarado. La maxima
abundancia se detecta en la temporada de "nortes", con una dominancia de Penaeus
setiferus sobre Penaeus aztecus (De la Torre et al., 1987). Asimismo, en el sistema
lagunar se han registrado poliquetos, larvas de peces, moluscos, tintinidos, ctenoforos,
larvas de crustaceos, anélidos e insectos. En el caso del ictioplancton también la
diversidad es baja debido a la alta tasa de cambio existente en la laguna y por la escasa
influencia marina, donde la especie ictioplanctonica dominante es Anchoa mitchilli,
seguida por Dormitator maculatus y Gobiosoma bosci, sin embargo, debido a la condicion
hipohalina del sistema se estima que la zoha no es un area de crianza propicia para

especies marinas (Flores y Méndez, 1982; Flores, 1985).
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Por lo que respecta a la distribucion de las comunidades bentonicas, ésta se da en
funcién de la salinidad, la temperatura y el porcentaje de carbonatos, mientras que su
diversidad esta regulada por la biomasa de Ruppia maritima. La comunidad benténica es
estable debido a la diversidad de habitats producidos por la abundancia de algas rojas y
verdes filamentosas en la época de lluvias, y a la interaccion de los factores biologicos
(depredacion y competencia) con el ambiente (Garcia, 1988). Las especies bentonicas
dominantes son peracaridos con representantes de tres ordenes: Isopoda (Cassidinea
lunifrons), Tananaidacea (Discapseudes holthuilsi, Leptochelia savigny y Hargeria rapax)
y Amphipoda (Winfield y Bedia, 1991}, dentro del grupo de los moluscos, se han reportado
especies de las clases Gastropoda y Bivalvia, destacando por su abundancia Rangia
flexuosa, Neritina reclivata, Mulinia lateralis y Littoridina sphynctostenea (Reguero y
Garcia-Cubas, 1989). Entre los organismos bentdnicos de importancia comercial destacan
la almeja prieta, la callo, la casco de burro, el camarén blanco, el camaron prieto
(Penaecus sp.), la jaiba (Callinectes sp.) y el ostion (Crassostrea sp.) (Ramirez y

Hernandez, 1988).

Entre las especies nectonicas destaca el hecho de que un buen nimero de estos
organismos son de importancia comercial: el chucumite (Centropomus parallelus), la
tancha (Brevoortia patronus), mojarra blanca (Eugerres sp.), corvina (Cynoscion

arenarius), bagre (/ctalurus sp.), jurel (Caranx hippos) y lisa (Mugil cephalus).
Otras comunidades biolégicas que se han indentificado en la zona inciuyen 16 especies

de anfibios, 39 de reptiles (Altamirano et al., 1987) y 210 de aves, incluyéndose en éstas a

las especies residentes, migratorias, transitorias y residentes de verano (Ramirez, 1987).
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Estandarizacion de las técnicas para la cuantificacion de las bacterias

sulfatorreductoras.

Respecto a la metodologia utilizada para la cuantificacion de las bacterias
sulfatorreductoras, es importante mencionar que a pesar de que existen diferentes
técnicas de conteo y medios de cultivo empleados para la cualificacién y cuantificacion de
este grupo bacteriano, en el presente estudio se hizo necesario efectuar previamente una
comparacion de algunas de ellas para adecuarlas a una aplicacion en sistemas estuarino-
lagunares tropicales, de tal forma que permitiesen obtener enumeraciones representativas
de la microbiota invelucrada en este proceso fundamental de la biogeoquimica

sedimentaria.

En cuanto a las técnicas de conteo que se compararon, éstas fueron: el agar profundo
(AP), el tubo rodado de Hungate (1966) o "roll tube" (TR) y el numero mas probable
(NMP). Los tres métodos coinciden en la inoculacion de muestra en un medio de cultivo
prereducido, por inyeccién con una jeringa hipodérmica y a través de un septo de goma
colocado en la parte superior de un tubo de cultive Hungate cerrado; sin embargo, cada
una de ellas tiene sus particularidades: las técnicas del AP y del TR utilizan medios de
cultivo sélidos que permiten el aislamiento individual de las colonias; en el AP las coionias
quedan embebidas en el agar cuando eéste se solidifica en la parte inferior del tubo,
mientras que en el TR, las colonias se desarrollan a lo largo de las paredes internas del
tubo donde se distribuye el medio. En el caso del método del NMP se emplea un medio
liquido y la densidad media de tas bacterias es estimada con base en férmulas

probabilisticas (Rodina, 1971).
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Los medios de cultivo estudiados fueron el de Postgate (1963), el cual estuvo sujeto a
modificaciones para evitar la formacion de un precipitado negro desde el comienzo de la
inoculacion; el de Ueki ef al., (1980) y el de Balch et al,. (1979) empieando lactato y
propionato como substratos. En los medios de Posgate y Ueki, el desarrollo de bacterias
sulfatorreductoras se detecta por el crecimiento de colonias de color negro; mientras que
en el medio de Balch, el crecimiento bacteriano se detecta colorimétricamente agregando
una solucion de sulfato de cobre (CuSQO,) 5N a los cultivos al finalizar su periodo de
incubacion. Los indculos utilizados para fines de estandarizacion fueron sedimentos
provenientes del estero La Ventosa en Salina Cruz, Oaxaca y lodos de un reactor

anaerobio de flujo ascendente (UASB).

7.2. Procedimiento de Campo

Estaciones de Muestreo. Las muestras se colectaron en dos estaciones, una en
Camaronera y otra en Alvarado (Fig. 1). La estacion en la laguna Camaronera quedo
ubicada en la inmediacion a los tubos de comunicacién entre la laguna y el mar. Se
caracterizé por presentar restos de conchas en ia fase sedimentaria. La estacion de
Alvarado se localizd en la region denominada Punta Grande, cercana a un lecho de
vegetacion sumergida. Cabe sefialar que ambas estaciones se encuentran proximas a
zonas de manglar y en el caso de Camaronera en el margen aledaio a la estacion, hay

viviendas rurales.

El muestreo se realizd a lo largo de un ciclo anual que permitid abarcar las principales
caracteristicas climaticas de la region: secas (mayo, 1990 y abril, 1991), lluvias (julio,

1990} y "nortes" (enero, 1990 y noviembre, 1990).
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En cada uno de los meses sefalados se colectaron muestras de sedimentos por
duplicado, tanto en la estacion de Alvarado como en la de Camaronera, con un nucleador
constituido por un tubo de acrilico de 4.5 cm de diametro y 45 ¢m de longitud, dicho tubo
presenta una serie de orificios de 1.5 cm de didametro dispuestos en espiral a lo largo de
los primeros 20 cm inferiores y separados entre si por una distancia de 3 cm. A través de
estos orificios se efectuaron cuantificaciones de diversos parametros (temperatura, pH y
Eh) a varias profundidades de la columna sedimentaria, sin alterar la estratificacion

natural del sistema y con una exposicién minima de la muestra al aire.

A un par de muestras colectadas se les determiné in situ la temperatura, pHy Eh a 3, 6, 9,
12, 15 y 18 cm de profundidad durante ios muestreos de enero, mayo, julio y noviembre.

En abril las determinaciones se realizaron a las profundidades de 5, 10, 15y 20 cm.

Para la medicion de la temperatura se utilizdo un termdmetro con un intervalo de -10 a

60°C y una exactitud de +/- 0.1°C.

La concentracién del ion hidrégeno (pH) y el potencial redox (Eh) se evaluaron con un
loanalizador marca Orion Research modelo 399A. El potencial redox se midio in sifu con
un electrodo de platino Instrulab de un didmetro maximo de 15 mm, mientras que el
electrodo de referencia fue un Instrulab de calomel saturado, con un potencial de
referencia de 198 mV adicionado al valor medido, los electrodos se conectaron a través
del loanalizador y se reportaron los potenciales medidos en mV. El electrodo de referencia
se insertdé en el centro del ndacleo y el de platino en cada uno de los estratos
sedimentarios, dejandose transcurrir 15 minutos antes de tomar la lectura para permitir su

estabilizacion; después de cada lectura el electrodo de platino se enjuagd con agua
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bidestilada. Durante el muestreo de campo se estandarizaron rutinariamente los
electrodos con solucién ZoBell (0.003M de ferrocianuro de potasio y 0.1M de cloruro de

potasio) teniéndose un valor de Eh de 431 mV a 25°C (Langmuir, 1971).

Concluidas las mediciones en el campo, estos nucleos se transportaron al laboratorio a

baja temperatura (-4°C) para continuar su analisis.

El otro par de nicleos se fijo con una solucion de acetato de zinc al 10% para evitar la

perdida de suifatos.

7.3. Procedimiento de L.aboratorio

En el laboratorio los dos nucleos fijados con acetato de zinc se destinaron a las

determinaciones de salinidad, sulfatos y granulometria.

Para la evaluacion de la salinidad, los sulfatos y el tipo de grano se extrajo la muestra de
sedimento de cada nucleo, se homogeneizd y centrifugé a 3 600 r.p.m. durante 30
minutos para separar el agua intersticial del sedimento (Howes, 1985). En el agua
intersticiat se determind la salinidad por medio de un refractometro marca American
Optical, mientras que los sulfatos se cuantificaron por el método turbidimétrico descrito en
APHA (1989), con la muestra diluida. La técnica utilizada para la determinacion del
tamafio de los sedimentos se realizo a través del anélisis granulometrico, el cual consiste
en separar la fraccion gruesa (<0.0625 mm de diametro), de la fraccién lodosa mediante
tamizado en humedo. La porcién limo/arcilla se analiz6 utilizando el método de pipeteo
descrita por Folk {1969) y Allen (1981). Los tamafios correspondientes a la fraccion

gruesa (arena) se determinaron con la técnica de Emery (1938).
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Por lo que se reftere a los nucleos transportados a baja temperatura, al llegar al
laboratorio fueron dejados en una camara de vacio durante 12 horas, para proceder
posteriormente al analisis microbiologico. Al dia siguiente, el par de nlcleos dejado en la
camara de vacio se llevaron a la camara anaerébica donde se les extrajo el sedimento, el
cual fue homogeneizado para proceder a la caracterizacidon microbiologica; ésta
comprendié la cuantificacibn de las bacterias sulfatorreductoras y metanégenas,

completandose con una evaluacion de la actividad cinética a partir de acetato.

El grupo de bacterias sulfatorreductoras se enumerd por medio del tubo rodado (roll tube)
de Hungate (1969), usando cinco tubos por dilucién y empleando la modificacién del
medio de cultivo de Postgate (1963) (ver Apéndice Metodoldgico); los substratos
empleados fueron lactato y propionato, realizando ademas para el muestreo de abril
cuantificaciones a partir de acetato. En este ultimo muestreo hay que destacar que la
cuantificacién de las poblaciones sulfatorreductoras, se efectudé a dos profundidades del
sedimento (5 y 15 cm). Los tubos rodados se incubaron a 32°C durante 7 dias,

contandose como bacterias sulfatorreductoras las colonias de color negro.

Para la microbiota metandgena se llevaron a cabo cuantificaciones de los grupos
nutricionales que utilizan acetato, H,-CO,, metanol y metilaminas. ‘Estas ultimas sdlo se
evaluaron en el mes de abril a las mismas profundidades que las 'suifa_\torreductoras. Enla
cuantificacion de las bacterias metandgenas se empleo la técnica del numero mas
probable (NMP) con cinco tubos por dilucién y el medio basico de Balch et al., {1979). Los
tubos se incubaron a 32°C durante mes y medio, al término del cual, se evaluaron como
positivos los tubos que mostraron turbidez del medio, acomparada por la producciéon de

metano, el que fue analizado en un cromatografo de gases marca Hewlett-Packard
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mo.delo 5890 equipado con un detector de ionizacion de flama (FID). Se empleé una
columna de vidrio empacada con Porapack QS. La temperatura del inyector fue de 150°C,
la temperatura de la columna de 100°C y la del detector de 200°C. Se utilizdé N, como gas
acarreador, |la tasa de flujo fue de 30 mIﬁnin. Se removieron 5 pl de la fase gaseosa de los
tubos de cultivo y se inyectd directamente en el cromatégrafo de gases. Los
procedimientos detallados de la caracterizacion microbiologica se encuentran en el

apéndice metodologico.

En el estudio de la actividad cinética a partir de acetato, se procedi¢ a tomar por duplicado
submuestras del sedimento de 8.0 ml cada una en cada estacion (Alvarado y
Camaronera) y se dejaron en crecimiento en el medio de cultivo de Balch para propiciar el
consumo de substrato y la produccién de metano, tanto en presencia como en ausencia
de sulfatos. La cinética de formacién y consumo de dicho elemento se siguié durante un
periodo de tres dias con intervalos de 4 horas, analizando la fase liquida del cultivo por

cromatografia de gases.

El acetato fue analizado por cromatografia de gases, usando un detector de ionizacion de
flama (FID) y una columna de acero inoxidable empacada con Porapack Q (80-100 de
malla). El acetato se analizd con las siguientes condiciones: el flujo del gas acarreador,
nitrogeno, fue de 30 mil/min. Las temperaturas del inyector, columna y detector fueron
100°C, 120°C y 170°C, respectivamente. El fiujo del H; y del aire fueron de 30 y 300

mi/min, respectivamente.

Al concluir el analisis microbioldgico, el resto de la muestra se proceso para determinar el
contenido de solidos, sulfuros y carbohidratos. Los sdlidos totales suspendidos fijos y

volatiles se evaluaron siguiendo las recomendaciones de APHA (1989). El contenido de
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sulfuros se cuantificd siguiendo el método Colorimétrico de Cordrowisch (1985),
preparando el estandar y las muestras bajo condiciones anodxicas estrictas. Los
carbohidratos totales se analizaron por la técnica de Dubois (1956) y Strickland y Parsons
(1972), previa preparacién de los lodos. Hay que mencionar que durante los muestreos de
enero, mayo, julio y noviembre se realizaron todos los andlisis descritos con anterioridad
en la muestra de sedimento total, mientras que en el mes de abril se lievaron a cabo en

los estratos de 5 y 15 cm de profundidad.
7.4. Analisis estadistico de los resultados.

Con los datos disponibles se estructuraron dos tipos de analisis. En un primer analisis se
ordenaron los datos de temperatura, pH y Eh por nivel de profundidad y mes,
considerando 6 profundidades determinadas en 4 meses (matriz total de datos: 6
profundidades x 4 meses= 24 datos) para cada laguna. Ei propésito de este arreglo de los
datos fue el de evaluar el grado de variabilidad de la temperatura, pH y Eh en funcidon de
tos factores profundidad y mes. Con estos mismos datos se realizd un andlisis de
correlacion entre las tres variables mencionadas. Para evaluar la posible relaciéon entre la
temperatura, pH y Eh en cada laguna se aplico la prueba de correlacion por intervalos de
Spearman, en la cual se utilizan los intervalos de los valores mas que los valores en si

mismos de cada variable (Steel y Torrie, 1988).

Dispuestas asi las tres variables para cada laguana, se analizd el nivel de ajuste de los
datos a una distribucién normal, resultando que en todos los casos el tipo de distribucién
difirié significativamente de una distribucion normal. Por la razén anterior se decidié
utilizar pruebas no parramétricas,r ademas de que los eétadigrafos (o estadisticos) no

paramétricos se aplican a una amplia clase de distribuciones mas que a una distribucion
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Unica o a todas las distribuciones posibles.

Se utilizé un analisis de varianza no paramétrico por intervalos de un factor de Kruskal-
Wallis, por medio del cual se analiza ia varianza de los intervalos entre los valores y no los
promedios dentro de sus intervalos de variacibn maxima, eliminando principalmente la
influencia de las medias y el tipo de distribucion de cada uno de los datos dispersados

alrededor de éstas.

El segundo analisis fue ordenado de acuerdo a los datos puntuales de cada mes (4
meses) para cada una de las 20 variables determinadas en cada laguna. Como sélo se
determinaron para cada variable un sélo dato por laguna y por mes, no se pudieron
realizar andlisis de varianza por algun factor de variacién ni de correlacion entre las

variables.

Con las variables asi organizadas (4 datos por variable= 4 meses) por laguna, se aplicé
una prueba no parameétrica de comparacion de dos muestreos independientes con el
propdsito de definir si los valores de cada parametro provienen de un mismo tipo de
distribucion o presentan valores medios similares entre cada laguna. La prueba aplicada
fue la de Mann-Whitney y de intervalos promedios. Dicho procedimiento combina y ordena
los datos por sus intervalos de variacion entre los dos muestreos; posteriormente los
intervalos son sumados para todas las observaciones contenidas en cada muestra y
calcula un estadistico para comparar los intervalos promedios. Si el valor del estadistico Z
es alto se debe rechazar la hip6tesis nula de que los muestreos poseen una localizacion

idéntica de los parAmetros analizados.
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8. RESULTADOS

8.1. Pruebas metodoldgicas.
De las pruebas efectuadas utilizando diferentes métodos y medios de cultivo, con la
finalidad de estandarizar la técnica para la cuantificacion de la microflora sulfatoreductora,

los resultados de las comparaciones fueron los siguientes:

- en la técnica del Agar Profundo, el medio de cultivo se tornd totalmente de color negro a
partir del segundo dia de incubacion, impidiendo de esta manera la cuenta de las colonias

(Tabla 1).

- en la técnica del Namero Mas Probable, se detectaron positivos desde el comienzo de la
inoculacion; sin embargo, dichos positivos no necesariamente obedecieron a un
crecimiento bacteriano en el tubo, sino a la presencia de sulfuro de hidrégeno en la
muestra, que desde un comienzo reaccionaron con el FeSO, presente en el medio,

formandose el precipitado FeS de color negro (Tabla 1).

- en la técnica del Tubo Rodado, hubo una visualizacién cilara de las colonias lo que
permitio una cuenta facil de las mismas, asi como un posterior aislamiento si fuese

necesario (Tabla 1).
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Tabla 1. Cuantificacién de bacterias sulfatorreductoras por medio de diferentes
técnicas de cultivo.

Estero La Ventosa

Abril
Est.20
Dias  Agar Profundo Tubo Rodado NMP
bac/g SST bac/g SSV__ bac/g SST  bac/g SSV hac/g SST bac/g SSV
1 3.90E+09 5.50E+10 2.40E+09 3.40E+10 1.80E+08 2.50E+09
2 4 10E+09 5.80E+10 2.50E+09 3.60E+10 3.20E+09 4.50E+10
3 * * 2.60E+09 3.70E+10 3.20E+09 4.50E+10
4 * * 2.60E+09 3.70E+10 3.20E+09 4.50E+10
5 * * 2 60E+09 3.70E+10 3.20E+09 4.50E+10
6 * * 2.60E+09 3.70E+10 3.20E+09 4.50E+10
7 * * 2.90E+09 4.00E+10 1.60E+10 2.36E+11
Est. 17
Dias Agar Profundo Tubo Rodado NMP
bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST  bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV
1 * * 5.00E+08 6.00E+09 9.80E+07 1.10E+09
2 * * 6.60E+07 7.70E+09 9.80E+07 1.10E+09
3 * * 1.30E+09 1.50E+10 3.00E+09 3.60E+10
4 * * 1.30E+09 1.50E+10 3.00E+09 3.60E+10
5 * * 1.30E+09 1.50E+10 3.00E+09 3.60E+10
6 * * 1.30E+09 1.50E+10 3.00E+09 3.60E+10
7 * * 1.40E+09 1.60E+10 3.00E+09 3.60E+10
Reactor UASB
Dias Agar Profundo Tubo Rodado NMP
bac/g SST bac/g 88V  bac/g SST  bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV
1 * * 2.00E+12 3.266+12 560E+10 9.00E+10
2 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10
3 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10
4 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10
5 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10
6 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10
7 * * 2.00E+12 3.26E+12 560E+10 9.00E+10

* = medio de color negro desde el comienzo de la inoculacion
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- los medios de Ueki et al., (1980) y de Balch, et al., (1979) demostraron ser los menos

adecuados, ya que el crecimiento bacteriano fue detectado a partir del tercer dia del

periodo de incubacion; ademas, las cuentas finales obtenidos por medio de éstos fueron

mas bajos comparados con los realizados con el medio de Posgate modificado (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion de bacterias sulfatorreductoras mediante
la técnica del NMP, utilizando diferentes medios de cultivo.

Reactor UASB
Junio
Modificacién al medio de Posgate

NMP-lactato NMP-propionato

Dias bac/g SST bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV
1 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+09 3.60E+09
2 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+09 3.60E+09
3 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+09 3.60E+09
4 3.60E+10 8.70E+10 3.60E+10 8.70E+10
5 3.60E+10 8.70E+10 3.60E+10 8. 70E+10
6 1.30E+12 3.30E+12 1.30E+12 3.30E+12
7 1.30E+12 3.30E+12 1.30E+12 3.30E+12

Medio Ueki
NMP-lactato NMP-propionato

Dias bac/g SST bacl/g SSV bac/g SST bac/g SSV
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 1.70E+10 4.00E+10 1.70E+10 4.00E+10
5 1.70E+10 4.00E+10 1.70E+10 4.00E+10
6 3.00E+11 5.40E+11 3.00E+11  5.40E+11
7 3.00E+11 5.40E+11 3.00E+11 5.40E+11
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Medio Balch

NMP-lactato NMP-propionato
Dias bac/g SST bac/g SSV bac/g SST bac/g S8V
1 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+09 3.60E+09
2 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+08 3.60E+09
3 1.50E+09 3.60E+09 1.50E+09 3.60E+09
4 5.00E+09 8.00E+09 5.00E+09 8.00E+09
5 5.00E+09 8.00E+09 5.00E+09 8.00E+09
6 5.00E+09 8.00E+09 5.00£+09 §.00E+09
7 6.00E+11 9.00E+11 6.00E+11 9.00E+11
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8.2. Caracterizacién estacional.

Condiciones Sedimentarias.

En los nucleos analizados, la temperatura fue constante con respecto a la profundidad del
estrato sedimentario, tanto en Alvarado como en Camaronera (Tablas 3 y 4). En Alvarado
se obtuvo un valor homogéneo de 27.0°C en el mes de enero. Durante el mes de mayo se
registrd un intervalo de temperatura de 31.0 a 32.0°C; en julio fue de 29.0 a 30.0°C y
durante noviembre de 22.0 a 23.0°C. En enero, la fase sedimentaria en la laguna
Camaronera se caracterizo por tener un intervalo de temperatura de 22.0 a 23.0°C; en el
mes de mayo fue entre 30.0 y 32.0°C, en julio entre 28.0 y 29.0°C y en noviembre se

presento el mismo comportamiento.que en enero.

En lo que se refiere al comportamiento anual de la temperatura en ambas estaciones se
registré el valor mas alto en el mes de estiaje (mayo) con un promedio de 31.3°C en
Alvarado y 30.7°C en Camaronera, los cuales descienden hacia el periodo de lluvias
(julio) con promedios de 29.6°C y 28.5°C para Alvarado y Camaronera, respectivamente.
Los valores mas bajos se alcanzaron en los meses asociados a la presencia de “nortes”,
en enero la temperatura promedio fue de 27.0°C en la laguna de Alvarado y de 22.6°C en
la de Camaronera, mientras que en el mes de noviembre el promedio fue el mismo para

ambas lagunas, con un valor de 22.5°C.
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Tabla 3. Cambios de la temperatura, pH y Eh con respecto a la

profundidad de la columna sedimentaria en Alvarado, Ver.

Mes Profundidad Temperatura pH Eh
Enero cm °C mV
-3 27.0 6.7 40
-6 27.0 7.0 -80
-9 27.0 6.7 -120
-12 27.0 6.8 -130
-15 27.0 7.0 -140
-18 27.0 7.0 -160
Profundidad Temperatura pH Eh
Mayo cm °C mVvV
-3 32.0 7.0 50
-6 32.0 7.1 -80
-9 31.0 7.1 100
-12 31.0 7.2 -130
-15 31.0 7.6 -130
-18 31.0 7.6 -140
Profundidad Temperatura pH Eh
Julio cm °C mV
-3 30.0 7.6 100
-6 30.0 7.9 20
-9 30.0 7.8 -30
-12 29.0 7.6 -50
-15 29.0 7.8 -100
-18 30.0 7.4 -110
Profundidad Temperatura pH Eh
Noviembre cm °C mV
-3 23.0 6.6 30
-6 225 6.5 -80
-9 225 6.9 -100
-12 22.5 6.8 -120
-15 22.5 6.5 -150
-18 22.0 6.6 -170
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Tabla 4. Cambios de la temperatura, pH y Eh con respecto a la
profundidad de la columna sedimentaria en Camaronera, Ver.

Mes Profundidad Temperatura pH Eh
Enero cm °C mV
-3 23.0 7.0 46
-6 23.0 7.0 -80
-9 230 6.8 -120
-12 23.0 7.0 -140
-15 22.0 7.3  -150
-18 22.0 7.1 -150
Profundidad Temperatura pH Eh
Mayo cm °C mV
-3 32.0 71 20
-6 31.5 7.3 -84
-9 31.0 74 100
~12 30.0 75 110
-15 30.0 76 120
-18 30.0 76  -120
Profundidad Temperatura pH Eh
Julio cm °C mV
-3 29.0 8.1 110
-6 28.5 8.2 50
-9 28.5 8.2 20
-12 28.5 8.1 -80
-15 28.5 8.1 -100
-18 28.0 84 -110
Profundidad Temperatura pH Eh
Noviembre cm °C mV
-3 23.0 7.2 40
-6 22.5 7.1 -90
-9 225 71 -110
-12 22.5 6.8 -120
-15 225 6.8 -150
-18 22.0 6.7 -170
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En cuanto a la salinidad del agua intersticial (Tabla 5), con base en el sistema de
clasificacion de Venecia (Perkins, 1974} en la temporada de secas se registraron
condiciones a-mesohalinas en Alvarado y B-mesohalinas en Camaronera. Durante el mes
de julio, Alvarado se caracterizO por ser netamente dulceacuicola, mientras que
Camaronera fue a -oligohalina, este descenso de la salinidad fue el resultado de la accion
de las lluvias y un mayor aporte dulceacuicola proveniente de los rios. Por Gltimo, en los
meses de “nortes” la laguna de Alvarado tuvo fluctuaciones de la salinidad entre a y B-
mesohalinas, por el contrario Camaronera tanto en enero como en noviembre presento
condiciones B-meschalinas. Como puede observarse las variaciones fueron mas
acentuadas en la estacion de Alvarado, como resultado de que esta laguna esta sujeta a
un mayor flujo dulceacuicola proveniente de los diferentes rios que desembocan en ella
(el Papaloapan principalmente en luvias), aunado al hecho de que tiene mayor influencia

marina debido a que la boca de comunicacion con el mar es mas grande que la de

Camaronera (Figs. 2y 3).
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Fig 5. Variacién estacional de la salinidad, sulfatos y H2S en el
sedimento de la laguna Alvarado
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Fig 6. Variacién estacional de la salinidad, sulfatos y H2S en el
agua intersticial de la laguna Camaronera

Junio con el cloro y el sodio, que son los dos principales iones que otorgan la
caracteristica de la salinidad, los sulfatos representan el tercer ion mas importante de los
medios marinos; por tal motivo, la variacion de su concentracién suele estar relacionada
directamente con las fluctuaciones de la salinidad y a la vez con la actividad
sulfatoreductora, puesto que los sulfatos son utilizados como el aceptor de electrones por
la microbiota que efectda dicho proceso. En Alvarado y Camaronera la variacién de la
concentracion de sulfatos se relaciond principalmente con los cambios de la salinidad,
manifestando similitud en ambas estaciones (Tabla 5), esto es, que los valores maximos
se presentaron en el mes de secas y los minimos en julic. En enero y noviembre se
determiné un intervalo de 7.43 a 8.43 mM en Alvarado y de 8.25-8.27 mM en
. Camaronera. Cabe destacar también que los cambios fueron mas acentuados en

Alvarado en comparaciéon a Camaronera (Figs. 2 y 3).
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Tabla 5. Variacién estacional de la salinidad y formas de azufre en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Ver.

Alvarado
Mes Salinidad Sulfatos Suifuros
oloo mM mv
Enero 115 843 214
Mayo 13.1 10.69 0.53
Julio 0.2 2.1 0.2
Noviembre 6.2 8.43 1.95
Camaronera
Mes Salinidad Sulfatos Sulfuros
o/oo mM mM
Enero 8.0 8.25 1.71
Mayo 9.4 9.03 042
Julio 34 3.29 0.27
Noviembre 7.2 8.27 1.81

Ademas de los sulfatos se analizo otra forma involucrada en el ciclo del azufre y que fue
el sulfuro de hidrégeno (H,S), ya que se considera que el proceso microbiano de la
sulfatoreduccién es el principal responsable de la formacion de éste (Lein et al, 1990).
Las menores concentraciones del suifuro de hidrégenc se determinaron en el mes de
julio, asociado a la temporada de lluvias y las maximas en noviembre y enero, mientras
que la época de estiaje se caracterizo por manifestar concentraciones intermedias a las

anteriores (Tabla 5).
Los resultados del pH muestran que este parametro fue relativamente constante con la

profundidad en los estratos sedimentarios analizados (Figs. 4 y §). Por otro lado, el pH al

igual que la temperatura, mostré variaciones estacionales. Se registraron condiciones
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neutras en secas, con un promedio de 7.2 para Alvarado y de 7.4 para Camaronera, estas
condiciones del pH se modificaron hacia la alcalinidad durante el periodo de lluvias,
siendo los valores promedio de 7.6 y 8.1 en Alvarado y Camaronera, respectivamente.
Finalmente en la época de "nortes", se registré un pH ligeramente acido en la laguna de
Alvarado, con un promedio de 6.8 en enero y en noviembre de 6.6, mientras que en
Camaronera los pH promedio indican de nuevo caracteristicas neutras con un valor de 7.0

durante enero y de 6.9 en noviembre (Tablas 3 y 4).

En lo que se refiere al potencial redox (Eh), éste tuvo grandes cambios verticales (Figs. 4
y 5), reflejando condiciones oxidantes en los primeros 3 cm del sedimento tanto en la
estacion de la laguna de Alvarado como de Camaronera, haciéndose paulatinamente

reductor conforme aumenta la profundidad de la columna sedimentaria.

Aunado a los cambios verticales, las condiciones oxido-reductoras del sedimento se
vieron modificadas en el transcurso del afio (Tablas 3 y 4), registrandose caracteristicas
de oxido-reduccion intermedias en la época de secas con intervalos de +50 a -140 mV y
de +20 a -120 mV para Alvarado y Camaronera, respectivamente; durante julio hubo una
tendencia en el sedimento hacia condiciones oxidantes con un intervalo de +100 a -110
mV en Alvarado y de +110 a -110 mV en Camaronera; por Ultimo el Eh se volvio mas
reductor en los meses de nortes correspondiendo con las maximas concentraciones de
sulfuros, la presencia de éstos influyd en las condiciones reductoras del sedimento,
detectandose que en los meses donde se registrd la mayor concentracion de sulfuros
corresponde con un potencial redox mas electronegativo. En el caso de Alvarado, durante
el mes de enero se registré un intervalo del Eh de +40 a -160 mV y en noviembre de +30
a -1?0 mV. En la laguna Camaronera el intervalo fue entre +46 y -150 mV en enero y

entre +40 y -170 mV en noviembre. Cabe seiialar que en lo que se refiere a las
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caracteristicas de oxido-reducién del sedimento, éstas muestran una tendencia mas

reductora en la laguna de Alvarado que en la laguna de Camaronera.
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En lo que se refiere al contenido de sdlidos totales (Tabla 6) éste se incrementd
notablemente durante el mes de lluvias con 572.88 g/l SST en Alvarado y 694.85 g/l SST
en Camaronera; del contenido de solidos totales, la fraccion volatil tuvo los valores mas
bajos en los meses de lluvias y los registros maximos de la misma en los meses de
"nortes” con 23.23 y 20.42 g/l SSV en Alvarado y en Camaronera con 21.39 y 20.88 ¢/l
SSV. De la fraccién fija, por el contrario, se registro la concentracién superior en la

temporada de lluvias (julio).

Tabla 6. Variacion estacional del contenido de sélidos en el sedimento
del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Ver.

Alvarado
.Mes SST Ssv SSF
g/l g/l g/l
Enero 313.87 23.23 290.63
Mayo 256.21 9.10 247.11
Julio 572.88 17.50 555.38
Noviembre 325.37 20.42 304.95
Camaronera
Mes SST SSv SSF.
g/l g/l g/l
Enero 314.16 21.39 292.77
Mayo 411.87 15.97 395.90
Julio 694 .85 12.72 682.14
Noviembre 587.29 20.88 566.42

Con base en los datos del analisis granutlomeétrico (Tabla 7) en la estacion de Alvarado
predominaron las arenas arcillo-limosas durante enero, mayo y noviembre, mientras que

en julio dominaron las arenas. En Camaronera hubo mas variacion en la composicion del
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sedimento, registrandose arena arcillo-limosa en los meses de "nortes", arenas en julio y

arena limosa en mayo.

Tabla 7. Variacién estacional de la composicion granulométrica
en el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Ver.

Alvarado
Mes Arena timo Arcilla
% % Y%
Enero 89.09 4.02 6.89
Mayo 79.32 10.15 10.52
Julio 96.72 1.45 1.82
Noviembre 90.09 5.52 437
Camaronera
Mes Arena Limo Arcilla
% % %
Enero 89.3 545 5.24
Mayo 83.57 11.40 5.02
Julio 92.89 240 4.70
Noviembre 88.45 6.72 4.83

La degradacién anaerdbica de los substratos organicos requiere que exista una relacién
entre una gran variedad de bacterias, como fue establecido en el marco tedrico. En esia
degradacion, el primer paso es un rompimiento de sustancias poliméricas, como los
carbohidratos, que seran fermentados para Iibérar productos utilizables por las bacterias
sulfatorreductoras y metandgenas, por lo cual la evaluacion de esta fraccion organica es
importante para entender los factores que pueden regular la descomposicion anaerobia
del carbono organico, ademas de que constituyen una fraccion importante de la materia
organica particulada que ingresa al ecosistema estuarino. A partir de los resultados
obtenidos del andlisis de los componentes organicos del sedimento, el contenido de

carbohidratos muestra variaciones estacionales tanto en Alvarado como en Camaronera
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(Tabla 8). En la laguna de Alvarado las concentraciones maximas se determinaron en los
meses de "nortes” con valores de 6.26 y 7.92 mg/g SST, mientras que en el mes de julio
se registraron las concentraciones minimas con 0.48 mg/g SST. La laguna Camaronera
presenté un comportamiento semejante al de Alvarado con los maximos valores en
"nortes”, siendo éstos de 2.27 y 3.81 mg/g SST; los minimos también se registraron en

julio con 1.16 mg/g SST.

Tabla 8. Variacion estacional de los carbohidratos en el sedimento
del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Ver.

Alvarado Camaronera
Mes mg/g SST mg/g SST
Enero 6.26 2.27
Mayo 2.85 2.19
Julio 0.48 1.16
Noviembre 7.92 3.81
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Condiciones Microbiclégicas
A lo largo del ciclo anual se registraron fluctuaciones en el niumero de las poblaciones

microbianas anaerobicas estudiadas.

En et caso de la microbiota sulfatoreductora que emplea lactalo como substrato, se
obtuvo en la estacion de Alvarado un intervalo de 5.07x10°-1.97x10” bac/g SST, con la
minima abundancia de bacterias durante el mes de julio y la maxima en noviembre. En
Camaronera, e! intervalo fue de 8.90x10°-3.23x10” bac/g SST, con el valor minimo
también en julio y el maximo en noviembre. En lo que concierne a las baclerias
sulfatorreductoras que utilizan propionato, en Alvarado se cuantificaron de 1.90x10%-
2.48x10° bac/g SST, con ia menor y la mayor abundancia en los meses de julio y
noviembre respectivamente; mientras que en Camaronera el intervalo comprendio de 0-
1.59x10° bac/g SST, con el maximo en enero y la particularidad que en julio no hubo
crecimiento de este tipo de bacterias. lgualmente, y con base en los datos anteriores, se
puede observar que de los tipos metabdlicos cuantificados el numero de bacterias que

degradan lactato fue superior al de las utilizadoras de propionato (Tabla 9).
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Tabla 9. Variacion estacional de la abundancia de bacterias sulfatorreductoras
en el sedimento del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Ver.

Alvarado
Mes BSR-Lactato BSR-Propionato
bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST  bac/g SSV
Enero 1.17E+06 1.59E+07 5.73E+05 7.74E+06
Mayo 1.03E+06 3.37E+Q7 6.63E+05 1.86E+07
Julio 5.07E+05 1.42E+07 1.90E+04 6.36E+05
Noviembre 1.97E+07 3.13E+08 2.48E+06 3.96E+07
Camaronera
Mes BSR-Lactato BSR-Propionato
bac/g SST bac/g SSV bac/g SST  bac/g SSV
Enero 3.10E+06 8.20E+07 1.59E+05 2.33E+06
Mayo 8.27E+05 1.21E+07 3.96E+04 1.02E+06
Julio 8.90E+03 4. 87E+06 0.00E+00 0.00E+00
Noviembre 3.23E+07 9.10E+08 4.25E+04 1.19E+06

Hay que sefialar que en algunos meses {mayo y noviembre) se detectd en el medio de
cultivo el crecimiento de colonias bacterianas de color blanco conjuntamente con las
negras que representan a las bacterias sulfatorreductoras (Tabla 10). Podria suponerse
que la presencia de estas colonias se debi6 a la existencia de pobtaciones microbianas
capaces de utlizar las formas reducidas de azufre liberadas por las bacterias
sulfatorreductoras al medio, entre éstas se han reportado bacterias incoloras
desnitrificantes oxidantes del azufre (Petersen et al.,1986; Loka Bharathi 1989). En estos

trabajos se enumeraron y aislaron las bacterias involucradas en la oxidacién anaerébica
de compuestos de azufre reducidos, observandose un numero elevado de estas colonias
en zonas ricas en acido sulfhidrico, existiendo una correlacion positiva entre el nimero de
dichas colonias y las cuantificaciones de bacterias sulfatorreductoras efectuadas; Loka

Bharathi (1989) en sedimentos estuarinos, enumeraron de 0.73-6x10° bac/ml de bacterias
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incoloras oxidantes del azufre, mientras que el intervalo de bacterias sulfatorreductoras
fue de 0.7-6.8x10* bac/ml. Cabe sefialar que en el presente trabajo ninguna prueba se

llevé a cabo para determinar la clase de las poblaciones microbianas que se

desarrollaron.

Tabla 10. Colonias de color blanco cuantificadas en los tubos
rodados junto a las colonias negras de las bacterias
sulfatorreductoras.

Alvarado
Mes Lactato Propionato

bac/g SST bac/g SSV_ bac/g SST bac/g SSV
Mayo 1.28e+07 4.01E+08 4.14E+05 6.60E+06
Jutio 0.00E+00 O0.00E+00 1.70E+05 5.00E+06

Noviembre 2.51E+07 4.20E+08 8.04E+05 2.63E+07

Camaronera
Mes Lactato Propionato

bac/g SST bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV_
Mayo 3.25E+04 9.14E+05 8.90E+03 4.60E+05
Julio 0.00E+00 0.00E+00 4.41E+03 1.24E+05

Noviembre 1.60E+06 4.14E+07 1.37E+05 3.53E+06

En cuanto a la microbiota metanogénica (Tabla 11), las poblaciones acetdgenas
registraron en la estacion de Alvarado una abundancia de 2.18x10°5.38x10 bac/g SST,
con la minima en julio y la maxima en noviembre; en Camaronera las mismas poblaciones
tuvieron 2.51x10%*1.27x107 bac/g STT, con el minimo también en julio y el maximo en
enero. Para las hidrogenofilicas el nUmero de microorganismos detectado fue de
2.62x10°%-2.07x10° bac/g SST, en donde en julic nuevamente donde se presentd el
minimo y el maximo en enero. En el caso de la estacién de Camaronera la abundancia
fue de 6.81x10%-2.22x10° bac/g SST, donde los meses de noviembre y enero presentaron

el minimo y el méaximo, respectivamente. Las bacterias metandgenas utilizadoras de
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metanol fueron el grupo metabdlico cuya variacién estacional sigui® el mismo

comportamiento en ambas estaciones, y a diferencia de los grupos metabolicos

anteriores, 1a menor abundancia se evaludé en noviembre y la méaxima en mayo, con

intervalos en Alvarado de 7.68x10°-5.85x10° bac/g SST y en Camaronera de 1.10x10*

1.15x10° bac/g SST.

Tabla 11, Variacién estacional de la abundancia de las bacterias metandgenas en el

sedimento del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera.

Alvarado
Mes BM-Acetato BM-Hidrégeno BM-Metanol
bac/g SST bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST  bac/g SSV
Enero 2.07E+06  2.79E+07 2.07E+06 279E+07 1.27E+04 1.72E+05
Mayo 1.37E+06  3.85E+07 1.37E+06 3.85E+07  5.85E+05 1.65E+07
Julio 2.18E+05  7.14E+06 2.62E+05 8.57E+06  3.05E+04 1.00E+06
Noviembre 5.38E+07  8.57E+08 2.69E+05 4,28E+06  7.68E+03 1.22E+05
Camaronera ‘
Mes BM-Acetato BM-Hidrégeno BM-Metanol
bac/g SST bac/g SSV bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST _ bac/g SSV
Enero 1.27E+07  1.87E+08 2.22E+05 3.27E+06 3.97E+05 5.84E+06
Mayo 546E+05  1.40E+07 1.57E+05 4.07E+06 1.15E+06  2.97E+07
Julio 2.51E+04  1.29E+06 6.81E+03 1.81E+05 2.15E+04 1.10E+06
Noviembre 4.25E+05  1.20E+07 2.15E+04 1.10E+06 1.10E+04  3.11E+05
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8.3. Caracterizacion vertical.

Como se indicd en la metodologia, durante el mes de abril se analizaron dos
profundidades de la fase sedimentaria en los ndcleos colectados, las cuales
correspondieron a los niveles de 5 y 15 cm., a diferencia de los muestreos anteriores en
los que se analizd el nlcieo total para las cuantificaciones microbioldgicas y seis estratos

para la caracterizacion fisica y quimica.

Condiciones Sedimentarias.

Con base en los resultados del mes de abril, las fases sedimentarias manifiestan
temperaturas calidas propias de la época de estio con un intervalo de 32-35°C en
Alvarado y de 30-31°C en Camaronera; un pH relativamente constante a lo largo de la
columna de sedimento con valores de 6.8-7.0 en Alvarado y de 7.0 a 7.3 en Camaronera,
observandose una tendencia a la neutralidad aunada a la existencia de condiciones
reductoras que aumentan conforme la profundidad, de -90 a -150 mV en Alvarado y de -
80 a -140 mV en Camaronera. Respecto al contenido de sulfuros, éste fue elevado en los
5 primeros centimetros y disminuy¢ a los 15 cm. En los estratos analizados, el contenido
de SST tuvo valores semejantes, aunque la fraccion volatil fue mayor a los 15 ¢cm en Ia

estacion de Alvarado con 13.20 g/l y a los 5 cm en la estacion de Camaronera con 10.67

g/l (Tabla 12).
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Tabla 12. Cambios verticales de algunos parametros fisicos y quimicos en el sedimento
del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera en el mes de abril.

Alvarado
Profundidad Temperatura pH Eh Sulfuros SST Ssv
cm °C mV mM g/l g/l
5 325 6.9 -90 0.31 400.44 3.25
10 33.0 6.8 -110
15 325 7.0 -130 0.09 398.41 13.21
20 32.0 7.0 -150
Camaronera
Profundidad Temperatura pH Eh Sulfuros SST SSv
cm °C mV mM g/l g/l
5 31.0 70 -80 0.12 233.13 10.68
10 31.0 7.0 -100
15 31.0 7.3 -120 0.01 297.28 8.75
20 30.0 7.2 -140

Condiciones Microbiologicas.

En la columna sedimentaria se presentd una variacién del nimero de bacterias tanto

sulfatorreductoras como metandgenas con respecto a la profundidad en ambas

estaciones.

De acuerdo a este apalisis microbiolégico (Tabla 13), se observdé que la mayor

abundancia de bacterias sulfatorreductoras se localiz6 en los primeros centimetros de

profundidad del sedimento, lo que indica que el proceso de sulfatoreduccion es mas

intenso en esta zona y da como resultado la liberacion de H,S, el cual también tuvo su
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maxima concentracién en la profundidad de 5 c¢m. Es importante destacar que los
cambios en el nUmero de bacterias sulfatorreductoras fueron mas acentuados para los
grupos metabdlicos que emplean lactato y propionato, en comparacion con las que

utilizan acetato como substrato, las cuales tuvieron un comportamiento mas homogéneo.

Tabla 13. Cambios verticales del namero de bacterias sulfatorreductoras en el sedimento
del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camarcnera en el mes de abril.

Alvarado
Profundidad BSR-Acetato BSR-Lactato BSR-Propionato
cm bac/g SST bac/g SSV__ bac/g SST bac/g SSV__ bac/g SST bac/g SSV
5 5.49E+04 6.76E+06 1.17E+07 1.44E+09 5.49E+06 6.76E+08
10
15 5.52E+04 1.66E+06 1.50E+02 4.54E+03 6.77E+05  2.04E+07
20
Camaronera
Profundidad BSR-Acetato BSR-Lactato BSR-Propignato
cm bac/g SST bac/g SSV__ bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST  bac/g SSV
5 2.48E+05 543E+06 1.15E+06 2.52E+07 3.90E+04 8.52E+05
10
15 1.34E+05 4 57TE+06 1.74E+04 5.94E+(05 1.78E+04 6.06E+05
20

Por lo que se refiere a la microbiota metanogénica (Tabla 14), ésta incrementa su
abundancia con relacion directa a la profundidad, de tal manera que en el estrato de los
15 cm se determind el numero maximo de metanogenos para ambas estaciones;
sobresaliendo el hecho de que en Alvarado no hay registro de las bacterias que utilizan
metanol en el estrato de los 5 cm. En el mes de abril, también se utilizaron metilaminas
como substrato para las bacterias metandgenas, sin embargo en el medio de cultivo no se

pudo detectar crecimiento bacteriano con este substrato en ninguna de las estaciones

analizadas.
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Tabla 14. Cambios verticales del nimero de bacterias metanégenas en el sedimento
del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera en et mes de abril.

Alvarado

Profundidad BSR-Acetato BSR-Hidrogeno BSR-Metanol
cm bac/g SST bac/g SSV_ bac/g SST bac/g SSV  bac/g SST bac/g SSV
5 2.49E+01 3.07E+03 1.37E+03 1.69E+05 O0.00E+00  0.00E+00
10
15 1.00E+03 3.02E+04 3.76E+05 1.13E+07 4.39E+02 1.32E+04
20

Camaronera

Profundidad BSR-Acetato BSR-Hidrogeno BSR-Metanol
cm bac/g SST bac/g SSV__ bac/g SST_ bac/g SSV  bac/g SST__bac/g SSV
5 1.07E+02 2.34E+03 4.28E+02 9.36E+03 4.28E+01  9.36E+04
10
15 4.20E+03 1.42E+05 8.40E+02 2.85E+04 4.20E+02 1.42E+06
20
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8. 4. Actividad cinética a partir de acetato.

Cuando se agregd acetato a los sedimentos a una concentracion final de 10 mM, tanto en
presencia como en ausencia de sulfatos (20 mM), el objetivo era determinar si era

consumido por las bacterias anaerdbicas presentes en los sedimentos.

En las pruebas cinéticas efectuadas en los sedimentos de Alvarado, se observa que
existe una produccién de acetato en las primeras 24 horas, con excepcion del mes de julio
en el cual la produccidon maxima de acetato se registrbé a las 32 horas. Posteriormente a
dicha produccion comienza el consumo de acetato. Este comportamiento se determind
tanto en presencia como en ausencia de la adicién de sulfatos con una concentracion 20
mM, aunque el consumo de acetato fue ligeramente superior en las pruebas efectuadas
en ausencia de sulfatos (Tabla 15); asimismo, el consumo de este substrato fue mayor

durante el mes de noviembre.
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Tabla. 15. Actividad cinética anaerobia a partir de acetato, en sedimentos
de la laguna de Alvarado, Ver.

Mes Horas Sedimentos con Testigo Sedimentos con Testigo
acetato 10 mM  Sin acetato  acetato 10 mM Sin acetato
Sin sulfatos Sin sulfatos Con sulfatos Con sulfatos

Mayo 0 10.552 0.221 9.942 0.116
8 15.872 1.198 21.995 0.855
24 29.337 19.415 27.817 13.414
32 19.271 14.193 19.665 12.457

48 13.543 9.394 16.883 7.676

56 8.484 5.742 5.889 0.024

Julio 0 9.452 0.285 9.889 0.332
8 16.71 1.134 11.1 1.484

24 17.886 2.21 15.246 9.339

32 19.938 7.282 15.657 9.786

48 18.332 8.174 12.38 9.152

56 10.488 6.887 9.298 753

Noviembre 0 11.775 0.285 11.382 0.183

8 12.723 2.01 13.554 1.58

24 24.441 8.064 28.207 8.337

32 12.745 7.95 10.066 5791

48 9.872 3.119 B.889 2.144

56 7.11 2.85 4.48 0.678

Abril 0 9.442 1.113 9.115 0.063
8 16.791 1.568 15.455 1.887
24 18.678 8.331 27.627 17.187
32 8.429 7.337 23.687 10.475

48 8.41 6.587 10.636 6.973

56 7.694 3.713 5.652 4.552

Hay que destacar que las relaciones de produccidén-consumo tuvieron un comportamiento
mas variable en los meses de abril, mayo y noviembre; no obstante en el mes de julio, a
pesar de registrarse una produccion de acetato no hubo un consumo del mismo (Figs. 6-

7).
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En el caso de las pruebas efectuadas en sedimentos de la laguna Camaronera, también
existid una produccion de acetato al comienzo del experimento, pero a diferencia de lo
determinado en Alvarado, ésta se evalud entre las 24-32 horas, incluso en julio la maxima
produccién se registré a las 48 horas; lo anterior se cumplié tanto en presencia como en
ausencia de sulfatos (Tabla 16); asimismo, el consumo de acetato en presencia de
sulfatos fue mayor en los meses asociados a la temporada de “nortes” (noviembre) en

comparacion a los meses restantes (Figs. 8-9).

Tabla 16. Actividad cinética anaerobia a partir de acetato, en sedimentos
de la laguna Camaronera, Ver.

Mes Horas Sedimentos con Testigo Sedimentos con Testigo
acetato mM acetato mM
Sin sulfatos Sin sulfatos Con sulfatos Con sulfatos

Mayo 0 9.085 0.336 9.908 0.463
8 9.675 5.579 10.473 1.61
24 15.868 7.653 16.473 4.705
32 15.26 7.211 16.764 9.842
48 13.905 6.72 10.076 9.682
56 11.061 5.396 8.985 5
Julio 0 9.867 0.232 5.564 0.115
8 9.831 6.103 9.296 0.289
24 10.962 9.782 12.793 5.998
32 11.898 10.785 18.787 7.08
48 20.115 14.622 34.202 12.066
56 19.183 11.637 19.587 11.586
Noviembre 0 9.271 0.47 9.184 0.061
8 19.852 3.2 16.997 0.167
24 25.636 5.015 31.073 9575
32 19.406 3.115 32.758 9.471
48 15.863 3.115 26.915 6.37
56 6.93 1.901 5.004 3.23
Abril 0 10.725 1.664 9.494 3.179
8 15.369 7.664 10.109 5.184
24 31.112 9.497 17.975 8.205
32 38.182 7.497 15.653 5.205
48 11.964 421 10.98 6.621
56 11.739 0.049 5,987 0.037
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Finalmente, cabe destacar que en casi todas las cinéticas efectuadas con o sin acetato
agregado a los medios, en presencia 0 ausencia de sulfatos se observd un aumento de la
concentracion de acetato y aparicion de otros acidos grasos volatiles como propionato y
butirato. Lo que significa que hay una transformacion de la materia organica en los
sedimentos bajo condiciones anaerdbicas, via una fermentacion, hacia la formacion de
acidos grasos volatiles que son los substratos requeridos en los procesos bacterianos de
sulfatoreduccion y metanogénesis. La aparicion constante de acetato es similar a lo
registrado en otros estudios (Miller et al., 1979; Laanbroek y Pfennig, 1981; Parkes et al.,
1989), y debido a la presencia constante de sulfatos en el complejo lagunar de Alvarado-
Camaronera, el proceso microbiano mas favorecido serd el de sulfatoreduccion. Las
cuantificaciones del mes de abril de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de acetato
demuestran la existencia de grupos nutricionales capaces de oxidar completamente el
acetato hasta CO,; no obstante, el acetato puede también ser el resultado de la actividad
de bacterias sulfatorreductoras que oxidan incompletamente sus substratos como el
lactato o el propionato, en este caso las cuantificaciones igualmente demostraron la

presencia de estos grupos bacterianos.
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8.5. Analisis estadistico.

Los resultados del analisis de varianza de Kruskal-Wallis (con los valores del estadistico y

su nivel de significancia) para la temperatura, pH y Eh en funcion del mes y la profundidad

para cada laguna se muestran en la tabla 17. Se observa que el comportamiento de las

tres variables es el mismo en cada laguna, registrandose variaciones significativas con

respecto al mes de muestreo tanto en la temperatura como en el pH y variaciones

significativas del Eh con respecto a la profundidad. Con base en lo anterior se puede decir

que la temperatura y el pH presentan variaciones méas importantes en el plano temporal y

el Eh en el plano espacial.

Tabla 17. Anélisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis
para temperatura, pH y Eh. {(Factores: profundidad y mes).

Alvarado
Parametro Mes Profundidad
K-wW N.S K-wW N.S
Temperatura 22.2481 0.00005* 0.327 0.9971
pH 19.4077 0.00022* 0.6675 0.9847
Eh 3.8534 0.2777 17.676 0.00033*
Camaronera
Parametro Mes Profundidad
K-W N.S K-wW N.S
Temperatura 20.024 0.00016* 1.9813 0.8517
pH 18.3393 0.00037* 0.2704 0.9981
Eh 5.6633 0.1291 15,9607 0.0069*

* = variaciones significativas

K-W = Kruskal-Wallis; N.S = nivel de significancia
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Los resultados de la correlacién por intervalos de Spearman, estan indicados en la tabla
18 para Alvarado y Camaronera. Como se observa para Alvarado solo la relacion entre
pH y temperatura resulté predictiva y significativa (r=0.7265; p<0.05), mientras que las
relaciones entre pH y Eh y Eh y temperatura registraron baja correlacién no significativa.
Por su parte en Camaronera las tres relaciones resultaron ser significativas, con el mayor
grado de prediccion presentado por la relacién entre la temperatura y el pH (r=0.5686;
p<0.05). Por lo anterior se infiere que de las relaciones entre estas tres variables en
ambas lagunas, la de la temperatura y pH es la mas importante con base en los valores

del indice de correlacion obtenidos.

Tabla 18. Analisis de Correlacién no Paramétrico
por rangos de Spearman.

Alvarado
Temperatura pH Eh
Temperatura 1 0.7265 0.3109
1 0.0005  0.1359
pH 0.7265 1 0.2255
0.0005 1 0.2795
Eh 0.3109 0.2255 1
0.1359 0.2795 1
Camaronera
Temperatura pH Eh
Temperatura 1 0.5686 0.4961
1 0.0064  0.0173
pH 0.5686' 1 0.4414
0.0064 1 0.0343
Eh 0.4961 0.4414 1
0.0173 0.0343 1
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En la tabla 19, se muestran los valores obtenidos del estadistico Z y su nivel de
probabilidad de igualdad de cada parametro comparado entre las dos lagunas. Los
parametros comparados fueron: conteos de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de
lactato (BSRlac) y propionato (BSRpro); niumero de bacterias metandgenas acetogenas
(BMacet), hidrogenofilicas (BMhidro) y utilizadoras de metancl (BMmet) tanto en los
solidos totales como en los volatiles, asi como las variables ambientales de salinidad,

sulfatos, sulfuros, arena, limo, arcilla, contenido de sélidos y carbohidratos.

Tabla 19. Matriz de comparacién de 2 muestras por medio de
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de rangos promedios
entre las [agunas de Alvarado y Camaronera, Ver.

Ho= Dif. de xs=0

Parametro Estadistico Z % de igualdad t N.S
Salinidad -0.1443 0.8852 -0.2408 0.8176
Sulfatos 0.4353 0.6631 -0.0903 0.9309
Sulfuros -0.433 0.665 -0.6211 0.5573
BSRIac/SST 0 1 -0.3805 0.7166
BSRIac/SSV -0.1443 0.8852 -0.6819 0.5207
BSRpro/SST 1.299 0.1939 -1.6301 0.1541
BSRpro/SSV -1.299 0.1939 -1.8224 0.1182
Arena 0.1943 0.8852 -0.062 0.9525
Limo 0.433 ~ 0.665 0.4619 0.6604
Arciila 0.4382 " 0.6611 -0.3631 0.7289
BMacet/SST 0.7216 0.4704 -0.8096 0.449
BMacet/SSV -0.7216 0.4704 0.8408 0.4326
BMhidro/SST 2.165 0.0303 -1.9945 0.0931
BMhidro/SSV -2.165 0.0303 2.1732 0.0727
BMmeta/SST -0.433 0.665 0.7788 0.4656
BMmeta/SSV 1.0103 0.3123 -0.5984 0.5714
SST 1.299 0.1993 1.2189 0.2685
sSsv 0 1 -0.0463 0.9645
Carbohidratos 0.7216 0.4704 -1.1463 0.2953

N.S = nivel de significancia
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A partir de los valores estadisticos sélo las variables BMhidro/SST y BMhidro/SSV
registraron diferencias significativas entre ambas lagunas y los restantes 18 parametros
no, por lo que se considera que ambos sistemas lagunares tuvieron un comportamiento
similar; sin embargo y de acuerdo a los valores de probabilidad de igualdad de cada

variable el grado de semejanza seria el siguiente:

- variables en que la probabilidad de igualdad esta entre 100 y 80%:

BSRlac/SST=100%, SSV=100%, salinidad=88.52%, BSRIlac/SSV=88.52% y

arena=88.52%.

- variables en que la probabilidad de igualdad esta entre 80 y 60%:

sulfatos=66.31%, sulfuros=66.50%, limo=66.50%, arcilla=66.11% y BMmet/SST=66.50%.

- variables en que la probabilidad de igualdad esta entre 60 y 40%:

BMacet/SST=47.04%, BMacet/SSV=47.04%, carbohidratos=47.04%

- variables en que la probabilidad de igualdad esta entre 40 y 20%:

BMmet/SSV=31.23%.

- variables en que la probabilidad de igualdad esta entre 20 y 5%:

BSRpro/SST=19.39%, BSRpro/SSV=19.39% y S5T=19.33%.
De acuerdo a lo anterior se deduce que existe un mayor niumero de variables (10) que

presentan un grado de semejanza mayor al 60%, siendo este (itimo grupo de variables

las que caracterizarian mejor las posibles diferencias presentes entre cada sistema
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lagunar, aunque estas diferencias no son, desde el punto de vista estrictamente

estadistico, significativas.
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9. DISCUSION

Récientemente, el papel que desempenfan los ecosistemas costeros a nivel mundial ha
sido revalorado bajo la optica de sus procesos biogeoquimicos; de éstos sobresalen, sin
duda, los llevados a cabo en la interfase sedimento-agua, asi como en el propio
sedimento, por medio de las comunidades bacterianas de diferentes metabolismos. La
mayor parte de la informacién disponible en la actualidad sobre este aspecto, proviene
principalmente de sistemas costeros situados en latitudes templadas, mientras que el
conocimiento de estos importantes procesos en regiones tropicales es escaso, a pesar de
que precisamente, en estos ecosistemas los mecanismos involucrados en la

transformacion de la materia organica son especialmente intensos.

Con base en lo anterior, la transformacidn del detritus, via los procesos bacterianos, tiene
una importancia capital en la ecologia de las lagunas costeras ya que son imprescindibles
en la interpretacion del funcionamiento de estos ecosistemas; en la fase anaercbia los
principales mecanismos que tienen lugar han sido identificados como la sulfatorreduccion
y la metanogénesis (Franklin ef al., 1988). Ambos procesos, la sulfatorreduccion y ia
metanogénesis, como lo demuestran los resultados obtenidos a partir del presente
estudio, colaboran de manera importante en los ciclos biogeoquimicos del sistema

lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz; permitiendo el reciclamiento del carbono

hasta CO, y CHa.
9.1. Caracterizacion estacional.

Condiciones Sedimentarias.

Las temperaturas registradas en el presente estudio en Alvarado y Camaronera reflejaron
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los cambios estacionales existentes a lo largo del afio en la zona, siendo el estigje la
epoca mas calida y la de “nortes” la mas fria; aunque las fluctuaciones fueron
estadisticamente significativas, por tratarse de un sistema tropical, éstas no fueron tan
marcadas como los que se presentan en regiones templadas. Sin embargo, a pesar de las
variaciones climaticas temporales (secas, lluvias y “nortes”), el habitat sedimentario
mostré una constancia relativa de la temperatura con respecto a la profundidad, la cual
pudo ser mantenida por la capacidad térmica del agua que aminora los cambios

sedimentarios.

En lo que se refiere a la salinidad del agua intersticial, las fluctuaciones registradas
resultaron de las influencias marina y dulceacuicola en el ecosistema estuarino, asi como
de los regimenes climaticos de estiaje, lluvias y “nortes”. En virtud de lo anterior en las
estaciones de Alvarado y Camaronera de acuerdo al sistema de Venecia (Perkins, 1974)
se presentaron caracteristicas dulceacuicolas en lluvias y estuarinas en nortes y secas,
siendo en Alvarado donde se registraron las mayores variaciones debido a que tiene mas
aportes fluviales (Rio Papaloapan, Rio Blanco y Rio Acula) e influencia de las mareas a

través de la boca de comunicacion con el mar.

Los cambios en las concentraciones de sulfatos estuvieron directamente relacionados con
las variaciones de la salinidad, por lo cual la influencia dulceacuicola, que se incrementa
en la temporada de lluvias (julio) pudo haber contribuido al descenso de Ia concentracion
de sulfatos, al diluirse éstos con la entrada de agua dulce. Cuando el aporte dulceacuicola
disminuye y el sistema se vuelve estuarino, la cantidad de sulfatos aumenta nuevamente.
No obstante las fluctaciones en el contenido de sulfatos en el sedimento, las
concentraciones de éstos se encﬁentran dentro de los intervalos reportados para

sedimentos estuarinos y de marismas con Spartina alternifiora (Tabla 20), siendo
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superiores a los registrados en sedimentos dulceacuicolas pero inferiores a las

cuantificadas en sedimentos marinos. Debido a que los sulfatos estan presentes en todos

los meses muestreados no llegan a ser un factor limitante para el desarrollo de las

bacterias sulfatorreductoras.

Tabla 20. Concentracién de sulfatos en sedimentos de diferentes

ambientes acuaticos

S04
mM

Condiciones del medio

Autor

0.025-0.186 Sedimentos de un lago eutréfico

<0.01->30

<25

~15

5a16

22a2b

8a22

10

12
5aib

10

21.8a28.3

Sedimentos intermareales de una bahia

contaminada

Sedimentos de marismas
Sedimentos intermareales

Limite aerobiofanaerobio en un estuario
permanentemente estratificado

Sedimentos del Golfo de Maine

Sedimentos de Spartina alfernifiora corta

Sedimentos de Spartina alternifiora larga

Sedimentos de Spartina alternifiora larga
Sedimentos de Spartina alternifiora corta

Sedimentos con profundidades de
Oa35cm

2.11 a 10.69 Alvarado

3.29a29.03

Camaronera

Phelps y Zeikus, 1985

Mountfort y Asher, 1981

Banat y Nedwell, 1983

Indebré et al., 1979

Hines et al., 1991

Howes, 1385

King y Wiebe, 1980

Sarensen ef al., 1979

Ramm, 1992

Kosiur y Walford, 1979

Este estudio
Este estudio
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Por lo que respecta al contenido de acido sulfhidrico en el agua intersticial, las
concentraciones determinadas en este estudio son semejantes a las establecidas por
otros trabajos en sedimentos de marismas y de lagos eutréficos (Tabla 21), aunque
inferiores a otros ambientes caracterizados por una intensa actividad sulfatorreductora
que reciben aportes considerables de materia organica. Con base en los resultados
obtenidos en las estaciones de Alvarado y Camaronera se determiné el menor contenido
de 4cido sulfhidrico durante la época de luvias, pudiendo ser el resultado de la
resuspension de los sedimentos superficiales como resultado de un proceso de “lavado”
al aumentar en esta temporada el flujo dulceacuicola de los rios, el cual propicié un efecto
de drenaje sobre el agua intersticial de los mismos, induciendo una oxidacién del sulfuro
de hidrégeno; cabe mencionar que el acido sulfhidrico es de los pocos productos
microbianos que son oxidados rapidamente por el oxigeno atmosférico (Almgren y
Hagstrom, 1974). Ofro factor que pudo haber contribuido a su disminucion, fue el
descenso del nimero de las poblaciones de bacterias sulfatorreductoras y por ende de su
actividad bioquimica; sin embargo, el sulfuro de hidrégeno no es el unico compuesto que
se libera a partir de la reducciéon microbiolégica de los sulfatos, también se generan
compuestos como pirita y azufre elemental, inclusive Howarth y Merkel (1984), corroboran
que es la pirita el compuesto de azufre mas abundante en sedimentos de marismas y
constituye el principal producto que se forma durante las mediciones de reduccion de
%50,. La abundancia de un determinado producto resultante de la sulfatorreduccion
depende en parte de las caracteristicas del sedimento (tipo de grano) y de su contenido
de materia organica, encontrandose, por ejemplo, que concentraciones mas bajas de

acido sulfihidrico son comunes en sedimentos de color cafe y gris.

74




Tabla 21. Concentracién de sulfuro de hidrégeno en sedimentos de
diferentes ambientes acuaticos.

H=8 Condiciones del medio Autor
mM
0.2 Sedimento sin raices de S. afterniflora Howes et al. 1981

7a15 Sedimento de color negro, con cultivo  Gunnarson y Rénnow, 1982
de mejilién, 7 a 15°C
0.05a02 Sedimento de color café, sin cultivo
de mejillon, 7 a 15°C

<2 Sedimento de marismas Howarth et al. 1983;
Giblin y Howarth, 1984

1a6.5 Sedimento de marismas Howes, 1985
0.96-1.084 Sedimentos de un lago eutréfico Phelps y Zeikus, 1985
3.2-4-4 Agua intersticial de sedimentos Winfrey y Zeikus, 1977

dulceacuicolas

~1 Sedimentos intermareales King ef al., 1983
< 0.03 Howarth y Teal, 1979
0.4 Sedimentos con profundidades de Kosiur y Walford, 1979
30-35cm
0.2a1.14 Alvarado Este estudio
0.27 a0.95 Camaronera Este estudio

Las mediciones de pH y Eh se han utilizado para describir cambios en la composicion de
los sedimentos, su diagénesis, color y poblaciones biolagicas. En lo que respecta al pH,

éste desciende posiblemente a consecuencia del biéxido de carbono y del hidrogeno,
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liberados por la actividad bacteriana durante los procesos de fermentacion y como
resultado del metabolismo de las bacterias sulfatorreductoras que producen acido
sulfhidrico, mientras que la utilizacion de hidrégeno por diferentes poblaciones de
bacterias metandgenas y sulfatorreductoras ayuda a incrementar el pH. Biggs (1967)
indica que aunque la transformacion de la materia organica controla el pH sedimentario,
también es posible que el sistema SO,-H,S sea el principal responsable de la variacién
del pH. Cabe senalar que los valores de pH cuantificados en Alvarado y Camaronera son
semejantes a los reportados por Teal y Kanwisher (1962), quienes cuantificaron un
intervalo de pH entre 6.5 y 7.4 en sedimentos caracterizados por la presencia de bacterias

sulfatorreductoras.

En el presente estudio se registraron cambios temporales del potencial redox en las fases
sedimentarias, teniéndose que en la época de lluvias después de que los sedimentos
fueron perturbados y resuspendidos por el incremento en el caudal de los rios que llegan
al sistema lagunar de Alvarado-Camaronera, hubo un cambio electroquimico que se
refleja en un incremento de! Eh registrado en los sedimentos; posterior a esta temporada
el potencial redox disminuye nuevamente como consecuencia de una mayor cantidad de
materia organica depositada y por el aumento de la actividad microbiana anaerobia, como
lo refleja el numero de bacterias suifatorreductoras y metandégenas. No obstante dichas
variaciones, en lo que se refiere al comportamiento vertical del Eh, éste se mantuvo
negativo al aumentar la profundidad y en los inter_valos reportados en otros frabajos (Tabla
22), favoreciendo la existencia de las condiciones redox adecuadas para el desarrollo de

la microbiota anaerobia cuantificada en esle estudio.
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Tabla 22. Intervalos del potencial redox (Eh) en sedimentos de diferentes
ambientes acuéticos.

Eh Condiciones del medio Autor
mV

-150 a-175 Sedimento sin raices de S. afternifiora Howes et a/. 1981
+150a-160 Sedimento con raices de S. alferniflora

+100a-100 Limo de color gris Teal y Kanwisher, 1962
-100a-200  Limo de color negro

+300 a-190 Sarensen ef al. 1979
+400 a -50 Ward y Frea, 1980

-150 Sedimento de color café-negro Zeikus y Winfrey, 1976
-100a-200  Sedimentos costeras cercancs a un Gunnarsson y Rénnow, 1982

cultivo de mejillon

-150 a -158 Sedimentos de una bahia Miller et al., 1979
+100a-170  Alvarado Este estudio
+110a-170 Camaronera Este estudio

Aunque la medicion del potencial redox en diferentes tipos de sedimentos acuaticos
produce curvas del potencial contra la profundidad que son dificiles de comparar, de
manera general se ha establecido que los perfiles redox en substratos firmes y que
permiten la existencia de cavidades en el sedimento a través de las cuales se puede
difundir el oxigeno, resulten ser positivos (oxidantes); mientras que en los sedimentos
| suaves, generalmente de color negro, en donde la difusion de oxigeno es limitada y tienen

un olor caracteristico a acido sulfhidrico son negativos (reductores).
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Por lo que se refiere al comportamiento espacial del Eh, el descenso de éste con respecto
a la profundidad es el resultado de la disminucién de la tasa de difusion del oxigeno en el
agua intersticial, del tamano de grano del sedimento, del contenido de materia organica y
del balance entre la actividad de las diferentes poblaciones bacterianas; también es
afectado por la presencia del hierro, hidrégeno, acido sulfhidrico y compuestos
nitrogenados. Biggs {1967) encontré que la sulfatorreduccion juega un papel significativo
en la variacién del Eh reportado en la Bahia de Chesapeake porque los valores mas bajos

de Eh se registraron en la region de la maxima actividad sulfatorreductora.

El contenido de carbohidratos fluctué durante los cambios estacionales registrados en el
complejo lagunar de Alvarado-Camaronera, con las mayores diferencias presentes entre
la época de lluvias vy la de “nortes”, siendo ésta Ultima en la cual se cuantifico el mayor
contenido, como resultado de la acumulacion de materia organica, basicamente de origen.
vegetal, tanto autéctona como aléctona, ésta Gltima arrastrada principalmente durante la
temporada de lluvias por el Rio Papaloapan, el cual conduce material organico de origen
terrigeno y de la zona pantanosa adyacente, asi como una gran cantidad de lirio acuatico
(Eichhornia crassipes). Estos restos vegetales {principalmente el lirio acudtico) al
permanecer en la faguna, constituyeron una fuente importante de materia organica, y por
lo tanto de carbohidratos, para las bacterias anaerobias; como fue sefalado por Preston y
Prodduturu (1992), la principal fuente de carbohidratos en el estuario Mersey son las
hojas de angiospermas y pastos, mas que el fitoplancton, lo cual significa que los
carbohidratos provienen en menor proporcién de los componentes marinos; asimismo
también reportan que los carbohidratos presentes en las zonas estuarino-lagunares son

basicamente de origen aldctono y llegan a estos sistemas a través del aporte fluvial.
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Condiciones Microbiolégicas.

a) Microbiota sulfatorreductora.

En el presente estudio la microbiota sulfatorreductora cuantificada tuvo una abundancia

poblacional semejante a la reportada para sedimentos de lagos eutréficos, pero inferior a

la cuantificada en heces humanas (Tabla 23), asimismo se determiné una variacion

estacional tanto de las bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactato como de

propionato, como resultado de las diferentes condiciones ambientales existentes a lo largo

de la época de estudio, resaltando ademas que las que emplean lactato fueron mas

abundantes.

Tabla 23. Abundancia de bacterias sulfatorreductoras en sedimentos de
diferentes ambientes acuaticos y heces fecales.

Bacterias sulfatoreductoras
bac/g SST

Condiciones del medio

Autor

10°, lactato
nd, acetato
10, lactato

nd, acetato

1.6x10%1.25x10"°, lactato
1x10°-1.6x10, propionato
1.6x10%6x107, acetato

0.5-30x10°

nd-9.4x10*

9.0x10%-3.23x107, lactato
0-1.59x10°, propionato
5.07x10°-1.97x10’, lactato
1.9x10%-2.48x10°, propionato

Sedimentos lacustres durante la
estratificacion de verano
Sedimentos lacustres durante la mezcla

de otofio

Heces fecales

Sedimentos lacustres, con profundidades
det1a8cm

Camaronera

Alvarado

Phelps y Zeikus, 1985

Gibson et al., 1988

Cappenberg, 1974

Loka-Bharathi, 1989

Este estudio

Este estudio
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El hecho de que en la laguna de Alvarado-Camaronera no se presentaran fluctuaciones
marcadas de la temperatura entre los diferentes meses muestreados, como sucede en los
ambientes acuaticos de zonas templadas, influyd en que en este estudio no se encontrara
relacién alguna entre el nimero de bacterias sulfatorreductoras y la temperatura, ademas
de que las temperaturas medidas se encuentran dentro del intervalo reportado como
Optimo para el crecimiento de las bacterias sulfatorreductoras; al respecto Sagemann et
al., (1998) determinaron que las temperaturas éptimas para la sulfatorreduccion son de
25-30°C. En otro estudio, Abdollahi y Nedwell (1979) concluyeron que existe poca
variacién entre las cuentas de bacterias sulfatorreductoras a diferentes temperaturas (15-
30°C) en sedimentos de marismas, dichos autores cuantificaron de 20x10° bac/g de
sulfatorreductoras a 15°C, con el maximo en los meses de febrero y agosto y el minimo
en enero, asi como de 1-15x10® bac/g a 30°C con el maximo y el minimo en los mismos
meses que para lo reportado a 15°C. Takii y Fukui (1990) determinaron gque la
temperatura afecta la actividad sulfatorreductora, pero no la abundancia de las bacterias

que efectian dicho proceso, por tanto el nidmero de éstas es independiente de la

temperatura.

Con hase en los datos de salinidad evaluados, se observa que las bacterias
sulfatorreductoras, en las laguna de Alvarado-Camaronera se pueden desarrollar en un
intervalo amplio de salinidad, desde condiciones dulceacuicolas hasta estuarinas, no
~ existiendo una relacién entre los cambids de salinidad y las variaciones en la abundancia

de esta microbiota (Fig. 10).
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Fig. 10. Relacién entre las BSR y la salinidad en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.

En el sistema lagunar de Alvarado-Camaronera por tratarse de un ambiente salobre, que
tiene un aporte constate de sulfatos, el aceptor de electrones no llega a ser un factor
limitante para el crecimiento de las bacterias sulfatorredutoras, las cuales se cuantificaron
en todos los meses analizados, aunque su menor abundancia se determing en julio, mes
asociado a la presencia de lluvias y a un mayor insumo de agua dulce que diluy6 la

concentracion de sulfatos en la zona estudiada (Fig. 11), Mountfort y Asher (1979)

reportan que la sulfatorreduccién se encuentra limitada por la disponibilidad de sulfatos,
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cuando se presenta esta situacién el proceso de metanogénesis procede sin que exista
una competencia entre ambos tipos microbianos por los substratos disponibles. Parkes et
al., (1989) en un estudio que efectuaron en el estuario del Rio Don en una porcion
netamente dulceacuicola, encontraron que en el verano al haber un atrapamiento de agua
salina que proporcionaba sulfatos al ambiente, permitia que se llevara a cabo en esta
temporada el proceso de sulfatorreduccion, el cual se encontraba limitado por la ausencia
de sulfatos el resto del afio. En este punto cabe sefalar, que si bien la mayoria de las
bacterias sulfatorreductoras requieren de sulfatos como aceptores de electrones, existen
especies que pueden crecer en ausencia de los mismos, si tienen disponibles compuestos

organicos que actien como donadores y aceptores de electrones (Widdel, 1988).
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Fig. 11. Relacién entre las BSR y los sulfatos en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
En los meses de enero y noviembre, donde las cuantificaciones de bacterias
sulfatorreductoras fueron superiores, hay también un incremento en las concentraciones
de acido sulfhidrico determinadas; presentandose el caso contrario en julio, por lo cual
posiblemente exista una relacion directa entre el contenido de sulfuros y las abundancias
de bacterias sulfatorreductoras (Fig. 12). Parkes ef al, (1989) establecieron una
correlacién positiva entre el nimero de bacterias sulfatorreductoras y el contenido de
sulfuros en los sedimentos del estuario del rio Don, indicando con ello que las

cuantificaciones son también un indicador de la actividad bacteriana.

23




Alvarado

1.00E+08
1.00E+07 T
1.00BE+06 +
1.00E+05 T
1.00E+04 +
1.00E+03 1
1.00E+02 1
1.00E+01 ¢
1.00E+00

Log bac/yg SST
Sulfuros mM

Enero Mayo Julio Noviermbre

C—=1 Lactato
I Fropionato

—J}— Sulfuros

Camaronera

1.00EH08 +
1.00E+07 |
1.00E406 |- =4
1.00EH5 -
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+H30

Log baclg SST
Sulfuros mM

[— Lactato
Mayo Julio  Noviembre . Pro ?onato

—— Sulfuros

Fig. 12. Relacién entre las BSR y los sulfuros en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
Con base en los valores del pH cuantificados en Alvarado y Camaronera se observa que
éstos estuvieron en los intervalos apropiados para permitir el desarrollo de las
poblaciones de bacterias sulfatorreductoras, las cuales prefieren un medio ambiente con
un pH cercano a la neutralidad y rara vez se desarrollan en ambientes con pH inferiores a
6 o superiores a 9 (Widdel, 1988). Gunnarsson y Rénnow (1982) reportan la presencia de

bacterias sulfatorreductoras apHde 7.1 a 7.5.
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En lo que se refiere al Eh, las bacterias sulfatorreductoras se han reportado desde
potenciales redox de —115 hasta —450, de acuerdo a los intervalos del Eh evaluados en
los sedimentos de Alvarado y Camaronera, éstos estan dentro de los valores establecidos

como adecuados para el desarrolio de las bacterias sulfatorreductoras.

A pesar de que en el complejo lagunar de Alvarado-Camaronera el mayor porcentaje de la
fase sedimentaria estuvo constituido por la fraccion arenosa, las bacterias
sulfatorreductoras se desarrollaron adecuadamente en este tipo de sedimento, aunque su
numero disminuyé con una presencia relativamente mayor de arena en julio (Fig. 13). Al
respecto, Christian et al., (1983) establecieron que aunque la tasa de sulfatorreduccion es
superior en sedimentos limo-arcillosos comparada con la registrada en los sedimentos
arenosos, la comunidad microbiana tiene un potencial semejante para el reciclamiento

anaerobio del carbono ya sea en suelos arenosos o limo-arcillosos.
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Fig. 13. Relacion entre las BSR y el porcentaje de arena en
-el complejo estuarino-lagunar de Aivarado-Camaronera, Veracruz.
Por otro lado, la abundancia de las bacterias sulfatorreductoras al parecer dependio mas
de la entrada de substratos organicos que de la disponibilidad del aceptor de electrones,
ya que el sulfato al estar disponible en los sedimentos de Alvarado y Camaronera no es
limitante, sino que la abundancia de las bacterias 7sulfatorreductoras aparentemente
estuvo determinada principalmente por el contenido de solidos suspendidos volétiles y el
de carbohidratos depositados. Los compuestos organicos tales como azucares y
amincacidos son degradados_ por las bacterias fermentadoras hasta acidos grasos,
formiato, hidrégeno y CO,, representando estos productos, substratos susceptibles de ser

empleados por la microbiota sulfatorreductora, aunque también la mayoria de las
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bacterias sulfatorreductoras son capaces de utilizar la glucosa y los aminoacidos como
fuente de carbono (Pfennig ef af., 1981). Como puede observarse en las nguras 14-15, el
mayor numero de bacterias sulfatorreductoras de ambos grupos nutricionales se
determind en los meses asociados a la presencia de “nortes” (noviembre y enero), en los
cuales también se registré el contenido de solidos suspendidos volatiles y carbohidratos
mas alto; mientras que al disminuir éstos, hay un descenso en la abundancia de las

bacterias sulfatorreductoras.
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Fig. 14. Relacién entre las BSR y el contenido de SSV en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
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Fig. 15. Relacion entre las BSR y el contenido de carbohidratos en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.

De los diferentes grupos fisiologicos nutricionales analizados, {a abundancia de las
bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactato fue superior a la de las que emplean
propionato (Fig. 18), el primero junto con el H-CO, constituyen los principales substratos
empleados por la microbiota sulfatorreductora. El lactato, que es el resultado de la
actividad microbiana ferr'nentadora y también un producto de excrecion de los
invertebrados benténicos, ocasiona un desarrollo rapido principalmente de las especies

del género Desulfovibrio, cuantificAndose en sedimentos marinos y estuarinos de 10%-10°
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unidades formadoras de coloniasicm® (Widdel, 1988). Laanbroek y Pfennig (1981)
determinaron que Desulfovibrio desulfuricans oxida completamente el lactato hasta CO,
en medios marinos, asimismo Cappenberg (1974, 1975), Miller et al., (1979) y Parkes et
al., (1989) puntualizan que el lactato es el principal substrato en sedimentos que muestran
un enriquecimiento con materia organica y en superficies limosas expuestas
temporalmente, mientras que Cappenberg y Prins (1974) sugieren que éste es el principal

substrato para la sulfatorreduccion en sedimentos de lagos.
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Fig. 16. Variacién estacional de la abundancia de las bacterias
sulfatorreductoras en el sistema estuarino-lagunar Alvarado-Camaronera

El propionato es un producto comln de diversas fermentaciones y las bacterias
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sulfatorreductoras utilizadoras de éste generalmente son especies del género
Desulfobulbus (Laanbroek y Pfennig, 1981; Vance y Brink, 1994) y en sedimentos de
marismas, dichas bacterias metabolizan directamente el propionato, el butirato y el L-
lactato en presencia de sulfatos. Al parecer la presencia de sulfatos constituye un
requisito para el consumo del propionato via una sulfatorreduccion, en estudios
efectuados durante el tratamiento anaerobio (reactores UASB) de aguas de desecho
(Visser et al., 1993), con exceso de sulfatos, se ha demostrado que las bacterias
sulfatorreductoras pueden competir con las bacterias acetoclasticas por el propionato, sin
embargo a bajas concentraciones de sulfatos la degradacion de los acidos grasos
volatiles se lleva a cabo principalmente por una asociacidn sintropica entre las bacterias
acetoclasticas y las metandgenas. Esta relacion se observd también en ambientes
dulceacuicolas, donde hay una oxidacién del propionato que involucra a las bacterias
reductoras obligadas de protones unidas a las utilizadoras de hidrégenos, éstas Ultimas

probablemente metanégenas (Banat y Nedwell, 1983).

En pruebas de actividad cinética utilizando sedimentos marinos y molibdato como
inhibidor de la sulfatorreduccién, se presenté una acumulacién de propionato y butirato en
los mismos, corroborando entonces que estos acidos grasos son substratos importantes
para la sulfatorreduccién en medios marinos (Banat y Nedwell, 1983; Dicker y Smith,
1985), Visser et al., (1993) reportaron que en presencia de sulfatos la actividad de las
bacterias sulfatorreductoras es elevada, produciéndose aproximadamente 0.75 mol de
acido sulfhidrico por cada mol de propionato degradado, por tanto en concentraciones
elevadas de sulfatos la oxidacion del propionato por fas bacterias sulfatorreductoras es
mas importante. También las bacterias sulfatorreductoras que emplean propionato y
acetato son el grupo fisiolégico numéricamente dominante en ambientes productores de

petréleo, ademas son activas en la degradacion del abono de |etrinas donde remueven los
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acidos grasos volatiles (Sai Ram et al. , 1993). Por tanto en presencia de sulfatos, la
oxidacion del propionato por las bacterias sulfatorreductoras es un mecanismo importante

en la mineralizacion del carbono.

El grado de importancia de los diferentes substratos susceptibles de ser empleados en la
sulfatorreduccion, parece estar en funcién de las caracteristicas del medio ambiente y el
conocimiento sobre su disponibilidad para la sulfatorreduccion es un punto clave en el
entendimiento del mismo, ya que la actividad de los microorganismos involucrados en tal
proceso se ve limitada por dicha disponibilidad (Nedwell y Abram, 1979; Serensen et al.,

1979 y Smith, 1966).

Como puede observarse ambos grupos nutricionales tuvieron la maxima abundancia en
los meses correspondientes a la temporada de “nortes” (enero y noviembre),
caracterizada por una menor temperatura, condiciones estuarinas, con una mayor
concentracion de sdlidos suspendidos volatiles y carbohidratos, asi como un menor
porcentaje de arenas y maximas condiciones reductoras del sedimento. Las minimas
abundancias se registraron en julio, mes asociado a la temporada de lluvias,
caracterizado por condiciones dulceacuicolas, menor cantidad de sulfatos, sdlidos
suspendidos y carbohidratos, aumento en el porcentaje de arenas y potenciales redox que

tienden a ser mas oxidantes.

b) Microbiota metanbgena.

Los patrones de distribucion de las bacterias metanogenas, el nimero de estas, asi como
los parametros fisicos, quimicos y nutricionales que gobiernan su abundancia y
distribucién han sido evaluados principalmente en sedimentos de marismas

caracterizados por la presencia de Spartina afterniflora (Jones y Paynter, 1980; Franklin et
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al., 1988) y escasamente en sedimentos de zonas estuarino-lagunares asociados a

manglares (Mohanraju et al., 1997).

En el presente trabajo la abundancia de las bacterias metanogenas en Alvarado y

Camaronera es comparable a lo reportado en sedimentos lacustres y de marismas (Tabla

24). Como en el caso de las bacterias sulfatorreductoras, los tres grupos nutricionales de

bacterias metanogenas cuantificados tuvieron una variacion estacional y de éstos, las

acetoclasticas fueron las mas abundantes, seguidas por las hidrogenofilicas y por ultimo

{as ulilizadoras de metano!.

Tabla 24. Abundancia de bacterias metandgenas en sedimentos de diferentes

ambientes acuaticos.

Bacterias metanogénicas

bac/g SST

Condiciones del medio

Autor

10°-10° totales

10°, H-CO,
10%, metilaminas
10°, metanol
10*, acetogenas
10°, H,.CO,
10%, metilaminas
10%, metanol
10°, acetdgenas

12-250x10°, acetégenas
5-300x10°, metanol
5-200x10°, H,.CO,

2.2-6.9x10%, H,-CO,
5.2x10%, acetogenas
0.98-2.0x108, H,-CO,

Temperaturas 16°C-21°C, sedimentos
lacustres con profundidades de 5-18 m

Sedimentos lacustres durante la
estratificacion de verano

Sedimentos lacustres durante la mezcla
de otofio

Sedimentos lacustres, con profundidades
detaBem

Sedimentos de marismas con Sparfina
alterniftora corta
Sedimentos de marismas con Spartina

Zeikus y Winfrey, 1976

Phelps y Zeikus, 1985

Cappenberg, 1974

Franklin et al., 1988
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1.3x10°, acetégenas alterniflora larga

4x10%, H,-CO, Sedimentos de marismas con Spartina Jones y Paynter, 1980
alternifiora corta
0.2-0.4x10°, H,-CO, Sedimentos de marismas con Spartina

alterniflora larga

2.51x10%1.27x10’, acetégenas Camaronera Este estudio
6.81x10%-2.22x10°, H,»-CO,

1.1x10%1.15x10°, metanol

2.18x10°-5.38x10’, acetdégenas Alvarado Este estudio
2.62x10%2.07x10%, H,-CO,

7.68x10°-5.85x10°, metanol

Al parecer el desarrollo de las bacterias metanégenas acetoclasticas e hidrogenofiiicas a
lo largo del ciclo anual, como en el caso de las sulfatorredutoras, no esta controlado por la
temperatura, ya que los intervalos cuantificados de éstas en Alvarado y Camaronera
estan proximos a los éptimos reportados para este tipo de microorganismos, Zeikus y
Winfrey (1976) determinaron que la temperatura 6ptima para la produccion de metano
esta entre 35 y 42°C, mientras que Mohanraju et al., (1997) en sedimentos asociados a
manglares reportan una temperatura oéptima de crecimiento para las bacterias

metanogenas entre 30-35°C.

Al respecto de la temperatura, Jones y Paynter (1980) no encontraron una diferencia
significativa entre los conteos de bacterias metandgenas hidrogenofilicas efectuados en
los meses de verano e invierno en una marisma de Georgia; en la misma marisma
" Frankiin et af., (1988) cuantificaron un promedio de 6.9x10° bac/g sedimento seco y 2.2 x
10° bac/g sedimento seco de bacterias metanogenas hidrogenofilicas y acetoclasticas,
respectivamente. Por el contrario, Zeikus y Winfrey (1976) reportan una relacion directa
| entre la metanogénesis y la temperatura, ya que e! incremento en el nomero de bacterias

metandgenas corresponde con un aumento de la temperatura y un descenso en la
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temperatura se correlaciono con una disminucién del nimero de bacterias.

Con base en los datos de salinidad se observa que las bacterias metanoégenas , como las
bacterias sulfatorreductoras, en las laguna de Alvarado-Camaronera se pueden
desarrollar en un intervalo amplio de salinidad, desde condiciones dulceacuicolas hasta
estuarinas, no existiendo una relacion entre los cambios de salinidad y las variaciones en

ta abundancia de la microbiota metandgena (Fig. 17).
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Fig. 17. Relacién entre las BM y la salinidad en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
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Por lo que respecta a las concentraciones de sulfatos y sus variaciones determinadas,
éstas no afectaron el desarrollo de las bacterias metandgenas (Fig. 18), al igual que en
otros estudios en donde se ha reportado que la formacion de metano en sedimentos en
un medio artificial no esta influido por la presencia de sulfatos; sin embargo, Claypool y
Kaplan {1974) establecieron que la produccién de metano comienza una vez que la
concentracion de sulfatos disminuye. Cabe sefialar que en el caso de las bacterias
metanégenas que emplean metanol, éstas presentaron una mayor abundancia durante el

mes de mayo, en el cual los sulfatos y la salinidad registraron sus valores son mas altos.
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Fig. 18. Relacién entre las BM y los sulfatos en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
En el presente estudio, las bacterias metandgenas se detectaron en todos los meses
analizados, independientemente de la presencia de sulfuro de hidrégeno (Fig. 19), lo
anterior probablemente obedecié a que las cantidades detectadas de este compuesto
fueron inferiores a las que producen inhibicion de la metanogénesis, Mountfort y Asher
(1979) observaron que una concentracién de 25 mM de acido sulfhidrico inhiben la

metanogénesis, en este estudio las concentraciones registradas fueron 10 veces

-
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inferiores a la reportada por dichos autores; aunque en un experimento con cultivos
continuos de Methanobacterium spp. no se detectd crecimiento de las bacterias
pertenecientes a este género con una concentracion de sulfuro de hidrogeno aproximada
de 0.1 mM. Como puede observarse la accion inhibitoria del sulfuro de hidrégeno sobre la
metanogénesis no solo depende de su concentracion sino tambien de la especie de

bacteria metanégena que esté presente.

Atvarado
1.00E+08 —- 1.2
1.00E+07 |,
- 3
th 1.00E+06 - =
p - = 108 E
@ 1008405 1 | |5 NES <
B ) % ’ L-’S =}
S 100m04 | | W7 - 71-7-.‘;;, 106 3
- i 14 ol
g joomo3 || | i 2 ] oa @
100e+02 | [- { I %
- 4 4o
1o0es01 4| | ?;;ﬁ 02
2 j
1.00E+00 s : ; 0] I Acello
i i — =1 Hidrogeno
Enero Mayo Juio  Noviembre stbg
—&— Metanol
Camaronera
1.00EH8 1.2
1.00=+07 14
— 1.00E+06 1
5] 108 =
& 100E+05 | £
g g
& 1.00E+04 L 06 §
o =]
S 1.00E+03 Los @
1.00E402 +
+ 0.2
1.00401 1 (- N
- - ' C——Acetato
1.00EH00 4 } . 4 - 0 Hidrogeno
Enero Mayo Julio  Novienbre :+j H2S
—a— Metanol

Fig.19. Relacion entre las BM y los sulfuros en el complejo
estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
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Los intervalos de pH medidos en los sedimentos de Alvarado y Camaronera permitieron el
crecimiento de las bacterias metanogenas. La mayoria de las bacterias metanégenas
crecen en pH cercanos a la neutralidad, con un intervalo de 6.5-7.5, rara vez se
desarrollan a un pH inferior a 6.0 o superior a 8.0 (Mah y Smith, 1981; Garcia, 1990),
aunque se han reportado metandgenas que presentan un crecimiento 6ptimo a un pH de
6 {Williams y Crawford, 1984). Zeikus y Winfrey (1976) y Gunnarsson y Rénnow (1982)
cuantificaron en sedimentos costeros bacterias metandgenas a pH de 7.1-7.5 y Mohanraju

et al., (1997) reportan las mismas bacterias con un pH de 6.6-7.2.

En lo que se refiere al Eh, de acuerdo a los intervalos evaluados en los sedimentos de
Alvarado y Camaronera, éstos estan dentro de los valores establecidos como adecuados

para el desarrollo de las bacterias metandgenas.

En el complejo lagunar de Aivarado-Camaronera en el mes de julio, en el que se
determiné relativamente el mayor porcentaje de arena, el numero de bacterias
metandgenas fue menor (Fig. 20), aumentando la abundancia de las mismas al

incrementarse el contenido de arcillas y limo en la fase sedimentaria (Fig. 21-22).
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Fig. 20. Relacion entre las BM y el porcentaje de arena en
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Fig. 22. Relacion entre las BM y el porcentaje de arcilla en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.

Wagner et al., (1999) analizaron {a produccion de metano con diferentes texturas de
sedimento en marismas y demostraron que entre mayor cantidad de cargas negativas
existan en el sedimento mayor sera la metanogénesis, observaron que la produccion de

metano aumentaba siguiendo la siguiente secuencia: arena<grava<limo<arcilla.
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Como puede observarse en las figuras 23-24, el mayor numero de bacterias metanogenas
acetoclasticas e hidrogenofilicas se determiné en los meses asociados a la presencia de
“nortes” (noviembre y enero), en los cuales también se registro el contenido de sélidos
suspendidos volatiles y carbohidratos mas alto; mientras que al disminuir estos, hay un

descenso en la abundancia de dichas poblaciones microbianas.
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Fig. 23. Relacion entre las BM y el contenido de SSV en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.
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Fig. 24. Relacién entre las BM y el contenido de carbohidratos en
el complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera, Veracruz.

.

En lo que a la utilizacion de substratos corresponde (Fig. 25), el numero de bacterias
metanogenas acetoclasticas fue superior. E| acetato, producto final de diversas rutas
metabolicas, genera aproximadamente dos terceras partes del metano; se conocen 6
géneros capaces de utlizar el acetato y éstos son: Methanosarcina, Methanococcoides,
Methanohalobium, Methanohalophilus, Methanolobus y Methanothrix (Holt et al., 1994).

Este acido graso representa del 60-70% del metano formado en sedimentos
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dulceacuicolas y lodos de desecho (Cappenberg, 1974; Cappenberg y Prins, 1974). En
otros estudios se ha determinado que el acetato contribuye del 73-90% del metano
producido en digestores anaerobios de aguas de desecho, el 60% en arrozaies y el 70%

en sedimentos lacustres (Sandbeck y Ward, 1981).
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Fig. 25. Variacion estacional de la abundancia de las bacterias
metanogénicas en el sistema estuarino-lagunar Alvarado-Camaronera

Como el acetato es un precursor importante de la metanogénesis en los sedimentos y ya

que es producido por las bacterias sulfatorreductoras durante el metabolismo del lactato,
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existe una interrelacion importante denominada comensalismo entre ambos grupos via

substrato.

Por lo que respecta al H,-CO,, éste es el principal producto de ia fermentacion de muchas
especies bacterianas, hongos y protozoarios. El H,-CO2 puede ser utilizado como
substrato por especies de los géneros Methanobacterium, Methanobrevibacter,
Methanothermus, Methanococcus, Methanomicrobium, Methanogenium,
Methanospirillum, Methanosarcina y Methanoplanus (Olliver et al., 1986; Vogels et al.,
1988). Es un precursor importante para la metanogénesis principalmente en sedimentos
dulceacuicolas (Abram y Nedwell, 1978) y aguas residuales. Cappenberg (1974) reporta
que éste representa aproximadamente el 6% del metano producido en sedimentos
lacustres, mientras que en digestores de aguas de desecho anaerobios representa del 14
al 30% del metano, del 20-30% en arrozales y del 36-98% en sedimentos lacustres
{Sandbeck y Ward, 1981). Conrad (1999) reporta que tedricamente el H,-CO; es el 33%
de la metanogénesis total cuando los carbohidratos o fomas similares de materia organica
son degradados, mientras que Winfrey y Zeikus (1979) establecen que del 30-40% del

metano generado en los sedimentos proviene del hidrégeno.

El consumo de H; con la reduccion del CO, contribuye a remover el hidrégeno del medio,
este proceso es importante porque permite que continten las recciones de fermentacion
en equilibrio (Conrad et al., 1985), e impide la inhibicién de la metanogénesis a partir de

acetato (Lovley y Ferry, 1985).

El acetato y el Hx-CO. son los principales precursores de la metanogénesis en los
sedimentos, el acetato representa del 60-70% del metano formado en ambientes

dulceacuicolas, mientras que el H,-CO; representa el resto. Por lo tanto, en ecosistemas
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no halofilicos, la mezcla H,-CO; y el acetato representan los precursores mas importantes
de la metanogénesis, mientras que en ambientes con alto contenido de sales se requieren
sustratos mas especializados como metanol y metilaminas, esto se debe al hecho de que
los ambientes con un alto contenido de sales usualmente estan enriquecidos con sulfatos,
por lo tanto las bacterias sulfatorreductoras pueden competir con las metanégenas por el
acetato o el H,-CO; disponibles, entonces los sustratos no sujetos a competencia cobran

importancia (Oren ,1988).

El metanol se origina del rompimiento de compuestos metilados como la pectina y las
ligninas, se conocen once especies de bacterias metandgenas capaces de utilizarlo
pertenecientes a los géneros: Methanococcus, Methanosarcina, Methanohalophilus,
Methanococcoides y Methanolobus (Mah et al., 1985; Lovley y Ferry, 1985; Vogels et al.,
1988). Lovley y Klug (1983} encontraron que la formacion de metano a partir de metanol
representa del 2.8-4.0% de la produccion total y ayuda a las bacterias metandgenas a
mantener sus poblaciones cuando hay suministro de sulfatos al medio. King et al., (1983)
reportan que el potencial metabolico del metanol durante los procesos de descomposicion
‘anaerobia es el resultado tanto de la sulfatorreduccion como de la metanogénesis.
Oremland et al, (1982) reportaron que la metanogénesis a partir de metanol y

metilaminas puede llevarse a cabo simuitaneamente en sedimentos anaerobios

independientemente de la presencia de sulfatos.

En el ecosistema lagunar de Alvarado-Camaronera el crecimiento tanto de las bacterias
metanogenas hidrogenofilicas como acetoclasticas, asi como de las utilizadoras de
metanol pudo obedecer a que dicho complejo lagunar en el transcurso de los meses
analizados presentd diferentes condiciones de salinidad, desde dulceacuicolas hasta

mixohalinas que pudieron favorecer la presencia de los diferentes grupos nutricionales.
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El nlmero de bacterias metandgenas hidrogenofilicas y acetoclasticas disminuyé durante
la temporada de lluvias, ya que la entrada de aportes dulceacuicolas provocoé una
resuspension de los sedimentos creando un intercambio de agua intersticial, que da como
resultado la existencia de condiciones oxidantes en el sedimento. Franklin ef al., (1988)
encontraron que las abundancias de bacterias metanégenas utilizadoras de hidrogeno y
acetato fueron menores en regiones de S. alterniflora de tallo largo en comparacion con
zonas de §. alternifiora con tallo corto, lo anterior como resultado de que en el primer caso
hay un intercambio de agua intersticial rapido, mientras que en la segunda el agua
intersticial se encuentra estancada. Aunado a lo anterior, en el mes de julio la cantidad de
componentes organicos disminuyd, por lo que, como en el caso de las bacterias
sulfatorreductoras, el aporte y disponibilidad de substratos organicos es importante para el

crecimiento de las bacterias metandgenas (Figs. 23-24).
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9.2. Caracterizacion vertical.

Los resultados del nimero de bacterias con respecto a la profundidad obtenidos en el
presente trabajo indican que los procesos de metanogénesis y sulfatorreducciéon pueden
existir conjuntamente como ha sido estipulado previamente por Gunnarsson y Rénnow
(1982), quienes reportan la presencia tanto de bacterias sulfatorreductoras como
metanogenas a todo lo largo de la columna sedimentaria; sin embargo, hay que sefalar
que existen diferencias en cuanto a los estratos sedimentarios donde se registré la

maxima abundancia de cada grupo microbiano.

En Alvarado y Camaronera se determindé una relacion inversa entre el ntimero de
bacterias sulfatorreductoras y la profundidad del sedimento, significando con esto que la
abundancia de la poblacion sulfatoreductora desciende conforme se incrementa la
profundidad sedimentaria; lo anterior fue comprobado por los trabajos de Berner (1974),
Nedwell y Abram (1978), Winfrey y Ward (1983) y Howarth y Merkel (1984) quienes
reportan la maxima actividad sulfatoreductora en los primeros centimetros del sedimento,

con una tendencia general hacia una disminucién de la misma conforme aumenta ia

profundidad.

Asimismo se encontrd a los utilizadores de lactato como el grupo mas abundante seguido
de las especies que emplean propionato y acetato, éstas ultimas evaluadas sélo en el
mes de abril. El grupo fisiolégico de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de acetato
generalmente comprende representantes de los géneros Desulffobacter, Desulfonema,
Desulfurefla y Desulfuromonas (Holt et al., 1994) y del género Desulfobacter se han
-repoﬂado numeros de 6x10° unidades formadoras de colonias/cm® (Widdel, 1988). Se

considera que el acetato es la principal fuente de energia para la sulfatorreduccion en
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sedimentos calcareos, hipersalinos, ricos en materia orgénica y sulfatos (Skyring, 1988).
Mountfort et al., (1980), Ward y Olson (1980) y Sorensen et al., (1981) coinciden en que el
acetato es un substrato importante para la sulfatorreduccion en ambientes con un alto
contenido de sulfatos; Parkes et al., (1989) determinaron que éste representa del 35.5 al
100% de la sulfatorreduccion en ambientes marinos, seguido por el lactato con un 43% y
el propionato con un intervalo del 6 al 12.5%. La capacidad de las bacterias
sulfatorreductoras para oxidar el acetato hace factible que éstas puedan competir con las
metandgenas por el acetato disponible. Banat et al., (1981) y Winfrey y Ward (1983)

demostraron que aproximadamente e! 60% de la sulfatorreduccion es debida al acetato.

Gibson et al, (1987) cuantificaron las bacterias sulfatorreductoras en sedimentos
estuarinos anéxicos de la Bahia Kingoodie y determinaron que las utilizadoras de lactato
fueron dqminantes (71%), seguidas por Jas que emplean propionato (17%} y acetato
(12%), asimismo obtuvieron las cuentas mas altas entre los 0 y 2 cm de profundidad del
sedimento, disminuyendo el nimero al aumentar la profundidad. Laanbroek y Pfening
(1981) cuantificaron el mayor nimero de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de
lactato en el estrato anaerobio situado inmediatamente por debajo del estrato aerobio.
Christensen (1984) determind, por medio de experimentos de actividad con inhibidores,
que la sulfatorreduccion es mayor entre los primeros 2 y 4 centimetros de la columna
sedimentaria y disminuye al aumentar la profundidad, siendo la sulfatorreduccion a partir
de acetato el 78% y el 16% con propionato entre los 4-6 cm, y el 52% de acetato y el 10%
de propionato de los 8-10 cm; Parkes et al., (1989) efectuaron un estudio de las tasas de
sulfatorreduccion en sedimentos marinos y estuarinos, reportando que en éstos el acetato
representa del 35% al 100% de la sulfatorreduccién, el propionato del 6% al 12%, y juntos
el acetato y el propionato constiiuyen el 80% de la sulfatoreducccién, mientras que el

tactato es el 43%.
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Fukui y Takii (1996) en un lago hipereutrofico cuantificaron la mayor abundancia de las
bacterias sulfatorreductoras en los primeros centimetros del sedimento, dominando las
que utilizan lactato, seguidas por las que emplean propionato y acetato. Cabe sefialar que
cuando estan presentes el lactato y el acetato, 1as bacterias sulfatorreductoras prefieren
oxidar el primero (Dicker y Smith, 1985). Visser ef al., (1993) mencionan que con respecto
al acetato la situacion no es tan clara, ya que algunos trabajos reportan que el empleo del
acetato por las bacterias metandgenas es dominante sobre la utilizacién del mismo
substrato por las bacterias sulfatorreductoras (Mulder, 1984), mientras que otros reportan
lo contrario (Alphenaar et al., 1993), lo anterior al parecer depende de la concentracion del

sulfato en el medio.

A consecuencia de la actividad sulfatoreductora, la mayor parte de los sulfatos se reducen
en los primeros centimetros del sedimento, liberandose al mismo tiempo el acido
sulfhidrico, hecho que da como resultado que las concentraciones de sulfuros
cuantificadas en este estudio fueran mas elevadas a pocos centimeiros por debajo de la
superficie sedimentaria; Indebré et al., (1979) determinaron la concentracion de sulfuros
mas elevada entre los 2 y 4 cm de profundidad del sedimento, asi como una declinacion
de la actividad sulfatoreductora al aumentar la profundidad del sedimento que concidid

con un descenso en el niumero de bacterias sulfatorreductoras.

No obstante lo anterior, la concentraciéon de sulfuros determinada no crea una inhibicién
de la metanogénesis al no alcanzar los niveles que han sido determinados como toxicos
para las bacterias que participan en tal proceso -100 mg/ml- (Cappenberg, 1974 y 1975;
Winfrey y Zeikus, 1977). Al respecto Abram y Nedwell (1978) sefialan que la inhibién de la

metanogénesis es superior por la competencia por el substrato disponible en comparacién

110




a la inhibicién provocada por el acido sulfhidrico, lo anterior fue establecido con base en
experimentos de estimulacion realizados con hidrégeno sobre las poblaciones bacterianas
anaerobias de lodos de sedimentos, que dieron como resultado una estimulacién de la
sulfatorreduccidén y la metanogénesis, ésta Gltima a pesar de la presencia de acido

sulfhidrico en dichos lodos.

Como se ha discutido anteriormente la produccién de metanoc no se excluye por el
proceso de sulfatorreduccion, aunque tal proceso es menor en los estratos con mayor
contenido de &cido sulfhidrico, como lo demuestran las cuantificaciones de bacterias
metanégenas obtenidas en este estudio, las cuales fueron mas abundantes a la
profundidad de 15 cm. Cappenberg (1974) en sedimentos lacustres determind el nimero
maximo de bacterias sulfatorreductoras a una profundidad de 0-2 cm con un Eh de -100 a
-150 mV, mientras que las bacterias metanogenas se ubicaron entre 3-6 cm y Eh de -250

a -300 mV (Tabla 25):

Tabla 25. Distribucidn vertical de las bacterias sulfatorreductoras y metandgenas en

sedimentos lacustres (Cappenberg, 1974)

Profundidad BSR-Lactato/I BM-Acetato/| BM-Metanol/t  BM-Hidrégeno/I

cm
0-2 15-30x10° 15-20x10° 5-10x10° 30-100x10°
3-6 0.5-8x10° 100-250x10° 60-300x10° 10-200x10°

BSR-L = bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactato
BM-A = bacterias metanogenas acetoclasticas
BM-M = bacterias metanogenas utilizadoras de metanol

BM-H = bacterias metanégenas hidrogenofilicas
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En lo que respecta a la utilizaciéon de substratos, los grupos fisiolégicos que emplean
acetato y metanol dominaron a los 5 cm, mientras que las hidrogenofilicas a los 15 cm de
profundidad. En lo que se refiere a la utilizacion de substratos en el trabajo de Jones y
Paynter (1980), las mayores poblaciones metandgenas hidrogenofilicas se reportan entre
los 5y 7 cm del sedimento estuarino (1.8x107 bac/g sedimento seco) y decrecen conforme
aumenta la profundidad hasta 36 cm (45 bac/g sedimento seco), mientras que la mayor
abundancia de bacterias metandgenas acetoclasticas se cuantificd a profundidades de 4 a

6 cm (Cappenberg et al., 1978).

Por lo que se refiere a las metilaminas, éstas son producidas a partir de la
descomposicion de sustancias como la colina, creatinina y betainina o por la reduccion
bacteriana del éxido de trimetilamina, que es un producto de excrecion de los animales
marinos (King, 1988). Las bacterias metandégenas capaces de ulilizar metilaminas

pertenecen a los géneros Methanosarcina, Methanolobus, Methanohalobium,

Methahalophilus y Methanococcoides (Holt et al., 1994).

A pesar de que en el presente ftrabajo no se registré crecimiento de bacterias
metandgenas a partir de metilaminas, no se debe descartar la importancia de éstas como
substrato, las metilaminas en una concentracion aproximada de 10 mM son un substrato
importante en ambientes dulceacuicolas y en medios con una sulfatorreduccion activa,
donde el acetato es el principal substrato para la sulfatorreduccién. Ferdelman et al.,
(1997) reportaron que en los sedimentos de plataforma continental la formacion de

metano fue casi exclusivamente a partir de metilaminas.

Yancey et al., (1982), Winfrey y Ward (1983) y Oren (1988) establecieron que el metanol y
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las metilaminas son substratos mas especializados que sirven como precursores del
metano en medios con un alto contenido de sales, especialmente las metilaminas que se
producen en grandes cantidades durante los procesos de osmoregulacion de los
organismos marinos. Mathrani y Boone (1985) reportan que en los sedimentos donde el
sulfato no es limitante, las bacterias sulfatorreductoras compiten efectivamente con las
metanogenas principalmente por el acetato y el hidrégeno, por lo cual en estos ambientes
las metilaminas y el metanol son los principales substratos para las bacterias
metandgenas en este tipo de ambientes; asimismo, Franklin et al., (1988) reportaron un
promedio de bacterias metanogenas utilizadoras de metilaminas de 5.2 x 10° bac/g

sedimento seco en una marisma de Georgia.

El metanol y las metilaminas son los precursores del 5% y del 1% del metano formado,
respectivamente. El metabolismo del metanol es relativamente rapido, pero las
metilaminas se metabolizan mas lentamente, ademas King et al, (1983} al realizar
estudios sobre el metabolismo anaerobio de diversos compuestos en sedimentos
acuaticos, encontraron que aparentemente la produccion de metano a partir de
‘metilaminas es despreciable debido a que el potencial metabélico de las metilaminas, en
conjunto con el de!l metanol, es el resultado tanto de la sulfatorreduc.cic’)n como de la
metanogénesis; sin embargo, si se inhibe la actividad sulfatoreductora, una fraccion

significativa de metilaminas se convierte a metano.

Asi, la importancia de la metanogénesis a partir de estos substratos dependera de las
entradas de los precursosres de metilaminas al sistema como la colina o glicina, o
precursores del metano! como la descomposicién de la pectina (Schink y Zeikus, 1980).
La ausenéia de bacterias metandgenas utilizadoras de metilaminas en los sedimentos de

Alvarado y Camaronera, pudo obedecer a que existiera una baja disponibilidad de los
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sustratos que son metabolizados hasta estos compuestos (Lovley y Klug, 1983).

Como puede observarse el numero de bacterias metanogenas esta regulado por varios
factores, incluyendo la disponibilidad del substrato y la interaccion con otros

microorganismos.

El hecho de haber cuantificado bacterias sulfatorreductoras y metandgenas en el mismo
estrato establece que ambos procesos pueden existir conjuntamente, aunque como
propuso Cappenberg (1974) y Nedwell y Abram (1978), existe una exclusion competitiva

de las bacterias metandgenas por las bacterias sulfatorreductoras.

Aunque en el presente estudio en ambas profundidades analizadas se presentaron las
bacterias sulfatorreductoras y las metandégenas, es claro que existe una separacién
cualitativa de las zonas en las cuales la sulfatorreduccién y la metanogénesis dominan,
aumentando la metanogénesis justo por debajo de la regidn de sulfatorreduccion. La
razén para este comportamiento parece obedecer a la disponibilidad del aceptor de
electrones y a una competencia por los substratos comunes entre los dos grupos
microbianos cuantificados. Como existe suficiente sulfato en los primeros centimetros del
sedimento, las bacterias sulfatorreductoras metabolizan los principales productos
resultantes de la fermentacién y dominan sobre las bacterias metanogenas. A una mayor
profundidad la cantidad de sulfato disponible disminuye limitando el crecimiento de las
bacterias sulfatorreductoras y las bacterias metanégenas aumentan en nimero
haciéndose mas competitivas. Cappenberg (1974) determind la mayor abundancia de
bacterias sulfatorreductoras en los primeros centimetros de profundidad del sedimento y
ésta disminuyd considerablemente durante el 7verano a causa de la disminucion de la

concentracion de sulfatos.
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Cappenberg (1975) reporta una interrelacion ecolégica denominada comensalismo entre
las bacterias sulfatorreductoras y metandgenas en el limo del Lago Vechten, debido a que
el nimero maximo de ambos grupos se presenta en diferentes estratos del sedimento. La
relacion implica una utilizacion del acetato producido por las bacterias sulfatorreductoras
(Desulfovibrio desulfuricans), por las bacterias metandgenas (Methanobacterium spp.),
pero no se localizan a la misma profundidad por la sensibilidad de las bacterias
productoras de metano al acido sulfhidrico generado por las sulfatorreductoras. El acetato
producido por las bacterias sulfatorreductoras, puede difundirse y ser subsecuentemente

utilizado como substrato por las bacterias metandgenas.
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9.3. Actividad cinética.

En los sedimentos de Alvarado y Camaronera al presentarse una produccion de acetato,
aunada a la de otros acidos grasos volatiles (propionato, butirato) detectados en las
cromatografias (Figs. 26-27), se podria inferir que en las muestras de los sedimentos
analizadas existe una poblacién microbiana fermentadora activa, que por medic de su
metabolismo genera el substrato suceptible de ser utilizado por las bacterias
sulfatorreductoras y metanégenas; aunque posiblemente la presencia continua de acetato
también pudo obedecer a que éste se forma como un producto intermediario de la
degradacién incompleta del lactato y del propionato. La presencia de bacterias
sulfatorreductoras utilizadoras de lactato y propionato queda demostrada con las

cuantificaciones efectuadas de estos grupos nutricionales.

Debido a que se detecté un consumo de acetato, tanto en presencia como en ausencia de
sulfatos, es factible proponer que el metabolismo de éste es el resultado tanto de la
sulfatorreducciéon como de la metanogénesis, aunque aparentemente la dltima es mas
importante en los sedimentos de Alvarado, ya que la minima concentracién de acetato se
determind en las pruebas sin sulfatos; al no existir sulfatos en el medio, el desarrollo de
las bacterias metandgenas se favorecié, permitiendo que éstas compitieran de manera
mas efectiva por el substrato disponible. En los sedimentos de Camaronera, en la
temporada de secas cuando se presentd el mayor contenido de sulfatos, la competencia
por el substrato se vio favorecida hacia la sulfatorreduccion, puesto que en las pruebas
cinéticas el consumo de acetato fue mayor en presencia de sulfatos. Por ultimo, la baja
actividad del acetato cuantificada en el mes de julio, aunado a las menores abundancias
de las bacterias sulfatorreductoras y las metandgenas, apoya que en este mes existio un

descenso del metabolismo anaerobio de la mineralizacion de la materia organica.
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En reactores UASB el acetato es consumido principalmente por las bacterias
metandgenas aun en presencia de suifatos, dependiendo de la concentracion de éstos en
el reactor; el acetato removido en éstos a través de una sulfatorreduccion representa tan
solo el 20%. Por lo cual la actividad metanogénica acetoclastica es superior,
independientemente de la presencia o ausencia de sulfato (Laanbroek et al., 1985; Visser
et al., 1993). Aunque en otras pruebas de actividad la produccién de metano a partir de

acetato comenzd cuando la concentracion de sulfatos disminuyé (Winfrey y Ward, 1983).

Sin embargo, en otros estudios se reporta |o contrario a lo mencionado anteriormente, ya
que cuando se adiciona molibdato como inhibidor de la sulfatorreduccion, se inhibe en un
98.5% la oxidacion del acetato y no se encontrd produccion de metano a partir de acetato
(Winfrey y Ward, 1983). Por otro lado, Mountfort et al., (1980) sugieren que la funcién de
las bacterias sulfatorreductoras esta en funcion de los niveles de sulfatos existentes, ya
que oxidan el acetato a concentraciones elevadas, pero producen acetato a niveles bajos
de sulfatos liberando substrato para los metandégenos. Los experimentos de Banat et al.,
(1981) con inhibidores de la suifatorreduccion demuestran que las bacterias
sulfatorreductoras son las principales responsables de la oxidacion del acetato a CO; en
sedimentos de marismas, mientras que la proporciéon de acetato metabolizado a metano

es despreciable, siendo el caso contrario en ambientes dulceacuicolas.

Estudios con inhibidores, molibdato de sodio para las bacterias sulfatorreductoras y acido
2-bromoetanosulfénico para las bacierias metandgenas, han demostrado que la actividad
metanogénica en la oxidacion de substratos organicos es menor en comparacion con la
sulfatorreduccion en sedimentos de marismas (Dicker y Smith, 1985), si bien las
actividades de las bacterias sulfatorreductoras y metanodgenas no se excluyen

mutuamente en sedimentos marinos, el flujo de carbono a través de la sulfatorreduccion
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es mucho mas grande que a través de la metanogénesis (Gunnarsson y Rénnow, 1982;

Senior et al., 1982).

En sedimentos de un lago eutrofico las bacterias sulfatorreductoras compiten
efectivamente con las metandgenas por el acetato disponible cuando aumenta la
disponibilidad de sulfatos (Lovley y Klug, 1983). Sai-Ram ef al., (1993) mencionan que en
los rellenos sanitarios, cuando se adicionan sulfatos se desarrollan las bacterias
suifatorreductoras, permitiéndose la disminucién de los acidos grasos volatiles, mientras

que éstos se acumulan en ausencia de sulfatos al disminuir la actividad sulfatereductora .

Oremland y Polcin (1982) y King et al., (1983) reportan que con la presencia de sulfatos
las bacterias sulfatorreductoras compiten con las metanégenas por el acetato, dando
como resultade un descensc en |la produccion del metano, no obstante lo anterior, Sai-
Ram et al, (1993) en rellenos sanitarios, a partir del mismo substrato y con una
concentracidn de solidos volatiles del 3%, encontraron que una concentracion de 20 mM
de sulfatos aumentd el contenido de metano, por tanto las bacterias sulfatorreductoras no
compiten con las metanégenas en dichas condiciones; al parecer con un alto contenido de
sulfatos las bacterias sulfatorreductoras utilizan rapidamente otros susbtratos como fuente

de carbono, tales como propionato y butirato en lugar del acetato.
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9.4. Consideraciones finales.

Los flujos terminales de carbono y electrones durante los procesos de descomposicion
organica en los sistemas estuarino-lagunares comprenden la sulfatorreduccion y la
metanogénesis, las comunidades microbianas encargadas de efectuar dichos procesos
aparentemente se adaptan a los cambios fisicos y quimicos registrados en la laguna

Alvarado-Camaronera.

Ya sea con temperaturas calidas, o con caracteristicas dulceacuicolas y salinas ia
microbiota sulfatoreductora y metanogénica estuvo presente en el sistema de Alvarado-
Camaronera, por lo cual se puede apreciar que tales microorganismos estan adaptados al
ambiente estuarino, siendo de tipo mesofilico y eurihalinos, con base en su crecimientc en
los intervalos de temperatura y salinidad registrados en la laguna de Alvarado-
Camaronera. Asi mismo, los intervalos de pH y Eh determinados fueron los adecuados

para el crecimiento de las bacterias sulfatorreductoras y metanégenas.

‘En el complejo lagunar de Alvarado-Camaronera, la mayor abundancia de bacterias
sulfatorreductoras se presento en los meses de "nortes” {(enero y noviembre) y la minima

en el periodo de lluvias (julio).

Durante la época de "nortes” las condiciones ambientales existentes favorecieron el
crecimiento de las poblaciones suifatorreductoras, entre dichas condiciones estuvieron un
alto contenido de carbohidratos y sélidos suspendidos volatiles (SSV). En la temporada de
Huvias existe una gran abundancia de vegetales libres flotadores (principaimente lirio
acuatico), asi como de algas verdes y rojas, esto, aunado a la mayor produccion primaria

por parte del manglar, propicia la acumulacién de materia vegetal, que llega a constituir
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una reserva importante de materia organica en épocas posteriores. Una vez concluida la
eépoca de lluvias, durante la temporada de “nortes” una gran cantidad del material
organico de origen vegetal generade queda atrapado y se sedimenta, aportando mas
fuentes de carbono y de energia para las bacterias anaerobias. Aunado a lo anterior,
destaca durante los meses de “nortes’, la existencia de una fase sedimentaria mas
reductora y un menor porcentaje de arenas. Debido a que en el periodo de “nortes” las
bacterias sulfatorreductoras fueron mas abundantes, existi6 un mayor aporte de acido
sulfthidrico al medio, asi que en esta época la remineralizacién del carbono organico por la

sulfatorreduccion es mayor.

Por el contrario, en el mes de julio las lluvias y la entrada de un mayor caudal por parte de
los rios (principalimente el Papaloapan), propiciaron “una resuspension de la fase
sedimentaria superficial y un movimiento del agua intersticial. El movimiento del agua
intersticial afecta los procesos fisioloégicos, biogeoquimicos y ecologicos, la textura del
sedimento y regula la tasa del movimiento del agua: el agua fluye lentamente a través de
sedimentos limo-arcillosos debido a la presencia de un espacio intersticial reducido
creado por el tamafio pequefio de las particulas, sucediendo lo contrario en sedimentos
arenosos (Smith, 1966). Como resultado de que el agua fluye a una mayor velocidad en
los sedimentos arenosos, en el mes de julio se registré una tendencia a la oxidacion en el
mismo, asi como un descenso de ia concentracidén de carbohidratos y SSV, factores que
en conjunto, propiciaron un menor crecimiento de las poblaciones sulfatorreductoras,
" pudiendo también haber influido en éste el descenso en la concentracion del aceptor de
electrones determinada. Aunque como establecieron Nedwell y Abram (1978), el nimero
de bacterias sulfatorreductoras no siempre estd correlacionado con la tasa de
sulfatdrreduccién, ya que en diferentes situaciones ecolégicas es comun que diversas

variables ambientales, ademas del numero bacteriano, ejerzan influencia sobre la
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actividad bioquimica.

Lo anterior indica que la disponibilidad del donador de electrones {contenido de materia
organica) y el potencial redox (Eh), mas que la concentracion dei aceptor de electrones
(sulfatos), fueron los factores determinantes para el desarrollo de las poblaciones

sulfatorreductoras en el sistema lagunar analizado.

De la misma manera y como ha sido reportado en otros trabajos, el lactato es el substrato
preferido por las bacterias sulfatorreductoras, como lo comprueba el namero cuantificado
de estas bacterias en el complejo lagunar Alvarado-Camaronera, aunque esto no descarta
la importancia del propionato y del acetato dentro del mismo, ya que como se menciond
anteriormente constituyen donadores de electrones importantes en ambientes

caracterizados por la presencia de sales y sulfatos.

La variacion estacional en ias poblaciones metanoégenas de los tipos nutricionales que
emplean acetato e hidrégeno, fue similar a la presentada por las bacterias
sulfatorreductoras, mientras que las utilizadoras de metanol tuvieron un comportamiento
diferente. Con base en lo anterior, es posible establecer que para los dos primeros grupos
nutricionales analizados, también la disponibilidad de substratos, asi como potenciales
redox mas negativos fueron los parametros claves para el crecimiento de dichas
poblaciones metandgenas, al respecto Ramamurthy et al., (1990) registraron el nimero
" maximo de bacterias metandgenas durante la estacion del postmonson, relacionandose
dicha abundancia con Eh negativos y un contenido elevado +de carbdn organico en el
sedimento. En lo que se refiere al grupo nutricional de bacterias metanégenas que utilizan
metanol, las cuales aumentaron en la temporada de secas .(mayo), la presencia de

sulfatos y una mayor salinidad constituyerén los factores basicos que influyeron en su
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abundancia, ya que al incrementarse el contenido de éstos, las bacterias metanbgenas
optan por substratos menos especializados como el metanol. El metabolismo a partir de
metanol y metilaminas contribuye a que las bacterias metandgenas mantengan su
poblacion en presencia de sulfatos, ya que aunque las bacterias sulfatorreductoras
pueden competir con tas metandgenas por hidrégeno y acetato, son competidores pobres

por el metanol, y no se han reportado grupos nutricionales que utilizen las metilaminas.

En lo que se refiere a la utilizacibn de substratos, las bacterias metandgenas
acetoclasticas e hidrogenofilicas tuvieron las maximas abundancias. En ambientes
naturales, al parecer, el acetato y el H,-CO; son los principales precursores del metano
(Sandbeck y Ward, 1981), mientras que el metanol y las metilaminas contribuyen con

menos del 5% del metano producido {Phelps y Zeikus, 1985).

Espacialmente, la dominancia de las bacterias sulfatorreductoras sobre las metanégenas
en los primeros centimetros de la fase sedimentaria, se puede atribuir a la presencia
constante de sulfatos en el medio que les permite competir de manera mas efectiva con
las metandgenas por los donadores de electrones, permitiendo que se mantengan
metabolicamente activas a esta profundidad del sedimento, asimismo por los valores del
potencial redox cuantificados en los primeros estratos, ya que las bacterias
sulfatorreductoras no requieren condiciones tan reducidas para crecer como las
metanogenas. En la profundidad donde se presentd un mayor contenido de sulfatos, la
" sulfatorreduccion se llevo a cabo a expensas de Aacidos grasos de cadena corta e
‘hidr()geno, mientras que la metanogénesis se presentdé principalmente a expensas de
substratos no competitivos como el metanol y las metilaminas (Oremland ef al.,, 1982;
King, 1984), aunque también se desarroliaron las bacterias metandgenas acetoclasticas.

Ramamurthy et al., (1990}, concluyeron que la metanogénesis y la sulfatorreduccion se

124




pueden presentar simultaneamente en un mismo estrato del sedimento, siempre y cuando
exista un aporte adecuado de substratos no competitivos (metanol y metilaminas) o que
los substratos competitivos sean abundantes (acetato, H,-CQO;), con base en los
resultados obtenidos en el este estudio, al parecer ambas condiciones existen en el

sedimento del sistema Alvarado-Camaronera.

La abundancia de bacterias sulfatorreductoras que utilizan lactato en los primeros
centimetros del sedimento, aunada a la presencia de bacterias metandgenas
acetoclasticas en zonas mas profundas, implica la existencia de una relacién ecologica,
denominada comensalismo, entre las bacterias sulfatorreductoras y las metanogenas, la
cual parece obedecer al hecho de que la metanogénesis es dependiente de la produccion
de acetato a partir de la degradacion del lactato por medio de las bacterias
sulfatorreductoras. Phelps y Zeikus (1985) encontraron que el lactato es el principal

precursor del acetato.

En la laguna costera de Alvarado-Camaronera no se presenta limitacién de sulfatos ni de
materia organica, la presencia tanto de aceptores como de donadores de electrones
permite una degradacién anaercbia completa del carbono organico por medio de los
procesos de sulfatorreduccion y metanogénesis. De manera general, la degradacion
anaerébica terminal de la materia organica en los sedimentos acuaticos, depende de la
disponibilidad de sulfato como aceptor externo de electrones. En sedimentos
dulceacuicolas, donde e! sulfato esta presente en cantidades limitadas, el metano y el
bioxido de carbono, liberados durante la metanogénesis, son los principales productos de
la remineralizaciéon; por el contrario, en ambientes marinos, la oxidacion anaerobica
completa de la materia organica por medio de una sulfatorreduccion es el proceso

dominante (Widdel y Pfennig, 1981).
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Puesto que el sulfato siempre esta disponible en la laguna de Alvarado-Camaronera, se

puede asumir que la degradacion de la materia organica se lieva a cabo principalmente

por medio del proceso de sulfatorreduccion, sin descartar la actividad metanogénica,

proponiendose el siguiente esquema de mineralizacion:
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10. CONCLUSIONES

En los sedimentos del complejo estuarino-lagunar de Alvarado-Camaronera la
mineralizacién anaerobia del carbono organico hasta CO, y CHy, fue debida tanto

al proceso de sulfatorreduccidon como de metanogénesis.

E! maximo crecimiento de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactate y
propionato se presentd en la temporada de “nortes”, caracterizada por un
contenido alto de carbohidratos, sélidos suspendidos volatiles y condiciones mas

reductoras en el sedimento.

El menor crecimiento de bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactato y
propionato se evalué en la temporada de lluvias, asociada con bajos contenidos de
carbohidratos, sélidos suspendidos volédtiles y condiciones mas oxidantes dei

sedimento en ambas estaciones del complejo lagunar.

-Las bacterias sulfatorreductoras utilizadoras de lactato fueron las mas abundantes,
sequidas por los grupos nutricionales que emplearon propionato y acetato, en

ambas estaciones.

La mayor abundancia de bacterias metandgenas acetoclasticas e hidrogenofilicas
se presentd en la temporada de “nortes”, caracterizada por un contenido alto de
carbohidratos, sdlidos suspendidos volatiles y condiciones mas reductoras en el

sedimento.
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10.

11.

El minimo crecimiento de bacterias metandgenas acetoclasticas e hidrogenofilicas
se presentd en la temporada de lluvias, asociada con bajos contenidos de
carbohidratos, sélidos suspendidos volatiles y condiciones mas oxidantes del

sedimento en ambas estaciones del ecosistema lagunar.

El maximo crecimiento de las bacterias metandgenas utilizadoras de metano! se
obtuvo en la época de secas, caracterizada por un mayor contenido de sulfatos,
situacion que propicia la utilizacion de substratos menos competitivos por ias

bacterias metandgenas en ambientes caracterizados por la presencia de sulfatos.

El acelato y el H;-CO, constituyeron los principales substratos para la

metanogénesis, seguidos por el metanol cuando la concentracién de sulfatos

aumenta.

Existe una dominancia de las bacterias sulfatorreductoras en los primeros 5
centimetros de la columna sedimentaria que determina los altos contenidos de

acido sulfhidrico evaluados en dicho estrato para ambas estaciones del complejo

lagunar.

Existe una dominancia de las bacterias metanfégenas a una mayor profundidad, 15
cm, por las condiciones mas reducidas de la columna sedimentaria tanto en

Alvarado como en Camaronera.

La actividad cinética a partir del acetato es ligeramente superior para la

sulfatorreduccidn en comparacién con la metanogéenesis.
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12. Existe una relacién ecoldgica, denominada comensalismo, entre las bacterias
sulfatorreductoras y las metanégenas, ya que las primeras producen el acetato

que es utilizado por las segundas en el sedimento.

13.Los procesos de sulfatorreduccion y metanogénesis involucrados en el
reciclamiento anaerobio del carbono es superior en los meses asociados a la
presencia de “nortes” y, disminuye en el mes relacionado con las lluvias en el

sedimento del complejo esturino-fagunar de Alvarado-Camaronera.
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12. APENDICE METODOLOGICO

12.1. Bacterias Sulfatorreductoras

Este grupo de microorganismos se enumeré por medio del método del tubo rodado (roll tube)
de Hungate (1969), usando una modificacion al medio de cultivo de Posgate (1963) con

lactato y propionato como substratos.

Preparacién del Medio de Cultivo.

Solucion de KHPO, 100.0 ml

Solucién mineral BSR 100.0 ml

Resarzurina 1.0ml

Extracto de levadura 10 g

FeSQ, H,O 05¢

Cisteina 025¢

Solucion de acido lactico 3.5 g (para evaluar bacterias que crecen con lactato)
Solucion de 4cido propitnico 10.0 ml (para evaluar bacterias que crecen con

propionato)

Agar 150 g
Agua destilada 1000.0 ml
pH 8.0

Solucién de K;HPO,
KHPQ, 50 g

Agua destilada 1000.0 ml
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Solucién Mineral BSR

NH,CI 100 g
Na,S0, 200 g
CacCl, anhidro 08 g
MgSO, * 7H,0 20 g
Agua destilada 1000.0 mi
pH 7.0-7.4

Se mezclan las substancias para formar el medio de cultivo que posteriormente se somete a
ebullicion tapando con un tapén de hule, bajo agitacion constante bajo una atmésfera de N,
hasta que se reduzca, se deja enfriar un poco y se introduce tibio a ta camara anaerobia para
repartir 4.5 ml de la solucion en los tubos de Hungate, los cuales, después de vaciado el
medio se cierran con el septo de goma y el tapdn de rosca. Terminando se sacan los tubos de

la camara y se esterilizan a 15 Ib de presion durante 20 minutos.
Preparacion del Agua de Dilucion
Para el agua de dilucién se dispone como en el proceso descrito anteriormente, utilizando los

mismos componentes que se emplearon para el medio de cultivo, exceptuando los substratos.

Preparacion de Soluciones Salinas

Solucién 1

NaCl 250 g

Agua reducida 100.0 ml
Solucion 2

NaCl 70 g
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Agua reducida 100.0 mi

Se ponen a hervir 100 ml de agua destilada bajo una atmésfera de N,, una vez reducida se
enfria y se introduce a la camara anaerobia junto con el NaCl;, dentro de la camara se
preparan {as dos soluciones y se reparten en botellas de suero que se tapan con un septo de
goma y se sacan de la camara. En el exterior las botellas son selladas con una rosca
metélica, se les cambia la atmdsfera de N, por una mezcla de N,-CQO, por 2 minutos y se

esterilizan a 15 |b de presion durante 20 minutos.

Preparacion de los Substratos
Solucién de Acido Propidnico
Agcido propibnico 6.6 ml

Agua reducida 43.4 ml

Se ponen a hervir 50 ml de agua destilada bajo una atmosfera de N, una vez reducida se
enfria y se lleva a la cdmara anaerobia donde se vacian 43.4 ml en una botella de suero, se
tapa con el septo de goma y se saca. Fuera de la camara se sella el frasco con la rosca
metdlica y se le agrega a través del septo, con ayuda de una jeringa estéril, 6.6 ml de! acido

propiénico. Se esteriliza a 15 Ib de presion por 20 minutos.

Inoculacion.

Dentro de la camara anaerobia a los tubos de Hungate conteniendo el medio de cultivo, se les
adiciona los mililitros de solucion salina que sean necesarios para igualar las condiciones de
salinidad encantradas en la zona de estudio; al mismo tiempo se extraen de los nicleos las

muestras de sedimentos, se homogenizan y se procede con ellas a hacer una serie de
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diluciones (10'1 a 10'8) tanto para Alvarado como para Camaronera. Finalizando el trabajo,

los tubos con las diluciones y los medios de cultivo se llevan al exterior.

Los medios de cultivo se funden con ayuda del autoclave y se mantienen en estado liquido a
una temperatura constante de 45°C en un bafioc maria para poder comenzar con la
inoculacién. Durante la fase de siembra, bajo una atmésfera de N,, se toma con la ayuda de
una jeringa estéril 1 ml de cada una de las diluciones y a partir det mismo se inoculan 0.5 mi
en cada tubo de Hungate, de tal manera que cada dilucibn queda sembrada por
qﬁintuplicado. Una vez inoculados los tubos se ruedan sobre un lecho de hielo y bajo el
chorro del agua para permitir que el medio solidifique de manera uniforme alrededor de las
paredes internas del tubo. Los tubos rodados se incuban a 32°C durante 7 dias, al término de

los cuales se contaron las colonias de color negro.

12.2. Bacterias Metandgenas

La microbiota metandgena se cuantificd por medio del niumero méas probable (NMP), usando

el medio de cultivo basico de Balch et al, (1979) y como substratos: acetato, metanol,

metilaminas y una mezcla de H,-CO,.

Preparacion de la Solucion Base

Solucion mineral 1 50.0 mi
Soluciéon mineral 2 50.0 ml
" Solucién de oligoelementos 10.0 ml
Solucion de vitaminas 10.0 ml
Solucién de FeSO, (0.2%) 1.0mi
Solucién de NiCl, 10.0 ml
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Resarzurina (0.1%) 1.0ml

Extracto de levadura 10 g
Peptona 10 g
Agua destilada 1000.0 mi
pH 7.0-7.2

Bacterias acetoclasticas: 300 ml del medio base + 1.32 g de bicarbonato de sodio + 1.65 g de

acetato de sodio + 0.165 g de cisteina.

Bacterias hidrogenofilicas: 330 ml del medio base + 1.32 g de bicarbonato de sodio + 0.165 g

de cisteina.

Bacterias utilizadoras de metanol: 330 ml del medio base + 1.32 g de bicarbonato de sodio +

0.165g de cisteina.

Bacterias utilizadoras de metilaminas: 330 ml del medio base + 1.32 g de bicarbonato de

sodio + 0.165 g de cisteina.

Se mezclan todas las substancias menos la cisteina y se ajusta el pH a 7.0-7.2.
Solucién Mineral 1

KH,PO, 60 g

Agua destilada 1000.0 ml

Mezclar las substancias.

Solucién Mineral 2
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(NH,), SO, 6.0 g

NaCl 120 g
MgSO, * 7 H,0O 26 g
CaCl, * 2 H,0 0.16¢
Agua destilada 1000.0 mi

Mezclar las substancias.

Solucidn de Oligoelementos

Acido nitriloacético 15 g
MgSO, * 7 H,O 30¢g
MnSQ, * 2 H,O 05¢g
NaCl 10 g
FeSO,* 7 H,O 01 g
CoCl, * 6 H,0 01 g
CaCl,* 2 H,O 0149
Zn(CI,)/S0, 0149
CuS0O, 5H,0 0.01g
Alk(SO,), 0.01g
H,BO, 0.01g
Na,MoQ, * 2 H,0 001g
Agua destilada 1000.0 ml

Disolver el acido nitriloacético en el agua y ajustar con KOH el pH a 6.5, agregar los minerales

y ajustar de nuevo el pH con KOH a 7.0. Conservar en refrigeracion.
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Solucion de Vitaminas

Biotina (vit. H} 2.0mg
Acido folico 2.0 mg
Piridoxina HCL 10.0 mg
Tiamina HCL (vit. B,) 50 mg
Riboflavina (vit. B;) 5.0 mg
Acido nicotinico 50mg
DL- pantotenato de calcio 50myg
Cianocobalamina (Vit. By;) 0.1 mg

Acido p-aminobenzoico (PABA) 50mg
Acido lipoico 5.0mg
Agua destilada 1000.0 ml

Se mezclan todas las substancias.

Solucién de NiCl,
NiCl, 5.0 mg
Agua destilada 100.0 ml

Se mezclan ias substancias.

El medio ya preparado se somete a ebullicion bajo una atmosfera de N, hasta que se
reduzca, se deja enfriar un poco y se agrega la cisteina, se completa el enfriamiento para
introducirlo a la camara anaerobia. En el interior de la misma se reparten 4.5 ml de la solucion
en los tubos de Hungate, los cuales se cierran con el septo de goma y el tapdn de rosca.
Terminando la reparticion del medio los tubos se sacan de la camara y se acomodan para

hacer el cambio de atmoésferas durante 1minuto para cada tubo:
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Acetoclasticas; atmosfera de N,-CO,

Hidrogenofilicas: mezcla de H,-CO,

Utilizadoras de metanol: mezcla de N,-CO,

Utilizadoras de metilaminas: mezcla de N,-CO,

Al finalizar el cambio de atmésferas los tubos se esterilizan a 15 Ib de presion durante 20

minutos.

Preparacion del Agua de Dilucion
Se sigue el procedimiento descrito anteriormente utilizando las mismas substancias que las

empleadas en et medio de cultivo, eliminando exclusivamente los substratos.

Preparacion de los Substratos
Solucidn de Metanot
Metanol 29.2 ml

Agua reducida 100.0 mt

Se pone a hervir agua destilada bajo una atmdsfera de N, una vez reducida se enfria y se
introduce a la cAmara anaerobia en donde se vacian 70.8 ml en un frasco de suero, éste se
tapa y se saca. Fuera de la camara se sella con la rosca metdlica y se le agregan 29.2 mi de

metancl. Se esteriliza a 15 Ib de presion por 20 minutos.

Solucion de metilaminas
Metilaminas 21.56m|
Agua reducida 50.0 mi

Se pone a hervir el agua destilada bajo una atmosfera de N,, una vez reducida se enfria y se

introduce a la camara anaerobia donde se vacian 5.7 ml en cada tubo de Hungate, se tapan y
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se sacan. Fuera de la camara a cada tubo se le agregan 4.3 ml de metilaminas. Se esterilizan

a 15 Ib de presion durante 20 minutos.

Preparacion de Diversas Soluciones

Solucion de Na,S

Na,S 25 g

Agua reducida 100.0 ml

El Na,S se lava con un poco de agua destilada, se seca y se pesa. Al mismo tiempo se
somete a ebullicion el agua destilada bajo una atmésfera de N,, una vez reducida se enfria y
se lleva a la cdmara anaerobia junto con el Na,S. Dentro de la camara se prepara la solucidén
y se reparte en varios tubos de Hungate, se tapan y se sacan de la camara. Por (ltimo se

esterilizan a 15 Ib de presion durante 20 minutos.

Inoculacion.

Dentro de la camara anaerobia a los tubos de Hungate que tienen el medio de cultivo se les
adicionan las siguientes soluciones:

- solucion salina, los mililitros que sean necesarios para igualar las condiciones de salinidad
encontradas en la zona.

- 0.1 ml de la solucion de Na,S

- 0.25 ml de la solucidn de metanol, unicamente para las bacterias utilizadoras de metanol, de
tal manera que se tenga una concentracion final del substrato de 3 g/l.
- 0.1 ml de la solucidbn de metilaminas, unicamente para las bacetrias utilizadoras de

metilaminas, de tal manera que se obtenga una concentracion final del substrato de 100 mM.
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Al mismo tiempo las muestras de sedimentos colectadas se extraen de los nucleos y se
homogenizan para poder diluiflas (10" a 10®) con el agua preparada para el caso.

Terminando ambos procesos se sacan los tubos de la camara para comenzar la siembra.

La inoculacién se lleva a cabo bajo una atmédsfera de N,-CO,, tomandose con una jeringa
estéril 1.0 mi de cada una de las diluciones; de este mililitro se siembran 0.2 ml en cada tubo
de Hungate con el medio de cultivo, por lo tanto cada dilucidn estuvo inoculada por
quintuplicado. Cuando se concluye la operacion los tubos se incuban a 32°C durante un mes
y medio, teniendo el cuidado de alimentar los tubos de hidrogenofilicas cada tercer dia con la

mezcla de H,-CO, durante 1minuto.

Después del periodo de incubacion se analizd la presencia de metano en los tubos en un
Cromatografo de Gases Hewlett Packard 5850 con un detector de ionizacioén de flama (FID) y
las siguientes condiciones de operacion:

temperatura del detector= 220°C

temperatura del inyector= 210°C

temperatura del horno= 100°C

atenuacién= 1

rango= 10

Los tubos en donde se detectd la presencia de metano se evaluaron como paositivos y partir

de éstos se calculé el nimero mas probable {(NMP) de bacterias con base en tablas

probabilisticas.
12.3. Actividad Acetoclastica

Preparacion del Medio.

Solucién mineral 1 25.0 ml
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Solucién mineral 2 25.0ml

Solucion de oligoelementos 50ml
Solucién de vitaminas 5.0 ml
Solucién de NiCl, 5.0ml
Solucién de FeSO, (0.2%) 0.5 ml
Resarzurina (0.1%) 05mi
Peptona 05 g
Extracto de levadura 05 g
Bicarbonato de sodio 14 g
Cisteina 0.25¢g
Agua destilada 500.0 ml

Se mezclan todas las substancias, excepto la cisteina y se ajusta el pH a 7.0-7.2; una vez
preparado el medio se dividid en dos, uno para actividad acetoclastica sin sulfatos y el otro
para actividad acetoclastica con sulfatos a una concentracién 20 mM (éste se puede preparar
desde el comienzo si a la solucién mineral 2 se le agregan los sulfatos). Posteriormente los
medios se someten a ebulilicion bajo una atmoésfera de N, hasta que se reduzca, se deja
enfriar un poco y se les agrega la cisteina. Totalmente frios se introducen a la camara
anaerobia donde se repatiran 32 mi de los mismos a las botellas de suero, éstas se cierran
con el tapon de goma y se sacan de la cdmara. Ya en el exterior se sellan con la rosca
metdlica y se les cambia la atmésfera por una mezcla de N,-CO, durante 2 minutos, se

esterilizan a 15 Ib de presién durante 20 minutos.
. Preparacion del Substrato

Acido acético glacial 3.0ml

Agua reducida 100.0 mi
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Se ponen a hervir 100 ml de agua destilada bajo una atmdsfera de nitrégeno, una vez
reducida se enfria y se introduce a la camara anaerobia donde se vacian 9.7 ml en cada tubo
de Hungate, se tapan y se sacan. Fuera de la camara a cada tubo se le agrega 0.3 ml de

acido acético. Se esterilizan a 15 Ib de presion durante 20 minutos.

Inocutacion.

Dentro de la camara anaerobia a cada botella de suero con el medio se le agregan 0.8 ml de
la solucién de Na,S y 0.8 ml del substrato, excepto a las botellas que serviran de testigo;
inmediatamente después se agregan 8.0 ml de los sedimentos acuaticos. Se sacan de la

camara.

Actividad.
Bajo una atmosfera de N, se extraen 0.5 ml de la fase liquida de cada una de las muestras y

se colocan en microtubos de centrifuga, a los que previamente se habia adicionado 10 pl de
H,S0, al 50%. Se cenfrifugan a velocidad maxima durante 20 minutos. Se conserva el
sobrenadante en otro microtubo para el analisis cromatografico; dicho analisis se efectud en
un Cromatografo de Gases marca Hewlett Packard con un detector de ionizacion de flama
cuyas caracleristicas eran:

temperatura de! detector= 220°C

temperatura del inyector= 210°C

tempertura del horno= 200°C

atenuacion= 1

rango= 4

cabe sefalar que si la determinacion tardaba en efectuarse las muestras se congelaban. La

toma de muestras para actividad se hizo cada 4 horas (4 veces al dia) durante 3 dias
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consecutivos. Entre cada toma las botellas con el inoculo se guardaron en la incubadora &

32°C.
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