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Resumen

La Laguna de Términos en el Estado de Campeche es el ecosistema lagunar
estuarino mas grande del Golfo de México y esta formado por varios subsistemas
lagunares, entre ellos Pom-Atasta y Palizada-Del Este. Estos ambientes son de gran
importancia debido a su diversidad bioldgica, pero el continuo aumento de las
poblaciones humanas y las actividades agropecuarias alrededor de éstos, han
provocado efectos negativos que se estan haciendo evidentes sobre la flora y la
fauna de la regidén. El objetivo de este estudio es caracterizar la diversidad
microbiana procarionte en los sedimentos de las cabeceras estuarinas Pom-Atasta
y Palizada-Del Este mediante exploraciones del gen 16S ARNTr, asi como observar
patrones de ausencia/presencia del potencial genético relacionado con la
degradacion de pesticidas e hidrocarburos. Para ello, se obtuvieron muestras de 10
subsitios de cada cabecera estuarina durante la temporada de nortes (Octubre a
Enero) y secas (Febrero a Mayo) (n=40). Los genes 16S ARNr fueron amplificados
a partir de ADN metagendmico y secuenciados (~1.5 millones de secuencias), para
después ser asignados taxondémicamente e identificar patrones de distribucion de
estas comunidades. Asimismo, esta exploracién sirvio para hacer una prediccion in
silico asociada a las capacidades de degradacion. Finalmente, los genes asociados
a la degradacion de contaminantes (phe, nahA, alkB, linA, molA, trzN y atzA) fueron
buscados y sus patrones de presencia/ausencia fueron reportados para ambas
temporadas (nortes y secas). Nuestros resultados sugieren que las comunidades
de los sedimentos de las cabeceras estuarinas de Palizada-Del Este y Pom-Atasta
(Laguna de Términos): i) son diversas, ii) son diferentes entre cabeceras estuarinas,
pero parecidas entre los subsitios de muestreo, sin cambios drasticos en la
comunidad por la temporada de secas 0 nortes, iii) cuentan con el potencial para
remover compuestos contaminantes, y iv) presentan genes involucrados en la
degradacion de contaminantes con ligeros cambios en su presencia en la
temporada de nortes y secas. Este estudio representa una de las primeras
aproximaciones en la descripcion de la diversidad microbiana de este sistema

Lagunar en México.



Abstract

The Laguna de Terminos in the state of Campeche is one of the largest estuarine
lagoon ecosystems in the Gulf of Mexico and consists of several lagoon systems,
such as Pom-Atasta and Palizada-Del Este. These environments are of great
importance due to their biological diversity, but the continuous increases in the
human populations and agricultural activities in the area have caused negative
effects that are becoming evident in the regional flora and fauna. The objective of
this study was then to characterize the sediment prokaryotic microbial biodiversity of
the estuaries Pom-Atasta and Palizada-Del Este by explorations of the 16S rRNA
gene, as well as to observe the absence/presence patterns of the genetic potential
related to the degradation of pesticides and hydrocarbons. Samples were obtained
from 10 subsites of each estuary during the dry and wind season (Norths) (n = 40)
and the metagenomic DNA was extracted. The 16S rRNA genes were amplified and
sequenced (~1.5 million sequences), to be later assigned taxonomically and to
identify patterns of distribution of these communities. Also, this exploration served to
make an in silico prediction associated with the degradation capacities. Finally, the
genes associated with the degradation of pollutants (phe, nahA, alkB, linA, molA,
trzN and atzA) were searched and their presence/absence patterns were reported
for both seasons (dry and Norths). Our results suggest that the 16S rRNA
communities of the estuaries Palizada-Del Este and Pom-Atasta (Laguna de
Terminos): i) are highly diverse, ii) are different between estuarine headers, but
similar between subsites of sampling, without drastic changes in the community due
to the dry season or north, iii) have the potential to remove contaminating
compounds, and iv) present genes involved in the degradation of pollutants with
slight changes in their presence in the north and dry season. This study represents
one of the first to explore the microbial diversity of this lagunar system, which is very

relevant in Mexico.



1. Introduccidn

La Laguna de Términos es un ecosistema clave para el estudio de la ecologia
tropical estuarina y costera del Golfo de México. En los ultimos 35 afos, este
ecosistema situado frente a la Sonda de Campeche ha sido foco de atencion
nacional e internacional debido a su importancia ecoldgica, econdmica y al impacto
de las actividades humanas (Yafez et al. 2012). Asimismo, es una de las lagunas
costeras mas extensas del pais con una superficie aproximada de 2500 km? y una
gran productividad (Gold et al. 1993; Vazquez et al. 2005). El sistema lagunar esta
conformado por cuatro sistemas fluvio lagunares: Chumpam-Balchacah,
Candelaria-Panlau, Palizada-Del Este y Pom-Atasta.

Considerada como una de las principales cuencas hidroldgica del pais, cuenta
con "habitats criticos" que permiten la existencia de una elevada biodiversidad de
flora y fauna como el manglar, el tular, la vegetacién riparia, numerosas especies
de fitoplancton y macroalgas, entre otros. Estos habitats incluyen sus bocas de
conexién con el mar, sus sistemas fluvio-lagunares-deltaicos asociados, asi como
las praderas de pastos sumergidos y los bosques de manglar. Sin embargo, el
continuo aumento de las poblaciones humanas alrededor de éstos ha llevado a
efectos negativos en la flora y la fauna de la regién (Villalobos y Mendoza 2010).

Varios plaguicidas han sido detectados en esta zona costera, su principal origen
se atribuye a las actividades agricolas y a las camparfas de salud publica para el
control de vectores (Vazquez et al. 2005), asi como a las descargas urbanas e
industriales aledafias. Por ejemplo, se han detectado residuos del herbicida 2,4-D,
glifosato, lindano (hexaclorociclohexano (HCH)) (Vazquez et al. 2005; Arellano y
Renddn 2016) y endosulfan (Villalobos y Mendoza 2010; Arellano y Rendon 2016).
Aunado a ello, estan actividades como el desarrollo turistico, la extraccion de
petréleo y otras actividades antropicas que se han intensificado. En conjunto, esto
ha devenido en efectos adversos visibles en la biota del sistema, amenazando asi
su sostenibilidad (Hernandez et al. 2011; Chi et al. 2016).

La Laguna de Términos posee una topografia que favorece la acumulacion de
detritos y sedimentos de granulometria gruesa y muy gruesa (Hernandez et al.

2014), los cuales podrian estar acumulando contaminantes hidrofobicos afines a la



materia organica. Ya que, algunos de estos compuestos contienen grupos
funcionales cargados que aumentan su capacidad de adsorcion por la materia
organica y los sedimentos. El tipo y naturaleza de los grupos funcionales de la
sustancia determina en gran manera su capacidad para ser adsorbida,
disminuyendo la concentracién en la fase acuosa y gaseosa del contaminante
organico como también su transporte y su biodisponibilidad (Luthy 2004). Por lo que,
el objetivo de esta investigacion es conocer la diversidad bacteriana en estos
sedimentos y buscar si hay presencia de genes codificantes para enzimas de

degradacion de contaminantes.



2. Marco Teorico

2.1. Sistemas lagunares

Las lagunas costeras son cuerpos de agua paralelos a la linea de costa que
tienen comunicacion efimera o permanente con el mar (Lanza y Lozano 1999); y
poseen una hidrodindmica compleja regida por la aportacion de agua continental
mediante rios, la dinAmica de mareas y por procesos de evaporacion-precipitacion
(Villalobos y Mendoza 2010). Los ambientes lagunares-estuarinos son uno de los
sistemas acuaticos mas productivos en la tierra y constituyen refugios, lugares de
reproduccion y alimentacién importantes para los organismos marinos y de agua
dulce que comunmente viven en ellos o los visitan, ya sea de forma ocasional o
estacional. Estos entornos desempefian un papel prominente para el hombre,
debido a su diversidad bioldgica y las actividades de pesca que generalmente estan
asociadas. La fauna y la flora que se encuentran en estos sistemas generalmente
se caracterizan por un alto grado de adaptacién evolutiva al estrés ambiental vy,
especialmente, a las grandes variaciones en parametros importantes como la
salinidad a la que estan constantemente expuestos (Hernandez et al. 2011; 2014).

Los estuarios y los mares costeros han sido puntos focales de asentamientos
humanos y uso de recursos marinos a lo largo de la historia. Los siglos de
sobreexplotacién, transformacion del habitat y contaminacion han contribuido a la
degradacion de los estuarios, a la pérdida de biodiversidad y han socavado su
capacidad de recuperacion ecoldgica (Lotze et al. 2006). En México, las lagunas
costeras y los estuarios cubren del 30-35% de sus litorales, donde el 45% de esta
area esta ubicada en el Golfo de México y en las costas del Caribe mexicano
(Hernandez et al. 2011). Entre los estuarios y las lagunas costeras mexicanas

sobresale por su elevada rigueza faunistica la Laguna de Términos.

2.2. Lagunade Términos

La Laguna de Términos (Fig. 1) localizada en el estado de Campeche esta
constituida por el conjunto de pantanos fluvio-deltaicos mas importante después de
los pantanos asociados al rio Misisipi (Benitez y Barcenas 1996; Ayala et al. 2003;
Robadue et al. 2004; Amador et al. 2008). Es la laguna mas grande de la zona y de

mesoamérica (Amador et al. 2008), con una superficie de 7061.47 km?; de los



cuales, 2500 km? corresponden al cuerpo de agua de la laguna y el resto a la
plataforma continental y pantanos asociados (Ayala et al. 2003). Es poco profunda,
con una profundidad media de 3.5 m (Currie 2001).

La Laguna de Términos es un ecosistema estuarino influenciado fuertemente
por las descargas de agua dulce de tres tributarios ubicados en su parte sur, de
oeste a este se encuentran: el rio Palizada, el rio Chumpan y el rio Candelaria,
ademas del rio Marentes, el rio Las Pifias y el rio Del Este (Grenz et al. 2017). Esta
delimitada por la Isla del Carmen y los intercambios de agua con el mar se realizan
a través de dos entradas: una en su parte noreste, Boca de Puerto Real, y la otra
en la parte noroeste, Boca EI Carmen. Cubre una franja costera de 30 km de ancho
gue incluye ambientes continentales y marinos; y hacia el continente se extiende 25
km en direccion perpendicular a la linea de costa. Dentro de esta zona, los primeros
15 km hacia el interior, comprenden el area de influencia directa de la interfaz
marina, definida principalmente por la presencia de planicies palustres de influencia
supramareal. Los restantes 10 km incluyen humedales dulceacuicolas ecoldgica y
antropicamente interconectados con el area de influencia directa. El limite marino
se extiende 5 km hacia el mar y comprende puntos de resurgencias, pastos marinos
y sedimentos de origen terrigeno-calcareo, en movimiento constate por corrientes
litorales (Palacio 2006).

De acuerdo con Yarfiez et al. (2012), la Laguna de Términos es un ecosistema
extremadamente importante para los estudios de gestion integral basados en el
ecosistema debido fundamentalmente a:

e Alta productividad primaria natural.

e Alta diversidad ecologica, en términos de especies biolégicas, grupos
funcionales de conjuntos de poblacion y habitats.

e Recursos valiosos de peces, ostras, mariscos y vida silvestre, incluida la zona
de pesca mas importante en el sur del Golfo de México.

e Estacionalidad ambiental y condiciones hidrobioldgicas.

e Cambios temporales en el comportamiento ambiental del sistema.

e Actividades actuales de petréleo y gas e industrias petroquimicas.



e Lainclusion de una gran parte del ecosistema de la Laguna de Términos en el
Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas de México como Area de

Proteccion de Flora y Fauna Silvestre y Acuéatica.

Isla Aguada

Ciudad del
Carmen

Sistema
Candelaria-Panlau

Sistema Pom-Alasta

Sistema
Chumpam-Balchacah

Sistema
Palizada-Del Este

N
: A
Palizada | 10 km

Figura 1. Laguna de Términos, y sus sistemas fluvio-lagunares-estuarinos: cuatro sistemas fluvio

lagunares Chumpam-Balchacah, Candelaria-Panlau, Palizada-Del Este y Pom-Atasta.

2.2.1. Caracteristicas de la Laguna de Términos

Clima

La circulacion de agua en la Laguna generalmente sigue una direccion en el sentido
de las agujas del reloj; las corrientes de los océanos y los patrones de viento
establecen un flujo neto de agua desde la entrada Este de Puerto Real. Esta agua
marina se mezcla con agua fresca rica en nutrientes en la laguna y regresa al Golfo
de México a través de la Boca El Carmen (Currie 2001; Villéger et al. 2010); esto
crea condiciones de alta salinidad (23.5-39.2 dS/m) y agua clara en el extremo Este
de la laguna (Yarnez et al. 2012). El flujo de nutrientes resultante ayuda a sustentar
numerosas pesquerias en alta mar en la Sonda de Campeche, lo que la convierte
en una de las zonas de pesca mas productivas de México. Muchas de estas mismas
especies pesqueras dependen directamente de las aguas poco profundas y los
ecosistemas de manglares de la Laguna como vivero para peces juveniles (Currie
2001).



Hay tres temporadas climaticas en esta region: i) de junio a septiembre,
predominan las lluvias con precipitaciones convencionales por la tarde y por la
noche asociadas con la zona de convergencia intertropical; ii) de octubre a enero
es el periodo de nortes o tormentas frontales de invierno; iii) y de febrero a mayo es
la estacion seca, cuando la zona de convergencia intertropical esta al sur del
Ecuador (Ruiz et al. 2009; Ayala et al. 2012; Yafnez et al. 2012). La temporada de
nortes representa la de mayor variabilidad ambiental, con fuertes tormentas
asociadas a lluvias durante noviembre, diciembre y enero (Yafez y Day 1982;
Robadue et al. 2004; Grenz et al. 2017). En esta época la frecuente ocurrencia de
frentes frios, provocan una importante disminucion de la temperatura ambiente y del
agua, un incremento en los procesos de mezcla de agua de diferente origen y alta
turbulencia que provoca la resuspension de materiales (Ayala et al. 2003).

La regidn presenta ademas, tres diferentes tipos de clima: clima calido sub-
hamedo intermedio con lluvias en verano (Awl(w)) en Isla Aguada, frente a la Boca
de Puerto Real; clima céalido subhimedo con mayor humedad (Aw2(w) en la zona
qgue rodea a la Laguna de Términos, incluyendo la Isla del Carmen, y clima calido
hamedo (el mas humedo de los subhimedos) con abundantes lluvias en verano
(Am(f)) en la zona de Palizada, Pom-Atasta hasta el Rio San Pedro (Ayala et al.
2012; Amador y Frutos 2015). La temperatura del agua varia entre 19-21 °C en
enero-febrero durante la temporada de nortes, hasta 28-30 °C en junio, al final de la
temporada seca.

Hay dos sistemas de viento bastante distintos: durante temporada de nortes,
principalmente de octubre a febrero, los vientos son del noroeste. Durante la mayor
parte del resto del afio, existe un sistema de brisa marina que se ve afectado por
los intercambios, con vientos predominantemente del Este-Sureste (Ayala et al.
2012).

Hidrologia
La Laguna de Términos forma parte del delta de la principal cuenca hidroldgica del
pais, integrada por los rios Mexcalapa, Grijalva y Usumacinta. Ademas cuenta con

rios distributarios como el Palizada y tributarios secundarios como Marentes, Las



Pifas, Las Cruces, Chumpan, Candelaria y Arroyo Lagartero, y se encuentra
asociada con los sistemas fluvio lagunares deltaicos denominados: Pom-Atasta,
Palizada-Del Este, Chumpan-Balchacah y Candelaria-Panlau (Fig. 1) (DOF 1994).
El sistema Pom-Atasta no tiene tributarios directos, su hidrologia se basa en
escurrimientos provenientes fundamentalmente de los rios San Pedro y San Pablo
(Enciso 2000; Martinez 2003).

El rio Usumacinta cubre parte de México y Guatemala, es el rio mas grande de
Mesoameérica y uno de los recursos hidricos compartidos mas importantes en el
hemisferio occidental (Sanchez et al. 2004). Este rio es el de mayor volumen de
descarga de agua dulce y sedimentos terrigenos hacia el mar en todo México
(Robadue et al. 2004; Rivera 2015). El delta estd compuesto por el Usumacinta
como rio principal, y el rio Grijalva, como un importante afluente. Este sistema
Grijalva-Usumacinta, desarrolla un estuario claramente estratificado que recibe un
gran aporte de material terrigeno. El sistema se considera el segundo contribuidor
de agua dulce mas importante en América del Norte, con un escurrimiento medio
anual de 12.5*10° m3afio (Ayala et al. 2012; Grenz et al. 2017).

El rio Usumacinta da origen al rio Palizada antes de llegar al poblado de Jonuta.
Este dltimo rio desemboca en la Laguna de Términos a través del sistema fluvio-
lagunar Palizada-Del Este (Ayala et al. 2012). La descarga mas alta ocurre de
septiembre a noviembre con un total promedio de 6*10° m3afio (Robadue et al.
2004).

Sedimentos
Existen dos fuentes principales de sedimentos: sedimentos fluviales y sedimentos
calcareos provenientes de la zona de playa al Este de la Laguna (Lanza y Lozano
1999; Garcia et al. 2004; Robadue et al. 2004). Las arenas calcareas predominan
en el area de la ensenada de Puerto Real y en la parte posterior de la isla; mientras
gue, los sedimentos limosos se encuentran en las zonas Sur y Oeste (Yafez y Day
1982; Grenz et al. 2017).

Los sedimentos son predominantemente areno-limosos con cambios laterales

a limo-arenosos; estan formados por granos de arena fina y de limo grueso a fino



gue varian de moderadamente bien a mal clasificados. Las arcillas siempre estan
asociadas a los limos, ricos en materia organica vegetal aportada por los pantanos
de manglar. Las gravas y arenas constituyen una fraccion menor (2 y 7%,
respectivamente); y son clastos aportados por los bancos de almeja u ostion y por
los antiguos cordones de playa (Gutiérrez et al. 1982).

La mayoria de los sedimentos en la laguna contienen aproximadamente 50%
de carbonato de calcio; en la desembocadura del rio Palizada el contenido es de
30-35%, y cerca de la entrada de Puerto Real hay mas del 70% (Yafez y Day 1982).
Alrededor del 30% de la laguna esta en proceso de deposicion de sedimentos, lo
que significa que se enfrenta a un importante problema de acumulacion de

sedimentos (Grenz et al. 2017).

Diversidad biol6gica

La distribucion de las comunidades de plantas dentro de la laguna refleja claramente
las condiciones de circulacion, claridad del agua y salinidad de la laguna. Dos
entradas conectan la laguna con el mar, y hay un fuerte flujo de red a través de la
laguna causada por los vientos dominantes, que resultan en ensamblajes de
foraminiferos y macrofauna bentoénica, y migracion de peces y camarones (Yanez y
Day 1982).

Las areas costeras son normalmente areas con intensa actividad bioldgica,
donde los manglares y los pastos marinos juegan un importante papel en el
entrampamiento y estabilizacién de los sedimentos (Amador y Frutos 2015). Casi
toda la laguna esta rodeada por manglares que se extienden por los rios y lagos
asociados hasta el limite de la influencia marina (Yafiez y Day 1982). Los manglares
de la Laguna son considerados como los mas representativos del Golfo de México
y el Caribe, proporcionan muchos servicios ambientales, al convertirse en medios
naturales de control, ya que forman barreras contra inundaciones, evitan la erosion
costera, filtran toxinas y remueven nutrientes, ademas son el habitat de diversas
especies de peces, crustaceos, moluscos con importancia ecolégica y comercial
(Amador y Frutos 2015).
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En el ecosistema lagunar ecosistema, Yafez et al. (1982) identificaron 45
géneros de fitoplancton: 34 fueron diatomeas, 4 dinoflagelados, 3 clorofitas, 2
cianobacterias y 2 rodofitos, con pocas especies no identificadas de silicoflagelados
y coccolithophores. Las diatomeas dominan el fitoplancton neto de la laguna, y se

distribuyen a lo largo de la misma.

Salinidad

La marea y la entrada fluvial son los principales procesos que controlan las formas
oxidadas de fosforo y nitrégeno inorganico durante la estacién himeda. Durante la
estacion seca, los niveles de sustancias quimicas inorgéanicas parecen estar
originados por condiciones locales como la turbulencia, el estado de reduccién del
tipo de sedimento y la actividad biolégica (Yafez y Day 1982).

La distribucién espacial de la salinidad en la laguna mostro la existencia de una
corriente marina que entra por Boca Puerto Real y se mezcla con aguas dulces
aportadas principalmente por los rios Palizada, Candelaria y Chumpan. Esto origina
una masa de agua de menor salinidad que sale de la laguna por Boca del Carmen,
patrén que es inducido principalmente por la accion de los vientos predominantes
con direccion noroeste (Lanza y Lozano 1999; Grenz et al. 2017). La mayor
salinidad se reporta en la parte oriental de la laguna y durante la estacion seca
(Yafiez y Day 1982).

En la cuenca central, la salinidad varia desde alrededor de 12 ups (18.8 dS/m)
en noviembre cuando se produce la descarga mas alta del rio durante la temporada
de nortes; y en junio al final de la estacion seca pueden presentarse hasta 30 ups
(46.9 dS/m). También hay una alta intensidad de radiacion solar y alta transparencia
del agua al final de la estacion seca (Yafiez et al. 2012); resultando en una condicion
polihalina (39-46.9 dS/m) en abril y junio (secas y principio de lluvias), y mesohalina
(7.8-28 dS/m) en noviembre (nortes) (Fichez et al. 2017; Grenz et al. 2017).

Delimitacion de las unidades del paisaje costero
Desde el punto de vista morfogenético, la laguna es un sistema estuarino

secundario de tipo restringido. Se considera secundario, porque ha sido modificado
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en su estructura base original por procesos geomorfolégicos erosivos-acumulativos
de origen marino y fluvial. De tipo restringido, debido a que la comunicacion
hidrodindmica entre la laguna costera y el mar se encuentra parcialmente obstruida
por una serie de barras litorales (Isla del Carmen) dispuestas transversalmente. Por
otra parte, desde el punto de vista sedimentoldgico, se encuentra sobre ambientes
marinos marginales, de planicies bajas intermareales y fluvio-deltaicos que originan
facies sedimentologicas, dispuestas a manera de franjas, a lo largo de un gradiente
tierra-mar.

El sistema de unidades del paisaje en Laguna de Términos esta compuesto por
dos interfases, 13 geosistemas (5 marinos y 8 continentales) y 12 geofacies. La
interfase marina comprende los geosistemas del vaso lagunar y zona marina
adyacente, y la interfase continental los geosistemas terrestres regulados por los

regimenes de inundacion sobre planicies de distintos origenes (Palacio 2006).

2.2.2. Area de Proteccion de Floray Fauna Laguna de Términos (APFFLT)
Desde la época prehispéanica, la Laguna de Términos tuvo una importancia para el
aprovechamiento de recursos naturales y de comunicacion para las poblaciones
mayas; tanto en el sistema lagunar principal como por sus vias fluviales de los rios
Palizada, Candelaria, Chumpan, San Pedro y San Pablo y el estero de Sabancuy
(Amador y Frutos 2015).

El gobierno federal publicé un decreto el 6 de junio de 1994 que establecid
oficialmente que la region de la Laguna de Términos era un Area Protegida para
Flora y Fauna. El decreto establecié un area que cubre 7061 km? (Amador et al.
2008), incluyendo la Laguna de Términos y su litoral asociado, la Isla del Carmen,
la Peninsula de Atasta y la zona costera hasta 10 metros de profundidad de agua
(Currie 2001).

Este decreto como Area Natural Protegida con el caracter de Area de Proteccién
de Flora y Fauna fue con la finalidad de: i) planear y administrar integralmente los
recursos ecologicos de la region, ii) proteger las condiciones ambientales para

armonizar y dinamizar su desarrollo, y iii) preservar el equilibrio de los habitat de los
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gue depende la asistencia, transformacion y desarrollo de las especies silvestres y
acuaticas (DOF 1994).

El APFFLT ha sido identificado por la CONABIO como un &rea terrestre, marina
e hidroldgica prioritaria, ademas de ser considerada un Area de Importancia para la
Conservacion de las Aves (AICA). En el ambito internacional, el area esta
reconocida como humedales de relevancia internacional por la convencion
RAMSAR (Convencion Relativa a los Humedales de Importancia Internacional)
firmada en Iran en 1971 (Gold et al. 2010). En primer lugar, porque en ella descarga
el sistema hidrico de agua dulce mas importante de México (Grijalva-Usumacinta).
En segundo lugar, esta zona resguarda una alta diversidad de animales endégenos
y migratorios, con aproximadamente mas de 1400 especies. En tercer lugar, porque
agui se reunen mas de 300 especies de flora acuatica y terrestre que proveen
servicios ambientales que nutren a la region, y de particular relevancia se pueden
destacar los distintos tipos de mangle (Amador y Frutos 2015).

La importancia de la Laguna radica no sélo por ser hoy en dia un Area Natural
Protegida (ANP), sino que es un espacio geo-histérico, social, cultural y
geoestratégico internacional para el presente y futuro de la region sureste de
México. Por lo que el Estado mexicano ha instrumentado procesos de planeacion
en el territorio, al menos desde finales de la recién pasada década de los 1980s a
la fecha, con el fin de determinar usos y actividades productivas como la petrolera,

entre otras (Solano y Frutos 2013).

2.2.3. Pom-Atasta

Dentro del APFFLT, al sur del estado de Campeche y al interior del municipio
petrolero de ElI Carmen, se encuentra la Peninsula de Atasta. En esta microrregion
se forma el sistema lagunar deltdico Pom-Atasta (Fig. 2), el cual esta asociado al
ecosistema marino del Golfo de México, en donde ocurren diversos eventos
hidrometeoroldgicos como huracanes, ciclones y tormentas tropicales. La poblaciéon
total de la Peninsula de Atasta es de 13 mil 891 habitantes, la cual se encuentra

distribuida en seis localidades: Pueblo de Atasta, Puerto Rico, Nuevo Progreso,
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Emiliano Zapata, San Antonio Cardenas y Nuevo Campechito (Amador y Frutos
2015).

Ejido
Emilianm
Zapata

Nuevo =
Progresa San Antonio

Carde nas Atasta 180 Puerto-Rco

5 km

Figura 2. Sistema lagunar Pom-Atasta

Las lagunas Atasta y Pom, tipicas de litoral, cubren un area aproximada de 80 km?,
sin considerar a las lagunas pequefias y a las lagunetas; de los cuales 50 km?
corresponden a la Laguna Pom, que es la de mayores dimensiones (Gutiérrez et al.
1982). La laguna de Atasta es alargada, con un eje principal de 9 km de longitud
orientado al noroeste-suroeste. Mientras que, la laguna de Pom tiene una forma
elipsoidal con un didmetro mayor de aproximadamente 10 km de longitud (Ruiz et
al. 2009). Ambas lagunas, Atasta y Pom, estdn comunicadas entre si por un canal
angosto conocido como Boca del Pom. Este canal es el remanente de la porciéon
central del cuerpo lagunar, que por los procesos hidrodindmicos y de sedimentacién
ha experimentado un pronunciado angostamiento, con acrecion de pantanos de
manglar (Gutiérrez et al. 1982).

El origen del grupo de las lagunas, del que forma parte el sistema Pom-Atasta,
se debe al aporte de sedimentos terrigenos y a los movimientos laterales de los rios
Usumacinta, San Pedro y San Pablo. La forma y las dimensiones de las lagunas
estan siendo modificadas por la tasa de sedimentaciéon (Amador y Frutos 2015), que
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se estima como alta, por la acrecion de los pantanos de manglar y por el desarrollo
de los bancos de ostién y de almeja (Gutiérrez et al. 1982).

Estas lagunas estan sujetas a impactos ambientales tales como la construccion
de la infraestructura petrolera, el dragado de la laguna de Pom para instalar tuberias
que transportan petrdleo crudo y gasolina, la remocion de manglares con el fin de
utilizar el terreno para fines agricolas y la instalacion de plataformas de perforacion,
las incipientes actividades acuicolas y los asentamientos humanos (Ruiz et al.
2009). La industria petrolera es la fuente econémica mas importante del sistema, y
gue ademas, ha traido efectos ambientales durante los trabajos de exploracion,
explotacion y distribucion de hidrocarburos (Gonzéalez 2002; Aguirre y Diaz 2006).
Por lo que el sistema Pom-Atasta, en comparacion con los otros tres sistemas
asociados a la Laguna de Términos, es considerado el mas impactados por el
hombre, ademas de ser el de mayor superficie y de mejor acceso para la pesca
(Barreiro y Aguirre 1999).

En la mayoria de los poblados (Emiliano Zapata, Nuevo Progreso, San Antonio
Cardenas, Puerto Rico, Atasta) predominan la siembra de maiz, frijol y la plantacién
de la Palma de Coco. Los habitantes del municipio se dedican en un gran porcentaje
a las labores agricolas (CIL 2007).

La Peninsula de Atasta ha sido una de las zonas del APFFLT en donde mayor
presencia tiene la actividad petrolera, la cual ha ocurrido en dos etapas. En una
primera etapa denominada de ocupacion territorial moderada (1950-1988), en la
cual PEMEX perforé so6lo 33 pozos; y la segunda etapa denominada de ocupacion
territorial de expansion intensiva (1994-2014), estando ya vigente la declaratoria del
nuevo ordenamiento territorial del ANP. En tan solo 20 afios, la paraestatal amplié
sus areas; sin embargo, esta Ultima etapa sigue en expansion, dando un amplio
margen de maniobra a la paraestatal sobre el territorio protegido (Amador y Frutos
2015).

El sistema Pom-Atasta pertenece a una interfaz marina y es una geofacie
limnolégica-estuarina determinada por la confluencia de flujos de agua marinos y
continentales con diferentes caracteristicas hidrodinamicas y sedimentoldgicas.

Como resultado, tiene una sedimentacion terrigena diferencial y marino calcarea
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gue genera rasgos geomorfologicos de transicion entre ambientes marinos, fluvio-
palustres y fluviales, acorde a la energia relativa de las corrientes de deriva litoral,
las mareas, el oleaje y los volumenes de los flujos de agua fluvial. La zona con
mayor influencia continental es dentro del vaso lagunar, esto debido a que los
aportes de agua dulce asociados representan el 76% del total que ingresa a la
laguna a través de Rio Palizada. La salinidad del sistema refleja los gradientes
tipicos estuarinos entre aguas dulces y ambientes mesohalinos (<28 dS/m) (Palacio
2006).

2.2.4. Palizada-Del Este

Se localiza en la porcion Sur-Oeste de la Laguna de Términos e incluye: i) la
desembocadura del rio Palizada en dos ramales y sus deltas respectivos; ii) tres
lagunas denominadas Vapor, Del Este y San Francisco (Fig. 3) (con una superficie
conjunta de 89 km?); iii) la desembocadura de tres rios secundarios, Las Pifas,
Marentes y Las Cruces, y iv) la conexion con la laguna de Términos mediante dos
bocas, siendo la occidental la principal y denominada Boca Chica (Benitez y
Barcenas 1996; Villalobos y Mendoza 2010; Escamilla et al. 2014; Ayala et al. 2015).
Palizada comprende a diecinueve localidades y una poblacién total de 6 mil 289
habitantes (Amador y Frutos 2015), presenta un intervalo de salinidad promedio de
0 a 12.5 dS/m, temperatura de 22 a 31 °C y transparencia de 48 a 66% (Ayala et al.
2015).
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3 km

Figura 3. Sistema lagunar Palizada-Del Este

El sistema Palizada ademas de constituir el principal aporte dulceacuicola de la
Laguna de Términos, posee grandes comunidades de vegetacion acuatica, asi
como mangles de tipo ripariano, considerados como los de mayor desarrollo del
continente. Estos grupos floristicos en los sistema costeros, actian como filtros de
sedimentos, nutrientes y contaminantes, reciclando los nutrientes para
transformarlos en materia organica (Vazquez et al. 2005).

El rio Palizada es el brazo mas caudaloso del Usumacinta, con meandros
diversos a través de una planicie aluvial baja y pantanosa, cubierta por vegetacion.
También recibe las aguas del arroyo Blanco, sigue su curso hasta unirse con el rio
Viejo y desemboca en la Laguna del Este, donde también desembocan pequefas
corrientes de los rios Pifias y Marentes, que finalmente salen por Boca Chica a la
Laguna de Términos (Villalobos y Mendoza 2010).

Las actividades agricolas y pecuarias han sido el principal agente detonador de
cambio de uso de suelo, que es una fuente potencial de contaminacion a la columna
de agua, sedimentos y organismos de su sistema fluvio lagunar (Ramos y Villalobos

2015). La agricultura ocupa una superficie de 9633.41 ha, que representa el 4.65%

17



de la superficie total de la microcuenca. Se realizan tres tipos de cultivo agricola
predominantemente: arroz, sorgo, y manutencion; que consiste en la produccion de
maiz, frijol, chile, mango, entre otros. El cultivo de arroz y sorgo realizado por
empresas privadas presenta el 0.68% de superficie de la microcuenca (205.1 ha);
mientras que, el cultivo de manutencion cubre aproximadamente un 78% de la
superficie del total de ésta.

El cultivo de arroz es el mas importante y su principal fuente de contaminantes
debido a las caracteristicas de resistencia que presenta ante la inundacion.
Contrariamente, los cultivos de manutencion son mas sensibles a la humedad y
presentan mayores pérdidas en caso de inundacién (Escamilla et al. 2014). Los
productos mas utilizados en esta unidad son los herbicidas propanilo, 2,4-D vy
molinato, asi como el insecticida malation. Estos representan el 70% del total de los
plaguicidas utilizados en las cuencas de drenaje de los sistemas fluvio-lagunares
(Benitez y Barcenas 1996). La comunidad “El Juncal” es una de las principales
productoras de arroz en Palizada. En ella, todos los productores utilizan fertilizantes,
predominando los compuestos en mayor medida por fésforo, y el 100% lo aplican
en el mes de mayo y de forma manual (Angeles et al. 2016).

El sistema Palizada-Del Este se ubica dentro de la interfase continental,
clasificado con un geosistema fluvio lacustre-estuarino; donde van a interactuar
activamente procesos fluviales, lacustres y marinos. En funcion de la intensidad
relativa y los tipos de interacciones se pueden diferenciar tres subzonas: baja, media
y alta. En la baja existe un encuentro frontal entre el prisma mareal que entra a la
Laguna de Términos por las bocas del Carmen y Puerto Real y el caudal fluvial de
los rios de la regién, originando cuerpos fluvio-lacustres de influencia marina en
ambientes mesohalinos continentales. Desde el punto de vista sedimentolégico,
existe una transicion entre facies clastico-siliceas y facies litorales de arenas
calcareas afectadas por mareas. La subzona media esta compuesta por ambientes
estuarinos oligohalinos (0.8-4.7 dS/m), producto de la mezcla de mayores
volimenes de agua dulce y menores de agua salobre. Presentan alta turbidez en la

época de lluvias y predominio de depdsitos de grano fino y fragmentos vegetales.
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Finalmente, la subzona alta del geosistema, se encuentra aguas arriba sobre los

lechos fluviales, con salinidades de 0.2 dS/m (Palacio 2006).

2.3. Los plaguicidas en los sistemas lagunares

En las Ultimas décadas y a partir del modelo de agricultura industrial impulsado en
el pais, el uso de plaguicidas (insecticidas, fungicidas y herbicidas) y fertilizantes
sintéticos ha aumentado de forma preocupante (Arellano y Renddn 2016). Los
plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias que se destinan a controlar
plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de animales, asi como
las especies no deseadas que causan perjuicio o que interfieren con la produccién
agropecuaria y forestal (Chi et al. 2016; Bejarano 2017).

Estas sustancias representan un riesgo para la salud humana y del ambiente
debido a que pueden contaminar suelos, agua, sedimentos y aire (Hernandez y
Hansen 2011; Akbar y Sultan 2016; Arellano y Rendon 2016), debido a que llegan
a cuerpos de agua por escurrimiento, infiltracién y erosién de los suelos, en lugares
donde se han aplicado. También pueden movilizarse por transporte tanto
atmosférico como por escurrimiento durante lluvias o riego agricola y, de esta
manera, transportarse hacia cuerpos de agua, tanto superficiales como
subterrdneos hasta contaminar agua y sedimentos (Herndndez y Hansen 2011).
Algunos estudios realizados indican que el porcentaje de plaguicidas que son
arrastrados por las aguas de escorrentia puede fluctuar del 0.5 al 5% de lo aplicado
en los campos de cultivo (Benitez y Barcenas 1996).

Los sedimentos son el habitat natural y la fuente de alimento para muchas
especies de organismos, las cuales pueden ser afectadas de manera directa o
indirecta por la presencia de algun contaminante (Villalobos 1990). En los tropicos
como la Laguna de Términos, los campos de arroz han sido identificados como uno
de los principales contribuyentes de residuos de plaguicidas que contaminan el
medio ambiente; ademas de la practica comun de drenar el agua de arroz en
canales de irrigacion que eventualmente fluyen hacia el sistema de agua dulce y

luego al medio marino (Abdullah et al. 1997).

19



Debido a que los plaguicidas son transportados largas distancias dependiendo
de su persistencia, pueden afectar a organismos que estén alejados de la zona de
influencia. Tal es el caso del DDT aplicado en zonas tropicales y que se ha

detectado como DDE en el Artico viajando miles de kilometros (Chi et al. 2016).

2.3.1. Plaguicidas organoclorados

Los compuestos organoclorados fueron los primeros en emplearse en el control de
insectos por su alta efectividad en eliminarlos (Chi et al. 2016). Debido a su caréacter
persistente, toxicidad y propiedades bioacumulativas, éstos son de particular
preocupacion (Abdullah et al. 1997; Vazquez et al. 2005). En general, son muy
estables quimica y bioquimicamente, su vida media en el ambiente es superior a los
diez aflos. En muchos casos, sus productos de degradacion parcial son mas
estables que el compuesto original. Uno de los principales representantes de este
grupo es el hexaclorociclohexano (HCH), del cual solo el isémero gamma (lindano)
tiene actividad insecticida. Uno de los compuestos organoclorados mas importantes
es el diclorodifeniltricloroetano (DDT), mientras que otros compuestos
representantes de esta categoria son el aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro,
endosulfan, mirex, clordecona (kepona) y clordano (Vazquez et al. 2005). En 1991,
se prohibié el uso de seis plaguicidas organoclorados: aldrina, dieldrina, endrina,
mireX, toxafeno y clordano (Borabe et al. 2013).

Aun cuando el inventario del uso de plaguicidas demostré6 que muchos de los
plaguicidas organoclorados no se aplican en la actualidad (Herndndez y Hansen
2011), en este estudio se analizaron algunos que por ser persistentes -con vidas
medias superiores a 18 meses-, se adsorben en materia organica y, por lo general,
tienen baja movilidad. Ademas, estos plaguicidas pueden persistir en la atmésfera
por largos periodos y viajar grandes distancias antes de depositarse, por lo que
pueden contaminar a cuerpos de agua lejanos del sitio donde fueron aplicados.

2.3.2. Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados fueron desarrollados durante la Segunda Guerra

Mundial (Vazquez et al. 2005). Son menos persistentes en el ambiente que los
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organoclorados (Ortiz et al. 2014); sin embargo, son sustancias mucho mas toxicas
que se han vinculado a efectos adversos a la salud de diferentes especies,
incluyendo a las poblaciones humanas (Arellano y Rendén 2016).

Estos compuestos son wusados muy ampliamente como insecticidas,
nematicidas y defoliantes. Algunos ejemplos son el diazinén, el monocrotofos,
malation, el paration, el metil paration y el fosdrin. En general, son poco estables
quimica y bioquimicamente y, por lo tanto, su tiempo de vida ambiental media va de

una semana a algunos meses (Vazquez et al. 2005).

2.3.3. Contaminacién por plaguicidas en Campeche y Laguna de Términos
Los ecosistemas costeros de Campeche revelan altas concentraciones (>1000
Mg/g) de hidrocarburos y pesticidas en los sedimentos (Nava et al. 2018), debido al
impacto drastico de la presion humana durante las Gltimas décadas (Amador et al.
2008; Yafez et al. 2012; Hernandez et al. 2014). Entre los principales cultivos en la
cuenca estan el arroz, maiz y chile, los cuales comprenden cerca de 40 000 ha y
corresponden al 85% del area cultivada. En general, como sucede en todo el pais,
no se cuenta con una asesoria que brinde las indicaciones necesarias para una
aplicacion segura de los plaguicidas;. La informacion directamente relacionada
sobre el uso de plaguicidas no es facil de obtener; sin embargo, existen algunos
estudios que indican qué tipo de plaguicidas se emplean en el estado de Campeche
y que afectan la Laguna de Términos. (Renddn et al. 2004; Vazquez et al. 2005;
Villalobos y Mendoza 2010; Arellano y Rendén 2016).

El carbofuran es el plaguicida con mayor cantidad de criterios de peligrosidad
gue se emplea en Campeche (Bejarano 2017). Por otra parte, los plaguicidas
metomilo, metamidofos, paration metilico, ometoato y endosulfan son de los
plaguicidas que tienen tres criterios de peligrosidad, aunque es importante resaltar
que en el 2016, después de muchos afnos, la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) retird el permiso para el uso del endosulfan
(Bejarano 2017).

Plaguicidas como el DDT dejaron de usarse en México oficialmente desde el

afio 2000 (Chi et al. 2016) para el control de vectores de enfermedades como el
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paludismo y dengue. Sin embargo, en el area de Laguna de Términos se ha
reportado la presencia de compuestos de las familias del diclorodifeniltricloroetano
(DDT), endosulfanes, drines, clordanos, isomeros del hexaclorociclohexano (HCHS)
y clorpirifos, tanto en sedimento como en biota acuatica (Carvalho et al. 2009).
Mientras que se ha dejado de lado el conocimiento sobre el impacto de estos
compuestos en los organismos terrestres.

Desde 1995 vya se reportaban concentraciones de plaguicidas Yy
policlorobifenilos (PCBs) en los sedimentos y biota (ostiones, almejas, camarones)
de la parte baja del Rio Palizada; y de hidrocarburos en la Laguna de Pom (Gold et
al. 2010). Asimismo, estudios realizados en la Laguna de Términos presentados por
Villalobos y Mendoza (2010) muestran residuos de plaguicidas organoclorados y
PCBs en catorce bancos ostricolas de Crassostrea virginica. De acuerdo con la
distribucion de éstos, concluyen que se originan en ciudades y pueblos alrededor
de la laguna, vinculados con residuos procedentes de talleres de reparacién y otras
actividades industriales. Otro estudio realizado por Vidal et al. (2006) en la zona de
Campeche determind la presencia de metales pesados, hidrocarburos aromaticos,
plaguicidas y PCBs en camarén rosado (Farfantepenaeus duorarum). Los
resultados indican que practicamente todos los camarones presentaron residuos de
cada uno de los grupos de contaminantes mencionados.

Diaz et al. (2005) determinaron residuos de plaguicidas organoclorados en
peces procedentes de los sistemas fluvio lagunares de Candelaria-Panlau (Arius
melanopus) y Palizada (Cichlasoma spp.) circundantes a la Laguna de Términos. El
estudio encontro las mas altas concentraciones de DDT en el sistema Palizada-Del
Este. Es importante recordar que el 2DDT esta limitado a un uso restringido, segun
el catalogo oficial de plaguicidas (COP 2004) y al igual que el lindano y el endrin,
forma parte de la llamada “docena sucia” de plaguicidas por su peligrosidad (Diaz
et al. 2005; Arellano y Renddn 2016). Esta alta concentracion del DDT en el sistema
Palizada coincide con los resultados de Carvahllo et al. (2009), donde el analisis de
agua filtrada revel6 la presencia de varios compuestos organoclorados en la fase
disuelta, como los productos de degradaciéon del DDT y varios PCBs. La mas alta

concentracion de DDT en agua se midio en la cuenca del rio Palizada. Asi mismo,
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un andlisis de los sedimentos costa sur de Campeche -donde incluyeron la
desembocadura del rio Palizada-, encontraron varios plaguicidas organoclorados
como el HCH, aldrin, ep6xido de heptacloro, DDT y metoxicloro (Vazquez et al.
2005). Estos compuestos estan asociados directamente a la descarga del rio y al
elevado contenido de materia organica determinado.

Arellano y Rendon (2016) en su estudio sobre el empleo de plaguicidas en la
Peninsula de Yucatan, analiz6 5 puntos en la Laguna de Términos: Pom-Atasta,
Palizada, Estereo Pargo, Panlau y Balchacah. Como parte de los resultados,
encontroé residuos de plaguicidas organoclorados en todas las muestras analizadas;
sin embargo, no detectaron residuos de plaguicidas organofosforados. Estos
resultados los relacionaron con las fechas en que realizaron el muestreo, ya que en
octubre y diciembre no es temporada de aplicacion y los organofosforados no son
tan persistentes. Asimismo, todas las zonas analizadas en este estudio presentaron
residuos de endosulfan; con elevadas concentraciones de HCH en Palizada.
Ademas, altas concentraciones de drines y DDT en las aguas de Panlau y Pom-
Atasta. Aunque varios de estos compuestos han sido prohibidos desde hace tiempo,
su alta persistencia en el ambiente hace que todavia se detecten en diversos
sustratos ambientales.

También se ha evaluado la exposicion de tres especies de ratones silvestres
(Oryzomys couesi, Peromyscus leucopus y Reithrodontomys gracilis) a plaguicidas
anticolinérgicos y organoclorados en nueve sitios de Laguna de Términos. Veinte
compuestos organoclorados fueron detectados en el higado de los ratones, de los
cuales soélo el lindano, el aldrin y el heptacloro se encontraron en cantidades que
sugerian una exposicion reciente, atribuyendo esta exposicion a deposiciones
atmosféricas (Chi et al. 2016).

En estudios realizados hace 20 afios, no se reporto al glifosato como uno de los
herbicidas de amplio uso en el estado. Sin embargo, actualmente el glifosato es uno
de los productos mas vendidos en el estado, y principalmente asociado a la soya

transgénica (Bejarano 2017).
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2.4. Contaminacion por hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aroméaticos policiclicos (HAPS) se encuentran entre los grupos de
contaminantes organicos mas ampliamente distribuidos en el ambiente altamente
persistentes en suelos y sedimentos (Vazquez et al. 2005; Cébron et al. 2008).

Actualmente se asume que los HAPs en el medio costero y marino provienen
de fuentes antropogénicas como descargas urbanas, vertimientos accidentales, de
las plataformas y pozos petroleros e ingresan a la zona costera, asociada con
particulas y coloides en la columna de agua, que floculan y sedimentan hacia la
interfase agua-sedimentos. De esta forma, los sedimentos y las particulas
asociados a los contaminantes estan disponibles para la biota y se bioacumulan.
Los HAPs se caracterizan por su baja hidrosolubilidad y de baja a moderada
volatilidad y su vida media varia de una semana a dos meses para ambientes
acuaticos, de dos meses a dos afios en suelos y de 8 meses a 6 afios en sedimentos
(Vazquez et al. 2005).

Cada fraccion de petréleo suele estar compuesta por cientos de diferentes
moléculas de hidrocarburos en lugar de una composicion definida. Por lo tanto, las
fracciones son diferentes en términos de volatilidad, biodisponibilidad, toxicidad,
degradabilidad y persistencia (Fuentes et al. 2014). Esta compleja serie de
compuestos representa un desafio para el disefio de estrategias de biorremediacion

efectivas.

2.4.1. Desarrollo petrolero en la Laguna de Términos
El desarrollo socioeconémico en la Laguna de Términos ha aumentado
considerablemente en las ultimas décadas debido al crecimiento de la industria
petrolera. La contaminacién por petréleo esta considerada como uno de los
principales problemas ambientales en la zona, la cual se incrementa dia con dia
debido al uso del petroleo como el principal recurso energético (Vazquez et al. 2005;
Conan et al. 2017).

La compafiia petrolera nacional, Petroleos Mexicanos (PEMEX), ha tenido una
presencia significativa en la regién de Laguna de Términos desde la década de 1970

(Garcia et al. 2004). Esta presencia se ha concentrado en la ciudad de EI Carmen

24



y la Peninsula de Atasta, pero ha influido en toda la region a través de estudios
sismicos y de exploracion (Currie 2001; Sanchez et al. 2004). Tras la llegada de
Pemex, los nucleos poblacionales han crecido de tal forma que en el caso de Ciudad
del Carmen, se comenz6 a generar un alto volumen de aguas residuales que
generalmente desembocan en la Laguna y el Golfo de México (Amador y Frutos
2015).

Tres cuartas partes del petréleo de México y la mitad de su gas natural son
extraidos por plataformas marinas en el Golfo de México mas alla de los limites del
Area Protegida de la Laguna de Términos. Una red de tuberias conecta estas
plataformas con la costa dentro del rea en la Peninsula de Atasta, al Oeste de la
Laguna. Ademas de la exploracién y los pozos de petroleo, PEMEX tiene una planta
de recompresion en la Peninsula de Atasta para presurizar el gas natural para su
envio por las instalaciones de procesamiento de tuberias mas hacia el oeste en el
estado de Tabasco. Las actividades fisicas de PEMEX han alterado el uso del suelo,

modificado el flujo natural de los rios y la escorrentia superficial (Currie 2001).
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3. Planteamiento del problema de investigacion

En afos recientes, las actividades ganaderas y agricolas —como una extensa y
creciente produccion arrocera— han cobrado gran importancia en las zonas
aledafas a la Laguna de Términos (Vazquez et al. 2005). Esto ha conllevado a que
el uso de plaguicidas y fertilizantes sintéticos haya aumentado de forma
preocupante. Algunas de estas sustancias ademas pueden ser altamente
persistentes en los sistemas bioldgicos, transportandose a través del ambiente ain
después de su aplicacion (Delgado et al. 2015). Tan s6lo en México, segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
se usaron en promedio 4.55 toneladas de plaguicidas (fungicidas, herbicidas e
insecticidas) por cada 1000 hectareas entre el afio 2009 y 2010, y s6lo en 2016 se

emplearon 1.88 kg/ha de plaguicidas (http://faostat3.fao.org/browse/E/EP/E). Sin

embargo, debido a la falta de regulacion y monitoreo en el pais, no se tiene
informacion detallada sobre el uso de estas sustancias y cuéles son (Arellano y
Renddn 2016).

En un estudio realizado en el 2010, se mostré que existen residuos del herbicida
2,4-D en agua de pozo de algunas localidades de Campeche (Arellano y Rendén
2016). Paralelamente, todas las zonas estudiadas presentaron residuos de
endosulfan, situacion alarmante debido a la falta de actualizacién del catalogo oficial
de plaguicidas. Asimismo, la Laguna de Términos muestra no sélo presencia de
endosulfan, sino también de glifosfato. Investigaciones previas revelan el riesgo
ambiental existente en ambientes costeros sometidos a la influencia de las
actividades agropecuarias imperantes en la region (Vazquez et al. 2005), ya que la
normatividad mexicana sefiala que esta prohibido el uso de compuestos clorados
como el aldrin y sus derivados, y restringida la aplicacion de DDT y lindano (yHCH).

Asimismo, y en forma conjunta, la explotacion petrolera se ha intensificado en
la zona del Golfo, implicando procesos de contaminacion asociados a la extraccion,
produccion y al incremento en el transporte vehicular de la zona. En las ultimas tres
décadas PEMEX ha enfocado sus esfuerzos en los depdsitos de hidrocarburos al
oeste y al norte del area protegida. Los agricultores y pescadores locales han

acusado repetidamente a esta compafia de contaminar suelos y aguas locales. En

26


http://faostat3.fao.org/browse/E/EP/E

todo el mundo, México ocupa el tercer lugar en produccion de petroleo, primer lugar
en produccion de petroleo costa afuera, y noveno en reservas de crudo.
Aproximadamente el 80% de su produccién proviene de la regién de Laguna

Términos y area marina adyacente (Benitez et al. 2012; Delgado et al. 2015).

4. Justificacion

El Area Natural Protegida de Laguna de Términos es una zona costera con gran
relevancia hidrogeogréfica, ademas de ser un albergue de biodiversidad en México.
Pese a esta importancia, a la fecha no existen estudios de la diversidad microbiana
de sus sedimentos, los cuales son receptores de grandes caudales, como el rio
Usumacinta. Asimismo, los sedimentos son espacios de intercambio de materia y
energia que forman microespacios 6xicos/anoéxicos que favorecen la transformacion
de diversos compuestos contaminantes. La deteccion y cuantificacion de los genes
involucrados en la degradacion de contaminantes, asi como la caracterizacion de la
diversidad bacteriana, es fundamental para la determinacion de la biodiversidad
microbiana procarionte en los sedimentos del Area Natural Protegida de Laguna de
Términos y contribucién en la degradacién de contaminantes. La presencia de
genes relacionados con la degradacién de contaminantes como pesticidas,
herbicidas e hidrocarburos pueden ser indicadores genéticos que ayudan a
reconocer si existe una seleccion en las comunidades microbianas degradadoras
en los sedimentos y si hay microorganismos con la capacidad de atenuar

naturalmente la contaminacion de este sistema costero.
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5. Preguntas de Investigacion

Derivado de esto, este proyecto de investigacion pretende resolver las siguientes

preguntas:

¢,Como es la microdiversidad en los sedimentos superficiales de las dos
cabeceras estuarinas principales de la Laguna de Términos?

¢ Existird el potencial genético para la degradacion de contaminantes como
la atrazina, el molinato, lindano, fenoles e hidrocarburos?

¢ Existirdn patrones de distribucion de estos genes?

6. Hipotesis

Existira una gran diversidad microbiana (bacterias y arqueas) en los
sedimentos superficiales de las cabeceras de Palizada-Del Este y Pom-
Atasta.

La determinacion de aquellos genes considerados como indicadores de
contaminacion (phe, nahA, alkB, linA, molA, trzN y atzA), permitira evaluar si
la presencia de estos genes estd asociado a reportes previos de
contaminacion en las dos cabeceras estuarinas de la Laguna de Términos,
Pom-Atasta y Palizada-Del Este.

Debido a la localizacion de las dos cabeceras estuarinas, habra un patrén de
distribucion diferencial de presencia/ausencia de estos genes; siendo en
Pom-Atasta donde se encuentren genes asociados a la degradacién de
hidrocarburos y en Palizada-Del Este aquellos de lindano, molinato y

atrazina.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo general

Caracterizar la diversidad microbiana de los sedimentos de las cabeceras
estuarinas Pom-Atasta y Palizada-Del Este mediante exploraciones del gen 16S
rRNA, asi como observar patrones de ausencia/presencia del potencial genético

relacionado con la degradacion de pesticidas e hidrocarburos.

7.2. Objetivos particulares

1. Seleccionar los genes involucrados en la degradacion de los principales
contaminantes encontrados en las cabeceras estuarinas de estudio como
marcadores moleculares.

2. Caracterizar el ambiente acuatico circundante y los sedimentos de las
cabeceras estuarinas de estudio.

3. Caracterizar el componente 16S ARNr de los sedimentos y predecir su
capacidad potencial de degradacién de contaminantes.

4. Amplificar mediante PCR los genes phe, nahA, alkB, linA, molA, trzN y atzA

involucrados en la degradacion de contaminantes.
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8. Materiales y métodos

8.1.

Busqueda bibliografica de genes de degradacion.

Basados en la historia de contaminantes detectados en la Laguna de Términos, se

realiz6 una busqueda de genes relacionados con estos compuestos y su

degradacion.

marcadores (Tabla 1).

Para este estudio se seleccionaron entonces los siguientes

Tabla 1. Secuencia nucleotidica de los primers empleados en este estudio

~ Temperatura
Tamafio de de
Primers Secuencia (5°-3") amplicon . . Referencia
alineamiento
(pb) (°C)
Degradacion de alcanos
alkBFd AACTACMTCGARCAYTACGG
alkBRd TGAMGATGTGGTYRCTGTTCC 100 50 (Powell et al., 2006)
nahAc-7 ACTTGGTTCCGGAGTTGATG .
nahAc-R CAGGTCAGCATGCTGTTGTT 136 57 (Liu etal,, 2015)
Degradacién de fenoles
phe-F GTGCTGACSAAYCTGYTGTT .
phe-R CGCCAGAACCAYTTRTC 206 49 (Baldwin et al., 2003)
Degradacién de molinatos
molA-F94 CAGGATCACGAAGGTTGGTT
molA-R1122 ATCCACACGAAGTGGTCCTC 1100 55 (Lopes et al,, 2013)
Degradacion de HCH
linA-f GACCATGGTGATGAGTGATCTAG
linA-r GTAAGCTTTTATGCGCCGGACG 480 55 (Sharma etal., 2014)
Degradacién de &cidos fenoxialifaticos (2,4-D y 4-cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA))
tfdAf AACGCAGCGRTTRTCCCA
tfdAS GAGCACTACGCRCTGAAYTCCCG 220 64 (Baelum etal., 2006)
Degradacion de atrazina
trzNf CACCAGCACCTGTACGAAGG
trZNr GATTCGAACCATTCCAAACG 420 55 (Mulbry et al., 2002)
atzAr TGA AGC GTC CAC ATT ACC-
atzAf CCA TGT GAA CCA GAT CCT 500 50 (De Souza etal., 1998)

Los oligonucleétidos iniciadores o primers fueron enviados a sintetizar (Sigma-

Aldrich) para después ser empleados en los ensayos de PCR.

8.2.

Muestreo

Se tomaron muestras de sedimentos en 20 sitios: 10 sitios en la zona de Pom-Atasta

(PA) y 10 sitios en Palizada-Del Este (PE); durante la temporada de nortes en el

mes de noviembre y en la época de secas en abril (Fig. 4). Ademas, se considerd

una muestra control del rio Palizada recolectada durante el periodo de nortes

(RPen). En todos los sitios se recolectaron sedimentos superficiales de 0 a 30 cm
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muestreados con una draga Van Veen de los cuales, aproximadamente 50 g se
colocaron en tubos estériles y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. El trabajo
de campo fue realizado por personal del Laboratorio de Ecologia Aplicada de la
Universidad Autonoma Metropolitana Xochimilco, con quienes se colabora para este
proyecto.

Los muestreos de la temporada de nortes se realizaron durante el mes de
noviembre, donde se registra la mayor descarga de agua por parte de los rios luego
de la temporada de lluvias en la region (Garcia et al. 2013). Las muestras de la
época de secas fueron recolectadas en abril, donde se registran los valores minimos
de precipitacién, se producen las temperaturas maximas, la velocidad del viento
disminuye y las descargas de los rios son minimas produciéndose el menor aporte

de sedimentos (Yarfez et al. 2012; Contreras et al. 2014).
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Figura 4. Representacion de la ubicacion de los sitios de muestreo en las cabeceras estuarinas de
Pom-Atasta y Palizada del Este.

8.3. Caracterizacion fisicoquimica del ambiente acuatico circundante

Se caracteriz6 el ambiente fisicoquimico circundante a los sedimentos empleando
una sonda multiparamétrica YSI-556 MPS, la cual fue colocada cerca de los mismos
antes de tomar las muestras. Con ésta se determiné el pH, conductividad eléctrica

y oxigeno disuelto.
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8.4. Determinacion de carbono total, carbono organico y nitrégeno total

De cada muestra de sedimento obtenida se pesaron 5 g y posteriormente se
pusieron a secar durante 24 horas, se molieron y se pasaron por un tamiz de 0.5
mm, para la determinaciéon de carbono total (Ctot), carbono organico (Corg) Y
nitrégeno total (Ntot). Para el carbono total se utiliz6 un analizador elemental
CNHS/O Perkin Elmer 2400 series Il en modo CHN; utilizando como gas acarreador
Helio, a una temperatura de combustién de 980 °C y de reduccion de 640 °C; se
emple6 como material de referencia LECO soil calibration sample for CNS. El Corg
se determiné destruyendo previamente los carbonatos con HCI 5N y siendo luego
el proceso estdndar de determinacion de C elemental previamente descrito
(Laboratorio de Edafologia Ambiental, Instituto de Geologia, UNAM) (Schumacher
2002).

8.5. Extraccién de ADN, amplificacion de fragmentos 16S ARNr vy
secuenciacion

Se extrajo ADN metagendmico (ADNmg) a partir de 0.25 gramos de cada muestra

de sedimento usando el kit de DNeasy PowerSoil (Qiagen), siguiendo las

instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido se cuantific6 mediante fluorometria

empleando el equipo Qubit Fluorometer 3.0 (Invitrogen) y el ensayo de alta

sensibilidad Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Para estudiar la diversidad 16S ARNr, se emplearon los protocolos descritos
por el Earth Microbiome Project empleando los oligonucledétidos iniciadores 515F
(5’- GTG CCA GCM GCC GCG GTAA -3’') y 806R (5'- GGA CTA CHV GGG TWT
CTA AT -3’). La amplificacion se realizé en 25 pl de mezcla que incluyé 3 ul de
ADNmMmg diluido en una proporcion 1:5 (2-20 ng ADN), 2.5 pyl 1X Takara Ex Taq PCR
buffer, 0.5 pl Takara dNTPs (200 pM), 0.75 pyl MgCl2 a 50 mM, 0.5 pl del primer 515F
y 1 ul de 806R a 10 uM y 0.125 pl de Takara Ex DNA Taq polimerasa (1U). El
protocolo de amplificacién consistié en una desnaturalizacion inicial 95 °C por 3 min;
35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineamiento a 52 °C por 30 s y
extensién a 72 °C por 30 s; y un tiempo final de extension a 72 °C por 12 min.

Después se verifico la presencia de amplicones (~350 pb) mediante electroforesis
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en gel de agarosa al 1% empleando para la tincion SYBR Safe 1X (Invitrogen), en
amortiguador TAE (tris-acetato-EDTA) al 1X; la migracion se efectué a 80 V por 20
min.

De cada muestra se realizaron amplificaciones por triplicado, que
posteriormente se juntaron (~70 pl) y purificaron, para enviar a secuenciar de forma
masiva mediante la plataforma Illumina MiSeq del Yale Center for Genome Analysis

de la Universidad de Yale, Estados Unidos.

8.6. Analisis de las secuencias y diversidad 16S ARNr
Las secuencias de 16S ARNr obtenidas fueron filtradas y demultiplexadas usando
QIIME2 (https://giime2.org). Las secuencias se unieron y filtraron con DADA2
(Callahan et al. 2016). Las secuencias que no pasaron el filtro de calidad se
descartaron, y las filtradas se asignaron taxonémicamente usando la base de datos
de GreenGenes (http://greengenes.secondgenome.com). Luego de realizarse la
afiliacion taxondmica; se obtuvieron tablas de abundancia a diferentes niveles
taxondmicos (dominio, filo, clase, orden, género y especie), que fueron
transformadas a abundancia relativa para posteriores analisis. Para los estudios de
rarefaccion y diversidad se realiz6 un corte a 7000 secuencias.

La diversidad alfa se calculo con los indices de Chaol, Simpson y Shannon
empleando la libreria ‘phyloseq (https://joey711.github.io/phyloseq/) en la
plataforma R (R Development CoreTeam 2018).

8.7. Prediccion in silico de las capacidades metabdlicas de la comunidad
16S ARNr encontradas
Para saber si las comunidades microbianas encontradas tenian una capacidad
potencial de degradacion de contaminantes, se hizo una prediccién in silico de los
metabolismos de la comunidad 16S ARNr encontrada. Para ello, se empled6 el
paquete Tax4Fun en R para hacer predicciones funcionales considerando su
taxonomia y las abundancias de los ASVs encontrados (ARBhauer et al. 2015). Este
programa implementa la aproximacién de MoP-Pro usada para secuenciacion tipo

“shortcut” (ABhauer y Meinicke 2013). El perfil taxonédmico del metagenoma esta
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vinculado a un conjunto de perfiles de referencia metabdlicos precalculados. El perfil
taxonomico se computa a través de Taxy-Pro (Klingenberg et al. 2013) y perfiles
metabdlicos de la base de datos de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
(KEGG) (Kanehisa y Goto 2000; Kanehisa et al. 2014).

8.8. Amplificacion por PCR de los genes involucrados en la degradaciéon de
contaminantes
Para la deteccion de genes involucrados en la degradacion de contaminantes se
utilizaron los primers que delimitan regiones para los genes alkB, nahA, phe, molA,
linA, tfdA, atzA y trzN (Tablas 1y 2). Las reacciones de PCR se realizaron en 25 pl
de mezcla: 2 ul de ADN (4-50ng), 2.5 pl PCR buffer 10X Takara, 0.5 yl de dNTPs
mix a 200 uM, 1.25 pl MgCl2 a 30 mM, 1 ul de cada primer a 10 mM y 0.2 ul de
Takara Ex DNA Taq polimerasa (1U); siguiendo el protocolo de amplificacion

descrito en la Tabla 2 para cada primer.

Tabla 2. Primers empleados y condiciones utilizadas para los ensayos de PCR

Procedimiento
Primers Desnaturalizacion De;naturahzamon e Referencia
L Alineamiento y Extension final
inicial T,
Extension
alkBEd 15sa95°C (Powell et al.
5mina95°C 15sa62°C 10 mina 72 °C 2006; Wu et al.
J— [o]
alkBRd 30sa72°C 2013)
20sa94 °C
nahAc-7 5 min a 95°C 20'sa55°C 10 min a 72 °C. (Par%%g;""'ey
nahAc-R 30sa72°C
1 mina9s°C
phe-F 5 min a 95 °C 1 min a 55 °C 7 mina 72 °C (B""Zeoklj; al.
phe-R Imina 72°C
) 0.5mina94°C (McCarthy et al.
molA-F4 5 min a 94 °C 0.5 min a 55 °C 20 min a 72 °C 2018: Lopes et
“MolA-R1122 | 1.75mina72°C al. 2013)
. 1 mina96 °C
linA-f 5 min a 96 °C 1 min a 55 °C 10 mina 72 °C (Sharma et al.
2mina72°C 2014)
linA-r
45 s a 94°C
tdAf 6 min a 95°C 30'sa60°C 10 min a 72 °C (Baez"érggt al.
TAAFE 2mina72°C
trzNf 3 min a 94°C 1 mina94-°C 5mina72°C
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Tabla 2. Primers empleados y condiciones utilizadas para los ensayos de PCR

Procedimiento
Primers Desnaturalizacion Degnaturghzacmn R Referencia
o Alineamiento y Extension final
inicial o,
Extension
trzNr 1 min a 55 oC (Mulbry et al.
2mina72°C 2002)
atzAf 45s5a94°C (Shapir et al
3 min a 94°C 30sa60°C 5mina72°C 2800) ’
atzAr 2 mina 72 °C

Todos los genes fueron verificados mediante electroforesis en geles de agarosa
(1%) con SYBR Safe 1X (Invitrogen), en amortiguador TAE (tris-acetato-EDTA) al
1X; la migracién se efectud a 80 V por 20 min. Las bandas visibles y del tamafio
esperado fueron consideradas como un resultado positivo de amplificacion y
deteccion.

8.9. Analisis estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos para comparar la diversidad de Bacterias y
Arqueas; empleando las tablas de abundancia relativa obtenidas a diferentes
niveles de asignaciéon taxonémica (fila, clase, orden, familia y género). Los analisis
se realizaron en la plataforma R (R Development Core Team 2018) bajo el ambiente
integrado RStudio (version 1.1.463). También se realizaron analisis de validacion
estadistica mediante PERMANOVA (Analisis de varianza multivariado con

permutaciones), empleando la funcion Adonis del paquete R-vegan.
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9. Resultados
9.1. Genes de degradacion de contaminantes como marcadores
moleculares
En este trabajo se evalud el empleo de genes como biomarcadores para identificar
problemas de contaminacién en las zonas costeras. Un biomarcador es una
respuesta biolégica medida con precision y confianza para proporcionar informacion
gue puede estar relacionada con la exposicion a un agente ambiental (Rendon et
al. 2006). Se ha sugerido que existe una conexion entre los genes de degradacion
de xenobidticos y las tasas de biodegradacién de xenobi6ticos; por lo tanto, estos
genes funcionales podrian usarse como indicadores de la presencia de xenobioticos
y sus metabolitos (Su et al. 2018). Su uso en el diagndéstico de la alteracion de los
ecosistemas y la exposicidbn a xenobidticos tiene varias ventajas como: i) la
respuesta de los biomarcadores puede indicar la presencia de contaminantes
biol6gicamente disponibles, ii) con un conjunto o bateria de biomarcadores
adecuados se puede dilucidar la presencia de contaminantes que no habian sido
considerados, Y iii) los biomarcadores pueden detectar eventos de contaminacion
intermitente e integrar en tiempo y espacio la exposicion (Vazquez et al. 2005).
Técnicas como la PCR en tiempo real se ha utilizado para cuantificar los genes
degradadores de diversos contaminantes. Existen autores (p.e., Baldwin et al. 2003;
Powell et al. 2006) que han relacionado estos genes con la presencia o no de los
contaminantes; y han desarrollado conjuntos de primers para indicar su capacidad
de degradacién (Nolan 2013). Por lo que la presencia de genes funcionales indica
el potencial metabdlico para una funcién biolégica particular relacionada con la
biodegradacion de compuestos (Baek et al. 2014). Los conjuntos de primers y los
métodos de PCR se utilizan para evaluar la atenuacion natural, investigar la
ecologia de los sitios contaminados y ayudar en la optimizacion de la

biorremediacion en el campo (Baldwin et al. 2003).
9.1.1. Genes alkB y nahA

Entre las muchas enzimas diferentes que estan involucradas en la degradacion de

los HAP, las dioxigenasas iniciales que permiten a las bacterias aerdbicas atacar
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las estructuras del anillo aromético son enzimas clave que sirven como marcadores
Gtiles para la actividad de degradacion (Park y Crowley 2006; Liu et al. 2017). El gen
alcano monooxigenasa (alkB) y naftaleno dioxigenasa (nah) son los genes
predominantes correspondiente a las hidroxilasas de la primera etapa involucradas
en el metabolismo de los alcanos e hidrocarburos aromaticos respectivamente (Rojo
2009; Xu et al. 2013; Ellatif Hesham et al. 2014; Fuentes et al. 2014; Liu et al. 2015).

Baldwin et al. (2003) desarroll6 y utilizd6 con éxito conjuntos de primers y
protocolos para la cuantificacion de numerosos genes de la oxigenasa aromatica
bacteriana por gPCR y Powell et al. (2006) para la cuantificacién de los genes de
alcano monooxigenasa (alkB) bacteriana. Ambos encontraron una correlacion
positiva con la concentracion de alcano en muestras ambientales (Nolan 2013). Los
genes implicados en la degradacion de hidrocarburos han sido utilizados con éxito
como biomarcadores para la caracterizacion de la magnitud de la contaminacién de
los suelos por hidrocarburos (Baldwin et al. 2003; Park y Crowley 2006; Singh et al.
2012; Liu et al. 2015; Tribelli et al. 2018).

9.1.2. Gen phe

El fenol se forma ampliamente como un sustrato primario para la degradacion de
varios compuestos clorados en biorreactores y estudios de campo. La presencia y
abundancia de los genes fenol hidroxilasa (phe) ha servido para determinar el
potencial de degradacién de fenoles a lo largo del tiempo (Baek et al. 2014).

Baek et al. (2014) empled este gen -utilizando el conjunto de primers phe-F y
phe-R disefiado por Baldwin (2003)-, para evaluar el potencial de degradacién del
compuesto 1,2-dibromoetano, también conocido como dibromuro de etileno, que en
el pasado se utilizé en la agricultura como insecticida, pesticida y como fumigante
antifingico para varios cultivos. Aunque en 1983 se prohibié su uso agricola.
Ademas, el gen phe ha sido utilizado como biomarcadores para caracterizar la
capacidad de biorremediacion de las comunidades degradadoras de hidrocarburos,
ya que puede mineralizar los intermedios en la degradacion de los hidrocarburos

monoaromaticos (Liu et al. 2017).
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9.1.3. Gen tfdA
Los herbicidas de acido fenoxi- han sido ampliamente utilizados para fines agricolas
en todo el mundo desde su desarrollo en la década de 1940 (Huang et al. 2017). La
degradacion de estos herbicidas como el acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA) y compuestos relacionados, se ha
estudiado intensivamente durante los ultimos 40 afios. Estos estudios han revelado
un conocimiento detallado sobre la cinética de degradacion y mineralizacion, las
vias catabdlicas, los genes y sistemas enzimaticos involucrados en la degradacion.
En todos los casos, el primer paso en la ruta de degradacién es iniciado por una
dioxigenasa dependiente de cetoglutarato, codificada por el gen tfdA (Mulbry y
Kearney 1991; Shapir et al. 2000; Coleman 2015). Otras etapas de degradacién son
iniciadas y reguladas por los productos génicos de los genes tfdB y tfdCDEF; por lo
gue se recomienda el estudio de estos genes para identificar los procesos asociados
a la degradacion de estos herbicidas (Beelum et al. 2006; Coleman 2015) y su

presencia en las muestras a analizar.

9.1.4. Genes tzrNy atzA

La familia de herbicidas s-triazina se ha utilizado en una variedad de programas de
control de malezas (Mulbry et al. 2002; Huang et al. 2017), la atrazina (2-cloro-4-
etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) es uno de los herbicidas mas utilizados
(Shapir et al. 2000; Mulbry et al. 2002). Muchos de los genes involucrados en la ruta
de degradacion de este compuesto se han detectado en suelos agricolas s6lo
cuando estos suelos se han expuesto previamente a los herbicidas s-triazina (Bellini
et al. 2014). El catabolismo de la atrazina comienza con la decloracién por las
enzimas atzA o trzN (Mulbry et al. 2002; Bellini et al. 2014) y luego otras dos
hidrolasas (atzB, atzC) acttan para producir acido cianurico, que se descompone

mediante atzD, atzE y atzF para producir urea (Coleman 2015).
9.1.5. Gen linA

El hexaclorociclohexano (HCH) es un contaminante organico persistente que se ha

utilizado ampliamente como insecticida en muchos paises. El isdmero gamma del
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HCH (lindano) se utiliz6 ampliamente como insecticida, y todos los caracterizados
hasta la fecha utilizan dos dehalogenasas: la deshidrocinasa IlinA y la
deshalogenasa hidrolitica linB juntas median los primeros cuatro pasos de esta via.
Los genes linA y linB estan altamente conservados y asociados de forma Unica con
la ruta de biodegradacién del HCH (Sharma et al. 2014; Coleman 2015).

9.1.6. Gen molA

La contaminaciéon ambiental con molinato es una preocupacion debido a que el
herbicida y algunos de sus productos de degradacion tienen efectos adversos en
humanos y animales (Lopes et al. 2013). El molinato esté considerado como uno de
los tiocarbamatos mas recalcitrantes, se informa de la biodegradacion en los suelos
por microorganismos aerobicos y se explica en parte por la actividad de la hidrolasa

de molinato (molA).

9.2. Caracterizacion fisicoquimica del ambiente acuético circundante y de
los sedimentos muestreados
Se describen las caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 3) del ambiente acuético
aledafio a los sedimentos (pH, conductividad eléctrica (CE), oxigeno disuelto OD) y
temperatura); asi como el contenido de C y N en los sedimentos (Cino, Corg y N-
tot). Para observar los patrones de agrupamiento de las muestras acorde a estos
pardmetros, se hizo un analisis de componentes principales (PCA, Fig. 5). El analisis
mostré que todas las muestras se separaban en dos grandes grupos, no por
cabecera estuarina, sino por temporada, esto es, en nortes y secas
independientemente del sitio de colecta. Las tres principales variables que formaron

estos grupos fueron: la conductividad eléctrica, la temperatura y el oxigeno disuelto.
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Tabla 3. Promedio de la temperatura, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y pH del agua

circundante a los sedimentos en estudio, asi como su concentracién de C y N en los mismos.

Agua circundante Sedimentos
Muestra
Temperatura - oD~ .
(°C) CE (mS/cm?) (mg/L) pH Corg Cino Ntotal
PAN 25.0 1.3 3.3 7.4 1.7 1.7 0.2
PAS 30.6 17.5 4.27 7.4 14 2.1 0.2
PEN 25.3 0.5 1.3 7.4 2.3 1.6 0.4
PES 30.5 13.6 25 6.7 2.6 1.9 0.4

*CE: Conductividad eléctrica; OD: Oxigeno disuelto; PAN: Pom-Atasta en Nortes; PAS: Pom-Atasta en Secas;
PEN: Palizada Del Este en Nortes; PES: Palizada Del Este en Secas

En general se observé que el agua circundante a los sedimentos mostré mayor
conductividad eléctrica en la temporada de secas (Pom-Atasta (PA)=17.49+17.2
mS/m?; Palizada-Del Este (PE)=13.59+19.4 mS/m?) que en nortes (PA=1.30+1.1
mS/m?; PE=0.49+0.1 mS/m?), debido al arribo de agua dulce por los rios de
descarga después de las lluvias. Sin embargo, también se not6 que cada cabecera
tuvo un gradiente de mayor a menor conductividad eléctrica de este a oeste. Como
era de esperarse, la mayor CE de las cabeceras estuarinas se reportd en los puntos
de mayor intercambio con la Laguna, es decir, en las bocas con sistema mesohalino.
Por ejemplo, para PA en la temporada de secas, el sistema mesohalino fue visible
en los subsitios Pa.1, Pa.2, Pa.3, Pa.4 y Pa.5, con una conductividad de ~21 a 41
mS/m?2. Mientras que los puntos mas al oeste (Pa.6-Pa.10) mostraron valores de 0.9
a 4.7 mS/m2. Para PE, los puntos Pe.l, Pe.2 y Pe.3 fueron los de mayor
conductividad (28-53 mS/m?) durante la temporada de secas, lo que muestra una
menor intrusion del sistema salino de la Laguna hacia la cabecera. Asimismo, el
analisis estadistico confirmo que, en efecto, existe una diferencia significativa en la
conductividad eléctrica por la temporada de muestreo (p-valor = 0.015) y por las
cabeceras estuarinas de estudio (p-valor = 0.004), siendo PA aquella con mayor

conductividad eléctrica promedio.
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Figura 5. Andlisis de componentes principales de los pardmetros fisico-quimicos reportados para
ambos sistemas estuarinos.

Tabla 4. Resultados de PERMANOVA para los parametro fisico-quimicos

Df SumsOfSgs | MeanSqgs F.Model R2 Pr(>F)

oD 1 0.3237 0.32369 3.4881 0.0821 0.009
Temperatura 1 0.0486 0.048596 0.48667 0.01233 0.808
Conductividad 1 0.1891 0.189062 1.9643 0.04795 0.080
pH 1 0.0748 0.074794 0.75411 0.01897 0.544

Clno 1 0.2308 0.230767 2.4245 0.05853 0.052
Corg 1 0.0507 0.050713 0.50815 0.01286 0.784
Ntotal 1 0.2302 0.230201 2.4182 0.05838 0.051

La temperatura (p-valor > 0.05) fue mayor y similar entre las cabeceras estuarinas:
(PA=30.5+1.3 °C; PE=30.5+£0.7 °C) en la temporada de secas y (PA=25.0+0.8 °C;
PE=25.3+0.9 °C) en temporadas de nortes. El oxigeno disuelto (OD) resultd
significativo para la distribucion de la comunidad microbiana (p-valor = 0.13) y
mostro correlacion con la temperatura; contrariamente a lo que se esperaria, i.e., de
gue a mayor temperatura en la columna de agua existiera menor concentracion de
oxigeno disuelto por la ley de solubilidad de gases; se observo un incremento en la

concentracion del OD en la temporada de secas (PA-secas: 4.2+0.4 mg/l; PA-
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nortes: 3.3+x0.4mg/l) (PE-secas: 2.5£0.5 mg/l; PE-nortes: 1.3+0.4 mg/l). Este
fendmeno se puede asociar con un mayor aporte de oxigeno disuelto por parte de
los procesos de fotosintesis oxigénica por fitoplacton, pastos marinos y algas, que
puede ser estimulando en temporada de secas, donde la temperatura estimula
algunos blooms fotosintéticos, y se han reportado previamente picos de clorofila a
(80 mg/m?®) asociados a florecimientos fitoplactonicos en Pom-Atasta (Barreiro y
Aguirre 1999).

Algunos parametros no mostraron influencia en el agrupamiento de las
muestras, como el pH, el nitrégeno total o el carbono (organico e inorganico). El pH
tuvo un caracter circumneutral en todas las muestras independientemente del sitio
y temporada de muestreo (7.24+0.6). Igualmente, el carbono organico e inorganico,
asi como el nitrdgeno total no mostraron gran efecto en esta separacion, los cuales

muestran valores similares para todas las muestras (Anexo C).

9.3. Analisis del componente 16S ARNr

9.3.1. Extraccion de ADNmg

Se extrajeron 41 muestras de ADNmg de sedimentos en total: 20 muestras en Pom-
Atasta (PA) y 20 en Palizada-Del Este (PE). Todas las muestras correspondieron a
las dos temporadas de estudio: secas y nortes. También se tomé una muestra en el
rio Palizada (RPen) (Tabla 3). En todas las muestras extraidas se logro recuperar
ADNmMg en concentraciones adecuadas para su posterior amplificacion por PCR;

con un rendimiento promedio de 20.73 ng/uL para PA 'y de 16.34 ng/pL PE.
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Tabla 5. ADNmg obtenido en las muestras

Epoca de secas Epoca de nortes
Muestra ADN (ng/uL) Muestra ADN (ng/uL)
Pas-1 28.2 Pan-1 47.5
Pas-2 5.09 Pan-2 18.5
Pas-3 13.1 Pan-3 4.07
Pas-4 29.8 Pan-4 27.5
Pom-Atasta Pas-5 5.61 Pan-5 31.8
Pas-6 2.99 Pan-6 323
Pas-7 9.72 Pan-7 30.2
Pas-8 20.2 Pan-8 21.4
Pas-9 12.4 Pan-9 17.8
Pas-10 13.2 Pan-10 43.3
Pes-1 18.8 Pen-1 38.2
Pes-2 27.7 Pen-2 35.8
Pes-3 10.1 Pen-3 18.2
Pes-4 15.7 Pen-4 6.25
. Pes-5 18.5 Pen-5 3.49
Pa"zé‘s‘ig'De' Pes-6 27.9 Pen-6 12.2
Pes-7 7.63 Pen-7 4.93
Pes-8 7.39 Pen-8 37.6
Pes-9 5.95 Pen-9 3.58
Pes-10 141 Pen-10 12.7
RPen 18.5

9.3.2. Secuencias 16S ARNr obtenidas y tamizaje bioinformatico

Tras obtener el ADN se realizaron reacciones de PCR para obtener los fragmentos
16S ARNr que se verificaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Anexo A). Una vez secuenciados, se obtuvieron un total de 2,043,561 secuencias
16S ARNIr; las cuales, después del filtrado con DADA2, se redujeron a 1,621,593.
Luego de eliminar quimeras y singletones se recuperaron 1,332,611 secuencias, lo

cual represento una eficiencia de recuperacion de ~65%.
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Tabla 6. Numero de secuencias 16S ARNr obtenidas de los sedimentos de los sistemas Pom-

Atasta y Palizada-Del Este

Muestras Se_zc_ugncias _ .S.ecuencia Se_cuencias Secqen}ci_as no
iniciales identificadora Golay filtradas quiméricas
Pom-Atasta, temporada de nortes
Pan-1 40 521 TAGGATTGCTCG 31127 24 825
Pan-2 55 821 TCGAGGACTGCA 47 783 38154
Pan-3 46 572 TAGGAACTGGCC 35893 27 095
Pan-4 29 674 ATGAGACTCCAC 24 553 20193
Pan-5 43 429 GACGGAACCCAT 36 502 31506
Pan-6 69 514 CAGCTAGAACGC 53 216 46 609
Pan-7 80 369 AATCCGTACAGC 65 478 56 323
Pan-8 66 820 TGAGTCACTGGT 58 223 50 268
Pan-9 51512 ATGTGCACGACT 43 853 38 094
Pan-10 68 367 CGGAGCTATGGT 56 876 47 692
Pom-Atasta, temporada de secas
Pas-1 60 735 GGAGACAAGGGA 45 328 34 314
Pas-2 85 263 CCAGTGTATGCA 68 237 53 029
Pas-3 27 246 GCGATATATCGC 20 242 17 184
Pas-4 20108 TCTAGCGTAGTG 15 385 11 398
Pas-5 32986 AGCCTAAGCACG 20974 16 855
Pas-6 32931 TCTACGGAGAGC 22 406 18 859
Pas-7 35635 CTCTACCTCTAC 27 010 22 364
Pas-8 69 489 AGGCATCTTACG 55 548 47 685
Pas-9 41 280 AATCAGTCTCGT 26 497 22 382
Pas-10 90 616 CCTCGTTCGACT 72 546 62 627
Palizada-Del Este, temporada de nortes
Pen-1 58 201 CCTGAACTAGTT 46 995 36 409
Pen-2 17 968 AGCTGGAAGTCC 7 506 7 050
Pen-3 56 347 TATCGTTGACCA 47 753 38 795
Pen-4 64 084 TACACGATCTAC 52 807 42 346
Pen-5 55 726 GACTTTCCCTCG 46 453 39 561
Pen-6 33241 TCCAAAGTGTTC 27129 21 960
Pen-7 55 567 ATTCCTGTGAGT 48 023 41 219
Pen-8 48 448 GAGTGGTAGAGA 39 150 31 247
Pen-9 44 668 CTTCGGCAGAAT 36 511 27 614
Pen-10 41 583 CACGGTTGTGAG 30 750 23529
Rpen 71 627 TTACTGTGCGAT 58 638 47 102
Palizada-Del Este, temporada de secas
Pes-1 44 125 CTAGCGAACATC 35275 30043
Pes-2 69 523 GAATCTTCGAGC 58 157 49 341
Pes-3 36 423 CAAGCATGCCTA 28 146 22 485
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Secuencias Secuencia Secuencias Secuencias no

Muestras iniciales identificadora Golay filtradas guiméricas
Pes-4 67 564 TCCCAGAACAAC 55 051 45 243
Pes-5 54 016 ACACCTGGTGAT 40 152 33273
Pes-6 50 504 GACTTGGTATTC 42 530 34 868
Pes-7 29118 ACGCGCAGATAC 23 363 18 395
Pes-8 25 595 AAGAGATGTCGA 14 628 10 806
Pes-9 36 758 GACAGGAGATAG 26 609 22 155
Pes-10 33587 ACACGTAAGCCT 28 290 21714
Total 2 043 561 1621 593 1332611

Las muestras tuvieron un promedio de aproximadamente 32,503 secuencias cada
una, siendo la menor 7,050 (Pen-2) y la mayor 62,627 (Pas-10). Con ello, se observo
que el numero menor de corte para continuar con los estudios de diversidad fue de

7,000 secuencias.

9.3.3. Rarefaccion y diversidad del 16S ARNr de Bacterias y Arqueas

Se realiz6 un andlisis de rarefaccion considerando el nimero minimo de secuencias
filtradas (7000). Las curvas de rarefaccion a este corte mostraron que algunas
muestras alcanzan el comportamiento asintético. (Fig. 8). Sin embargo, también se
noté que en otras muestras es necesario un esfuerzo mas grande de muestreo.
Para cada sitio/temporada se encontraron de ~400 a 1300 secuencias variantes de
amplicon (o ASVs), con una gran variabilidad entre los sitios encontrados y sin

comportamiento aparente.
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Figura 6. Curva de rarefaccién de las muestras de sedimentos. A) Pom-Atasta temporada de
nortes, B) Pom-Atasta temporada de secas, C) Palizada-Del Este temporada de nortes y D)

Palizada-Del Este temporada de secas.

La diversidad alfa (diversidad y riqueza) de las comunidades bacterianas fue
estimada con los indices de Shannon (H’) y Simpson (1-D) (Fig. 9). Los indices de
diversidad alfa determinados fueron considerados como altos, esto es H’> 4y 1-D
>0.97; lo que sugiere una gran diversidad y riqueza de las comunidades microbianas
presentes en las cabeceras estuarinas estudiadas. Paralelamente, a medida que el
indice de Simpson se acerca a 1, el paisaje se aproxima a una uniformidad perfecta
(Nagendra 2002), lo que sugiere que la comunidad estudiada tiene uniformidad en
los ASVs encontrados. No se observaron diferencias o tendencias entre sitios o
temporadas, lo que sugiere que hay similitud en la diversidad y riqgueza de las

comunidades de los sedimentos por sitio y temporada de muestreo.
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Atasta_Secas, PEN: Palizada-Del Este_Nortes y PES: Palizada-Del Este_Secas

Se realiz6 un Andlisis de Coordenadas Principales con distancia Unifrac (PCoA-

Unifrac) con el objetivo de conocer como se distribuyen las muestras en un espacio

euclidiano en funcion de la estructura de la comunidad microbiana presente. Esto

es, considerando la presencia de los ASVs detectados en cada muestra, asi como

su distancia filogenética. También se consideré la abundancia de estos ASvs con

un analisis ponderado. El andlisis PCoA-Unifrac sugiri6 que existen diferentes

comunidades en los sedimentos de Pom-Atasta con relacién a Palizada-Del Este

(Fig. 10),

lo cual también se comprobé por un andlisis estadistico de

PERMANOVA (p-valor=0.011). En este ultimo, no se notan diferencias entre las

dos temporadas de estudio por sitio (® secas y A nortes) (p-valor = 0.866).
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Figura 8. Analisis de componentes principales en distancia PCoA-Unifrac ponderado de las

muestras de estudio.

9.3.4. Asignacion taxondémica de las secuencias 16S ARNr encontradas

Las secuencias filtradas (1,332,611) fueron agrupadas en secuencias variantes de
amplicén o ASVs, por su nombre en inglés de Amplicon Sequence Variants. De
todas las muestras se obtuvieron un total de 19,101 ASVs, de los cuales la mayoria
pudo ser clasificada a nivel dominio (99.8%). Contrariamente, a nivel especie sélo
se detecto el 0.007% (Fig. 5), sugiriendo un gran numero de secuencias de caracter
ambiental y en clados aun no cultivados y reportados.

Paralelamente se detectaron algunas secuencias de eucariontes asociadas a
las muestras, como 16S ARNr mitocrondrial o de cloroplastos. El porcentaje de
secuencias mitocondriales fue bajo (0.37%) (Tabla 5), que incluyé algunas amibas
(Acanthamoeba) y diatomeas (Thalassiosira); mientras que la abundancia de
cloroplastos fue mayor (8.36%), debido a la presencia de (micro) algas y plantas
(Chlorophyta, Streptophyta), lo cual se espera en este tipo de sistemas.
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Figura 9. Porcentajes de ASVs no asignados a diferentes niveles taxondmicos empleando la base
de datos GreenGenes.

Tabla 7. Porcentaje relativo de secuencias mitocondriales, de cloroplastos y no asignadas.

Sitios Mitocondriales Cloroplastos Sitios Mitocondriales  Cloroplastos
Pan.1 0.01 0.77 Pen.1 0.01 0.88
Pan.2 0.02 2.93 Pen.2 0.37 2.92
Pan.3 0.00 0.09 Pen.3 0.00 0.13
Pan.4 0.02 0.29 Pen.4 0.01 0.21
Pan.5 0.03 0.85 Pen.5 0.00 0.06
Pan.6 0.26 8.36 Pen.6 0.00 0.05
Pan.7 0.05 0.60 Pen.7 0.00 0.02
Pan.8 0.02 0.54 Pen.8 0.00 0.04
Pan.9 0.01 0.61 Pen.9 0.01 0.12
Pan.10 0.10 4.32 Pen.10 0.00 0.23
Pas.1 0.06 211 Pes.1 0.00 0.18
Pas.2 0.00 0.12 Pes.2 0.00 0.02
Pas.3 0.00 5.55 Pes.3 0.00 0.11
Pas.4 0.00 3.49 Pes.4 0.00 0.36
Pas.5 0.00 0.37 Pes.5 0.00 0.00
Pas.6 0.30 8.11 Pes.6 0.00 0.00
Pas.7 0.00 0.67 Pes.7 0.00 0.12
Pas.8 0.01 0.88 Pes.8 0.00 0.49
Pas.9 0.02 0.38 Pes.9 0.00 0.07
Pas.10 0.05 3.29 Pes.10 0.00 0.67
RPen 0.03 2.10
Promedio 0.05 2.22 0.02 0.42
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De los ASVs encontrados, se observo que a nivel dominio, en promedio, el 93.8%

de las secuencias pertenecieron a Bacteria, y el 6.1% a Arqueas (Fig. 10).
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Figura 10. Asignacion taxonémica a nivel dominio de las secuencias 16S ARNr generadas en este
estudio.
En Archaea se detectaron los fila Crenarcheaota (4.87%), Euryarchaeota (0.81%) y
Parvachaeota (0.41%), y se obtuvo un mayor porcentaje de arqueas en el sistema
Pom-Atasta (2.05%) que en Palizada-del Este. Estas aqueas son comunes en
sistemas sedimentarios y representan las mayores generadoras de metano por
procesamiento anaerobio de la materia organica. Se ha llegado a sugerir que la
inhibicion de la produccion de metano a través de la salinidad coincide con un
tamafo reducido de la poblacion metanogénica (Wen et al. 2017). En la temporada
de Nortes, el aumento de la entrada de agua dulce a los sistemas crea condiciones
favorables para el desarrollo de Arqueas metanogénicas. En la estacién seca, la
descarga de los rios disminuye y aumenta la salinidad, y con ello disminuye la
poblacién de Arqueas. Sin embargo, aunque la mayor abundancia de arqueas se
registro durante la temporada de Nortes, fue en el sistema Pom-Atasta y en los
puntos de mayor conductividad (salinidad) en este estuario, donde se alcanzaron

los valores maximos de arqueas (Pan 3y Pas 2).
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Del dominio Eubacteria, se encontraron los siguientes fila en todas las muestras
con abundancias promedio de Proteobacteria (47.3%), Acidobacteria (9.2%),
Chloroflexi (8.9%), Nitrospirae (5.4%), Planctomycetes (4.4%), Verrucomicrobia
(2.5%), WS3 (2.2%), Bacteroidetes (1.9%), Cyanobacteria (1.6%),
Gemmatimonadetes (1.6%), Actinobacteria (1.2%), GN04 (0.5%) y OP3 (0.4%) (Fig.
7). Gamma- y Deltaproteobacteria fueron las clases con mayor abundancia en
ambos sitios, seguido de Chloroflexi para el sistema Pom-Atasta y Acidobacteria en

Palizada-Del Este.
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Figura 11. Abundancia relativa 16S ARNr a nivel phylum en los sedimentos de estudio en: A)

época de secas y B) época de nortes. Pa: Pom-Atasta, Pe: Palizada-Del Este



9.4. Potencial genético bacteriano para la degradacion de contaminantes
9.4.1. Prediccion de metabolismos de degradacion de contaminantes a partir
de las secuencias 16S ARNTr

Se realizé una prediccion de los procesos metabdlicos y de degradacion que se
podrian estar llevando cabo por los microorganismos de los sedimentos. Del analisis
de TAx4Fun se seleccionaron los principales procesos vinculados al ciclo del C, S,
N y la generacion de metano como lo son el metabolismo del metano, del nitrégeno
y el azufre, la fijacién de carbono y la fotosintesis. La prediccion mostré que las
abundancias de estos metabolismos en los diferentes sitios y temporadas fueron
muy parecidos (Fig. 11), es decir tienen un potencial semejante para estos
procesos. Siendo el metabolismo del metano, uno de los mas importantes, como

anteriormente fue sugerido por el nimero de arqueas encontradas.
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Figura 12. Andlisis de Tax4Fun de las principales capacidades metabdlicas en los ciclos del C, N y

S de las comunidades microbianas presentes en los sedimentos estuarinos de estudio.

Para los metabolismos de degradacion de contaminantes como nitrotolueno,
PHAs, toluenos, naftalenos, cloroalquenos, atrazina y DDT, se obtuvieron
resultados similares (Fig. 12). Se observo que existe una proporcion similar de
microorganismos degradadores independientemente del sitio o de la temporada
muestreada. De lo anterior, es posible concluir que existe una amplia comunidad

degradadora en estos sedimentos, con una mayor capacidad potencial de degradar
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nitrotoluenos y compuestos policiclicos aromaticos PAHs. La capacidad de

degradacion de DDT y atrazina también se encontro.

045%

0.20%
§ 0.35%
E
g 030%
=
g
e 025%
g
-é’ 020%
015%
010%
u n N
Pom-Atasts Nores Pom-Atasia_Secss Pakzada Del Este Nortes Pakzads-Dal Este_ Secos
# Degradacion nirololuens » Degradacion de cloroalcano y cloroakjueno
= Degradacion de hidrocarburos aromaticos policicioos m Degradacan de bifenales
= Degracgacion de tolueno » Degradacion de etibenceno
® Degracgacitn de nafialeno » Degradacion de atrazina

 Melabolismo de los xenotilbticos por citocrama P450  w Degradacan de DDT

Figura 13. Andlisis de Tax4Fun de los principales procesos de degradacion de contaminantes

presentes en los sistemas estuarinos de estudio.

9.4.2. Deteccién delos genes implicados en la degradacién de contaminantes
Una vez conformados los protocolos para la deteccién de los genes de degradacion
de contaminantes, se realizaron los ensayos en todas las muestras de sedimentos
de ambas cabeceras para determinar su presencia o ausencia (Tabla 6). Donde los

genes tfdA, nahA, alkB y atzA no fueron detectados en ninguna muestra.

Tabla 8. Resultados de electroforesis/PCR con geles de agarosa para los genes en estudio.

Resultados positivos (+) 0 negativos (-)

Muestras |[phe [linA |molA [trzN |atzA |Muestras |phe |linA | molA |trzN |atzA
Pan.1 + - + - Pen.1 + - -
Pan.2 + + - + - Pen.2 + + - - -
Pan.3 + + - + - Pen.3 + + + - -
Pan.4 + + - + - Pen.4 + + + - -
Pan.5 + + - + - Pen.5 + + + - .
Pan.6 + + - + - Pen.6 + + + . .
Pan.7 + + - + - Pen.7 + + + + -
Pan.8 + + - + - Pen.8 + + + + -
Pan.9 + + - + - Pen.9 + + + + -
Pan.10 + + - + - Pen.10 + + - + -
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Muestras | phe |linA |molA |trzZN |atzA | Muestras |phe [linA |molA |trzN |atzA
Pas.1 - + - - - RPen + + + - -
Pas.2 - + - - - Pes.1 + + - + -
Pas.3 - + - - - Pes.2 + + - + -
Pas.4 - + - - - Pes.3 + + - + -
Pas.5 + - - - Pes.4 + + - + -
Pas.6 + - + - Pes.5 + + - + -
Pas.7 - + - + - Pes.6 + + - + -
Pas.8 - + - + - Pes.7 + + - + -
Pas.9 - + - + - Pes.8 + + - + -
Pas.10 - + - + - Pes.9 + + - + -
Pes.10 + + - + -

Los genes phe, linA, molA y trzN, relacionados con la degradacién de lindano,
fenoles, molinato y atrazina mostraron sefiales positivas en diferentes muestras. En
la muestra de sedimento del Rio Palizada-Del Este, se obtuvieron presencia de
amplicones para los genes phe, molA, linA y trzN; mientras que también se
observaron en varias muestras de la cabecera estuarina Palizada-Del Este. El gen
phe (fenoles), se detectd en todos los sedimentos de PE, tanto en nortes como en
secas. Mientras que en Pom-Atasta, sélo se detectd este gen durante el muestreo
en el periodo de nortes. Para el gen linA (lindano), se obtuvieron amplicones para
todas las muestras y en todas las temporadas.

Para el gen molA (molinato), se obtuvieron algunos amplicones para Palizada-
Del Este, principalmente durante la temporada de nortes. Para el sistema Pom-
Atasta no se detectaron amplicones correspondientes al gen molA; contrario a lo
ocurrido en algunos puntos durante la época de nortes en el sistema de Palizada-
Del Este. En esta region es el cultivo la principal fuente de contaminantes, y, por
tanto, el uso de molinato es mayor, de ahi se intuye la presencia de este gen.

También se observaron amplicones del gen trzN —uno de los genes que codifica
la degradacion de la atrazina y mas facilmente detectable en suelos contaminados
con este pesticida— a la largo de todo el sistema de Pom-Atasta y durante la época
de secas en el sistema Palizada-Del Este fundamentalmente. A diferencia de los
resultados obtenidos para trzN, se obtuvo una respuesta negativa en todos los

sedimentos para el gen atzA.
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10. Discusion

El sistema de la Laguna de Términos, pese a ser uno de los mas representativos de
México, ha sido poco estudiado en términos de microdiversidad, donde se han
encontrado reportes de fitoplancton (Poot et al. 2015) y Actinobacterias cultivables
(Rivera 2015) de la columna de agua. Por lo que este estudio representa un primer
aporte a la descripcion de la diversidad microbiana de este sistema.

El conjunto de resultados obtenidos en la investigacion de esta tesis sugiere
que las comunidades procariontes de los sedimentos de ambas cabeceras tienen
alta diversidad y riqueza, donde la estructura de la comunidad 16S ARNr en PA es
diferente de PE, pero ambas comunidades no sufren cambios drasticos durante la
temporada de secas o0 nortes. Asimismo, las bacterias y arqueas presentes en estos
sedimentos cuentan con el potencial para remover compuestos contaminantes; y
ademas, cuentan con genes involucrados en la degradacion de contaminantes,

como fenoles, molinato, lindano y triazinas, principalmente en PE.

10.1. Estructura de lacomunidad 16S ARNTr
Los estudios previos en sedimentos costeros sugieren que los parametros
ambientales como la temperatura, el oxigeno disuelto y la salinidad afectan la
diversidad y abundancia de las especies bacterianas (Liu et al. 2015; Yu et al. 2017;
Su et al. 2018). Sin embargo, los resultados de esta tesis apuntan a que la estructura
de la comunidad 16S ARNr en los sedimentos se rige por la cabecera estuarina
muestreada (i.e., Pom-Atasta y Palizada-Del Este), y no por la estaciéon de muestreo
(i.e., secas o nortes) donde se manifiestan los mayores cambios de temperatura,
conductividad eléctrica y oxigeno disuelto encontrados en el sistema béntico.
Aunque esto puede ser contra intuitivo, algo similar fue concluido por Poot et al.
(2015), quienes en un estudio anual del fitoplancton en la boca mesohalina de Pom-
Atasta, y no pudieron explicar la estructura de la comunidad fitoplanctonica con los
pardmetros ambientales evaluados, como temperatura, salinidad, pH y oxigeno
disuelto.

El hecho de que las comunidades bacterianas de los sedimentos de las

cabeceras estuarinas de Palizada-Del Este y Pom-Atasta sean diferentes y no se
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pueda correlacionar con un parametro fisicoquimico estudiado, quiere decir que
probablemente existen otros factores no considerados en este estudio que
determinan esta distribucion. Por ejemplo, se ha observado que los factores
geofisicos como las mareas, también pueden tener un efecto en la diversidad
bacteriana (Feng et al. 2009; Jiang et al. 2016). El sistema mesohalino de PA es
mas extenso que el de PE, especialmente durante la temporada de secas, debido
a la estructura geomorfologica de sus bocas que contactan con la Laguna (Mucifio
et al. 2014). Durante las pleamares, el agua proveniente del Golfo de México ingresa
a la cabecera estuarina Pom-Atasta y logra llegar hasta la laguna Atasta; pero este
flujo es contrarrestado por la circulacion dominante de agua dulce que fluye en
sentido opuesto, especialmente en temporada de lluvias (Enciso 2000). Este
fendbmeno afecta en menor medida la regién de Palizada-Del Este, ya que no esta
en intercambio directo de agua con la Laguna; pero se ha observado que, en
estacion de secas, la cufia salina puede llegar hasta la Laguna del Este (Fuentes et
al. 2001).

Existen también otros factores que afectan la dinamica y las caracteristicas
propias de cada cabecera estuarina. La descarga de agua y aporte de sedimentos
continentales provenientes de rios y arroyos es diferencial para cada sistema. En
Pom-Atasta, el aporte de sedimentos es considerable por los escurrimientos
superficiales sin cauce definido que fluyen hacia las riberas norte y oeste; ademas,
existe el remanente de un antiguo cauce fluvial correspondiente a un afluente del
Rio San Pedro San Pablo (Gutiérrez et al. 1982). Mientras que para el sistema
Palizada-Del Este, el rio Palizada es el principal aportador (Yafiez y Day 1982;
Fuentes et al. 2001; Robadue et al. 2004; Rendon et al. 2006; Romo 2013). También
los fuertes vientos, conocidos como ‘Nortes’, impactan la hidrodinamica del sistema;
ademas de que causan la resuspension de material sedimentario (Lizarraga et al.
1986). La vegetacion de manglar también tiene un patron diferencial (Villalobos et
al. 1999; Villalobos y Mendoza 2010) en cada cabecera estuarina, con una mayor
extensiéon de Pom-Atasta que en Palizada-Del Este (Fig. 4). Esta dificultad para
explicar la estructura de la comunidad por un solo factor se ha observado en las

comunidades microbianas de otros sedimentos (Feng et al. 2009; Guo et al. 2018),
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donde no se puede encontrar un solo factor determinante y todo se atribuye a la
dinamica del sistema. Consecuentemente, consideramos que existen otros factores
que afectan la distribucion de comunidades bacterianas en cada cabecera estuarina
gue pueden incluir la geomorfologia del lugar, la descarga fluvial, el nivel del mar, la
precipitacion pluvial, y los cambios en la direccion del viento.

Los sistemas estuarinos intermareales, como lo son PA y PE, suelen también
tener una abundancia y diversidad bacteriana relativamente alta (Huang et al. 2019;
Guo et al. 2018; Guo et al. 2019). Ejemplos los sistemas de Mandovi y Zuari,
estuarios tropicales ubicados en el sudeste del mar Arabigo, donde se obtuvieron
47,030 secuencias de calidad (Khandeparker et al. 2017). El rio Yangtze, en el mar
de China Oriental, es un estuario afectado por los contaminantes de la escorrentia
de los rios urbanos y las descargas de aguas residuales; en este sitio se generaron
1,420,328 secuencias validas de las muestras de sedimentos intermareales a lo
largo del estuario (Guo et al. 2018). En otro estudio sobre la influencia antropogénica
en este mismo sitio, Guo et al. (2019) obtuvo un total de 791,695 secuencias validas
en muestras de sedimentos.

Esta diversidad puede estar relacionada con la mayor disponibilidad de
nutrientes de las fuentes continentales, el aporte de las diferentes comunidades
bacterianas por los rios que desembocan, el area especifica de los sedimentos
finos, entre otros (Khandeparker et al. 2017; Guo et al. 2018). Especialmente, los
vientos de las temporadas de norte y el intercambio de agua marina y continental,
los caracteriza como sistemas muy dinamicos. Este dinamismo hidrologico genera
una heterogeneidad entre los sitios que propicia una gran diversidad microbiana
(Mucifio et al. 2014).

10.2. Capacidad genética de degradacion de contaminantes

Los andlisis de prediccion del potencial de degradacion de contaminantes en los
sedimentos de PA y PE, sugieren que la comunidad microbiana es capaz de
degradar varios compuestos como haloalcanos, naftaltalenos, PAHs, DDT, atrazina,
entre otros. Esta prediccion esta relacionada con la identidad filogenética de los

microorganismos encontrados. Por ejemplo, el phylum méas abundante en las
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muestras de sedimentos analizadas fue Proteobacteria, lo que concuerda con otros
estudios sobre las composiciones bacterianas en sedimentos estuarinos (Feng et
al. 2009; Liu et al. 2015; Aylagas et al. 2017; Guo et al. 2018; Su et al. 2018; Zhang
et al. 2018; Tong et al. 2019). Este superfilo es muy amplio e incluye a las clases
Deltaproteobacteria y Gammaproteobacteria, que son también muy relevantes en
sistemas estuarinos (Feng et al. 2009; Liu et al. 2015; Su et al. 2018), y se han
reportado como degradadoras aerobias y anaerobias de contaminantes y
xenobidticos. Por ejemplo, varias deltaproteobacterias estan involucrados en el
metabolismo anaerobio de los alcanos y otros hidrocarburos, e incluso estan
interconectados a la metanogénesis a través del transporte de electrones a nivel
inter-especie (Roy et al. 2018). Asimismo, las bacterias que degradan la atrazina no
constituyen un grupo especifico y se distribuyen principalmente en diversos filos de
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria (Douglass et al. 2017), que constituyen
los principales phyla encontrados en este estudio y en todos los sedimentos
analizados.

En las dltimas décadas se han reportado una serie de géneros y especies
bacterianas capaces de degradar diferentes contaminantes. Por ejemplo,
compuestos organoclorados y pesticidas como el endosulfan pueden se
degradados por bacterias del género Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Flavobacterium y Micrococcus (Sharma et al. 2016; Parte et al. 2017). También se
han descrito gran diversidad de microorganismos capaces de degradar plaguicidas
de tipo N-metilcarbamatos, incluyendo Novosphingobium, Paracoccus,
Sphingobium, Pseudomonas y Burkholderia (Yan et al. 2007, Castellanos y Rache
2013). Mientras que las enzimas involucradas en la degradacion aerdbica del
lindano se han relacionado con el género Microbacterium (Séez et al. 2012) y en el
orden de los Shingomonodales (Sharma et al. 2016); el cual también es relacionado
con la degradacién de 3-6-HCH. Todos estos géneros y érdenes fueron encontrados
en los sedimentos de los sistemas estuarinos aqui estudiados, de alli que la
prediccién del potencial genético de remocidén sea considerable para todas las

muestras.
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Esta prediccion fue comprobada cuando varios genes relacionados con la
degradacion de contaminantes como linA, molA, trzN y phe fueron amplificados y
detectados como positivos en las muestras de sedimentos de ambas cabeceras
estuarinas. Compuestos como el lindano, molinato, atrazina y derivados de PAHs
han sido previamente reportados en el sistema de Laguna de Términos (Diaz et al.
2005; Carvalho et al. 2009). Contrariamente, otros compuestos contaminantes
relacionados con los genes alkB, nahA, tdfA y atzA también han sido reportados en
este sistema (Vazquez et al. 2005; Vidal et al. 2006; Villalobos y Mendoza 2010;
Rosano et al. 2012; Hansen et al. 2013; Solano 2013; Vallarino y Renddn 2017); sin
embargo, estos genes no pudieron ser detectados siguiendo los protocolos de PCR
aqui empleados. Estos resultados de no amplificacién pueden corresponder a que
las copias genOmicas ambientales estan en muy bajo namero, el protocolo de
amplificacion no fue el apropiado para estas muestras, existen procesos de
inhibicion de PCR por co-contaminantes de las muestras, o los oligonucleotidos
iniciadores son muy especificos para los microorganismos ya aislados y no estan
disefiados para captar cepas ambientales (Chandler y Brockman 1996). Con esto,
la hipétesis planteada para este proyecto se cumple parcialmente, donde los genes
pueden llegar a ser indicadores de contaminacion en sedimentos y ademas prueban
gue hay un potencial genético para su atenuacion in situ.

La mayoria de los genes detectados fueron encontrados: i) durante la
temporada de Nortes, y ii) en el sistema de Palizada-Del Este. Como antes se
menciong, los Nortes estan asociados con las altas descargas de los rios tributarios
a ambas cabeceras estuarinas, ademas del arrastre, incorporacion y resuspension
de sedimentos, mas una alta dispersién atmosférica por los vientos de la temporada.
Herbicidas tales como la atrazina y la dietilatrizina son los mas utilizados en los
cultivos agricolas (Martinez 2003) y se ha observado la presencia de estos
compuestos a 300 km de la fuente de origen, lo que demuestra que el viento puede
transportar estos compuestos a grandes distancias.

El sistema Paliza-Del Este se relaciona con las descargas del rio Palizada,
especialmente en la Laguna Vapor, donde se encontraron varios genes asociados

con la degradacion de herbicidas y pesticidas. Vazquez et al. (1996) reporté que
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este sistema es el principal punto de entrada de contaminantes, ya que recibe la
mayor parte de las escorrentias de las granjas arroceras (Gold et al. 2010). Estas
zonas arroceras consumen varios plaguicidas, especialmente los herbicidas
propanilo, 2,4-D y molinato, que representan el 70% del total de los plaguicidas
utilizados en las cuencas de drenaje de los sistemas fluvio-lagunares (Benitez y
Barcenas 1996). También, la formacion de pastizales para la ganaderia es
probablemente la actividad responsable de la mayor pérdida de cubierta vegetal en
el estado desde 1969. Los productores que se encuentran al margen del rio
Palizada han abierto arroyos que son utilizados para trasladarse a dichos cuerpos
de agua o ir ganando terreno con los azolves en las crecientes (Villalobos y
Mendoza 2010), incluyendo localidades aledafias como Rivera Gémez y Rivera
Porvenir (Escamilla et al. 2014). Todas estas actividades antropicas han afectado el
area y consecuentemente se reportan contaminantes en la zona. Una perspectiva
mas para este estudio seria confirmar paralelamente la presencia de los
contaminantes, asi como de los genes de degradacion, para saber que son
indicadores factibles de contaminacion.

En el presente estudio se consideraron los sedimentos de 0 a 30 cm; esto
implicé que no se pudieron ver efectos claros de estratificacion y distribucién de las
comunidades microbianas en un perfil de profundidad. Se ha reportado la tasa de
acumulacion de sedimentos en la region de Bélice en la franja de manglar, la cual
vario de 1.2 a 2.8 mm/afio; mientras que en la region de Celestin es de 2.8 £ 0.8
mm/afio (Carnero et al. 2018); ambas zonas aledafias a la Laguna de Términos.
Encino (2000) reportd que en el sistema Pom-Atasta hay alta tasa de sedimentacion
con valor promedio de 117.68 kg/m?/afio, lo que equivale a 44.4 mm/afio. Esto
quiere decir que las muestras de la regién de Atasta representan aproximadamente
7 afos. Esto coindice con que desde 1995 ya se reportaban concentraciones de
plaguicidas en los sedimentos y biota (ostiones, almejas, camarones) de la parte
baja del Rio Palizada; y de hidrocarburos en la Laguna de Pom (Gold et al. 2010).
Sin embargo, hay que ser cautelosos en esta aproximacién, ya que como antes se
mencionaba, lo aportes masivos de agua en temporada de lluvia, el efecto de los

Nortes y huracanes, seguramente remueven continuamente estos sedimentos.
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Finalmente, hay que considerar que la presencia de estos microorganismos en
los sedimentos no nos habla de su origen, el cual no puede ser determinado por la
estrategia aqui empleada. Los sistemas estuarinos son areas de almacenamiento y
transporte de microorganismos, por lo que no se puede definir una via especifica
por la que llegan a los sedimentos. Muchos de estos microorganismos se
encuentran y desarrollan in situ, es decir, forman parte propia de una microbiota
nativa de los sedimentos. Otros microorganismos pueden provenir de sistemas
externos a través del transporte fluvial, pudiéndose depositar desde la columna de
agua, y eventualmente adaptarse y volverse parte de sistema. Asimismo, debido a
las interacciones entre las corrientes y mareas se pueden arrastrar tanto del agua
dulce proveniente de los rios y arroyos como del agua marina que entra de la
Laguna de Términos. Los humedales son de gran importancia debido a la gran
diversidad de manglar presente, por lo que va a existir una comunidad caracteristica
de este tipo de ecosistema que también puede ser transportada y posteriormente
depositada en los sedimentos. Se he reportado que los humedales son de los
sistemas mas diversos que existen (Huang et al. 2017). Estas posibles vias
contribuyen a la gran diversidad de la microbiota en ambos sitios, y que pueda haber
una seleccion de las poblaciones tolerantes a la contaminacién que ayuden a la
atenuacién de los contaminantes. Este estudio representa un avance en el
conocimiento de las comunidades microbianas de las cabeceras estuarinas mas
importantes del sistema de Laguna de Términos, el cual también es uno de los mas
relevantes en México. Sin embargo, la interpretacion de los datos generados debe
estar contextualizado en el marco de las caracteristicas intrinsecas de cada sistema
para evaluar su comportamiento espacio-temporal y proponer métodos adecuados

para su manejo.
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11. Conclusiones

En el presente estudio se estudiaron los sedimentos superficiales (0-30 cm) de
las cabeceras estuarinas de Pom-Atasta y Palizada-Del Este de la Laguna de
Términos, (Campeche, México) para explorar su microdiversidad y su potencial
genético para la degradacion de contaminantes. De los resultados aqui obtenidos
se concluye que ambos sistemas fluvio-lagunares (PE y PA) tiene una amplia
diversidad y riqgueza microbiana, donde las comunidades bacterianas de ambas
cabeceras estuarinas son diferentes y no muestran cambios drasticos en la
temporada de secas o nortes.

Asimismo, estas comunidades microbianas cuentan con el potencial genético
para la transformacion de contaminantes como fenoles (phe), lindano (linA),
molinato (molA) y triazinas (trzN), lo cual esta relacionado con los reportes
bibliograficos de contaminacion en estas cabeceras estuarinas. EI mayor niumero
de genes se detectdé en el sistema PE durante la temporada de Nortes, esto
asociado fundamentalmente al mayor aporte de sedimentos proveniente del rio
Palizada durante esta temporada.

Las predicciones metabdlicas de las comunidades microbianas de ambos
sistemas estuarinos muestran que, éstas son capaces de realizar funciones
metabdlicas similares implicadas en los ciclos biogeoquimicos del C, N y S; asi
como la degradacién de compuestos derivados de hidrocarburos, la atrazina, los
HCH, entre otros. Esto sugiere que la comunidad microbiana es capaz de
transformar algunos de los contaminantes reportados en el sistema, ayudando
entonces a la atenuacion de dichos contaminantes.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que los genes pueden
llegar a ser buenos indicadores de contaminacion en sedimentos, como se ha
planteado anteriormente; pero seria conveniente conocer con precision los
plaguicidas que actualmente se emplean en estas regiones para corroborarlos con
los genes detectados y poder establecer este método como una posible via de
identificacion de contaminantes.

Aunque necesitariamos tener las medidas de contaminacion reportadas para

ambos sistemas estuarinos (PA y PE) y conocer mas sobre el sitio para asociar el
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desarrollo de los genes con historias de contaminacién; se puede concluir que todos
los marcadores propuestos se pueden considerar como biosensores de
contaminacion, bioindicadores indirectos que puedan dar una idea preliminar sobre

el grado de contaminacion de los sitios.
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12. Alcances Yy perspectivas

Este estudio representa uno de los primeros en explorar toda la diversidad
microbiana procarionte en los sistemas Pom-Atasta y Palizada-Del Este (Laguna de
Términos) y proporcionan nuevas perspectivas sobre la dinamica de las
comunidades bacterianas dentro de los ecosistemas estuarinos en México. En
estudios posteriores, seria importante tener en cuenta las caracteristicas intrinsecas
de cada cabecera estuarina para la identificacion de las posibles variables que
influyen en el comportamiento de cada una y proponer métodos adecuados para su
manejo. Estos son sistemas muy diversos, por lo que se pudieran estudiar sus
capacidades metabdlicas para realizar procesos especificos como la
metanogénesis, nitrificacion, sulfatoreduccion, entre otros. Es importante actualizar
la informacion sobre el uso de plaguicidas en estas regiones y su metodologia de
empleo, para asi identificar y corroborar la presencia de estos contaminantes con la
de los genes de degradacién, para saber que son indicadores factibles de la
contaminacion. Generalmente no se recomienda el uso de plaguicidas
organoclorados por ser altamente persistente; sin embargo, hay otros como los
organofosforados que, si bien se degradan rapidamente y no perduran en los
sistemas, son mucho mas toxicos que los anteriores; por lo que lo mas
recomendable es utilizar siempre el plaguicida correcto en la dosis especificada y
asi ademas, se evitan problemas de resistencia a estos productos.

Asi mismo, la presencia de pesticidas ha fomentado que existan ya genes de
degradacion en la biomasa intrinseca de los sedimentos. Se conoce que Ssu
presencia puede disminuir la diversidad microbiana, pero ain no sabemos si hay
impacto en la diversidad procarionte en estos sitios y el alcance ecoldgico que esta

teniendo su aplicacion.
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14. Anexo

14.1. Anexo A. Gel de electroforesis para verificacion de amplicones 16S ARNT.

Anexo Al. Gel de electroforesis para verificacion de amplicones 16S ARNTr en el sistema Pom-

Atasta. M: marcador de tamafio molecular.

350 pb

Anexo A2. Gel de electroforesis para verificacion de amplicones 16S ARNr en el sistema Palizada-

Del Este y el rio Palizada. M: marcador de tamafio molecular.

14.2. Anexo B. Gel de electroforesis para verificacion de amplicones de los genes
de estudio

phe alkB atzA linA trzN molA

Anexo B1. Gel de electroforesis de la muestra de sedimento del rio Palizada. (*) Banda muy tenue

del gen linA. M: marcador de tamafio molecular.
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Anexo B2. Gel en agarosa del gen phe para las muestras de Palizada-Del Este, en secas y nortes

respectivamente. M: marcador de tamafio molecular.

Anexo B3. Gel en agarosa del gen phe para las muestras de Pom-Atasta, en secas y nortes
respectivamente. Solo se detectd este gen durante el muestreo del periodo de nortes. M: marcador

molecular.

480 pb

Anexo B4. Gel en agarosa del gen linA anidado para las muestras de Palizada-Del este, en secas y

nortes, respectivamente. M: marcador de tamafio molecular.
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Anexo B5. Gel en agarosa del gen linA anidado para las muestras de Pom-Atasta, en secas y

nortes, respectivamente. M: marcador de tamafio molecular.

1100 pb

Anexo B6. Gel en agarosa del gen molA para las muestras de Palizada-Del Este, en nortes y
secas, respectivamente. Se obtuvieron sefiales de amplicones para la temporada de nortes en

algunos sedimentos. M: marcador de tamafio molecular.

2
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Anexo B7. Gel en agarosa correspondiente al gen trzN para las muestras de Pom-Atasta, en nortes
y secas respectivamente. Se obtuvieron amplicones para la época de norte solamente. M:

marcador de tamafio molecular.
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Anexo B8. Gel en agarosa del gen trzN para las muestras de Palizada-Del Este, en nortes y secas

respectivamente. Las sefiales de amplicones se obtuvieron para la época de secas y en las ultimas

estaciones durante el periodo de nortes. M: marcador de tamafio molecular.

14.3. Anexo C. Parametros fisico-quimicos de los sedimentos en estudio

Conductividad eléctrica

Corg

Cino

Ntotal

Muestra | Temperatura (°C) (mSicm?) OD (mg/L) pH

Pom-Atasta, temporada de nortes
Pan.1 24.5 1.25 34 7 1.79 2.98 0.29
Pan.2 25.3 3.45 3.2 7.5 1.43 2.68 0.23
Pan.3 23.7 2.18 2.8 7.6 0.78 2.20 0.13
Pan.4 23.9 2.56 3.9 7.6 3.23 0.63 0.36
Pan.5 25.7 0.63 3.2 7.2 1.84 1.19 0.25
Pan.6 25.2 0.63 3.1 7.3 0.99 2.00 0.16
Pan.7 26.1 0.64 3.7 7.3 0.82 1.64 0.14
Pan.8 25.7 0.51 3.8 7.3 2.23 2.27 0.33
Pan.9 25.2 0.48 34 7.3 1.14 1.08 0.19
Pan.10 24.7 0.66 2.8 7.6 2.92 0.48 0.29

Pom-Atasta, temporada de secas
Pas.1 29.4 41.12 3.8 6.9 1.57 2.85 0.27
Pas.2 28.7 41.33 3.9 7.2 2.66 1.06 0.32
Pas.3 29.8 37.06 35 7.5 0.86 2.15 0.18
Pas.4 30.3 21.88 4.2 7.4 1.04 4.11 0.23
Pas.5 30.6 20.77 4.5 7.3 1.69 1.13 0.22
Pas.6 33.9 4.70 5.0 7.6 0.95 1.98 0.15
Pas.7 30.9 3.71 4.3 7.6 0.94 1.88 0.18
Pas.8 30.8 2.29 4.2 7.6 1.58 2.80 0.23
Pas.9 30.7 1.12 4.1 7.6 1.24 1.00 0.15
Pas.10 30.5 0.92 4.2 7.6 1.25 | 3.5.10% | 0.12

Palizada-Del Este, temporada de nortes
Pen.1 24.6 0.71 1.6 7.2 1.52 3.13 0.38
Pen.2 26.0 0.43 1.1 7.5 0.63 0.84 0.17
Pen.3 26.2 0.19 1.3 7.5 2.47 | 0.1625 | 0.38
Pen.4 25.4 0.40 1.4 7.5 0.87 1.891 0.19
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Conductividad eléctrica

Corg

Cino

Ntotal

Muestra | Temperatura (°C) (mS/cm?) OD (mg/L) pH
Pen.5 26.0 0.55 14 7.6 3.75 14 0.46
Pen.6 25.0 0.40 0.4 7.4 2.09 0.04 0.33
Pen.7 26.0 0.54 1.4 7.4 2.00 2.15 0.28
Pen.8 25.5 0.54 14 7.4 3.32 3.98 0.56
Pen.9 23.7 0.49 1.7 7.1 1.78 2.14 0.31
Pen.10 24.1 0.56 15 7.8 4.86 0.18 0.58
Rpen 24.1 0.56 15 7.8 1.52 1.58 0.21
Palizada-Del Este, temporada de secas
Pes.1 29.1 52.89 2.0 8.2 2.48 0.13 0.37
Pes.2 30.1 40.37 23 6.9 4.26 0.72 0.31
Pes.3 30.2 27.85 3.0 5.3 2.62 0.09 0.40
Pes.4 29.8 2.23 2.8 5.2 2.03 2.02 0.61
Pes.5 30.6 4.43 2.0 5.9 2.77 5.67 0.83
Pes.6 30.8 3.37 2.0 6.9 4.51 0.11 0.54
Pes.7 30.7 1.95 2.2 6.8 1.79 2.39 0.33
Pes.8 30.7 0.90 2.4 6.8 3.03 2.35 0.32
Pes.9 311 0.96 3.4 7.6 1.1395| 3.74 0.24
Pes.10 31.4 0.91 3.1 7.3 1.735 | 2.25 0.30
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