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Resumen

Los manglares de la Peninsula de Yucatan se encuentran estrechamente relacionados con las
descargas de agua que provienen del acuifero y que son conducidas por el Anillo de Cenotes. Sin
embargo, el desarrollo de las actividades humanas en la region ha contaminado el acuifero regional
poniendo en riesgo la salud de este ecosistema. En este trabajo se tomaron muestras de sedimento
asociadas a manglar rojo (Rhizophora mangle) en dos zonas con influencia del Anillo de Cenotes y se
caracterizd la comunidad microbiana presente utilizando la amplificacion del gen 16S rRNA, ademas
se utilizo la herramienta de prediccion funcional PICRUST?2 para identificar la presencia de potenciales
rutas de biodegradacion de xenobioticos. Se encontré que la comunidad microbiana esta constituida
principalmente por bacterias de las clases Dehaloccocoidia y Anaerolineae, del Filo Chloroflexi;
Alphaproteobacteria del filo Pseudomonadota; y arqueas de la clase Woesarchaeia y Bathyarchaeia.
Se observo que la composicion de la comunidad difiere entre regiones, pero no por estatus de
conservacion. Asi mismo, se identifico la presencia de rutas de biodegradacion de xenobi6ticos, pero
estas no mostraron diferencias entre regiones de muestreo o estatus de conservacion. La dominancia
de Dehaloccocoidia en los sitios de estudio difiere ligeramente de lo reportado en la literatura, este
hallazgo se podria relacionar con los procesos de degradacion de materia organica en los manglares,
asi como con la presencia de Hexaclorociclohexano (HCH), Aldrin, y Dieldrina proveniente de

descargas del Anillo de Cenotes.

Palabras clave: gen 16S rRNA, Metataxonomica, Amplicones, Anillo de Cenotes, Karst,

Manglar, Xenobidticos, Yucatan, Dzilam, El Palmar



Abstract

The mangroves of the Yucatan Peninsula are closely related to the water discharges that come
from the aquifer and are conducted by the Cenote Ring. However, the development of human activities
in the region has contaminated the regional aquifer, putting the health of this ecosystem at risk. In this
work, sediment samples associated with red mangrove (Rhizophora mangle) were taken in two areas
influenced by the Cenotes Ring and the microbial community present was characterized using the
amplification of the 16S rRNA gene. In addition, the PICRUST2 functional prediction tool was used
to identify the presence of potential xenobiotic biodegradation routes. It was found that the microbial
community is mainly made up of bacteria from the classes Dehaloccocoidia and Anaerolineae, from
the Phylum Chloroflexi; Alphaproteobacteria of the phylum Pseudomonadota; and archaea of the class
Woesarchaeia and Bathyarchaeia. It was observed that community composition differs between
regions, but not by conservation status. Likewise, the presence of xenobiotic biodegradation routes was
identified, but these did not show differences between sampling regions or conservation status. The
dominance of Dehaloccocoidia in the study sites differs slightly from that reported in the literature;
this finding could be related to the degradation processes of organic matter in the mangroves, as well
as the presence of Hexachlorocyclohexane (HCH), Aldrin, and Dieldrin. coming from discharges from

the Cenote Ring.

Palabras clave: gen 16S rRNA, Metataxonomics, Amplicons, Cenote ring, Karst, Mangrove,

Xenobiotics, Yucatan, Dzilam, El Palmar



Introduccion

Contexto ambiental de la Peninsula de Yucatan

Karst de Yucatan

La Peninsula de Yucatan (PY) se localiza en la porcidn sureste de México abarcando los estados
de Yucatan, Campeche y Quintana Roo. Fisiograficamente esta se encuentra en la provincia de la
Peninsula de Yucatan, formando parte del Bloque de Yucatan (Servicio Geoldgico Mexicano, 2005).
Los afloramientos que constituyen a la PY se encuentran conformados en su totalidad por una serie de
sedimentos calcareos consolidados de origen marino que estan dispuestos en estratos horizontales con
poca o nula deformacidn. Estos se constituyen por las formaciones Icaiché, del Paleoceno; Chichén
Itz4, del Eoceno; y Felipe Carrillo Puerto, del Plioceno-Pleistoceno, siendo esta Gltima la que tienen
una mayor extension (Figura 1) (Estrada-Medina et al., 2019; Garcia et al., 2010; Servicio Geoldgico
Mexicano, 2005). Debido a la abundancia de rocas calizas en la PY, a esta se le considera el

afloramiento de rocas calizas mas grande de México (Estrada-Medina et al., 2019).
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Figura 1. Clasificacion Geoldgica de la Peninsula de Yucatan. Imagen tomada de Garcia et al 2010.



La abundancia de rocas calizas en la PY ha dado paso al desarrollo de un ambiente conocido
como Karst. EI Karst es un ambiente que tiene una hidrologia y morfologia que es resultado de los
procesos de solubilidad de las rocas evaporiticas que lo constituyen (Ford & Williams, 2007;
Trofimova & Hada, 2016). Se calcula que este ambiente abarca aproximadamente un 20 % de la
superficie terrestre (Ford & Williams, 2007; Frumkin, 2013) y en el caso de la PY se extiende por
115,000 km? (Jeffrey K., 2002). El Karst tiene una amplia variedad de expresiones en la superficie y
en el subsuelo como los karren, dolinas (cenotes), uvalas, poljes, valles karsticos y sistemas de
cavernas. La formacion de estas estructuras es resultado de los procesos de disolucion, colapso y
construccidn de la roca constituyente. La disolucion es un fendbmeno que ocurre en presencia de acido
carbénico, sulfuro de hidrégeno, ademas de ser resultado de cambios en temperatura y la actividad
biologica en el agua (Estrada-Medina et al., 2019; Frumkin, 2013). La disolucion en el Karst se
encuentra estrechamente relacionada con la precipitacién y con la presencia de agua de mar, siendo

esta Ultima el factor de disolucién de mayor importancia en la PY (Monroy-Rios, 2016).

Cenotes y el Anillo de Cenotes

La historia geoldgica acontecida en la PY, asi como los procesos geoldgicos de disolucion,
colapso y construccién del Karst han generado diferencias en la geomorfologia de la region. A partir
de diversos estudios geomorfoldgicos y litolégicos se ha identificado que la PY cuenta con tres
subprovincias fisiogréficas; Karst de Yucatan; Karst y Lomerios de Campeche; y Costa baja de
Quintana Roo, y con 29 topoformas asociadas a estas subprovincias (figura 2) (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), 2016; INEGI, 2002). De estas, el Karst Yucateco es la subprovincia
de mayor extension abarcando la totalidad del Estado de Yucatan, y partes de los estados de Campeche
y Quintana Roo. En esta subprovincia resalta la abundancia de dolinas inundadas que son conocidas
como cenotes las cuales representan la geoforma mas popular y abundante de la PY (Beddows et al.,
2007; Espinasa-Perefia, 1990).

Los cenotes son depresiones semicirculares de paredes verticales que estan rellenas de agua
hasta el nivel freatico (Espinasa-Perefia, 1990; Molina, 2015). Estos son originados por los procesos
de disolucidn, colapso, y construccion de los ambientes karstico (Beddows et al., 2007; Monroy-Rios,
2016). La PY ha sido afectada por incrementos y descensos en el nivel de mar desde el Jurasico estos

cambios en el nivel del mar han modificado la profundidad de la haloclina permitiendo una mayor



disolucién de las rocas (Escobar-Sanchez, 2005). Lo anterior, ha dado las condiciones para la
formacion de una extensa red de cenotes (Bauer-Gottwein et al., 2011; Monroy-Rios, 2016). De
acuerdo con Aguilar et al., (2016), la PY cuenta con 4,620 cenotes. Sin embargo, esta cifra puede ser
mucho mayor ya que sélo para el Estado de Yucatéan se calcula la existencia de entre 7,000 y 8,000 de
estas geoformas, pero su ubicacion y cuantificacion se dificulta debido a la vegetacion de la region
(Beddows et al., 2007).
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Figura 2. Subprovincias fisiograficas de la Peninsula de Yucatan. Elaboracién propia en base a informacion del
INEGI, 2021.

Los cenotes no siguen una distribucién uniforme a lo largo del Karst Yucateco, ya que estos se
concentran en dos zonas; el Anillo de Cenotes en el centro del Estado de Yucatén, y en la porcion oeste
del mismo estado (Figura 3) (Connors et al., 1996; Espinasa-Perefia, 1990). EI Anillo de Cenotes
corresponde a una region semicircular con una alta densidad de cenotes y de alta conductividad
hidrdulica ubicada en el norte de la PY (Gupta et al., 2013). Este tiene una longitud aproximada de 170
km de diametro abarcando desde Celesttn al Este PY hasta Dzilam de Bravo en el Oeste de la Peninsula

(INEGI, 2016). EIl origen y caracteristicas del Anillo de Cenotes no se puede explicar si solo se



consideran los procesos de Karst, pero puede ser entendido si se toma en cuenta la presencia del crater
de impacto de Chicxulub en la region (Connors et al., 1996) el cual es una estructura de impacto de
180 km de diametro que se encuentra enterrada bajo los sedimentos calcareos de la PY. Este créater
corresponde al impacto de un meteorito/asteroide que se relaciona con los cambios climaticos que
llevaron a la extincion masiva que marca el final del Cretacico y el comienzo del Paledgeno (K/Pg)
(Hildebrand et al., 1991). De acuerdo con Connors et al., (1996), existe una correlacion espacial entre
el anillo exterior del crater de impacto y la distribucion de cenotes en la superficie, siendo la presencia
de fallas en el basamento generadas por el impacto la posible causa de la distribucidn de cenotes en la

superficie.

Figura 3. Rasgos Karsticos del norte de la Peninsula de Yucatan. 1) Anillo de Cenotes 3a) Campo de dolinas. Tomado de
Connors et al. 1996.



Hidrologia regional y Anillo de Cenotes

Las propiedades de permeabilidad y porosidad de la roca caliza del Karst, asi como la
morfologiay las caracteristicas climéticas de la region, ocasionan que gran parte del agua que precipita
en la PY se infiltre facilmente, evitando la formacion de cuerpos de agua superficiales y dando paso a
la formacion acuiferos (Graniel Castro, 2010). De acuerdo con (Comisién Nacional del Agua
(CONAGUA), 2022), en la PY hay cuatro acuiferos; Cerros y valles, Isla de Cozumel, Xpujil y
Peninsula de Yucatan, este Gltimo es el de mayor extension (Figura 4). EI Acuifero de la Peninsula de
Yucatan o Gran Acuifero Maya, es un acuifero no confinado, excepto en la zona costera, que se
constituye por un lente de agua dulce que sobreyace a una capa de agua salada (Escolero et al., 2000).
Este tiene una extensién de 124,409 km2 (CONAGUA), 2023), abarcando los Estados de Campeche,
Quintana Roo y Yucatan, ademas de algunas partes de Tabasco, Belice y Guatemala (Bauer-Gottwein
etal., 2011; CONAGUA, 2023). Este forma parte de la Region hidrol6gico-administrativa (RHA)
Cuenca Peninsula de Yucatan, abarcando a una poblacion de 4 857 556 habitantes, representando la
principal fuente de agua dulce de la region (Gonzélez-Herrera et al., 2002), donde el principal uso del
agua se da por el sector agricola, seguido por la industria autoabastecida y el abastecimiento publico
(CONAGUA, 2022,2023).
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Una de las caracteristicas mas importantes de este acuifero es la estrecha relacion que tienen
sus flujos con las estructuras geologicas que conforman a la PY. De acuerdo con Bauer-Gottwein et al.,
(2011) se pueden identificar tres tipos de estructuras que modifican y direccionan el flujo de agua en
el acuifero; las fracturas de escala regional, como el Anillo de Cenotes, las fracturas de Holbox y la
Sierrita de Ticul; los grandes conductos de disolucion, donde se incluyen a los sistemas de cavernas de
Quintan Roo y estructuras de disolucién de pequefia escala. A nivel regional, el Anillo de Cenotes es
la estructura que tiene mayor relevancia ya que debido a su alto nivel de fracturamiento, permite una
infiltracion facilitada del agua de precipitacion (Perry & Socki, 2003). Asi mismo, el Anillo de Cenotes
cuenta con un gradiente hidraulico lo que genera un flujo preferencial que lleva agua de la region sur
de la PY a la costa norte de la peninsula (Gonzélez-Herrera et al., 2002; Murgulet et al., 2020)
descargando en las proximidades de Celestin, Dzilam de Bravo y San Felipe (Figura 5) abasteciendo
de agua dulce a los ecosistemas costeros y a los habitantes de la region (CONAGUA, 2022; Graniel
Castro, 2010).
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Manglares de la Peninsula de Yucatan

Los manglares son formaciones boscosas lefiosas tolerantes a la salinidad, que se localizan en
la transicion entre el ambientes terrestre y acuético y que se desarrollan en latitudes tropicales y
subtropicales (Acosta Velazquez et al., 2013; FAO, 2023). Estos se caracterizan por tener adaptaciones
que les permite desarrollar suelos con condiciones anaerobias e inundadas; crecer en sitios con altas
concentraciones de sal; asi como tener afinidad a los ambientes acuéticos, estar agrupados
geograficamente por especie y en algunos casos presentar viviparidad (Hamilton, 2020). Los manglares
tienen un papel fundamental en el desarrollo de las actividades humanas en la zona costera, a nivel
internacional, ya que proporcionan diversos servicios ambientales, entre estos servicios se puede
mencionar el suministro de madera, primera linea de defensa continental ante eventos
hidrometeoroldgicos, la proteccién de crias de especies de interés comercial o de proteccion, el

desarrollo turistico, y la captura de carbono (Acosta Velazquez et al., 2013).
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Figura 6. Representacion de los paises en los que se encuentra distribuido el manglar y el nimero de especies
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México cuenta con el 6.7 % de los manglares a nivel mundial, y solo la PY alberga el 60% de
los manglares a nivel nacional abarcando 544 169 ha (Figura 6) (Veldzquez-Salazar et al., 2021). En
la PY se ha identificado la presencia de cuatro de las seis especies de manglar que hay en México;
Mangle rojo (Rhizophora mangle), mangle blanco (Laguncularia racemosa), mangle negro (Avicennia
germinans), y mangle botoncillo (Conocarpus erectus) (Acosta Veldzquez et al., 2013; Lopez-Portillo
& Ezcurra, 2002). La distribucion de estos a lo largo de la costa de la PY se encuentra estrechamente
relacionada con las caracteristicas hidrologicas donde se han distinguido dos escenarios de desarrollo;
el escenario himedo, relacionado con las descargas de agua del Anillo de Cenotes en las zonas de
Dzilam y Celestun; y el escenario seco, que se relaciona con una mayor influencia de la precipitacion
en las zonas de Sisal, Progreso, Telchac y Rio Lagartos. Asi mismo, las caracteristicas de inundacion
y microtopografia han dado paso a cuatro ecotipos de manglar; manglar tipo franja localizado en la
linea de costa; manglar cuenca localizado detras del manglar de franja; manglar chaparro, que se
encuentra detras del tipo cuenca asociado a una menor cantidad de nutrientes, y manglar petén que se

relacionan con ojos de agua y cenotes (Figura 7) (Zaldivar Jiménez et al., 2010).
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Herramientas moleculares

Metataxondmica

Los microorganismos han tenido un papel central a lo largo de la historia de la tierra. Aunque
su origen aun es desconocido, se reconoce que estos fueron la principal fuerza bioldgica de cambio en
las condiciones del sistema tierra antes de la llegada del ser humano (Cavalier-Smith et al., 2006). De
forma tradicional el estudio de este grupo de seres vivos se realiza por medio de cultivo y pruebas de
caracter bioguimico, pero se reconoce que la mayor parte de los microorganismos presentes en el medio
ambiente no se pueden aislar, crecer y estudiar utilizando medios tradicionales (Streit, W. R., &
Schmitz, R. A., 2004). Lo anterior, ha dificultado el analisis de las comunidades de microorganismos
presentes en muestras ambientales como el suelo, agua y sedimentos. Sin embargo, en las Gltimas
décadas con el desarrollo de herramientas de secuenciacion de DNA, como con la secuenciacion de
alto rendimiento (HTS), ha sido posible estudiar a estas comunidades incluyendo aquellas no
cultivables, profundizando el conocimiento respecto a la composicién de las comunidades microbianas,

asi como de la taxonomia y funcion de los miembros de la comunidad (Ortiz-Estrada et al., 2019).

Existen diferentes aproximaciones para la caracterizacion de comunidades microbianas por
HTS. Una de la mas utilizada es la metagendmica de amplicones también Ilamada como 16S rRNA
survey, metagenémica de amplicones o metataxonémica como se denomina en este trabajo. La
metataxondmica consiste en la caracterizacion del microbiota y la creacion de un arbol meta
taxondémico que muestre las relaciones entre las secuencias obtenidas (Marchesi & Ravel, 2015). La
metataxondmica utiliza marcadores filogenéticos que contengan regiones altamente conservadas, asi
como regiones que son hipervariables (Kuczynski et al., 2012; Nguyen et al., 2016). Algunos de los
marcadores mas utilizados en la metataxondmica son los genes: 16S rRNA (Kim & Chun, 2014),
utilizado para la caracterizacion de bacterias y arqueas; 18S rRNA,; utilizado en células de eucariontes;
y el Espaciador transcrito interno (ITS), que se ha utilizado para la caracterizacion de hongos, asi como
identificar variaciones intraespecificas (da Cunha, 2019; Walker etal., 2022). El uso de estos
marcadores permite utilizar herramientas moleculares generales para el grupo de interés y obtener una
clasificacion taxonémica que puede llegar a nivel de familia o género (Kuczynski et al., 2012). Asi
mismo, la metataxondmica al estar enfocada en genes especificos resulta en menores costos, lo que
hace de esta técnica una candidata ideal para la exploracion de las comunidades de microorganismos

antes de utilizar técnicas mas complejas y costosas (Tickle et al., 2013).
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Los estudios de metataxondmica constan de diferentes etapas para su realizacion. En una
primera instancia se debe identificar el grupo de interés para seleccionar el gen marcador que se
utilizara para la caracterizacion de la comunidad. Posteriormente, es necesario identificar los primers
0 cebadores que se utilizaran para la secuenciacion del gen marcador, este paso es fundamental para
un buen estudio, ya que existen algunos primers que no son sensibles para algunos grupos. Por lo
anterior, se debe utilizar solo aquellos que proporcionen informacion taxonomica y filogenética de
calidad, tradicionalmente en los estudios de comunidades de procariontes esto se consigue utilizando
los primers que amplifican las regiones hipervariables V1-V2 'y V3-V3 del gen 16S rRNA (Kuczynski
etal., 2012; Nguyen et al., 2016). Una vez que se ha seleccionado el gen marcado y los primers se
puede realizar la colecta de muestra, la colecta de muestra depende de la pregunta de investigacion y
las caracteristicas del ambiente. En la actualidad existen diversas técnicas de muestreo para diferentes
matrices ambientales como agua, suelo y sedimento en donde se busca evitar la contaminacion de la
muestra (Bertrand et al., 2015). Las muestras obtenidas son enviadas a laboratorio en donde se realiza
la extraccion y amplificacion del DNA de interés por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y se realiza la secuenciacion. El proceso de secuenciacion se puede realizar utilizando diferentes
plataformas, algunas de las més utilizadas son Illumina MiSeq, lon Torrent PGM, and Roche 454 GS
FLX Titanium (Allali etal., 2017). Finalmente, como resultado de la secuenciacion se obtienen

archivos digitales que contienen la informacion de las secuencias obtenidas (Figura 8).

Los resultados de la secuenciacion de las muestras deben ser analizados e interpretados. Para
esto se pueden utilizar diferentes programas bioinforméaticos como Mothur (Schloss et al., 2009) o
Qiime 2 (Bolyen et al., 2019) que facilitan el analisis de las secuencias obtenidas por HTS. Estos
programas incorporan herramientas enfocadas al estudio de estos datos, como DADAZ2 que permite el
filtrado y union de secuencias, asi como la eliminacion de quimeras y secuencias con valores de calidad
(phred values) de bajos (Callahan et al., 2016); la agrupacion de secuencias por similitud formando
Variantes de Secuencia del Amplicén (ASV); la clasificacidn taxondmica de ASV, utilizando bases de
datos de referencia como SILVA (Quast et al., 2012) o GreenGenes (McDonald, D.et al 2012); y la
obtencion de los indices de diversidad, ademéas de permitir la reproducibilidad de los resultados
(Bolyen et al., 2019; Schloss et al., 2009).
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Figura 8. Flujo de trabajo general realizado en el analisis de metataxonémica. Modificada de (Ortiz-Estrada
etal., 2019).

Herramientas de prediccion funcional

En la actualidad para poder determinar las funciones de una comunidad microbiana se utilizan
estrategias de secuenciacion masiva de tipo shotgun, en donde se hace la secuenciacion de todo el DNA
presente en las muestras o se realizan estudios de tipo metatranscriptomica en donde se caracteriza el
RNA presente en una muestra recuperando informacion sobre la funcion de la comunidad (Kelly et al.,
2017). No obstante, la secuenciacion de tipo shotgun y metatranscriptomica tiene un costo muy elevado
en comparacion con la secuenciacion del amplicén lo cual dificulta su aplicacion. Sin embargo, en los
Gltimos afos se han desarrollado diferentes programas que pueden realizar una prediccién de perfiles
funcionales de las comunidades microbianas, utilizando solo la informacion proporcionada por la
secuenciacion de genes marcadores como el gen 16S rRNA (Douglas et al., 2020; Langille et al., 2013;
Mongad et al., 2021; Wembheuer et al., 2020).

Aunque la secuenciacion de los marcadores moleculares no puede proporcionar de forma
directa informacion sobre la funcion de las comunidades microbianas. se pueden realizar inferencias

de las funciones tomando como referencia las bases de datos publicas que contienen las secuencias de
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genomas completos. Herramientas de prediccion funcional como PICRUSt2 o Tax4Fun2 para la
prediccion funcional han sido aplicadas para la caracterizacion de diferentes matrices ambientales
(Gaiero et al., 2021; Hu et al., 2023). Estas herramientas han mostrado buen rendimiento en ambientes
con baja diversidad como los modelos humanos, en donde se han permitido reconocer patrones en
pacientes con diferentes padecimientos. Sin embargo, en estudios de ambientes distintos a los humanos
como cuerpos de agua, suelos y sedimentos. se debe tener precaucién con los resultados ya que estos
solo representan una inferencia indirecta que puede estar sesgada por las bases de datos existentes y la
naturaleza de los datos (Connors et al., 1996; Sun et al., 2020). Esto es especialmente importante
cuando se tratan de ambiente que han sido poco caracterizados o en matrices complejas ya que la
existencia de bases de datos puede ser escaza 0 puente estar desactualizadas lo que puede llevar a mal
interpretaciones en los resultados (Djemiel, C et al 2022). Lo anterior, puede llevar a considerar el uso
de herramientas que puedan proveer datos funcionales mas certeros como shotgun o

metatranscriptomica que pueden ayudar a validar los resultados generados por las predicciones.
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Antecedentes

Efectos de la actividad humana en la Peninsula de Yucatan

Contaminacion de acuifero karstico

Debido a las caracteristicas karsticas, a la poca presencia de suelo y a los niveles del acuifero
de la PY, contaminantes como aguas residuales, agroquimicos, efluentes industriales y materia
orgénica se pueden filtrar facilmente y contaminar el acuifero (INEGI, 2002). A partir del uso de
indices de contaminacion del acuifero se ha identificado que los sitios con una mayor grado
vulnerabilidad y riesgo de contaminacion del acuifero en el Estado de Yucatan se localizan en puntos
con alta densidad de dolinas y en las zonas costeras (Moreno-Gémez et al., 2022); en las regiones
noreste, litoral centro, occidente y poniente (Gonzélez-Herrera et al., 2002) asi como en la zona norte,
este y noroeste del estado relacionadas con regiones donde se desarrollan actividades agricolas y de
ganaderia intensiva (Gijon-Yescas, 2007). Lo anterior tiene gran importancia ya que se ha reportado
que los  agricultores utilizan agroguimicos como el endosulfan, lindano, aldrin/dieldrin,
diclorodifeniltricloroetano (DDT) heptachlor, metamidofos, paration, mancozeb, metomilo, oximil,
paraquat, acetamiprid, y agroquimicos de aminoacidos (A. G. Polanco Rodriguez et al., 2015; A. G.
Polanco Rodriguez et al., 2017; Polanco-Rodriguez et al., 2020) y se ha observado que algunos de estos
agroguimicos no sé absorben en el suelo al ser altamente hidrofébicos amenazando al acuifero karstico
(Alfonso et al., 2017)

Las evaluaciones de muestras de agua del acuifero han demostrado la presencia de residuos de
los agroquimicos utilizados en la region. Estos han sido observados en la regién del Anillo de Cenotes
(A. G. Polanco Rodriguez et al., 2015; Polanco-Rodriguez et al., 2020; Rodriguez et al., 2018) y
algunos casos se han identificado agroquimicos prohibidos por la legislacion mexicana, ademas de
alcanzar concentraciones que superan los valores establecidos en la legislacion NOM-127-SSA1-1994
(Tabla 1).
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Tabla 1. Agroquimicos detectados en el Acuifero Yucateco

Autor Region Fuente Contaminante
Perera-Rios, J., 2022 Ticul,Yucatan Agua uso domestico Aldrin
Heptachloro *
B-BCH ™
Malation
Clorpirifos
Clorotalonil
Cenotes Heptacloro *
Anillo de Cenotes Aldrin "™
Polanco Rodriguez, A. (Celestun, Endrina 7™
G., 2015 Dzilam,Kopoma, Dieldrina "
Chochola, 1zamal, DDT ™
Kinchil, Buctzotz) Endosulfan 7™
Polanco Rodriguez, A.  Hopelchen,Campeche Pozos y dolinas Endosulfan ™
G., 2020 Dieldrina "™

Heptacloro

*Supera los valores establecidos en la legislacion (NOM-127-SSA1-1994) ** Prohibido por la legislacion mexicana.

La presencia de agroquimicos en el acuifero karstico tiene implicaciones graves para la salud
de la poblacion y de los ecosistemas costeros, como los manglares. Aunque no se ha reportado la
presencia de agroguimicos y sus residuos en sedimentos o agua en la zona costera, Los trabajos de
(Alfonso etal., 2017; Gonzalez Herrera etal., 2018; A. G. Polanco Rodriguez et al., 2015) han
sefialado la importancia de tomar en consideracion los flujos de agua subterraneas que descargan en la
zona costera como un factor de transporte de contaminantes. Asi mismo, se ha identificado que las
actividades humanas que tienen un efecto en la concentracion de nutrientes del agua que llega por
descargas subterraneas en las lagunas costeras de la zona, teniendo efectos en las comunidades de
plancton presente en las costa de la PY, y se ha evaluado que aquellas regiones que tienen una mayor
cantidad de actividad humana son la que se encuentran en peores condiciones ambientales (Herrera-
Silveira & Morales-Ojeda, s. f.; Marina et al., 2017; Troccoli-Ghinaglia et al., 2010).
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Metataxondmica de manglares y deteccion de xenobioticos

Metataxondmica en manglares y efecto de antropicos

El ambiente de los manglares ha sido objeto de diversos estudios de metataxondmica. En estos
trabajos se ha hecho la caracterizacion de las comunidades de bacterias, arqueas, y eucariotas. En el
caso de las comunidades de bacterias se ha observado que esta comunidad se encuentra dominada por
los filos Pseudomonadota (Proteobacteria); Firmicutes; y Chloroflexi, donde Proteobacteria es
considerado el filo principal (Lai et al., 2022; Palit et al., 2022). La caracterizacion de comunidad
bacteriana utilizando la amplificacion del gen 16S rRNA han permitido conocer que los manglares
cuentan con una comunidad bacteriana compleja y dinamica que responde a factores bioticos y
abioticos, asi como a las actividades humanas. Las variaciones en la comunidad se han asociado a
cambios en el nivel del mar (De Santana et al., 2021); profundidad de sedimento (Jiang et al., 2023;
Muwawa et al., 2021); tipos ecoldgicos de manglar (Gomez-Acata et al., 2023); asi como con el estatus
de conservacion de los manglares, identificando los efectos de contaminantes como metales pesados y
desechos urbanos (Basak et al., 2015; Iturbe-Espinoza et al., 2022; X. Zhang et al., 2022).

En el caso de los sitios alterados por el ser humano, la metataxonémica ha permitido reconocer
los efectos de los contaminantes en las comunidades de microorganismos (Berg et al., 2020). Esto es
importante ya que estas comunidades son el sostén de niveles tréficos superiores ademas de ser
fundamentales en los ciclos biogeoquimicos. Se ha observado que las actividades humanas tienen un
impacto en la estructura y funcion de las comunidades de microorganismos. Liao et al., (2018) observo
que las descargas de aguas residuales, el uso de pesticidas y fertilizantes afectaron la distribucion de
especies de bacterias dominantes; Malla et al., (2022) encontrd diferencias en la abundancia relativa
de bacterias entre suelos con pesticidas y suelos naturales, asi como la presencia de genes de
degradacion de pesticidas. Y Su, J. (2016) sugiere que la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) pueden alterar a las comunidades de bacterias presentes en los humedales. Lo
anterior muestra que la metataxonomica puede ser utilizada como una herramienta de evaluacion de
los cambios que ocurren en las comunidades bacterianas y servir como un indicador de la presencia de
contaminantes, ademas de ayudar a entender los procesos que son alterados por las actividades

humanas.
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Metataxondmica de sedimentos de manglares de la PY

En el caso de la PY los trabajos de caracterizacion de las comunidades microbianas en
manglares utilizando HTS son escasos. Los trabajos publicados que se han enfocado en la
caracterizacion de las comunidades microbianas utilizando una aproximacion metataxonomica, se
limitan a los desarrollados por (Gomez-Acata et al., 2023) en sedimentos superficiales a 2 cm de
profundidad en diferentes ecotipos de manglar en la zona de Celestun; y (Navarrete-Euan et al., 2021)
en sedimentos de 20 cm donde se compraron sitios por su estatus de conservacion en El Palmar, Sisal,
Progreso y Dzilam de Bravo. En estos trabajos se identifico que los filos mas abundantes de bacterias
son Pseudomonadota (Proteobacteria), Chloroflexi, Gemmatimonadetes, asi mismo se ha identificé la
presencia de las arqueas Thaumarchaeota, Bathyarchaeota, Nanoarchaeota, Crenarchaeota y
Euryarchaeota. En ambos casos, los grupos encontrados se asociaron a los procesos de ciclado de
materia organica, asi como a los ciclos biogeoquimicos que ocurren en el manglar. El trabajo realizado
por Gomez-Acata etal., (2023), se identifico que la comunidad se diferenciaba en sedimentos
asociados a mangle blanco (Avicennia germinans), mientras que el manglar rojo (Rhizophora mangle)
fue generalista. Por otra parte, Navarrete-Euan et al., (2021) encontr6 que a nivel de comunidad existe
similitud entre los sitios de Dzilam de Bravo y Progreso, mientras que El Palmar y Sisal fueron mas

similares entre ellas.
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Planteamiento del problema

Las costas de la Peninsula de Yucatan albergan a la mayor parte de los manglares de México
representando una gran fuente de servicios ambientales. Este ecosistema se encuentra estrechamente
relacionado con los flujos de agua dulce que provienen del acuifero karstico y que se conducen por el
Anillo de Cenotes. En la actualidad se sabe que el agua de este acuifero contiene contaminantes y que
estos pueden llegar a las zonas costeras por medio de flujos subterrdneos provenientes del arrastre
continental. Sin embargo, los efectos de estos contaminantes en las comunidades de bacterias, asi como
su utilidad como indicadores de contaminacién ambiental. son desconocidos ya que son escasos l0s

trabajos que han estudiado a estas comunidades en la region.
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Preguntas de investigacion

1. ¢Cudl es la estructura y composicion de la comunidad microbiana en los sedimentos del

Mangle rojo (Rhizophora mangle) en las zonas de influencia del anillo de cenotes?

2. ¢Existen diferencias en la estructura y composicion de la comunidad microbiana de sedimento

de manglar rojo R.mangle entre sitios conservados y alterados?

3. ¢Existen diferencias en la estructura y composicion de la comunidad microbiana de sedimento

de manglar rojo R.mangle, a nivel regional?

4. ¢Hay influencia de las descargas de agua del anillo de cenotes en las comunidades bacterianas

y sus metabolismos en las zonas de influencia del anillo de cenotes?

5. ¢Hay presencia de rutas metabolicas de degradacion de contaminantes relacionados con la

actividad humana?
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la comunidad bacteriana e identificar las potenciales rutas metabodlicas de
degradacion de xenobioticos en los sedimentos asociados al manglar rojo (Rhizophora mangle), en la
zona de influencia del anillo de cenotes dentro de la costa norte de la Peninsula de Yucatan. Para

describir sus potenciales usos en la degradacion e identificacién de contaminantes.

Objetivos particulares

e Caracterizar a la comunidad bacteriana presente en los sedimentos asociados al manglar rojo
R.mangle en la zona de influencia del anillo de cenotes en la costa norte de la Peninsula de
Yucatan.

e Inferir las potenciales rutas metabolicas de biodegradacion de xenobi6tico en la comunidad

bacteriana presente en los sedimentos del manglar rojo R.mangle.

e Identificar diferencias en la comunidad microbiana y en los potenciales perfiles funcionales,

entre sitios conservados y alterados.

e Describir los potenciales usos de las comunidades microbianas y los perfiles funcionales

identificados para la degradacion e identificacion de contaminantes.
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Metodologia

Seleccion del sitio de muestreo

Para localizar los sitios con manglar en la costa del Estado de Yucatan se utiliz6 como
referencia el mapa de uso de suelo y vegetacion de la zona costera asociada a manglares, Region
Peninsula de Yucatan del afio 2020 a escala 1:50,000 obtenido del Geoportal de Geoinformacion 2021
del Sistema Nacional de Informacion sobre Biodiversidad (SNIB) (Comisién Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, CONABIO, 2021). A partir de este mapa se identificaron las
zonas con presencia de manglares. Para determinar la ubicacion del anillo de cenotes se tomaron como
referencia las cartas geoldgicas mineras proporcionadas por el Servicio Geologico Mexicano (SGM),
se utilizaron las cartas de Mérida F16-10, Tizimin F-16-7 y Calkini F15-9-12 a escala 1:250,000. Las
cartas se georreferenciaron y se extrajeron los poligonos correspondientes a cuerpos de agua (cenotes)
utilizando el programa QGIS 3.24.2 Tisler. Los poligonos correspondientes a cenotes se integraron al
mapa de uso de suelo y vegetacion de la zona costera asociada a manglares para identificar regiones

dentro del anillo de cenotes con presencia de manglares.

A partir de los poligonos correspondientes a cenotes y al mapa de uso de suelo y vegetacion de la zona
costera asociada a manglares, se identificaron dos regiones donde se intersecta el Anillo de Cenotes y
los manglares de la zona costera; Region Dzilam de Bravo al este y la Regidn EI Palmar al oeste del
estado. Dentro de cada una de estas regiones, se identificd una zona bajo conservacion y una zona
alterada. Las zonas conservadas fueron identificadas en base a los poligonos que han sido definidos
como Area Natural Protegida (ANP) y que son sujeto de proteccion ambiental, dentro de estos se
buscaron subzonas accesibles en donde el programa de manejo de la ANP prohibe actividades no
sustentables o define actividades de recuperacion, Asi mismo, se procurd que los sitios conservados
estuvieran alejados de los centros de poblacion. En el caso de los sitios alterados, se buscaron sitios
fuera de las ANP, cercanos a manglar, y que fueran clasificados como desarrollos antropicos por la
CONABIO (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, CONABIO, 2021).

Para este trabajo se identificaron la siguientes areas conservadas y alteradas; en el caso de la Regién
Dzilam de Bravo se establecié la Reserva Estatal de Dzilam como zona conservada y el Puerto de
Dzilam de Bravo como zona alterada, para la Region El Palmar se selecciono la Reserva Estatal El

Palmar como zona conservada y el Puerto de Sisal como zona alterada (Figura 9).
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Figura 9. Mapa cartografico de las diferentes zonas de estudio y uso de suelo relacionado con manglares en la Peninsula
de Yucatan 2020. Elaboracién propia

Muestreo

Se identificaron cuatro puntos de muestreo, uno para cada una de las zonas identificadas;
Reserva Estatal de Dzilam (21°25'49.12"N, 88°44'16.12"0); Puerto de Dzilam de Bravo
(21°23'25.55"N, 88°53'36.20"0); Reserva Estatal El Palmar (21° 8'57.23"N, 90° 6'5.84"0) y el Puerto
de Sisal (21° 9'46.29"N, 90° 2'6.25"0) (Tabla 2) (Figura 10). En cada punto de muestreo se identificd
un sitio inundado cercano al manglar rojo (Rhizophora Mangle) y se establecié un cuadrante de 1m x
1m para el muestreo. Para cada cuadrante tomaron 3 muestras de sedimento; dos de los vértices
opuestos del cuadrante y uno del centro del cuadrante nombrando a cada muestra de acuerdo con el
sitio de origen (Tabla 2). De cada muestra recolectaron aproximadamente 5 g de sedimento utilizando
un tubo de fondo cénico de 50 ml y una espatula estéril. EI sedimento recolectado correspondio al que
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se encuentra en los primeros 20 cm de profundidad, y se procurd evitar la toma de raices de manglar.

Una vez recolectado el sedimento se mezclé con 6 mL de LifeGuard Soil Preservation buffer (Qiagen

Inc., Hilde, Germany) y se almacend en una hielera a 4°C para ser transportado y fue almacenado a

—20 °C para su posterior extraccion y secuenciacion. El muestreo se realiz6 en la temporada de nortes

entre el 25y 26 de noviembre del 2021.

Figura 10. Sitios de muestreo a) Sitio alterado de muestreo de Puerto Dzilam de Bravo. b) Sitio conservado Reserva Estatal de El
Palmar.

Tabla 2. Clasificacion de muestras de acuerdo con la region, sitio y condiciones del muestreo

Sitios Condicion Region Clave muestra
Reserva Estatal El Palmar Conservado El Palmar (Oeste) PM14
Reserva Estatal EI Palmar Conservado El Palmar (Oeste) PM15
Puerto Sisal Alterado El Palmar (Oeste) SIS24
Puerto Sisal Alterado El Palmar (Oeste) S1S25
Reserva Estatal de Dzilam Conservado Dzilam (Este) Dz14
Reserva Estatal de Dzilam Conservado Dzilam (Este) DZ15
Puerto de Dzilam de Bravo Alterado Dzilam (Este) Dz24
Puerto de Dzilam de Bravo Alterado Dzilam (Este) Dz25
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Extraccion de DNA y secuenciacion

La extraccion del DNA vy la secuenciacion de las muestras se realizé en los laboratorios del
Research and Testing Laboratory (Lubbock, TX, USA), siguiendo la metodologia detallada por
Navarrete-Euan et al., (2021). La extraccion del DNA se hizo para ocho de las muestras recolectadas
en el campo, dos por punto de muestreo. Esto se realizd utilizando el kit Qiagen MagAttract PowerSoil
DNA KF Kit (Qiagen Inc., Hilde, Germany) siguiendo las instrucciones del proveedor. Posteriormente,
se verificd la calidad y pureza del DNA, y se realizé la amplificaron las regiones V3-V4 del gen 16s
rRNA utilizando los primers 357wF (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3) y 785R (5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’). La amplificacion, se realizd en reacciones de 25 uL con
mezcla maestra Qiagen HotStar Taq (Qiagen Inc., Valencia, CA, EE. UU.), 1 uL de cada primer 5 uM
y 1 uL de guia; las reacciones se realizaron en un termociclador ABI Veriti (Applied Biosytems,
Carlsbad, California, EE.UU.). Los resultados de la amplificacién se combinaron de forma equimolar
y se selecciond el tamafio de cada grupo en dos rondas utilizando el reactivo SPRIselect (Beckman
Coulter Inc., Indianapolis, IN, EE. UU.) en una proporcion de 0,75 para ambas rondas. Luego, los
grupos seleccionados de tamafio se cuantificaron utilizando el fluorometro Qubit 4 (Life Technologies,
Grand Island, NY, EE. UU.) Finalmente, las muestras se cargaron en una celda de flujo lllumina MiSeq

(IMumina Inc., San Diego, CA, EE. UU.) 2 x 300 a 10 pM para su secuenciacion.

Procesamiento secuencias

El procesamiento de las secuencias del gen 16s rRNA fue realizado con el programa computacional
Quantitative Insights into Microbial Ecology 2 v2022.2 (QIIME 2) (Bolyen et al., 2019). Los datos
pareados (paired-end) se importaron a QIIME 2 utilizando el plugin "tools import”, con el formato
Casava 1.8 paired-end demultiplexed fastg. Las secuencias fueron procesadas mediante el plugin
Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADAZ2) (Callahan et al., 2016) para filtrar, cortar y
eliminar las chimeras. Fueron retiradas aquellas secuencias con un Phred value < 30 tanto en las
lecturas sentido como anti sentido. Posteriormente, se realizé una clasificacion taxonémica utilizando

el plugin "g2-feature-classifier" con un clasificador Naive-Bayes, el clasificador fue entrenado
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utilizando los primers especificos para bacterias utilizados para el amplicon del gen 16s rRNA y se
tomo6 como referencia la base de datos SILVA 132 99% 16s (Quast et al., 2012). Finalmente, las
Amplicon Sequence Variants (ASV) fueron anotadas taxonémicamente utilizando el plugin "classify-
sklearn™ utilizando un valor de confidencia de 0.7 (Pedregosa et al., 2011).

Se calcularon los indices de diversidad alfa de Shannon (Shannon et al 1949), Simpson (Simpson, E.,
1949), Chaol(Chao, A & Lee S., 1992) y equitatividad de Pielou (Pielou, E., 1966), ademas de la
diversidad beta utilizando el plugin g2-diversity funcién core-microbiome-phylogenetic. Asi mismo,
se obtuvieron los indices de Shannon, Chaol, Simpson y Evenness utilizando la funcion diversity de
la libreria Vegan (V.2.6.4) (Oksanen J, 2022) para los ASV anotados a nivel de filo y clase. Para cada
indice se probo la normalidad de los datos utilizando la funcion lillie.test de la libreria Nortest (V1.0,4)
(Gross J, Ligges U., 2015). Para encontrar diferencias en los indices de diversidad alfa, se realiz6 una
prueba Wilcoxon para datos no normales o una prueba t para datos normales. Para la diversidad beta
de filos y clases se agreg6 un pseudo-count= 0.1y calcul6 la matriz de disimilitud robusta de Aitchison
utilizando la funcién vegadist (Martino et al.,2019). Asi mismo, se obtuvieron las matrices ponderadas
y no ponderadas Unifrac utilizando el plugin core-metrics-phylogenetic de QIIME2 (Lozupone., C &
Knight,R., et al 2005; Chan,Y., et al 2004). Para las matrices generadas se realiz6 un Escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) y se aplicé una PERMANOVA utilizando la funcion adonis2
del paquete Vegan en R para encontrar diferencias entre variables de estudio en cada nivel taxonémico
(Anderson.,2001). Los resultados se graficaron utilizando la libreria ggplot2 (V3.4.3) (Wickham,H,
2016).

Core microbiano

Se realiz6 un codigo personalizado en R (R Core Team,2021) para obtener aquellos filos que son
compartidos en todos los sitios de muestreo y aquellos que son Unicos entre regiones y estatus de
conservacion a partir de datos de presencia y ausencia de los taxones dentro de las muestras. Una vez
identificados los taxones Unicos por estatus de conservacion o regioén de muestreo se graficaron los

grupos utilizando la libreria UpsetComplex (Michat Krassowski, 2020; Alexander Lex, 2014).
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Prediccion de potenciales perfiles funcionales

La prediccion de potenciales perfiles funcionales en las muestras de sedimento fue realizada
con el programa Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
version 2 (PICRUSt2) (Douglas et al., 2020), siguiendo el método estandar “PICRUSt2 Tutorial
(v2.5.2)”, tomando como referencia los ortélogos (KO) del Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG). Los resultados de PICRUSt2 se agruparon y se identificaron las rutas metabdlicas
correspondientes a la biodegradacion y metabolismos de xenobioticos. Los datos se normalizaron
utilizando la funcién clr de la libreria compositions (V2.0-6) (Van den Boogaart., et al.2023).
Posteriormente, se calculd la matriz euclidiana para los datos del pred_metagenome_unstrat utilizando
la funcidn vegadist y se realiz6 un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) y se aplic6 una
PERMANOVA utilizando la funcion adonis2 del paquete Vegan en R. Adicionalmente, se aplico un
analisis de abundancia diferencial de genes utilizando la libreria ALDEX2 (V.1.32.0) (Fernandez, AD.,
et al. 2013) utilizando la prueba de Welch’s y Wilcoxon, ajustando los p values con la funcién de
Bejamin-Holchberg para encontrar KOs que son distintos entre sitios conservados y alterados, asi como
entre regiones de muestreo. Para las rutas de biodegradacion y metabolismos de xenobi6ticos se utilizd
una prueba de Wilcoxon para encontrar diferencias entre estatus de conservacion y regiones de
muestreo. Y se calcularon las matrices robustas de disimilitud de Aitchison y se utiliz6 un anélisis
PERMANOVA para encontrar diferencias. Finalmente, se buscaron diferencias por cada ruta de
biodegradacion utilizando una prueba Wilcox, y se aplico un analisis de abundancia diferencial de
genes utilizando la libreria ALDEX2 (V.1.32.0) (Fernandez,. AD., et al. 2013).

Los codigos de procesamiento de datos de QIIME2, PICRUSt2 y R, asi como los matices de taxonomia
a nivel de Filo y clase, y la matriz pred_metagenome_unstrat de PICRUSt2 fueron subidos al github
en el siguiente repositorio https://github.com/LAACIt/Tesis_Metataxonomica_manglar_yucat-
n_16sRNA
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Resultados

Estructura y composicion de la comunidad microbiana

A partir de 8 muestras de sedimento provenientes de los 4 sitios de muestreo, se obtuvieron un total de
796,740 lecturas de la secuenciacion por amplicon con Hlumina. Después de filtrar con DADAZ2 se
conservaron el 90.8% de las secuencias las cuales corresponden a 2,345 ASV. Las ASV obtenidas se
anotaron taxonomicamente en 48 Filos, 99 Clases, 249 Ordenes, 366 Familias, y 445 Géneros. El Filo
con mayor abundancia relativa en todas las muestras fue Chloroflexi (41.45% - 75.71%), seguido por
Pseudomonadota, anotada como Proteobacteria (1.03% - 35.69%), Acidobacteria (4.08% - 13.8%), y
la arquea Nanoarchaeota (0.66% - 13.56%), mientras que filos con una abundancia relativa menor al
1% correspondieron al 4.14% de total. A nivel de Clases, Dehaloccocoidia y Anaerolineae del Filo
Chloroflexi fueron las clases mas abundantes en todas las muestras representando un 38.3% y 25.5%
respectivamente, a estas le siguieron Alphaproteobacteria del filo Proteobacteria con un 9.4%,
Aminicenantia del filo Acidobacteria con un 6.59 % y la Arquea Bathyarchaeia con 3.40% (Figura
11). Para nivel de orden, se identificaron los taxones Anaerolineales, SRB1031 de la Clase
Anaerolineae y los o6rdenes GIF3, y FW22 de la clase Dehaloccocoidia, asi como dos érdenes no
anotados de las arqueas Woesarchaeia y Bathyarchaeia. Finalmente, a nivel de Familia y Género el
numero de ASV anotados disminuyd notablemente, pero fue posible identificar a miembros de las
familias Anaerolineaceae y AB-539-J10 del filo Chloroflexi, mientras que a nivel de género el taxon
mas abundante corresponde a la familia Anaerolineaceae (11.47%), seguido por un miembro no
anotado perteneciente a la clase Dehaloccocoidia (6.88%) y un género del orden Aminicenantales
(5.65%), asi mismo se identificaron dos géneros de arqueas no anotados pertenecientes a Woesarchaeia

y Bathyarchaeia con abundancias relativas mayores al 1%.
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Figura 11. Gréfica de relacion de abundancia relativa a nivel de clase para cada muestra tomada en la Peninsula de Yucatan. Muestras
DZ14 y DZ15, Reserva Bocas de Dzilam; DZ24 y DZ25, Puerto de Dzilam; SIS24 y SIS25, Puerto de Sisal; PM14 y PM15, Reserva
El Palmar.

Se calcularon los indices de Shannon, Simpson, equitatividad de Pielou y Chaol en QIIME2 con una
profundidad de muestreo de 9588, lo que elimind la muestra S1S24. Los valores de indice de Shannon
se encontraron en un rango de 6.12-8.13; para Simpson, variaron entre 0.97 - 0.99; mientras que para
los indices de Pielou y Chaol los valores oscilaron entre los 0.78 - 0.95 y 232-703 respectivamente.
Los indices de diversidad indican que la comunidad microbiana en el sedimento de manglar tiene una
alta diversidad con una equitatividad elevada. Al comparar los indices de diversidad por region de
muestreo se logro identificar que la Region Este presento los valores medios de Shannon, Simpson y
Chaol mas elevados. En esta region también se obtuvo el valor medio mas elevado del indice de Pielou.
Sin embargo, al comparar los indices de diversidad entre las regiones de muestreo no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05). A su vez, se identificd que los sitios conservados tuvieron los
valores medios mas elevados para los indices calculados en comparacion a los sitios alterados, pero
estas diferencias no fueron significativas (p<0.05) (Figura 12). Se calcularon los indices de diversidad
alfa utilizando la funcién Vegan para todas las muestras y tomando como referencia las ASV anotadas
a diferentes niveles taxonémicos, pero no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al

comparar regiones de muestreo o sitios por estatus de conservacion.
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Figura 12. indices de diversidad alfa obtenidos en QIIME 2 para las regiones de muestreo y sitios por estatus de conservacion.

De acuerdo con la matriz no pondera de Unifrac, que toma en cuenta abundancia relativa, las muestras
se agruparon de acuerdo con la region de muestreo, existiendo diferencias significativas entre la Region
Este y Region Oeste (p=0.027), mientras que la matriz ponderada de Unifrac, que toma en
consideracién la presencia y ausencia de ASV, mostrd una tendencia a la diferenciacion por regiones,
pero esta no fue significativa (p=0.061). Al calcular las matrices ponderada y no ponderada de Unifrac
por estatus de conservacion, no se encontraron diferencias entre los sitios conservados y alterados
(Figura 13). Asi mismo, se agruparon las ASV a diferentes niveles taxonémicos y se calculé la matriz
de disimilitud de Aitchison, con esto se pudo identificar que las muestras se agrupan de acuerdo con la

region de muestreo en los niveles de Filos, Orden, Familia, Género y Especie, mientras que al comparar
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sitios conservados y alterados no hay diferencias significativas (Anexo 1).
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Figura 13. NMDS para matrices de ponderadas y no ponderadas de Unifrac de acuerdo con su estatus de conservacion y region de

muestreo.

Core microbiano

Se pudo identificar que, de los 48 filos anotados taxondmicamente, s6lo 10 se encuentran presentes en
todas las muestras. La muestra PM15 fue la que tuvo el mayor nimero de clases Gnicas con 9, seguida
por la muestra DZ15 con 5, mientras que la muestra PM14 fue la que tuvo el menor nimero de clases
Unicas. Entre regiones de muestreo se pudieron identificar 30 filos compartidos entre Regién Este y
Oeste, mientras que entre los sitios alterados y conservados hay 34 filos compartidos (Figura 14). Al
comparar regiones se encontrd que la Region Este y Oeste tienen 9 filos que son Gnicos. Entre los filos
Unicos correspondientes a la Region Este se encuentra arquea Thaumarchaeota, y las bacterias
Armatimonadetes, Latescibacteria; mientras que en la Region Oeste se encuentra la arquea

Halanaerobiaeota, y las bacterias Epsilonbacteraeota. Gemmatimonadetes, Calditrichaeota. Al
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comparar por su estatus de conservacion se identificd que los sitios conservados tienen 8 filos Unicos,
mientras que los sitios alterados tienen 6. En los sitios alterados se identifico la presencia de la arquea
Thaumarchaeota, asi como los filos Nitrospinae, Latescibacteria, WPS.2 y WS4, mientras que para los
sitios conservados se encontraron filos Hadesarchaeaeota y las bacterias Poribacteria,

Calditrichaeota, LCP.89, Halanaerobiaeota.

Regién de estudio: Taxonomia Estatus de conservacion : Taxonomia
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Figura 14. Interseccién de filos compartidos y Gnicos entre regiones de muestreo y estatus de conservacion. Los puntos representan los

sitios independientes y su nimero de taxones Unicos, los puntos unidos con lineas representan los sitios taxones compartidos
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Prediccion de potenciales perfiles funcionales

A partir de la prediccion funcional realizada en PICRUSt2 se lograron obtener 5937 KEGG Ortdlogos
(KO), estos se pudieron agrupar en 7 grupos principales del KEGG, 29 grupos del subgrupo del KEGG,
y 197 rutas. Los KOs mas abundantes fueron los relacionados con metabolismos (62.46%) seguido por
grupos no identificados (25.57%) y por los procesos de informacion genética (8.29%). Se identifico
que los metabolismos de aminoacidos representan un 24.84% de KO predichos, seguido por los
metabolismos de cofactores y proteinas (9.6%); procesos de plegamiento clasificacion y degradacion
(8.19%); y metabolismos y biosintesis de Glicano (8.17%). Asi mismo, se identifico que los
metabolismos de biodegradacion de Xenobioticos representan un 3.5% mientras que los metabolismos
de energia contribuyen con un 1.5%. (Figura 15). A nivel de rutas metabdlicas la biosintesis de valina
leucina e isoleucina [K000290] fue la ruta mas abundante (18.47%), seguida por la sintesis y
degradacion de cuerpos cetonicos [ko00072] (11.69%), y exportacidn de proteinas [ko03060], ademas
se identifico dentro de las rutas principales al metabolismo de degradacion de Nitrotolueno [ko00633]

(3.45%) perteneciente a la biodegradacion de xenobi6ticos (Anexo 4).
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Figura 15. Heatmap nivel 2 de KEGG de prediccion de potenciales perfiles funcionales en muestras de sedimento.
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Se pudo determinar que los KOs predichos para los sitios de muestreo no se agrupan de acuerdo con
el estatus de conservacion de la muestra, pero existe un agrupamiento de estos de acuerdo con la region
de muestreo diferenciando la region Este y Oeste (p<0.05). Sin embargo, al comparar las rutas
metabolicas, grupos o subgrupos del KEGG entre sitios por estatus de conservacion o region de

muestreo no se encuentran diferencias significativas (Figura 16).
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Figura 16. NMDS matriz de euclidiana CLR (Aitchison robusto) de la matriz Pred_metagenome_unstrat para regiones de muestreo y

estatus de conservacion.
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Analisis de expresion diferencial Ortélogos del KEGG (KO)

Al aplicar analisis de abundancia diferencial con ALDEX2 se encontr6 que hay 1195 KOs que difieren
al comparar la Region Este y Region Oeste antes de tomar en consideracion los valores de la prueba
de Welch corregidos con el método de Benjamini-Hochberg (BH). Al aplicar la correccion BH se
conservaron 184 Kos con una tendencia a la diferenciacion regional (p<0.05) (Figura 17), mientras que
en el caso de la comparacion por estatus de conservacion sélo se registraron 32 Kos que varian antes

del ajuste de BH pero estos no presentaron tendencias a la diferenciacion al realizar el ajuste BH.
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Figura 17. Namero de lecturas de potenciales KOs con tendencias a la diferenciacion entre regiones de muestreo (p<0.06).



Los Kos identificados con diferencias regionales se encuentran distribuidos en 89 rutas. De estas, las
que contienen la mayor cantidad de hits son Ribosome [Ko 01110] con 7 KOs, seguida por las rutas
metabolicas [Ko 01100] con 20 KOs, biosintesis de metabolismos secundarios [Ko 01110] con 11 KOs
y la replicacion de DNA [Ko 03030] con 11 KOs. En general los KOs que varian entre regiones se

encuentran presentes con mayor abundancia en la Region Este.

Rutas de biodegradaciéon de xenobidticos

Se pudo identificar que los metabolismos de biodegradacion de xenobidticos representan un 4.8% de
las rutas potenciales predichas abarcando 15 de las 21 rutas de biodegradacion registradas en KEGG.
Las rutas mas abundantes corresponden a la degradacién de Esteroides y la Ruta de degradacion de
Nitrotolueno. Asi mismo, se predijo la presencia de rutas de biodegradacién de compuestos clorados
como los cicloclorohexanos, clorobenzenos cloroalquenos y cloroalcanos, ademas de compuestos
altamente dafinos para el medio ambiente como la Dioxinas (Figura 18). Al comparar la matriz de
rutas de biodegradacion de xenobi6ticos entre regiones de muestreo y estatus de conservacion no se
encontraron diferencias significativas en ningun supuesto (p>0.05). Asi mismo, al utilizar las pruebas
Wilcox para cada una de las rutas no se encontraron diferencias significativas por estatus de
conservacion y al comparar regiones de muestreo se encontrd una tendencia a la diferenciacion en la
ruta de degradacion de cicloclorohexanos y clorobenzenos pero esta no fue significativa (p=0.0571).
Finalmente, al aplicar la funcion ALDEX2 a las rutas de biodegradacion no se encontraron diferencias

significativas entre estatus de conservacion o region de muestreo.
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Figura 18. Abundancia normalizada de las Rutas de biodegradacidn y metabolismos de Xenobidticos predichas por PICRUSt2.
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Discusion

La Peninsula de Yucatan cuenta con una configuracién ambiental Gnica, siendo hogar de la
mayor extension de manglares de México. Sin embargo, el desarrollo de las actividades humanas ha
llevado al deterioro de este ecosistema teniendo impactos desconocidos en las comunidades de
microorganismos. En este trabajo se estudio la composicion y estructura de las bacterias presentes en
el sedimento circundante al manglar rojo (Rhizophora Mangle) en sitios considerados conservados y
alterados, y se determiné el potencial de esta comunidad para la degradacién de xenobi6ticos. Para esto
se secuenciaron las regiones V3 'y V4 del gen 16s rRNA vy se utilizaron herramientas bioinformaticas

para la anotacion taxonomica y prediccion de potenciales funciones metabolicas.

La composicion de la comunidad microbiana en los sedimentos asociados a R. mangle en
nuestros sitios de estudio es similar a la reportada en la literatura, pero existen diferencias en su
estructura. En nuestro trabajo se identificd que las clases mas abundantes de bacterias son
Dehaloccocoidia y Anaerolineae del filo Chloroflexi; Alphaproteobacteria del filo Proteobacteria; y
Aminicenntia del filo Acidobacteria, asi como las arqueas Bathyarchaeia y Woesearchaeia
pertenecientes al filo Nanoarchaeota. Estas clases han sido reportadas en sedimentos asociados a
manglar alrededor del mundo (Ceccon et al., 2019; Palit et al., 2022; Wu et al., 2022) y en manglares
de laPY (GOomez-Acata et al., 2023; Navarrete-Euan et al., 2021). Sin embargo, la dominancia del filo
Chloroflexi y su clase Dehaloccocoidia difiere de lo reportado tradicionalmente para manglares.
Diversos trabajos sefialan la presencia de Chloroflexi en el sedimento de manglar (Behera et al., 2019;
GOmez-Acata et al., 2023; Haldar & Nazareth, 2018; Muwawa et al., 2021), no obstante, se considera
que Proteobacteria es el filo principal en los sedimentos de manglar (Palit et al., 2022). Lo anterior ha
sido observado en manglares considerados pristinos (Ceccon et al., 2019; Zhou et al., 2017) y en
aquellos alterados por las actividades humanas (Gong et al., 2019; Ma et al., 2020; Meng et al., 2021).
Hasta el dia de hoy solo se han reportado dos sitios donde no domina Proteobacteria; en manglares
pristinos en Brasil (De Santana et al., 2021), donde se encontré que el filo Firmicutes fue dominante;
y el caso de Navarrete-Euan et al (2021), donde Chloroflexi es el filo dominante en manglares en la

Peninsula de Yucatan.

La dominancia de Chloroflexi y su clase Dehalococcoidia en nuestros sitios se puede relacionar
con la profundidad de la toma de muestra, las caracteristicas del sedimento, y la hidrologia de la region.
Se haregistrado que la abundancia del filo Chloroflexi incrementa es mayor al aumentar la profundidad

37



(He et al., 2023). Esto ha sido observado en sedimentos de manglar donde la clase Dehalococcoidia de
este filo tiene mayor abundancia al incrementar la profundidad (Meng et al., 2021; Romano et al.,
2021; Zhou et al., 2017). Este patron se puede relacionar con las variaciones en las propiedades
fisicoquimicas que existen a lo largo de la columna sedimento (Pérez et al., 2021; Ruiz-Fernandez
et al., 2018; Sakho et al., 2015), las cuales pueden llevar a cambios en la comunidad microbiana (Jiang
et al., 2023; Muwawa et al., 2021). En nuestro caso, hay una alta probabilidad que a la profundidad de
muestreo existieran condiciones anoxigénicas las cuales promovieron el desarrollo a Dehalococcoidia
y Anaerolineae, ya que los miembros de estas clases se desarrollan en ambientes estrictamente
anaerobios (Thiel et al., 2019). La presencia de condiciones anoxigénicas en el sedimento recolectado
también podria explicar la presencia de la arquea Bathyarcheaota, ya se ha reportado que este grupo
es anaerobio, ademas de que incrementa su abundancia al aumentar la profundidad (Romano et al.,
2021; Zhou et al., 2017). Sin embargo, la profundidad de muestreo por si sola no explica la abundancia
elevada de los miembros de estos filos, ya que otros trabajos realizados en manglares a profundidades
de entre 10 cm y 30 cm no han reportado abundancias elevadas de estos grupos (Gong et al., 2019;
Muwawa et al., 2021; Z.-F. Zhang et al., 2023).

La constitucién de materia organica y la presencia de contaminantes organoclorados en el
sedimento recolectado pueden contribuir a la dominancia de Chloroflexi. Se ha observado que el filo
Chloroflexi es abundante en sedimentos anoxigénicos ricos en materia organica (Inagaki et al., 2006).
Ademas, se ha reportado que Dehaloccocoidia incrementa su abundancia con tratamientos de lignina
(Yu etal., 2023), este enriquecimiento también ha sido reportado para los miembros de la clase
Bathyarcheaota (Yu et al., 2018). La presencia de lignina y sus compuestos derivados en el sedimento
de manglar se relacionan directamente con la presencia de este compuesto en la madera y hojas de los
manglares (Kristensen et al., 2008; Kumar et al., 2019; Marchand et al., 2008). En nuestro caso es
posible que la capa de sedimento recolectada estuviera constituida principalmente restos de madera y
hojas, proporcionando lignina y sus derivados que fueron aprovechados por Dehaloccocoidia y
Bathyarcheaota enriqueciendo a estos grupos. Lo anterior se podria ver reflejado en las predicciones
funcionales realizadas en PICRUSt2, donde se identifico que Dehaloccocoidia tiene un potencial
importante de degradacion benzoatos, esto es similar a lo reportado por Yu, T., et al (2023) donde
lograron ensamblar 6 MAGS pertenecientes a esta clase los cuales contenia una via de degradacion del
benzoato casi completa para la oxidacion anaerdbica de benzoato a acetil coenzima A. La identificacion
del potencial de degradacion de compuestos organicos provenientes de los restos del manglar se
relaciona estrechamente con la captura de carbono que se ocurre en el manglar acentuando la

importancia de Dehaloccocoidia en los ciclos biogeoquimicos.
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Ademas de la presencia y degradacion de restos de manglar, la presencia de compuestos
organoclorados de origen humano depositados en el sedimento podria estar promoviendo a los
miembros de la clase Dehaloccocoidia. La presencia de agroquimicos en el acuifero de la Peninsula
de Yucatan se ha asociado con las actividades agropecuarias que se llevan a cabo en la region.
Compuestos como el endosulfan, lindano, aldrin, DDT, dieldrina y beta-HCH se han identificado en
region del Anillo de Cenotes (Perera-Rios et al., 2021; A. G. Polanco Rodriguez et al., 2015). La
descarga de estos contaminantes en la zona costera afectando a los manglares se podria esperar debido
a las descargas de aguas que se dan por el Anillo de Cenotes. La presencia de compuestos
organoclorados como el HCH, aldrin, dieldrina podrian promover el desarrollo de miembros de
Dehaloccocoidia ya que se ha observado enriquecimiento y actividad de deshalogenacion en miembros
aislados de esta clase (Lee etal., 2022; Thiel etal., 2019). Este potencial de degradacion de
agroguimicos organoclorados podria verse reflejado en las predicciones funcionales de PICRUSt2
donde se identifico la presencia de las rutas de biodegradacion de cicloclorohexanos y clorobencenos
[ko 00361]; cloroalcanos y cloroalquenos [ko 00625] donde la ruta ko 00361 se puede relacionar
directamente con la degradacion de Lindano y sus derivados como el beta-BHC. Asi mismo, la
disposicion de zonas de agricultura y ganaderia principalmente en la zona Este del estado podria
explicar la abundancia diferencial de Dehaloccocoidia, ya que esta clase tiene mayor abundancia en la
zona Este. Es probable que esta clase esté respondiendo a una mayor descarga de agroquimicos
provenientes de las zonas agricolas y pecuarias localizadas detréas de la Reserva Estatal de Dzilam de
Bravo, esto es similar a lo reportado por (Guillen-Chable et al., 2022) donde se asocio la presencia de
genes de resistencia a antibidticos con la presencia de sitios con actividades agropecuarias en las
proximidades de la Reserva Estatal de Dzilam de Bravo. La presencia de miembros de la clase
Dehaloccocoidia asi como la prediccion de potenciales rutas de degradacion de agroquimicos en el
sedimento de manglar pueden indicar la presencia de estos contaminantes en los manglares lo que
puede tener efectos en la salud del ecosistema. Sin embargo, esto también abre la puerta al desarrollo
de estrategias biotecnologicas innovadoras que aprovechen este potencial para la descontaminacion del

sedimento de manglar.

La hidrologia regional y el hidroperiodo pueden afectar la composicion de la comunidad
microbiana en el sedimento del manglar. Las variaciones en el hidroperiodo en el sitio de estudio
pueden contribuir a la generacion de condiciones anaerobicas en el sedimento ya que el incremento en
los niveles de inundacion puede fungir como una capa extra de sedimento sobre el nivel del suelo real.

Lo anterior puede promover el desarrollo de microorganismos anaerobios como los miembros del filo
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Chloroflexi y grupos de Arqueas en niveles mas superficiales ocupados normalmente por taxones
aerobios. Asi mismo, lacomunicacion entre el Anillo de Cenotes y los manglares que se ha identificado
principalmente con el flujo subterraneo y descarga de agua dulce puede tener efectos aun no descritos
en la comunidad microbiana presente en los manglares. En la literatura se han reportado el hallazgo de
miembros del filo Chloroflexi en sedimentos y agua dentro del acuifero Karstico de la PY. En el caso
del trabajo de (Suarez-Moo et al., 2022) se identifico que el filo Chloroflexi es dominante en un cenote
de la zona costera de la PY. Asi mismo, Osburn, M., et al (2023) encontré a miembros de este filo
en sistemas de cavernas de los sistemas Xunnan Ha, Sac Actun y Ox Bel Ha en la costa de Quintana
Roo. Estos hallazgos y nuestros resultados podrian relacionarse con la presencia de agroquimicos en
el acuifero que han sido descritos por (A. G. Polanco Rodriguez et al., 2015; Polanco-Rodriguez et al.,
2020; Rodriguez et al., 2018). Asi mismo, se propone que los flujos y descargas subterraneas
conducidas por el Anillo de Cenotes lleven a un intercambio o comunicacion entre comunidades
microbianas del acuifero de la PY y las presentes en los ecosistemas costeros relacionados a las

descargas de agua dulce del Anillo de Cenotes, relacion que podria variar dentro de la misma region.

Las descargas del Anillo de Cenotes pueden explicar la tendencia de diferenciacion de las
muestras por las regiones (Este-Oeste) en la comunidad. Los cambios asociados con la distancia
geografica han sido observados en comunidades microbianas de manglares en otras regiones del
mundo, estas diferencias se han asociado con las condiciones ambientales, interacciones ecolégicas o
desastres ambientales pasados (Gong et al., 2019; Puthusseri et al., 2021). En el caso de la PY la
geohidrologia juega un papel fundamental en el desarrollo de manglares, diferenciando escenarios
secos; en Sisal y escenarios hiumedos en Dzilam, donde el Anillo de Cenotes es el principal factor que
contribuye a esta distincion (Zaldivar Jiménez et al., 2010). En el caso del microbioma de manglares
de la PY, no se han descrito explicitamente estas diferencias. Sin embargo, patrones similares de
diferenciacion regional fueron reportados por (Navarrete-Euan et al., 2021). En nuestro caso, las
diferencias observadas en la comunidad se siguen esta diferenciacion regional, esto puede ser resultado
de los procesos de descarga de agua que son dominados por el Anillo de Cenotes y asi como a la
descarga de diferentes nutrientes y contaminantes que se pueden distinguir entre las dos regiones por
sus actividades econdmicas y caracteristicas ambientales. Lo anterior seria similar a lo observado en
las comunidades de fitoplancton de la costa de la PY, en donde existe una dominancia de diatomeas
en la zona de Dzilam, mientras que en la zona de Progreso prevalecen los dinoflagelados, y donde las
descargas del Anillo de Cenotes y las actividades humanas son las responsables de esta diferenciacion
(Alvarez-Gongora & Herrera-Silveira, 2006; Marina et al., 2017; Troccoli-Ghinaglia et al., 2010). Las

observaciones realizadas en este trabajo, asi como lo reportado en la literatura refuerzan la idea de la
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relacion estrecha que puede existir entre el Anillo de Cenotes, la hidrologia y la comunidad de

microorganismos presente en los manglares del PY.
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Conclusiones

Se logro caracterizar a la comunidad microbiana en muestras de sedimento asociado a manglar
rojo (R. mangle). Nuestros resultados mostraron que la comunidad presente en los sedimentos
recolectados se encuentra constituida principalmente por bacterias de los filos Chloroflexi,
Proteobacteria y Acidobacteria, asi como miembros del dominio arquea pertenecientes al filo

Nanoarcheota teniendo una composicion y estructura similar a la reportada en la literatura.

Se observd que el filo Chloroflexi y la Dehalococcoidia son dominantes en el sedimento en
todos los sitios de muestreo. Lo anterior se pudo asociar a las caracteristicas del sedimento muestreado,
donde la profundidad de colecta de sedimentos, asi como la presencia de lignina y compuestos

organoclorados de origen humano pudieron enriquecer a estos grupos.

Se observo que las comunidades microbianas y los potenciales perfiles funcionales se
diferencian a nivel regional y no por estatus de conservacion. Lo anterior, indica que existe una posible
relacién entre las descargas de agua del Anillo de Cenotes y las comunidades microbianas en los
manglares, donde la hidrologia regional, las descargas de nutrientes y contaminantes conducidas por

el Anillo de Cenotes pueden modificar a la comunidad microbiana y sus metabolismos potenciales.

Se identificd un potencial biotecnoldgico no explorado en los sedimentos de manglar para la
degradacion de agroquimicos. La presencia de miembros clase Dehalococcoidia y la prediccion de
rutas de biodegradacion xenobioticos abre la puerta al desarrollo de herramientas que ayuden a la
deteccion y degradacion de agroquimicos organoclorados usados en la industria agropecuaria en el

Estado de Yucatan y que han sido identificados en el acuifero de la regién.
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Perspectivas

Los manglares son un ecosistema costero que proveen una gran variedad de servicios
ecosistémicos que ayudan a sostener a las comunidades humanas de la zona costera y con el clima
mundial capturando carbono. En este trabajo se encontraron filos de bacterias relacionados con los
ciclos biogeoquimicos, asi como grupos con potencial para la degradacion de compuestos
organoclorados de origen humano. Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto el papel de los
microorganismos en la captura y emision de gases de efecto invernadero, asi como la degradacién de

contaminantes en los manglares.

La identificacion y abundancia de los miembros Chloroflexi en este trabajo difiere ligeramente
de lo reportado en la literatura. Esta particularidad debe ser investigada con mayor detalle realizando
nuevas investigaciones en la region. Los trabajos que se lleven a cabo en un futuro deben tomar en
consideracion las caracteristicas y variaciones del ecosistema, y las interacciones regionales, ademas
se deben mejorar las técnicas de recoleccion de sedimento. Se sugiere tomar en consideracion el
hidroperiodo, microtopografia, pH, potencial RedOx y temperatura del agua superficial e intersticial
en los puntos de muestreo. Asi mismo, se pueden realizar mejoras en la recolecta de sedimento, esto
se puede lograr utilizando nucleadores que permitan conservar intacta la columna de sedimento, asi
como realizar muestreos con mayor numero de replicas. Con lo anterior, se podria dar una mejor

explicacion a los patrones observados y encontrar nuevas relaciones a nivel espacial y temporal.

Por otra parte, la identificacion de bacterias y arqueas con un potencial funcional para la
degradacion de contaminantes y con participacion en los ciclos biogeoquimicos debe ser estudiado con
mayor detalle. Ademas de realizar un muestreo mas extensivo utilizando el gen 16s rRNA, se deben
comenzar a utilizar herramientas que proporcionen mas informacion funcional. En este sentido, la
integracion de secuenciacion tipo shotgun o metatranscriptomica a estudios de tipo ecoldgico y de
prospeccion biotecnoldgica son un paso necesario para poder entender a detalle los procesos que
ocurren en el manglar. El incremento de muestreos y el uso de nuevas herramientas, junto con una
adecuada caracterizacién ambiental, es el primer paso para el desarrollo de nuevos productos que
ayuden a resolver problemas globales y locales como contaminacion de suelo y agua, resistencia a

antibidticos, y restauracion de manglares degradados.
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Anexos
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Anexo 1. Indices de diversidad alfa y diversidad beta para ASV anotados a nivel de orden.
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Anexo 2. Heatmap valores normalizados con la funcion CLR del nivel 1 KEGG.
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Anexo 5. Resultados de ALDEX 2 para regiones de muestreo. a) Descripcion de la diferencia en la
variacion entre muestras ¢) VVolcano plot. Los puntos rojos representan aquellos KOs que presentan

genes diferenciales entre regiones de muestreo.
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