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Resumen.

A pesar de que las distribuciones espaciales de los seres vivos han sido ampliamente estudiadas e
implementadas en trabajos de conservacion, en el caso de la microbiologia se siguen caracterizando
los insumos necesarios y su interpretacion. Esto se debe a que la distribucion de las especies es
producto de la compleja relacion entre procesos locales/regionales con interacciones bidticas. El
problema principal es la resolucion espacial de los datos colectados en campo, pues la dinamica de la

comunidad bacteriana es altamente variable.

El presente trabajo busco identificar las variables ambientales que rigen la distribucion de un grupo
representativo de microorganismos de las lagunas costeras de la Peninsula de Yucatan. Con datos de
secuenciacion masiva y cuantificaciones de diferentes variables, se estudio la composicién taxonémica
y su relacion con el estado de salud ambiental de los sitios, analizados con diferentes técnicas de
estadistica multivariada. Complementado por modelos de distribucion de especies comparando

distintos algoritmos para definir cual funciona mejor dadas las caracteristicas de los datos.

Los resultados muestran i) una mayor diversidad en las lagunas con aporte de agua dulce,
especificamente en los ojos de agua, probablemente por el arrastre de material genético a través del
acuifero subterraneo. ii) Diferencias significativas en la composicion de especies entre lagunas, iii)
diferencias sutiles entre sitios conservados e impactados dentro de cada laguna, iv) el algoritmo
Random Forest como el método con menor tasa de omisién, pROC mas alto y areas de prediccion de
condiciones adecuadas mas conservadoras y finalmente v) ejemplos de aplicacion de datos de

secuenciacion masiva para estudiar diferentes procesos.

Los datos de secuenciacion masiva provenientes del metagenoma ambiental proveen una “fotografia”
de los procesos que se estan desarrollando. Tal informacion, apoyada con estudios de fisiologia,
predicciones funcionales y modelado de distribuciones pueden encaminar a la ciencia a un monitoreo
con alta sensibilidad, costos mas rentables y la determinacién de aplicaciones potenciales en distintos

campos (e.g., farmacéutica, industria, biorremediacion, monitoreo ambiental, etc.).



Introduccidén

México se caracteriza como un pais con alta influencia costera, en total cuenta con una linea de costa
de 11, 122 km, de los cuales 3,294 km corresponden a la vertiente atlantica, en dicho espacio se
desarrollan diversas actividades humanas desde épocas ancestrales (INEGI, 2010). Este trabajo
considera la zona costera como el espacio de transicion entre los ambientes marino y terrestre que se
extiende desde la plataforma continental en el limite oceanico (Rozzi et al., 2007) pasando por zonas
inundables adyacentes al mar, hasta el primer cambio importante en el tipo de cobertura vegetal. Las
zonas costeras son valiosas en términos ecoldgicos, antropoldgicos y socioecondmicos, pues son
areas que por su biodiversidad promueven el desarrollo de actividades econdmicas, en su mayoria

encaminadas al aprovechamiento de recursos naturales.

Las zonas costeras contienen diversos ecosistemas con alta productividad primaria, son zonas de
interés prioritario desde el punto de vista de la conservacion, se trata de la primera linea de proteccion
para los asentamientos humanos frente a fendmenos hidrometeorolégicos. Las actividades que toman
lugar en estos sitios se relacionan principalmente con la industria alimentaria, transportista,
recreacional, energética y urbanistica. No obstante, las consecuencias de dichas acciones modifican
los procesos naturales de los ecosistemas, comprometiendo la sustentabilidad de los recursos,

mientras degradan la salud de los habitantes producto de la contaminacién (Rojas, 2011).

La carencia de un sistema de disposicion de residuos eficiente en Yucatan y Quintana Roo, un flujo
subterraneo de agua en temporada de lluvias que lixivia y moviliza contaminantes, el cambio en el uso
de suelo y las descargas de aguas residuales al manto freatico agravan la degradacién, modificando
el funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos con la introduccién de metales pesados, pesticidas,
material radioactivo, hidrocarburos y sus derivados (Herrera-Silveira & Morales, 2010). Anualmente se
descargan en el acuifero de Yucatan 102.3 m® de aguas residuales, como consecuencia de las
actividades que no cuentan con un proceso de tratamiento previo a ser vertidas al acuifero (Herrera-
Silveira & Morales, 2010).

La presencia de contaminantes representa un serio problema ambiental, pues su permanencia en el
ambiente afecta a toda la red tréfica, por ende, se requiere tratamiento de aguas residuales aunado a
procesos de remediacion. El uso de plaguicidas y derivados de hidrocarburos aumentaron desde
inicios del siglo XX, producto del crecimiento industrial del sector petrolero. Su implementacién ha

causado un incremento desmedido de sus concentraciones en la atmosfera, hidrésfera, suelos y



sedimento, creando problemas de contaminacion serios en distintos ambientes (Garcia & Durga,
2012).

Los microorganismos que habitan estos ambientes participan en la gran mayoria de procesos
biogeoquimicos, tienen la capacidad de metabolizar y utilizar como fuente de carbono los elementos
presentes en el ambiente, incluidos los contaminantes. Sus estrategias adaptativas han impulsado el
desarrollo de un campo de investigacion enfocado en identificar y comercializar cepas/consorcios

bacterianos para atender la problematica de la contaminacion ambiental.

Las poblaciones microbianas expuestas a los contaminantes son capaces de sobrevivir con la
produccion de metabolitos secundarios como enzimas que modifican el estado de oxidacién de los
compuestos, o pueden utilizarlos como fuente de energia usando alguna de las rutas metabdlicas y

adaptaciones que poseen.

En el marco del proyecto PAPIIT 1T202418 se estudio el efecto de la degradaciéon ambiental producto
de la actividad humana en los manglares de los sitios: Celestun, Sisal, Chelem, Dzilam de Bravo, Ria
Lagartos, Cancun y Sian Ka’an (Figura 1) analizando el efecto de los cambios en el estado funcional
de los manglares analizando la riqueza y diversidad taxonémica de las bacterias, con especial énfasis
en organismos relacionados con la presencia de contaminantes. Este trabajo buscé determinar si la
comunidad microbiana se modifica ante presiones antropogénicas a pesar de compartir condiciones
ambientales similares. Por otro lado, se aporta informacién sobre cémo influyen los factores

ambientales en la composicion y distribucion microbiana.
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Figura 1 Mapa de localidades estudiadas

Determinar la influencia de los factores que explican la variacion de la abundancia y diversidad de las
comunidades es una meta central en la ecologia (Tuomisto et al., 2003). Aunque la variacién espacial
de los organismos ha sido considerada como “ruido” en estudios microbioldgicos (Ettema & Wardle,
2002), no hay duda en la actualidad de que algunas de las poblaciones de microorganismos de vida
libre muestran patrones de distribucién claros (Martiny et al., 2006; Ramette & Tiedje, 2007). Por
ejemplo, la descripcion de relaciones positivas entre disimilaridades genéticas y distancias geograficas
(Cho & Tiedje, 2000) y relaciones taxa-area (Horner-Devine et al., 2004; Martiny et al., 2006; Van Der
Gast et al., 2005) que son conceptos muy similares para microorganismos con respecto a lo que se

describe para organismos eucariontes (Horner-Devine et al., 2004).

Antecedentes y Fundamentacion

Ecologia Microbiana

Virtualmente todos los procesos ecosistémicos son influenciados por microorganismos y muchos otros
son llevados a cabo exclusivamente por ellos, lo que ha llevado a asumir que una descripcidon mas
detallada del microbioma deberia guiarnos a un mejor entendimiento de los procesos a nivel sistema
(Graham et al., 2014). Tal justificacién asume que las caracteristicas del microbioma cuantificables

(librerias de genes 16s rRNA, metagenomas, actividades enzimaticas) pueden mejorar nuestra



habilidad para entender mejor y predecir procesos, sin embargo, la informacion adicional del
microbioma no siempre provee un entendimiento mas claro de los procesos ecosistémicos mas alla
de lo que puede predecirse con unicamente factores ambientales (Graham et al., 2016) cuando se

analiza en niveles generales como Filo, Clase u Orden.

Distribucion espacial de los microorganismos

Los microorganismos estan presentes en todo el planeta, sin embargo, poco se sabe sobre sus
patrones de distribucién espacial y como los cambios en las distribuciones de grupos especificos de
microbios modifican el ambiente (King et al., 2010). A pesar de la conocida importancia de los
microorganismos en el mantenimiento de los ciclos biogeoquimicos del planeta, la relacion entre el
nicho ecoldgico de grupos microbianos y su presencia en el ambiente es pobremente entendida
(Ettema & Wardle, 2002; Green et al., 2004; Martiny et al., 2006). Esto se debe a la falta de resolucién
en los datos colectados usando métodos tradicionales, lo que dificulta la identificaciéon de grupos
potencialmente importantes en el ambiente, como los organismos no cultivables (Ettema & Wardle,
2002).

Definir cdmo la abundancia, distribucion y estructura varian en los diversos gradientes ambientales es
de vital importancia para el entendimiento de la ecologia microbiana (Hongyue Dang et al., 2019). Se
ha hipotetizado que los gradientes ambientales aumentan la diversidad de microorganismos y su
potencial metabdlico, juegan un rol importante en el mantenimiento de la estabilidad y funciones de los
ambientes oceanicos y epicontinentales, los cuales han experimentado una multitud de perturbaciones

antropogénicas (Damashek & Francis, 2018; H. Dang & Jiao, 2014).

La teoria actual de biogeografia de procariontes y procesos de diversificacion propone dos factores
para explicar la variacion espacial de las comunidades microbianas: (i) La heterogeneidad ambiental
(EH, por sus siglas en inglés) asume que los ambientes son intrinsecamente heterogéneos y tanto la
abundancia microbiana como la genética responden rapidamente a las condiciones ambientales
cambiantes (Travisano & Rainey, 2000). (ii) La distancia espacial (SD, por sus siglas en inglés) puede
ser vista como una variable que resume la dinamica de las comunidades y su relacién con eventos
histéricos o perturbaciones (e.g., barreras fisicas, actividad antropogénica, historia de dispersion y
heterogeneidad pasada) cuyos legados se han mantenido por el aislamiento espacial entre

poblaciones (Borcard, D., & Legendre, 1994).

Algunos autores (Ettema & Wardle, 2002) sostienen que, con suficiente informacion, la variabilidad
espacial se vuelve un factor clave mas que un obstaculo para entender la estructura y funcion de la

biodiversidad de microorganismos. Estudios previos han demostrado que existen patrones espaciales



en los microorganismos (Green et al., 2004; Horner-Devine et al., 2004; Ramette & Tiedje, 2007;
Robertson & Freckman, 1995; Rodrigues et al., 2009) y que los grupos taxondmicos de gruesa escala
(Filo o division) muestran una fuerte correlacion con parametros ambientales; por ejemplo
Acidobacteria se correlaciona negativamente con el pH del suelo, mientras que Proteobacteria se

correlaciona de forma positiva con el pH (Fierer et al., 2009; Fierer & Jackson, 2006).

Diversos autores sostienen que estudiar la biogeoquimica de un sistema cuando se conoce la
distribucion espacial de grupos taxondmicos a escala gruesa brinda muy poca informacion adicional.
Aunado a ello tenemos conocimiento rudimentario de la escala espacial en la que los microorganismos
y los parametros biogeoquimicos estan distribuidos (King et al., 2010). Por lo que este trabajo busca
integrar escalas finas para analisis taxonémicos (nivel de especie) y para la cuantificacion de variables

ambientales.

Teoria del nicho ecoldgico

Los modelos de distribucion de especies relacionan observaciones de campo a variables ambientales
predictoras, basados en superficies de respuesta estadistica o tedricamente derivadas (Guisan &

Zimmermann, 2000).

Hace mas de un siglo se propuso que el nicho ecoldgico de una especie determina su distribucion y
se definié como las condiciones ecoldgicas que permiten a una especie mantener su poblacion estable,
gracias a la combinacion de sus adaptaciones fisioldgicas y su comportamiento, que le permiten
responder a eventos de cambio o estrés (Grinnell, 1917). Cincuenta afios después se define al nicho
ecolégico como un hipervolumen n-dimensional, en el que cada dimensidén es una abstraccion de un
intervalo de variables limitantes como la temperatura, salinidad, depredacién, etc., considerando
también que el nicho ecoldgico es un atributo de la especie y no del ambiente, pues son las especies

las que estan limitadas fisiolégicamente (Hutchinson, 1957).

El nicho realizado segun algunos autores (Soberon & Nakamura, 2009; Soberon & Peterson, 2005)
tiene una leve diferencia, pues se considera como una parte del nicho potencial, el cual puede ser
ocupado por las especies al tomar en cuenta las consecuencias propias de la depredacién y la

competencia aunado a lo anteriormente mencionado.

En la Figura 2, “A” representa la seccion del espacio geografico donde las condiciones abidticas
permiten a una especie sobrevivir. Por otro lado “B” representa una region donde las condiciones
bidticas son favorables. “M” comprende una regidén accesible por dispersién o colonizacién de la
especie a través de su historia evolutiva. Al centro “Go” es el area geografica ocupada por la especie

y “Gi” el area geografica con potencial de invasion.



Figura 2 Esquematizacion del concepto de nicho, diagrama BAM (Soberdn & Peterson, 2005)

El nicho fundamental (Nr) se define como el conjunto de condiciones ambientales en las que la
especie es capaz de mantener poblaciones sin subsidio por inmigraciéon (Peterson & Anamza, 2015).
De esta aseveracion se define mediante ecuaciones e inequidades que: Solo un subconjunto de las
condiciones asociadas con el nicho ecoldgico fundamental estaran representadas en el planeta (Nr).
El nicho fundamental existente es la reduccion del nicho fundamental a las condiciones accesibles por
la especie (Nr*). El nicho realizado es un subconjunto del nicho fundamental existente, idoneo en
términos de condiciones bidticas para la especie (Nr). Incluso el Nr sera mas amplio que el conjunto
de ambientes asociados a las ocurrencias conocidas de la especie, siendo este ultimo espacio No (el
nicho ocupado) (Peterson & Anamza, 2015).

Modelado de nicho ecolégico

Los modelos de nicho ecoldgico permiten estimar la distribucion de las especies en un tiempo y espacio
definidos. Un modelo de nicho ecolégico es una herramienta, generalmente desarrollada con
algoritmos, que permite modelar el nicho ecolégico de las especies analizando las condiciones
ambientales de sus localidades conocidas (J. Elith & Burgman, 2003; Guisan & Thuiller, 2005; Guisan
& Zimmermann, 2000). Su objetivo radica en aproximar el nicho fundamental para posteriormente
predecir la idoneidad del ambiente para la especie en cuestidon, en funcion de su nicho ecoldgico
(Phillips et al., 2006).



El modelado de nicho ecolégico (MNE) es quizas el método mas eficiente para estimar la distribucion
real o potencial de las especies (Guisan & Thuiller, 2005). Su enfoque es cada vez mas comun e
implementado en la toma de decisiones referentes a la conservacion, contaminacion y restauracion
ambiental (Ferrier, 2002). No obstante, a pesar de su eficacia en la delimitacion de especies terrestres,
el uso en los ambientes acuaticos ha sido poco explorada (Wiley et al., 2003). Esto se debe en gran
medida a que en los cuerpos epicontinentales la escala geografica es grande, lo que requeriria datos
ambientales finos para crear un modelo, sin embargo, la informacion disponible de las variables

ambientales es comunmente de mala calidad (McNyset, 2005).

En este trabajo, al no incluir todo el medio bidtico ni los factores histéricos ni de dispersion se
modelaron areas de distribucion, combinando las presencias y las capas ambientales para generar un
objeto en el espacio E, posteriormente proyectado en G (dualidad de Hutchinson). Aproximandose al

area ocupada (Go) (Soberén et al., 2017)

La precision de este tipo de modelado puede ser afectada por dos errores comunes, el primero es el
de comision, consiste en mostrar una ausencia como una presencia, pero estrictamente el error no es
muy importante, pues es lo que se busca al realizar un modelo de nicho ecoldgico, es decir, mostrar
areas en las cuales no se conoce la presencia de una especie; y el segundo error es el de omision,

que se basa en mostrar una presencia como una ausencia (Felicisimo et al., 2011).

El ambiente tiene injerencia en la determinacién de la distribucidn de las especies. Jarvis et al. (2005)
postula que la distribucion de factores como el relieve, el clima y el suelo, indicaria si la especie se
encuentra presente o no. La realidad dista de ser tan simple, pues los factores ambientales no son los
unicos que determinan la distribucién espacial de una especie, pues como se mencionaba
anteriormente se deben tomar en cuenta los factores bidticos, asi como la informacién del area

geografica en la cual podria estar distribuida la especie tomando en cuenta su historia biogeografica.

Compuestos organicos persistentes

Internacionalmente conocidos por su acronimo en inglés POP’s (Persistent Organic Pollutants), son
sustancias quimicas que presentan una amenaza para la salud humana y el medio ambiente pues son
resistentes a la degradacion, son bioacumulables por ser lipofilicos, se biomagnifican, son toxicos,

semi-volatiles y altamente movilizables.

El Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes del PNUMA, firmado en mayo
de 2001 y que entro en vigor el 17 de mayo de 2004, es un instrumento juridicamente vinculante cuyo
objetivo es proteger la salud humana y el medio ambiente, reduciendo o eliminando la produccién vy el

uso de estos contaminantes, asi como sus emisiones.



En la actualidad, el Convenio de Estocolmo ha modificado sus anexos, incorporando nuevos
Contaminantes Organicos Persistentes a los doce iniciales, conocidos como “la docena sucia”, y la

Union Europea ha modificado los anexos del reglamento.

Preguntas de investigacion

¢ El modelado de distribucion de bacterias es capaz de aproximar la distribucion espacial real de los

organismos?

¢La composicion taxondmica de las comunidades de bacterias es diferente en los sitios con

afectaciones antropogénicas en comparacién con los conservados?

¢ La diversidad taxondmica de las comunidades de bacterias varia espacialmente aun en el mismo tipo

de ambiente?
Hipotesis

A pesar del amplio espectro de adaptabilidad de las bacterias a las caracteristicas ambientales, la
diversidad de grupos bacterianos en sitios conservados sera distinta a aquellos que habitan los sitios

perturbados.

Objetivos

e Objetivo General

Generar modelos de distribucidon con restricciones en la prediccién/extrapolacién de bacterias con
interés biotecnoldgico para aproximar su geografia ocupada en el gradiente ambiental , en lagunas

costeras de la Peninsula de Yucatan.
e Objetivos especificos

Analizar los datos de secuenciacidn masiva de nueva generacion de ADN de muestras de agua de
manglares de Yucatan y Quintana Roo; para conocer la diversidad taxonémica de las comunidades de

bacterias entre las localidades estudiadas.

Conocer la correlacién entre la presencia de contaminacion y la presencia de bacterias reportadas con
capacidad de metabolizacion de contaminantes en las localidades afectadas por causas

antropogeénicas.



Determinar el efecto de las variables fisicoquimicas y microbiolégicas del agua en la composicion
taxondmica de las comunidades de bacterias metabolizadoras de contaminantes en los ambientes con

distinto grado de salud ambiental.

Materiales y métodos

Area de estudio.

La Peninsula de Yucatan se encuentra entre los 19°40°-21°37’ N y 87°30°-90°26" O, colinda al Este
con el Mar Caribe y al Norte con el Golfo de México. Se han caracterizado tres estaciones climaticas
para la region: secas, que van de marzo a mayo; lluvias comprendiendo el periodo de junio a octubre
y nortes que va de noviembre a febrero (Schmitter-Soto et al., 2002). Las actividades econémicas de
mayor importancia para el estado de Yucatan en términos de aportacion al Producto Interno Bruto
(PIB) son encabezados por los servicios de comercio (21.5%), seguidos por los servicios inmobiliarios
de bienes muebles e intangibles (13.1%), la construccion (11.6%) y las actividades referentes a la
industria alimentaria (9.9%) (INEGI, 2014). Mientras que en Quintana Roo mas del 85% del PIB

corresponde a actividades terciarias (INEGI, 2014).

Muestreo

Las localidades de estudio fueron seleccionadas con base en la descripcidén y resultados de los
trabajos realizados durante los ultimos 20 afios en el grupo de productividad primaria del Dr. Jorge
Herrera CINVESTAV-Mérida, considerando el grado de preservacion contra aquellos que han
presentado deterioro de salud ambiental, para contrastar el efecto antropogénico en la comunidad
microbiana. Para este objetivo se tomaron muestras de agua por cada sitio seleccionado (15 litros),
una en una zona conservada (0 en restauracion) y otra donde el impacto antropogénico haya alterado
la cobertura vegetal o diversidad, teniendo en total 18 muestras, cada punto fue georreferenciado
mediante un GPS marca Garmin modelo eTrex Legend. Se midié temperatura, conductividad, sélidos
disueltos totales, salinidad, oxigeno disuelto, concentracién de oxigeno, pH y potencial redox in situ
con una sonda multiparamétrica de marca YSI modelo 556 Handheld. Por otro lado, se determiné la
presencia de compuestos organicos persistentes, iones mayoritarios, metales pesados, coliformes
fecales, nitritos, nitratos, amonio y demanda bioquimica de oxigeno en el Laboratorio de Ingenieria

Ambiental de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY).



Muestras de agua

Las muestras de agua fueron colectadas de la parte superficial de la columna de agua de cada sitio.
Las muestras se almacenaron en recipientes de polietileno de baja densidad, se refrigeraron en
contenedores y se transportaron al laboratorio de Estudios Ecogendmicos de la UNAM en Yucatan.
Se conservaron 12 litros (en 3 recipientes de 4 litros) a 4 °C hasta su procesamiento en un maximo de
24 h, y una porcion (3 litros) del agua fue analizada en la UADY para evaluar calidad fisicoquimica y

microbioldgica.

Extraccion de ADN

Las tres muestras de 4 litros de agua por sitio se filtraron en su totalidad (o hasta que el filtro fuera
saturado) con una membrana de 0.45 pym. Posteriormente los filtros se mantuvieron a -20°C para
realizar la extraccion de ADN (Rojas-Herrera et al., 2008). La integridad del ADN extraido se confirmd
en un gel de agarosa al 1%. La concentracion y pureza se determiné con el Fluorometro Quantus con
el kit QuantiFluor® dsDNA (Promega Corporation, Madison, WI, USA) y el Espectrofotdometro Multiskan
Go (Thermo Scientific Waltham, MA, USA), respectivamente de acuerdo con el protocolo del

manufacturador.

Cuantificacién de compuestos organicos por cromatografia de gases

La determinacién fue realizada con un equipo de cromatografia de gases Trace 1300 GC Ultra (Thermo
Scientific, Walthman, MA, U.S.) equipado con un auto-muestreador (TRl PLUS), que incluye un
inyector de temperatura programado (PTV) emparejado a un espectrémetro de masas ITQ 900 (GC-
MS).

Para la separacion de los compuestos se utilizé una columna de capilaridad Elite-17 30 m x 0,25 mm
ID x 0.25 ym (Perkin EImer, Waltham, MA, U.S.). Las condiciones cromatograficas fueron: Helio grado-
BIP (99.9999% pureza) a 1 ml/min fue utilizado como gas portador y el puerto de inyeccion fue dividido
a una temperatura de 250°C. La temperatura inicial del horno fue de 60°C por 3 minutos, con
incrementos de 10°C/min a 300°C que fueron mantenidos por 5 minutos. El detector de masas fue
operado en modo “full scan” (3 escaneos/s) en un rango de 50-500m/z. La ionizacion fue por impacto

electrénico (70 eV) y la temperatura de la fuente de ionizacion fue de 200°C.



Para el analisis de los compuestos presentes en agua, se utilizé un litro de muestra y la técnica de
extraccion de fase sélida, en columnas (JT Baker) de 6 ml y 500 mg de C18, usando un gradiente de

diclorometano para la elucién (1:1).

Andlisis de compuestos organicos persistentes

La deteccion de contaminantes organicos persistentes en las muestras de agua fue realizada por
cromatografia de gases emparejada a un espectrometro de gases en modo “full scan” (GC-MS/Full
Scan) (sensibilidad 1x10-3) con el equipo Thermo Trace GC 1300 Ultra gas emparejado a un detector
de masas ITQ 900 (40-550 m/z).

Se importaron los nimeros CAS de las moléculas encontradas en el ambiente al programa ECOSAR™
y se seleccionaron los resultados para el modelo generado a partir de Lepomis macrochirus, Cyprinus
carpio, Pimephales promelas, Poecilia reticulate, Oncorchynchus mykiss, Oryzias Ilatipes y
Branchydanio rerio. Aunque el gradiente de salinidad en las muestras va de agua dulce (1.37 ppm) a
agua salobre (34.06), por tratarse de lagunas costeras y dado que los modelos para agua salada en
peces, daphnias y algas conservan el orden de los compuestos en agua dulce para peces se optd por
tales organismos. Se categorizaron con base en las concentraciones letales medias en un periodo de

96 horas y se generd un mapa (Figura 4).

Utilizando la base de datos NCBI se realizé una busqueda de microorganismos asociados a tales
contaminantes, se seleccionaron 3 géneros (Halomonas, Paracoccus y Staphylococcus) y se

proyectaron en un MDS no paramétrico.

Determinacién de alcalinidad

La alcalinidad de las muestras fue determinada por el método de titulacion (2320 B, Greenberg, 1995).
Fenolftaleina o metacresol purpura fue usado para la evaluacion de alcalinidad a un pH de 8.3 o
bromocresol verde o una mezcla de bromocresol verde rojo-metil como indicador para pH 4.5. La
alcalinidad de la muestra fue determinada a partir de un volumen estandar de acido requerido para
titular una porcién a un pH designado. Una curva de titulacion fue construida para la estandarizacion
de los reactivos. Para muestras con baja alcalinidad (menos de 20 mg de CACQ3J/I), la técnica de
extrapolacion fue usada basada en la cercana proporcionalidad de la concentracion de iones de

hidrégeno con el exceso de titulante mas alla de la equivalencia.



Determinacion de demanda bioquimica de oxigeno

La demanda bioquimica de oxigeno, definida como la cantidad de un oxidante especifico que
reacciona con la muestra bajo condiciones controladas, fue realizada utilizando el método de reflujo
colorimétrico cerrado (5520 D, Greenberg, 1995)). La cantidad de oxidante consumido es expresado
en términos de su equivalencia de oxigeno. Cuando una muestra es asimilada, el ion de dicromato
oxida el COD en la muestra. Estos resultados se basan en el cambio de cromo del estado hexavalente
(VI) al trivalente (lll). La absorbancia de lo asimilado, el blanco y las muestras estandar fueron
determinadas en un espectrofotometro DR2800 (Hach, Loveland, CO, U.S.) a una amplitud de onda
de 420 nm y 600 nm. A 600 nm, un blanco no asimilado fue utilizado como solucién de referencia, y a

420 nm se utilizé6 agua como solucion de referencia.

Determinacién de cloro

La determinacién de cloro fue realizada con el método argentométrico (4500-CI-B, Greenberg, 1995).
En una solucion neutra o alcalina, el dicromato de potasio puede indicar el punto final de la titulaciéon
de cloruro de nitrato de plata. El cloruro de plata se precipita cuantitativamente antes de la formacion
del cromato de plata rojo. 100 ml de muestra ajustados con H2SO4 0 NaOH a un pH de 7-10 fueron
titulados  usando 1ml de solucién indicadora de K2CrO4 y un estandar titulante de AgNOs hasta el
punto final rosa-amarillo. El tritante AgNOs fue estandarizado y el valor del blanco del reactivo fue

establecida por el método de titracidon descrito anteriormente.

Determinacion de nitrégeno total

Con base en el método Macro Kjeldahl (4500-Norg B,Greenberg, 1995). En presencia de acido
sulfurico (H2S0a4), sulfato de potasio (K2SO4) y sulfato cuprico (CuSOa), el amino nitrégeno de muchos
materiales organicos es convertido en amonio. EI amoniaco libre también se convierte en amonio.
Después de la adicion de la base, el amoniaco fue destilado de un medio alcalino y absorbido en acido
bdrico o sulfurico. El amonio fue determinado colorimétricamente, por medio de un electrodo selectivo

de amonio o por titulacion con un estandar de acido mineral.

Determinacion de nitrégeno amoniacal

El nitrgeno amoniacal fue determinado con el método 8038, Nessler (0-2.5 mg/l NH3-N) con los
reactivos del kit Hach (Loveland, CO, U.S.), de acuerdo con las instrucciones del manufacturador. La
muestra fue tratada con una solucién de hidréxido de sodio 5 N para ajustarlo a un pH de 7, se afiadio

un estabilizador mineral y un agente dispersante de alcohol polivinilico, seguido de 1 ml de reactivo



Nessler. Si era necesario, para eliminar la interferencia con la determinacion por el método Nessler, la
muestra era previamente destilada en una solucion de borato a un pH de 9.5 para reducir la hidrolisis
de los cianatos y compuestos organicos nitrogenados. El amoniaco en el destilado fue tratado como
se indico previamente. El reactivo Nessler y el amoniaco reaccionan para formar un compuesto de
color de amarillo a café que absorbe a una amplitud de onda entre 400 y 500 nm, la absorbancia fue

determinada en un espectrofotometro DR2800 (Hach, Loveland, CO, U.S.).

Determinacién de nitratos

Los nitratos en las muestras fueron determinados de acuerdo con el método de acido cromatrépico
10020 que detecta de 0.2 a 30 mg/l de NO3-N (HR) con el kit de tubos de N y los reactivos NitraVerX
(Hach, Loveland, CO, U.S.), siguiendo las instrucciones del manufacturador. La muestra fue tratada
con una solucién de hidroxido de sodio 5 N para ajustarlo a un pH de 7. Después, 1 ml de la muestra
fue mezclado con el reactivo A NitraVerX en un tubo de prueba N, mezclado por inversion y
posteriormente mezclado por inversién con reactivo B NitraVerX, incubado a 5 minutos y leido en un
espectrofotometro DR2800 (Hach, Loveland, CO, U.S.).

Determinacién de fosforo

La determinacion de fésforo fue realizada de acuerdo con el método de acido vanadomolibdofosférico
(4500-P C, Greenberg, 1995) . En una solucion diluida de ortofosfato, el molibdato de amonio reacciona
bajo condiciones acidas para formar acido vanadomolibdofosférico. En presencia de vanadio se forma
el acido amarillo vanadomolibdofosfdrico, la intensidad del amarillo es proporcional a la concentracion
de fosfatos, la intensidad del color se determind en un espectrofotometro DR2800 (Hach, Loveland,
CO, U.S.) con una longitud de onda de 400 a 490 nm.

Determinacién de sulfatos

Los sulfatos fueron determinados siguiendo el método turbidimétrico (4500-SO42-E, Greenberg,
1995). El ion sulfato (S04?%) fue precipitado en medio de acido acético con cloruro de bario (BaCl2)
para formar cristales de sulfato de bario (BaSO4) de tamano uniforme. La absorbancia de la suspension
fue medida con un espectrofotometro DR2800 (Hach, Loveland, CO, United States), finalmente la

concentracion de sulfato fue determinada comparando la lectura con una curva estandar.



Andlisis de coliformes

La determinacion del numero mas probable de coliformes totales y fecales (termotolerantes) se realizo
en concordancia con la norma NMX-AA-42-1987. Para la prueba presuntiva, la muestra fue mezclada
y homogenizada, preparando tres diluciones en base 10, con muestras de 0.1 ml, 1 mly 10 ml en cinco
tubos con 10 ml de caldo lactosado en cada dilucién. Los tubos fueron incubados a 37°C y examinados
en 24 y 48 h, los tubos que mostraron turbidez y produccion de gas fueron sembrados para la prueba
confirmatoria en un medio selectivo por 48 h a 37°C para detectar coliformes totales y a 44.5°C para
la deteccion de coliformes fecales termotolerantes y E. coli. El calculo del numero mas probable de
coliformes totales, coliformes termotolerantes y E. coli presentes en 100 cm® de muestra fueron
determinados por tablas estadisticas de acuerdo con el numero de tubos que brindaron resultados

positivos en las pruebas confirmatorias.
Pretratamiento de muestras para andalisis de absorcién atémica

Las muestras de agua fueron filtradas con una membrana con tamafio de poro de 0.45 um previamente
lavado con una solucion de acido nitrico (1%) y enjuagado con agua tipo | antes de ser usado para
remover particulas suspendidas, arena y materia organica. Subsecuentemente, se ajusté un pH menor
a 2 con INSTRA HNOs RA, para garantizar la estabilidad de los metales y la acidez de la muestra en
el analisis de los iones mayoritarios (nitrégeno amoniacal, nitratos, fosforo, cloro, sulfato, sodio,
potasio, calcio y magnesio) y los metales traza (plomo, cadmio, cromo y cobre). El andlisis de los iones
mayoritarios en las muestras de agua se realizo por absorcion atomica de flama de acuerdo con los
rangos lineales de las lineas de calibracion para esos elementos y llevando a cabo las diluciones

necesarias para cada conductividad, ajustando la calibracion.

En cuanto a los metales traza, se analizaron mediante la absorcion atdmica electrotermal en un horno
de grafito Varian AA240Z (Agilent, Santa Clara, CA, U.S.) para obtener un limite de deteccion bajo en
la cuantificacion de plomo, cadmio, cromo y cobre. La muestra fue directamente analizada por

triplicado durante la cuantificacién de los diferentes metales traza.

Interpolacion de variables ambientales

Se generaron coberturas de las variables ambientales usando las mediciones puntuales
georreferenciadas, se construyeron utilizando la uniéon de los poligonos que definen a las lagunas
costeras a analizar, generadas a partir de un archivo shapefile de delimitacion del pais (Escala
1:2,500,000) de CONABIO (CONABIO, 2008). Estas coberturas tipo “raster”, se generaron utilizando
la técnica IDW de interpolacion (Distancia Inversa Ponderada) (Delaney, J. Van Niel, 2007), en el



Sistema de Informacién Geografica ArcMap 10.3® (GIS, ESRI,1999-2019), enmascarando el andlisis
solo para la unién de las lagunas costeras de interés. La resolucion definitiva (tamafio de pixel) de las

coberturas fue de 28 cm (Figura 3).
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Figura 3 Mapa de interpolacién de concentraciones de Amonio (mg/l)

Compuestos Orgéanicos Persistentes.

Para determinar el riesgo que cada uno de los compuestos organicos persistentes representa en el
ambiente se utilizé el software ECOSAR™ (U.S. Environmental Protection Agency) que utiliza QSAR’s
(Quantitative Structure Activity Relationships), un programa implementado en la prediccién de toxicidad
de quimicos en agua basado en la similaridad de la estructura de las moléculas con quimicos a los
que se han determinado su toxicidad en agua. Los criterios de ECOSAR miden la toxicidad en rangos

de pH entre 6 y 8 (replicando condiciones ambientales reales).

Con base en la bibliografia (Gutiérrez, 2018) se analizaron las especies de los géneros Halomonas,
Paracoccus, Staphylococcus y Planobacterium, reportadas como sintetizadoras de
polihidroxialcanoatos (PHA’s), polimeros lipidicos sintetizados intracelularmente utilizando n-
hexadecano, 6 especies fueron seleccionadas (2 por género) y se proyectaron dentro de un MDS no
paramétrico.



Secuenciacion Masiva

La secuenciacién de ADN metagendmico se realizdé con un servicio externo en el IBT UNAM. Se utilizé
la plataforma de Secuenciacion por Sintesis (SBS) con el equipo MiSeq de llumina, se utilizé el servicio
de generacion del amplicdn 16S y sus respectivas bibliotecas, asi como la corrida de la secuenciaciéon
en formato 2x300, se emplearon los siguientes primers: 357F 5’"CTCCTACGGGAGGCAGCAG 3" CD
(R)5'CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 3’ Disefiados previamente para el uso con la plataforma de
lllumina. Anexo del extremo 5 del primer Delantero: 5' TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG
AGA CAG - (secuencia del locus especifico). Anexo del extremo 5° del primer Reverso: 5' GTC TCG
TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACAG - (secuencia del locus especifico). Los resultados de

la secuenciacion se analizaron en formato FASTQ.

Se analizaron 15,983 registros (1°124,632 lecturas), las secuencias fueron importadas al software
OneCodex, donde se realizé la asignacion de secuencias para la identificacion de organismos para

cada muestra con 5,738 especies en total.

Se comparo el numero total de especies para cada tipo de ambiente, el numero de especies unicas y

el numero total de lecturas para cada ambiente.

Analisis de variables ambientales y bioldgicas

Los datos se analizaron buscando similitud entre sitios con base en su composicion taxonémica y
caracteristicas ambientales. EI numero de lecturas se estandarizé por el total de lecturas por especie
y se le aplicé una trasformacion de raiz cuarta (para conservar las diferencias entre las cuantificaciones
pero apreciar mejor el aporte de cada organismo), posteriormente se generé una matriz de similitud

con distancias de Bray-Curtis.

En el caso de las variables ambientales, se trasformaron de acuerdo con sus caracteristicas,
eliminando variables con correlaciones mayores a 0.95, las variables restantes (16) fueron
transformadas segun sus atributos, raiz cuadrada para variables no sesgadas y transformaciones
severas como logaritmo natural en variables en escalas finas. Finalmente, las variables fueron

normalizadas y se generd una matriz de similitud basada en distancias euclidianas.

Los clusteres de similaridad para variables ambientales y composicion taxonémica se combinaron en

un shade plot para ilustrar el cambio de la composicion taxondmica entre sitios.

Para identificar el grupo de especies que mejor diferencian a los sitios estudiados se empled la rutina
BEST (bv-step) de PRIMER7, seleccionando un subconjunto de especies que mejor representan el

gradiente ambiental analizado. Reduciendo las 5,738 especies a 50 especies basado en el coeficiente



de correlacion de spearman y seleccionando algunas especies que después fueron proyectadas en un
MDS ilustrando el cambio en su abundancia con respecto a su ubicacion.

A partir de la seleccion de las 50 especies se busco el menor numero de especies que conservaran la
diferenciacion entre sitios utilizando variables ambientales, es decir seleccionar las especies cuya

distribucion genera los mismos grupos que si se utilizan variables ambientales unicamente.

El algoritmo aplicado es el Stepwise, que utiliza un proceso de seleccién Forward y Backward,
seleccionando la especie con mayor correlacion en un subconjunto limitado de especies,
posteriormente se selecciona una segunda especie que incremente la correlacion, se agregan
especies hasta lograr una correlacién de 0.95 y se repite el proceso varias veces con otro subconjunto
de especies. A partir de esta subseleccion de especies se eligieron los organismos con distribuciones
mas generalistas para tener suficientes datos de ocurrencias para calibrar y evaluar los modelos de

distribucion, el detalle de las especies se encuentra en los anexos.

Modelos de distribuciéon

Se utilizé la paqueteria de R (en desarrollo) “ENMTML” (Andrade et al., 2020) disefiada para la
construccion de modelos de nicho ecolégico (ENM’s por sus siglas en inglés) complejos. El area de
calibracion fue restringida, para calibrar el modelo sélo alrededor de los sitios donde la especie en
cuestién tenia registros de presencia, se eligid la opcion de “BUFFER type 1” que establece un area
alrededor de los puntos igual a la distancia maxima entre par de ocurrencias para cada especie
limitando la autocorrelacion espacial debido al bajo numero de réplicas por laguna y para evitar un

modelo sobre ajustado.

Se aplicé el argumento “colin_var” que permite reducir la colinealidad de las variables con la opcion
“VIF” (Variance Inlfation Factor). Se modificé la opcion de generaciéon de pseudoausencias, eligiendo
la opcién de “GEO_ENV_CONST” donde las pseudoausencias estan constreiidas ambientalmente
(basado en un modelo simple Bioclim) pero distribuidas geograficamente alejadas de las ocurrencias
con base en un buffer geografico, se eligié una distancia de 10 km para aproximar la prediccion a la

geografia ocupada. La razén entre presencias y ausencias utilizada fue uno a uno.

Para la primera validacion del modelo se eligié una particion aleatoria tipo Bootstrap con dos réplicas
y una proporcion de ocurrencias de 75%, es decir se calibra con el 75% de las ocurrencias y se valida
con el restante 25%.

Se eligieron nueve algoritmos: Bioclim, Domain, Gaussian Process, Generalized Linear Model,
Generalized Additive Model, Maxent (Default y Simple), Random Forest y Support Vector Machine
detallados en anexos.



Para las predicciones binarias se utilizo el umbral “MAX TSS”, donde la suma de la sensibilidad y la
especificidad es mayor. Se incluyd la opcion de aplicar restricciones espaciales a la proyeccion del
modelo. Dicho método restringe el modelo para tener menor potencial de prediccion y acercarlos mas
a modelos de distribucién de especies. Aunque los métodos pueden ser a Priori y a Posteriori se optd
por una restriccidn a Posteriori basada en las ocurrencias (PRES) seleccionando solo areas donde
hubiese datos de ocurrencias confirmados, incluyendo también un mapa binario basado en esta

constriccion.

Se generaron 252 archivos, cuatro archivos en formato raster de cada especie para cada algoritmo. El
segmento inicial de 63 archivos consistid en mapas de probabilidad de ocurrencia, el segundo
segmento de binarizaciones de ocurrencias. El tercer resultado de la aplicacion de la restriccion de las
probabilidades de ocurrencias basado en un umbral de ocurrencias aledafas confirmadas, limitando
la prediccién y aproximando mas los modelos a la geografia ocupada. Finalmente se produjeron las

versiones binarizadas de los modelos restringidos.

Se construyeron modelos para géneros seleccionados con base en la bibliografia (Saravanakumar et
al., 2016) reportados como productores de enzimas de uso comercial, vinculados a manglares
(Pantoea, Flavobacterium y Enterobacter). Los géneros bacterianos enddfitos Pantoea, y Endobacter,
fueron seleccionados dado que son comunmente utilizados de forma comercial por su produccién de
enzimas (proteasas), implementadas en detergentes, cuero y medicina (Kumar et al., 2004; Zhang et
al., 2005). Mientras que el género Flavobacterium, fue seleccionado por ser productor de proteasa

alcalina, su principal aplicacion es como aditivo de limpieza (Greene et al., 1996; Haddar et al., 2009).

Dichos modelos se construyeron con el algoritmo Random Forest, pues consistentemente tuvo el AUC
y pPROC mas alto entre especies, la tasa de omision mas baja y los porcentajes de area predichos mas
conservadores, en comparacion con algoritmos que predijeron 100% del area disponible (la tabla con

los datos se encuentra en los anexos).



Validacion estadistica

Los modelos fueron evaluados mediante la técnica ROC (Receiver Operator Characteristic) parcial
(Peterson et al., 2008) una de las herramientas mas utilizadas para validar modelos. La curva describe
la tasa de identificacion correcta contra los falsos. La ROC parcial es la razén entre la ROC y un modelo
construido mediante un clasificador enteramente aleatorio. La idea de la ROC a su vez da origen a la
meétrica AUC (Area Under the Curve), que es el area total bajo la curva, un clasificador aleatorio tiene
un AUC de 0.5.

Utilizando NicheToolbox se determiné la ROC parcial, generando quinientos modelos aleatorios para
cada especie en cada algoritmo, los valores superiores a uno indican que el modelo es mejor que uno

generado aleatoriamente.

Se tomo en cuenta la tasa de omision (OR) que se refiere a cuantas ocurrencias quedaron fuera de lo
que el algoritmo define como probabilidad alta de condiciones adecuadas para la especie. El
porcentaje de area predicha también fue tomado en cuenta pues modelos con OR de 0% en muchos
casos eran modelos que predecian toda el area con alta probabilidad de tener condiciones adecuadas

para la especie analizada.



Resultados

Compuestos organicos persistentes

Con base en el analisis realizado con el programa ECOSAR se proyecta en el siguiente mapa (Figura
4) la distribucion de los compuestos encontrados en las muestras. Cancun presenta la mayor variacion
de compuestos, pero la laguna de la Bocana Carbonera, cerca de Sisal presenta el compuesto mas

peligroso.
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Figura 4 Mapa de contaminantes orgdnicos persistentes y concentraciones letales

Se muestra la composicion de especies de los géneros Halomonas, Paracoccus y Staphylococcus,
reportados como organismos sintetizadores de PHA’s (Figura 5). Se aprecia un cambio de la
composicion en el gradiente ambiental, el mas claro presentado en el gradiente de salinidad, en sitios

con aporte de agua dulce solo se encuentra Halomonas aquamarina.
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Analisis de datos de secuenciacion masiva

Se muestran los resultados al comparar las lagunas con aporte de agua dulce contra las lagunas
salobres, el numero total de especies es mayor para las lagunas “Dulces” por mas de mil especies
(Figura 6a), por otro lado, el numero total de especies unicas fue mayor en lagunas “Dulces” por mas
del doble (Figura 6b), finalmente el numero total de lecturas fue mayor en las lagunas “Salobres”

(Figura 6c).
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Se muestran los resultados de la aplicacion del filiro a nivel Filo y su cluster de similaridad
correspondiente (Figura 7). Como puede observarse el Filo Proteobacteria es responsable de mas del
50% de las lecturas en todos los sitios. En el caso de los sitios con aporte de agua dulce se distingue
que, aunque la composicion en proporciones se mantiene, la contribucion de “Otros” aumenta debido

a organismos endémicos de cuerpos dulceacuicolas de Filos variados.
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Figura 7 Cluster de similitud de la composicion de Filos entre lagunas, los colores en los nodos terminales representan los clusters de agrupacion.

Variables ambientales y composicion taxonémica.

En el siguiente grafico se ilustra el cambio de la composicién taxonémica entre sitios (Figura 8), hay
cambios claros con alta diversidad y abundancia de especies (izquierda) correspondientes a los sitios
con aporte de agua dulce, nétese que tanto su composicion como sus caracteristicas ambientales los
separan drasticamente de los otros sitios, exceptuando el sitio de Rio Lagartos, no es su composicion

taxondmica sino sus caracteristicas ambientales las que lo ubican en ese grupo.
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A partir del analisis BEST (bv-step) se presenta un shade plot (Figura 9) integrando el cluster de
variables ambientales. Se muestran especies que estan en la mayoria de los sitios y su abundancia
varia en funcion de las caracteristicas ambientales y especies que se encuentran en agrupaciones de
lagunas especificas. De nuevo es notorio un patrén de composicion que responde al cambio en la

salinidad.
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El analisis BEST (bioenv) el set de organismos resultante fue de 6 con un valor de Rho de 0.95
presentados a continuacion (Figura 10). El cambio de las especies ilustra un gradiente de salinidad
claro y un gradiente de contaminacién multifactorial que se detalla de forma mas digerible en el

siguiente grafico.
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Del PCA (calidad intermedia 50% de la variacion explicada con los dos primeros componentes) se
observa una diferenciacion entre el factor de conservado vs. Impactado (Figura 11). Se observa que
consistentemente los sitios “Conservados” se encuentran en la parte mas positiva del componente
principal 2 y en la region mas positiva del componente principal 1. Se debe resaltar que no hay una
agrupacion fuerte y diferenciada entre sitios “conservados” e “impactados”, aunque hay diferencias

internas en cada muestra de las lagunas existen mayores diferencias al comparar entre lagunas.
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Modelos

Se presentan los mapas de la especie Arcobacter nitrofigilis realizados con el algoritmo Random
Forest, pues como se mencion6 anteriormente, consistentemente tuvo el AUC (Figura 12) y pROC
(Figura 13) mas alto entre algoritmos y especies, la tasa de omisién mas baja y los porcentajes de
area predichos mas conservadores, en comparacion con algoritmos que predijeron 100% del area
disponible. El primer mapa presenta la probabilidad de condiciones adecuadas para la especie (Figura
14), el siguiente mapa es la binariazacion de tales probabilidades (Figura 15). El tercer mapa es el
resultado de la aplicacion de la restriccion probabilidad de ocurrencias (Figura 16). El cuarto mapa

presenta la binarizacion del modelo con restricciones (Figura 17).
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Se analizaron los resultados de aporte de las variables utilizadas en los modelos (Figura 18), es
importante recalcar que no todos los algoritmos generan porcentajes de contribucién para las variables
usadas y que no se encuentran todas las variables disponibles debido a que en la configuracion del

cbdigo se excluyen variables que tengan alta colinealidad, en términos generales, son los carbonatos,



coliformes y pH las variables que contribuyeron mas para definir la distribucién de las especies

analizadas.

De manera mas general se promediaron los porcentajes de contribucion de cada algoritmo para cada
variable, determinando la variable mas importante para cada microorganismo, los carbonatos fueron

la variable que mas aport6 para 3 especies y los coliformes fecales para otras dos (Figura 19).
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Figura 18 Heatmap de porcentajes de contibucion de variables por algoritmo para cada especie
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Bacterias asociadas a bosques de manglar

Los mapas de probabilidad de condiciones adecuadas para los géneros Pantoea, Entero  bacter y
Flavobacterium, se muestran a continuacion, afiadiendo la contribucion de cada género en numero de
lecturas por sitio de muestreo (Figura 20). Aunado a este se presentan los mapas de probabilidad de

condiciones adecuadas para cada género (llustraciones 21 a 23).
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Figura 20 Mapa de probabilidad de concidiones adecuadas para los géneros bacterianos asociados a bosques de manglar
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Discusioén

Con base en los analisis estadisticos, los sitios con mayor diversidad de especies son los que tienen
aporte de agua dulce, lo que podria explicarse por el arrastre de material genético a través del sistema
de cenotes y a la diversidad de microambientes generados en el encuentro con el agua salada. Dentro
del grupo de los sitios salobres, fue el sitio de Sisal, Ciénega Caracol el que registré el mayor numero

de especies (mas de 2000) en comparacion al promedio de 400 especies por sitio.

Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los niveles del factor “Estado” (Conservado
vs. Impactado) existen diferencias, evidenciadas en la distribucion de los puntos en las proyecciones
de los escalamientos multidimensionales. Las diferencias entre lagunas son mayores, esto hace
sentido al reflexionar que las condiciones “Impactadas” de un sitio relativamente bien conservado como
la “Bocana Carbonera” estan mejor conservadas que el sitio “Conservado” en una laguna severamente

impactada como “Cancun”

El trabajo presenta el mejor set de especies, variables y al mejor algoritmo para datos de secuenciacién
masiva en lagunas costeras de la region. Los algoritmos analizados se desempefiaron de formas
distintas entre si y entre especies, en la evaluacion de los algoritmos, aquellos que predijeron areas
con alta probabilidad condiciones adecuadas correctamente fueron los modelos realizados con el
algoritmo Random Forest, las métricas de evaluacion AUC, pROC, OR y proporcién de area predicha

en conjunto lo destacan como el mejor algoritmo para analizar los datos utilizados. Es importante



recalcar que “el mejor algoritmo” y “el mejor modelo” no seran el mismo para cada especie ni para
cada muestreo, comprender lo que ocurre aritméticamente es mas importante, asi como entender qué

representan los mapas de probabilidad y qué determina su apariencia.

Algunos de los sitios mostraron menor diversidad de especies, pero mayor numero de lecturas para
especies con potencial patégeno (e.g. Cancun, Sian Ka’an), esto podria deberse a fuentes de
contaminacion continuas que han llevado a que las poblaciones de microorganismos que implementan
rutas metabolicas especializadas aumenten su densidad poblacional, desplazando a otros organismos
y modificando los nichos disponibles. En el caso de Cancun se debe a la densidad poblacional humana
y sus efectos sobre las lagunas analizadas, en el caso de Sian Ka’an se ha reportado transporte de

basura mediante corrientes (mismas que transportan el sargazo) provenientes del sur.

En contraste, Sisal y Rio Lagartos tienen una gran diversidad de especies que podria ser indicador de
un ambiente sano, no obstante, ambos cuerpos de agua estan sujetos a diversas fuentes de
contaminacion, aunque no en las magnitudes de Cancun, es posible vincularlas con microorganismos,
especialmente contaminacion por aguas residuales, hidrocarburos, basura, actividades cinegéticas y
ganaderia. Se abordo la contaminacion por hidrocarburos en el analisis de géneros sintetizadores de
PHA’s, destacando el potencial de los datos de secuenciacion masiva para encontrar fuentes de

contaminacion puntuales o difusas y para el monitoreo del estado de salud ambiental.

En cuanto a los modelos construidos con géneros enddfitos reportados, es necesario caracterizar mas
ampliamente la composicion del microbioma en distintos estados de salud de los ecosistemas de
manglar para elegir con mayor exactitud los géneros y especies para evaluar su potencial como
bioindicadores en ecosistemas de manglar, sin embargo la especificidad de los mapas de condiciones
adecuadas para géneros con potencial biotecnolégico comprueba la sensibilidad de los datos y

técnicas implementadas para su monitoreo o estudios de bioprospeccion.

El trabajo muestra cémo el uso del ADN microbiano proveniente de lagunas, combinado con el
monitoreo de diversas variables ambientales y la aplicacién de los algoritmos para generar modelos
de distribucién permiten aproximar la geografia ocupada de microorganismos sin necesidad de
aislarlos, con el potencial de integrar variables hidrodinamicas, socioeconémicas y evaluaciones en

otros sistemas acuaticos a nivel global.



Conclusiones

En este trabajo se utilizaron distintas técnicas de analisis para variables ambientales, su interpolacion,
transformacioén y reduccién de colinealidad. Emplea el estudio de secuencias de ADN procesadas,
clasificadas, asignadas y georreferenciadas. Los datos se analizaron con diversas técnicas de analisis
estadisticos especificos para datos bioldgicos y ambientales, seguidos de analisis de correlacion y
seleccién de las especies/variables mas importantes. Se apoya de busquedas en bases de datos de
caracterizacion de especies y de representaciones visuales para ilustrar distintos procesos. Finalmente
incluye la comparacion de distintos algoritmos con modificaciones para aproximar la geografia
ocupada de microorganismos con potencial biotecnolégico determinando con diferentes parametros el

algoritmo con mejor desempefio para los datos analizados.

El trabajo aporta informacién sobre el comportamiento de los microorganismos a escala regional,
mostrando el dinamismo de la comunidad microbiana y el potencial de los datos de secuenciacion
masiva para llevarnos a un mejor entendimiento de los procesos que se llevan a cabo en el ambiente.
El trabajo define a partir de mas de 25 variables ambientales, el set de variables que mas aportan para

diferenciar entre lagunas y que mejor representan las diferencias entre la composicion taxonémica.

La diversidad taxondmica de las lagunas costeras esta influenciada por la disponibilidad de fuentes de
energia (e.g., contaminantes, materia organica particulada, materia organica disuelta), los sitios con
aporte de agua dulce contienen la mayor diversidad de especies: 4,634 en comparacion a 3,509 en
los sitios salobres. La diversidad de especies “endémicas” de cada tipo de ambiente también es
dominada por los cuerpos de agua dulce con 2,229 especies unicas, en contraste los sitios salobres

donde solo se cuantificaron 1,104 especies unicas.

El uso de datos de secuenciacion masiva, analisis sensibles como la absorcién atémica y la busqueda
en bases de datos permitié la seleccion de especies con capacidad de metabolizar contaminantes.
Dichos microorganismos tienen relaciones especificas con tales contaminantes y con los modelos de
distribucion fue posible encontrarlos en areas donde los analisis de absorcién atémica no detectaron

el contaminante en cuestion.

Para los sitios analizados las variables que los diferencian son los nitratos, amonio, sulfatos, potasio y
cobre. Para las especies analizadas (organismos con alta plasticidad y distribuciones amplias en la
region) los carbonatos, coliformes, pH y nitratos conformaron el set de variables que aportan mas para
definir su distribucion. El analisis especializado que representa la secuenciacion masiva puede
permitirnos seleccionar especies que funjan como indicadores, organismos asociados a contaminantes

especificos 0 combinaciones de organismos que permitan monitorear el cambio del estado ambiental.
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Anexos.
Mapas de interpolacién de variables ambientales.
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Algoritmos

Bioclim (BIO):

Es un modelo llamado de “envoltura” que utiliza solo datos de ocurrencia para definir un ambiente
espacial multidimensional en el que las especies pueden existir. Este espacio ambiental es construido
en forma de caja con los valores minimos y maximos de las variables ambientales de todas las
ocurrencias, resultando en una envoltura rectilinea multidimensional (Booth et al., 2014). Para predecir
la probabilidad de ocurrencia de las especies en cualquier ubicacion, Bioclim compara los valores de
las variables ambientales en esa ubicacion especifica con el percentil de distribucién de valores de
ubicaciones conocidas. El percentil 50 se refiere a la media, que divide los datos exactamente a la
mitad. Entre mas cerca esté el valor de la variable ambiental de la ubicacién desconocida al percentil
50, mas adecuada es la locacion para que la especie ocurra, por ende, mayor probabilidad de
ocurrencia. Por ello la probabilidad es 1 en el percentil 50, y por ello las colas de la distribuciéon no se
distinguen, el percentil 10 es tratado igual que al 90, ambos teniendo el mismo valor de probabilidad.
Bioclim combina los puntajes de cada variable ambiental en una probabilidad general de ocurrencia

para cada ubicacion con pesos iguales para todas las variables ambientales (Araujo & Peterson, 2012).

Bioclim fue el primer paquete de modelado de distribucidn de especies que vinculaba ocurrencias
espacialmente explicitas con mapas de variables ambientales. Se desarrollé6 en Australia bajo el

liderazgo de Henry Nix. El algoritmo es ampliamente utilizado, porque es facil de entender, pero se



reconoce de forma general que su desempefio no es tan bueno como el de otros métodos (Hijmans &
Elith, 2016).

Ventajas: Simple e intuitivo, Solo requiere presencias, Provee rangos de predictores ambientales, util

en ensenanza.

Limitaciones: Susceptible a sobrepredecir, no toma en cuenta las interacciones entre predictores, no

puede usar variables categoricas, no genera predicciones cuantitativas o niveles de confianza.

Asunciones: Las ocurrencias estan influenciadas por el clima a la escala de las variables climaticas,

dichas variables tienen distribucion normal.

Domain (DOM).

A diferencia de otras paqueterias de mapeo potencial, DOMAIN puede trabajar eficientemente con
pocos puntos de distribucion conocida. Estos son correlacionados con los valores de otros valores
espacialmente referenciados, variables ambientales tales como la elevacién, suelo, vegetacion y clima,
que se considere influencien la distribucion de la especie. Se crea una envoltura definida por los
valores minimos y maximos de las variables ambientales para todas las ocurrencias. Cualquier
locacion dentro de las condiciones ambientales se incluye en el rango potencial de la especie
(Carpenter et al., 1993).

Ventajas: Simple e intuitivo, solo necesita presencias, util para ensefanza.

Limitaciones: No toma en cuenta interacciones entre predictores, no utiliza variables categoricas, no

genera predicciones cuantitativas o niveles de confianza.

Gaussian Process (GAU).

También llamados Gaussian random fields, proveen un método flexible para ajustar modelos
estadisticos complejos. Comunmente ajustados via inferencia Bayesiana, tipicamente requieren el uso
de métodos Markov chain Monte Carlo (MCMC).

GP permite al usuario incorporar el conocimiento ecolégico en los modelos de distribucion
manipulando la funcion media y lengthscale hyperprior. La funcion media actua sobre el modelo
completo y puede ser usado para incorporar conocimiento especifico de la respuesta de la especie a
gradientes ambientales. El lengthscale hyperprior determina que tan diferentes son las lengthscales y
cuales pueden ser usadas para informar al modelo, que tan rapido la probabilidad de presencia cambia
con diferentes valores de los predictores ambientales. En la ausencia de informacién prior, se utilizan

priors no informativos (Pigolotti et al., 2010).



Maxent Default y Simple (MXD/MXS).

El nombre deriva de maximum entropy modelling (modelos de maxima entropia), predice las
ocurrencias encontrando la distribucion mas extensa o cercana a lo uniforme, mientras contempla los
limites de las variables ambientales en locaciones conocidas (Phillips et al., 2006). Utiliza solo datos
de presencia y el algoritmo compara las ubicaciones donde la especie ha sido encontrada contra todos
los ambientes disponibles en la regién de estudio. Define estos ambientes muestreando una gran
cantidad de puntos en el area de estudio, que son llamados backgound points. Dado que los
backgound points pueden contener ubicaciones donde se sabe que esta la especie, los backgound
points no son los mismo que los puntos de pseudo-ausencia. Los backgound points definen el

ambiente disponible (Merow et al., 2013).

El algoritmo de Maxent desarrollado para el modelado de distribucién de especies es un método de
machine learning, por lo que construye iterativamente multiples modelos. Tiene dos componentes

principales:

a) Entropia: El modelo es calibrado para encontrar la distribucion mas extensa, o mas cercana a
lo uniforme mediante un estudio de la region.

b) Constricciones: Las reglas que constrifien la distribucion predicha. Estas reglas estan basadas
en los valores de las variables ambientales (llamadas features) de las locaciones donde las
especies han sido observadas.

Maxent considera seis tipos de features, cada una de ellas permite diferentes formas en las curvas de
respuesta y tiene diferentes implicaciones en las constricciones. Como default Maxent utiliza todos los

tipos de features (Linear, Quadratic, Product, Treshold, Hinge, Categorical).

Para calcular el potencial de distribucion de una especie, Maxent primero calcula dos densidades
probabilisticas. Para todos los puntos la densidad probabilistica describe la probabilidad relativa de
todas las variables ambientales en el modelo sobre el rango de esos puntos. Por ejemplo, en la
siguiente imagen los valores de temperatura y lluvia bajo el pico de las graficas en la parte derecha
son valores mas comunes entre todos los valores de presencia. De forma similar, una densidad de
probabilistica es calculada entre la region de estudio basada en los background points. Asi la densidad
probabilistica de los background points caracteriza el ambiente disponible dentro de la region de
estudio, mientras que la densidad de los puntos de presencia caracteriza el ambiente donde la especie
ha sido encontrada. Maxent calcula entonces la razén entre estas dos densidades, lo que determina
la idoneidad ambiental para las presencias de una especie en cada punto del area de estudio (Guillera-
Arroita et al., 2014).
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Representacion grafica del funcionamiento estadistico de Maxent (Jane Elith et al., 2011).
Maxent elige la distribucion que maximiza la similaridad entre las caracteristicas ambientales de la
totalidad de ambientes y aquellas locaciones donde la especie esta presente. Esto se conoce como
‘raw output”. Para facilitar la interpretacion de los resultados y para proveer un estimado de la
probabilidad que tiene una especie de estar presente en una ubicacion, Maxent crea una
transformacion logistica del raw output. El output logistico toma en cuenta la prevalencia de la especie,
lo que se refiere a la proporcidén de locaciones ocupadas. Maxent usa la prevalencia de 0.5, lo que

implica que la especie esta presente en la mitad de todas las ubicaciones disponibles.

La diferencia entre la versién default radica en usar todas las features, basado en la paqueteria
MaxNet, mientras que la versidn simple utiliza solo features cuadraticas y lineales. Un aspecto
importante de Maxent es la regularizacion, que reduce el sobreajuste del modelo. Se puede llevar a

cabo de dos formas:

a) Relajar las constricciones: En vez de ajustar el modelo usando constricciones exactas
(promedio, varianzas, etc.) de las variables ambientales, toma en cuenta intervalos de confianza
alrededor de las constricciones. Esto previene el ajuste cercano sobre los datos con los que se
crea el modelo.

b) Penalizar la complejidad: ElI modelo exluye tipos de features que no afnaden mejoras
significativas al modelo.

Ventajas: Solo requiere presencias, puede usar variables continuas y categoricas, incluye un protocolo

de regularizacion contra el sobreajuste, muestra buen desempeno predictivo en general.

Limitaciones: Dificil de comparar contra otros algoritmos, pues el resultado es idoneidad ambiental y
no probabilidad de ocurrencia. Los resultados logisticos se basan en la asuncion de prevalencia, no

en la estimacion.



Random Forest (RDF).

Son una extension de los arboles de clasificacion simples en donde arboles de decision multiples son
construidos con subsets aleatorios de la informacion. Todos los subsets aleatorios tienen el mismo
numero de puntos y son seleccionados de la matriz completa. Los datos utilizados son colocados de
nuevo en la matriz completa y pueden ser seleccionados en arboles subsequentes (Breiman, 2001).
En Random Forest, los subsets aleatorios son seleccionados en un proceso llamado “bagging”, en el
gue cada punto tiene la misma probabilidad de ser seleccionado para un nuevo subset aleatorio. Cerca
de dos tercios de la informacién es incluida en cada subset aleatorio. El otro tercio no es usado para
la construccion de los arboles, esta parte de los datos es llamada “out of the bag” y es utilizada para

evaluar el modelo (Franklin & Miller, 2014).

Ventajas: Uno de los algoritmos mas precisos disponibles, puede manejar muchas variables
predictoras, provee estimados de la importancia de cada variable, mantiene la exactitud aun con

cuando grandes proporciones de datos faltantes.

Limitaciones: Puede sobreajustar datos con ruido, para datos con predictores categoéricos con diferente

numero de niveles, random forests da peso a aquellos con mas niveles.

Support Vector Machine (SVM).

En machine learning, support-vector machines (support-vector networks) son algoritmos de
aprendizaje supervisado con algoritmos de aprendizaje asociados que analizan la informacién usando
una clasificacién y un analisis de regresién (Drake et al., 2006). Dado un set de ejemplos de

entrenamiento, cada uno se clasifica en una u otra categoria.

En la calibracién del modelo se genera un modelo previo que asigna nuevos ejemplos a una u otra
categoria, haciéndolo un clasificador binario lineal no-probabilistico. Un modelo SVM es una
representacion de ejemplo de puntos en el espacio, mapeados de forma que las categorias son
divididas por un espacio lo mas amplio posible. Los nuevos ejemplos son entonces mapeados en el

mismo espacio y se predice a que categoria pertenecen.

En adicién para desarrollar una clasificacion lineal, SVM’s pueden desempefar eficientemente una
clasificacion no-lineal usando lo que se llama “kernel trick”, implicitamente mapeando los inputs en

features espaciales de alta dimensionalidad.

Ventajas: Con el numero suficiente de ocurrencias el modelo genera resultados muy certeros.



Limitaciones: Complejidad, dificil de explicar la contribucion de variables, tiene tendencia a sobre

ajustar.

Descripcion de especies.

Arcobacter lekithochrous.

El género Arcobacter pertenece a la familia Campylobacteraceae (McClung et al., 1983). Muestran
una distribucion global considerando su aislamiento en diferentes regiones geograficas (Levican et al.,
2013; Sasi Jyothsna et al., 2013; Whiteduck-Léveillée et al., 2015). De la misma manera el género
muestra una gran diversidad de nichos ecologicos: ambientes marinos, aguas residuales, agua para
consumo humano, heces fecales, en comunidades de plantas, entre otros (Donachie et al., 2005;
Jacob et al., 1998; Voordouw et al., 1996). Algunas especies de Arcobacter pueden causar diarrea o
bacteremia en humanos y abortos o mastitis en animales, aunque también han sido aislados de

animales y seres humanos sanos (Diéguez et al., 2017).

Aunque la ruta zoondtica no es clara, se ha postulado el consumo de comida o agua contaminadas
como el medio principal (Collado & Figueras, 2011). Se asume que la prevalencia ha sido subestimada

debido a lo complejo que resulta aislar y cultivar estas bacterias (Ho et al., 2006).

Dichas caracteristicas y supuestos han desencadenado diversos estudios sobre la prevalencia de
Arcobacter en diferentes ambientes y animales filtradores, tales como moluscos, bajo el supuesto de

ser reservorios de estas bacterias debido a sus habitos (Figueras et al., 2011).

Bacillus cereus.

Compite con organismos como Salmonella y Campylobacter en el tracto gastrointestinal, su presencia
reduce el numero de estos microorganismos. En ganado se utilizan algunas cepas inofensivas como
probidticos aditivos para reducir la abundancia de Salmonella en intestinos, mejorando el crecimiento

de los animales (Vila et al., 2009).

Es la causa comun de brotes infecciosos por comida contaminada, en un estudio de 10 afios en
Estados Unidos, B. cereus se ha posicionado entre las cinco bacterias mas comunes que causan
brotes en alimentos (S. D. Bennett et al., 2013). Los brotes de B. cereus comunmente estan
relacionados con el consumo de arroz, pasta, carne y lacteos (Lépez et al., 2015; Ruusunen et al.,
2013).



Existen dos tipos de afecciones relacionadas a B. cereus: intoxicacion por cereulida (toxina)
preformada o infeccidon seguida de una produccion intestinal de enterotoxinas cono Nhe (Enterotoxina

no hemolitica) y Hbl (hemolisina BL) (Stenfors Arnesen et al., 2008).

Pelagibacter ubique.

Conocida principalmente por ser una de las células de vida libre autoreplicable mas pequefas y
simples. Es parte del clado SAR11 pequenas alfaproteobacterias que componen cerca del 25% de las
células microbianas plancténicas y cerca del 50% durante el verano gracias al aumento de la
temperatura, P. ubique tiene un ecotipo costero-océano superficial (Giovannoni et al., 2005), adaptado
a ambientes oligotréficos. Es el organismo viviente con el genoma mas corto (1,308,759 pb), carece
de copias de genes, genes virales y ADN basura (Stingl et al., 2007).

Se trata de un organismo eficiente dependiente de materia organica, consumiéndola en forma disuelta
en el océano. La adicidon de nutrientes al océano no afecta sus tendencias de alimentacion,
alimentandose de carbono organico disuelto P. ubique produce los nutrientes necesarios para que las

algas pelagicas se desarrollen.

Chryseobacterium hominis.

El género comprende a mas de cien especies de diversos habitats incluyendo agua dulce, suelos,
peces marinos y hospederos humanos (Matu et al., 2019). Chryseobacterium spp. han sido aislados
de suelos, raices de plantas, flores y plantas en descomposicidn. Algunas especies asociadas a pantas
son capaces de inhibir hongos patdégenos que atacan a las plantas. Chryseobacterium spp. han sido
aisladas en diversos cuerpos lacustres y su sedimento, sistemas de enfriamiento de agua, lodos de
biorreactores, suelos contaminados, sedimento marino y permanfrost (Loch & Faisal, 2015). De igual
forma diversas especies se han asociado con animales, detectados en mosquitos, cucarachas, heces
de milpiés, en copépodos, alas de aves, leche de vaca, carnes crudas y pollo. Comun en mucosas de
peces aparentemente saludables, aunque se le considera un organismo deteriorador (Loch & Faisal,
2015).

Aunque C. hominis es asociado a tortugas, anfibios y peces también se ha encontrado en casos
aislados de bacteremias en pacientes inmunocomprometidos (Vaneechoutte et al., 2007).



Clavibacter michiganensis.

Se trata de un microorganismo patégeno comun en la rizésfera de importancia econémica por su
patogenicidad, se le considera un microorganismo de riesgo moderado en fitosanidad debido a su
distribucion global. Aunque el principal hospedero de importancia econdmica es el jitomate, la infeccidn
ha sido reportada en diversas solanaceas (Moffett & Wood, 1984; Stamova & Sotirova, 1987).

Entre los enddfitos aislados de manglares se encuentra Clavibacter, su implementacion esta siendo
explorada para coadyuvar al crecimiento y desarrollo de plantulas, por ahora con Avicennia marina
(Gouda et al., 2016).

Los endéfitos son un grupo de microorganismos endosimbiéticos que colonizan plantas, se sabe que
pueden mejorar el crecimiento y la ganancia de nutrientes. Se especula que pueden mejorar la
habilidad de la planta para tolerar distintos tipos de estrés (bidtico o abiético) y mejorar la resistencia

de las plantas frente a insectos o pestes (Joseph & Mini Priya, 2011).

Cribrihabitans marinus.

Perteneciente a la familia Rhodobacteraceae(Garrity & Cole, 2007), miembros caracterizados por ser
metabdlica y fisioldgicamente diversos, ocupando un amplio rango de nichos en distintos habitats, la
mayoria originados en ambientes marinos, como agua salada, hielo marino, sedimento, tapetes
microbianos, algas marinas, tejidos de animales marinos y biopeliculas costeras (Hongyue Dang &
Lovell, 2002). Se distinguen como colonizadores primarios de superficies bibticas y abidticas de la

superficie de los océanos (Chen et al., 2014).

Marinobacterium marisflavi.

El género Marinobacterium (Gonzalez et al., 1997; Kim et al., 2007) es parte del orden
Oceanospirillales, el género comprende diecisiete especies. Todos los miembros del género han sido
aislados de ambientes marinos, incluyendo aguas litorales, pelagicas, marismas vy rizésfera costera
(Kim et al., 2009). Entre el potencial biotecnoldgico del género se encuentra la degradacion de
benceno, siendo M. aestuarii la especie con la mejor actividad observada (Bae et al., 2018). Durante
el afo 2020 aun se estan secuenciando los genomas de las distintas especies y solo diez han sido

publicados en NCBI.



Riemerella anatipestifer.

Es una bacteria causante de septicemia y muerte en patos jovenes y gansos en todo el mundo. Existen

mas de veinte setoripos e infecciones distribuidas en las aves. Se ha encontrado también en pavos,

gallinas y demas aves de corral (Pala & Radhakrishnan, 2014; Ryll et al., 2008).

Tabla de parametros de evaluacion de algoritmos.

% de Area
Sp Algoritmo AUC pROC OR predicha
Arcobacter_lekithochrous BIO 0.80 1.58 0.00 100.00
Arcobacter_lekithochrous DOM 0.92 1.35 0.38 90.08
Arcobacter_lekithochrous GAU 0.96 1.38 0.00 85.45
Arcobacter_lekithochrous MXD 0.08 1.68 0.00 74.34
Arcobacter_lekithochrous  MXS 0.60 1.68 0.13 76.68
Arcobacter_lekithochrous  RDF 1.00 1.65 0.38 78.85
Arcobacter_lekithochrous SVM 1.00 1.72 0.63 64.92
Arcobacter_nitrofigilis BIO 0.50 1.07 0.83 56.44
Arcobacter_nitrofigilis DOM 0.65 0.92 0.67 100.00
Arcobacter_nitrofigilis GAU 0.80 1.50 0.67 91.60
Arcobacter_nitrofigilis MXD 0.33 1.66 0.83 100.00
Arcobacter_nitrofigilis MXS 0.71 1.66 0.50 100.00
Arcobacter_nitrofigilis RDF 095 1.92 0.50 59.28
Arcobacter_nitrofigilis SVM 0.51 1.54 0.00 82.21
Bacillus_cereus BIO 0.60 1.61 0.00 100.00
Bacillus_cereus DOM 0.70 1.20 0.50 100.00
Bacillus_cereus GAU 0.68 1.59 0.83 66.72
Bacillus_cereus MXD 0.70 1.85 0.33 100.00
Bacillus_cereus MXS 0.66 1.85 0.50 100.00
Bacillus_cereus RDF 0.90 1.79 0.00 51.32
Bacillus_cereus SVM 0.76 1.62 0.50 60.40
Pelagibacter ubique BIO 0.50 1.24 0.43 80.99



Pelagibacter ubique
Pelagibacter ubique
Pelagibacter ubique
Pelagibacter ubique
Pelagibacter ubique
Pelagibacter ubique
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Chryseobacterium_hominis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Clavibacter_michiganensis
Cribrihabitans_marinus
Cribrihabitans_marinus
Cribrihabitans_marinus
Cribrihabitans_marinus
Cribrihabitans_marinus
Cribrihabitans_marinus

Cribrihabitans_marinus

DOM
GAU
MXD
MXS
RDF
SVM
BIO
DOM
GAU
MXD
MXS
RDF
SVM
BIO
DOM
GAU
MXD
MXS
RDF
SVM
BIO
DOM
GAU
MXD
MXS
RDF
SVM

Marinobacterium_marisflavi BIO

Marinobacterium_marisflavi DOM

Marinobacterium_marisflavi GAU

Marinobacterium_marisflavi MXD

0.63
0.78
0.58
0.64
0.89
0.89
0.50
0.25
0.67
0.47
0.72
0.88
0.79
0.50
0.53
0.69
0.67
0.67
0.60
0.64
0.50
0.61
0.92
0.70
0.70
0.99
0.16
0.60
0.66
0.96
0.88

1.28
1.29
1.86
1.86
1.71
1.30
1.28
1.19
1.58
1.75
1.75
1.87
1.51
1.23
1.07
1.27
1.86
1.86
1.70
1.34
1.72
1.30
1.65
1.86
1.86
1.87
1.96
1.80
1.65
1.72
1.79

0.43
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.83
0.50
0.00
0.00
0.67
0.67
0.00
0.00
0.71
0.00
0.14
0.00
0.43
0.67
0.17
0.17
0.00
0.00
0.33
0.00
0.40
0.40
0.80
0.60

100.00
83.84
99.14
99.11
76.56
80.90
100.00
89.63
89.79
98.35
96.45
67.74
68.52
100.00
100.00
76.67
97.51
95.31
89.75
76.97
90.00
98.00
72.22
100.00
100.00
62.32
81.10
96.87
100.00
70.49
68.48



Marinobacterium_marisflavi MXS 0.96 1.80 0.20 67.93

Marinobacterium_marisflavi RDF 094 1.86 0.20 51.71
Marinobacterium_marisflavi SVM 0.50 1.70 0.80 77.49
Riemerella_anatipestifer BIO 0.63 0.97 0.00 97.00

Riemerella_anatipestifer DOM 0.55 0.92 0.89 100.00
Riemerella_anatipestifer GAU 1.00 1.20 0.78 70.49
Riemerella_anatipestifer MXD 0.66 1.79 0.00 100.00

Riemerella_anatipestifer MXS 0.64 1.57 0.56 100.00
Riemerella_anatipestifer RDF 0.98 1.34 0.00 73.67
Riemerella_anatipestifer SVM 0.65 1.32 0.78 74.06

Géneros sintetizadores de PHA'’s.

Localidad Lectura Especie Lecturas Lecturas Lecturas Lecturas Especies Especies Especies Especies
S s totales Halomona Paracoccu Staphyloccocu Planobacteriu Halomona Paracoccu Staphyloccocus Planobacteriu
s s S m s s . m
Cienaga, 23 9 15 1 7 0 5 1 3 0
caracol
ICiena_ga, 2264 5 0 2228 36 0 0 3 2 0
os Huites
Peten, 0jo 45 14 17 4 22 1 4 3 6 2
de agua
Peten 45 13 19 4 22 0 5 3 6 0
entrada
Bocana 32 3 8 0 24 0 1 0 2 0
entrada
Bocana 0jo 61 18 9 26 26 0 4 6 8 0
de agua
DBziIam de 476 9 0 450 26 0 0 7 2 0
ravo 2
Chelem 66 4 66 0 0 0 4 0 0 0
Chelem2 | 332 5 10 68 254 0 1 1 3 0
Celestun 118 6 0 54 64 0 0 3 3 0
Celestun 2 64 3 0 0 64 0 0 0 3 0
SianKaan 800 9 0 800 0 0 0 9 0 0
SianzKaan 798 7 0 798 0 0 0 7 0 0
BC?‘”"“” 108 3 0 108 0 0 0 3 0 0
ojorquez
ancin 132 3 0 132 0 0 0 3 0 0
Nichupte
Rio 242 6 0 242 0 0 0 6 0 0
Lagartos
ojo de agua

Tabla de géneros relacionados a la produccion de PHA’s y consumo de n-hexadecano.
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