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RESUMEN

Existen diferentes tipos de particulas de aerosol que tienen la capacidad de actuar
como nucleos de glaciacion de hielo (INPs, por sus siglas en inglés) afectando la
formacion de nubes y precipitacion, y, por lo tanto, el ciclo hidrologico. Diversos
estudios han demostrado que las particulas de origen biolégico son los INPs méas
eficientes en nuestro planeta, dado que tienen la capacidad de nuclear hielo a
temperaturas cercanas a 0°C. En el presente estudio se analizaron las habilidades
como INPs de diferentes bacterias y propagulos fungicos colectados y aislados en
Mérida y Sisal (Yucatan), la estacion de monitoreo atmosférico Altzomoni (Estado
de México), y el Instituto de Ciencias de la Atmosfera y Cambio Climatico, ICAyCC

(antes Centro de Ciencias de la Atmdosfera) (Ciudad de México).

La capacidad de nucleacion de cada uno de los microorganismos aislados se llevo
a cabo a través de la técnica de ensayo de congelamiento de gota o Droplet
Freezing Assay (UNAM-DFA, por sus siglas en inglés). Se encontré que las
bacterias colectadas en Yucatan y Altzomoni resultaron ser INPs ineficientes, dado
que su accién como INP ocurre a temperaturas < -25°C. Sin embargo, se encontré
que la bacteria Ralstonia paucula, asilada en Altzomoni, actia como INP a -11.5°C.
De los diferentes propagulos fungicos colectados en el ICAyCC, la gran mayoria
comenzaron a actuar como INPs a -20°C; sin embargo, se encontré6 que la
temperatura media de congelacion oscilaba entre -32 y -33°C. Si bien las
bioparticulas analizadas mostraron tener el potencial de impactar la formacién de
hielo dentro de las nubes mixtas, existe una gran variabilidad en sus habilidades

como INPs.
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1. CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Aerosol Atmosférico

Un aerosol se define como un sistema disperso de particulas solidas o liquidas
suspendidas en un gas portador, como lo es el aire en la atmdsfera terrestre
(Lohmann et al., 2016). Las particulas de aerosol pueden ser clasificadas en
términos de su composicion quimica y de acuerdo con sus caracteristicas fisicas
como lo son su tamario, forma y densidad, las cuales se mencionan en la seccién
1.1.38.

1.1.1. Caracteristicas de un aerosol

Las caracteristicas de las particulas de aerosol tales como concentracion,
composicién y distribucion por tamafio son temporal y espacialmente muy
variables (Po6schl, 2005). Dependiendo del tipo de particula, el aerosol tiene
diferentes propiedades que determinan su papel en los procesos atmosféricos
(visibilidad, balance radiativo, electricidad atmosférica, contaminacion del aire,
formacion de nubes, etc.) (Ramachandran, 2018). Se pueden utilizar varias
propiedades fundamentales para caracterizar las particulas de aerosol,

incluyendo propiedades quimicas y fisicas.

1.1.1.1. Propiedades fisicas

1.1.1.1.1. Tamaifio

El tamafio es la propiedad fisica mas importante de las particulas de aerosol, ya
gue muchos de sus impactos en el sistema climatico y la salud estan

relacionadas con él (Lohmann et al., 2016).

El tamafio de las particulas de aerosol abarca varios érdenes de magnitud,
desde unos pocos nanometros para las nuevas particulas producidas por

nucleacion, hasta decenas o cientos de micrometros para las particulas mas

11



grandes producidas por la friccion del viento con la superficie terrestre y del
océano (Boucher, 2015). Existen modas para describir el tamafio de las
particulas de aerosol asociados a su mecanismo de formacién como se muestra
en la Tabla 1 (Lohmann et al., 2016).

Tabla 1. Modas de la distribucion de tamafos de las particulas de aerosol
(Modificada de Lohmann et al., 2016)

TABLA 1. MODAS DE AEROSOL CON SUS RANGOS DE

RADIOS CORRESPONDIENTES

MODA RANGO EN RADIOS
Nucleacion 1.5-5nm
Aitken 5nm-0.05 pm
Acumulacion 0.05-0.5pum
Grueso 0.5-5um

Las particulas con un radio menor a 0.5 um se definen como particulas de moda
fina. El mayor numero de particulas estan dentro de la moda de nucleacion, las
cuales se encuentran en tamafios de 1.5 nm y 5 nm (Boucher, 2015). Debido a
gue estas particulas crecen rapidamente, su vida media en la atmésfera es de

horas.

El crecimiento de estas particulas se da por la condensacion de vapores sobre
éstas y por la coagulacion con otras particulas, formando particulas de moda
Aitken cuyos tamafios varian entre 5 nm y 0.05 um (Boucher, 2015). Estas
particulas pueden tener un origen primario (natural o antropogénico) o

secundario (a partir de particulas de la moda de nucleacion).

La moda de acumulacion presenta particulas en un rango de tamafios entre 0.05

pum y 0.5 um. En la atmésfera, las particulas de la moda Aitken crecen hasta

12



formar parte de esta moda por medio de reacciones en fase liquida (Boucher,

2015; Ramachandran, 2018).

Tamafios de particulas superiores a 0.5 um pertenecen a la moda gruesa para

la cual la mayor parte de las particulas se forman por procesos mecénicos como

la erosion de la superficie terrestre (material mineral) o por la explosion de

burbujas en la superficie de mares y océanos (aerosol marino), es decir, el

aerosol de origen primario. Las particulas de aerosol antropogénicas, como el

hollin, se clasifican principalmente en el rango de moda fina, mientras que las

particulas de aerosol natural, como el polvo mineral, en el rango de moda

gruesa.

El componente de aerosol de sal marina que se refiere a las sales contenidas en

el agua del mar se representa en las modas de acumulacién y gruesa

(Ramachandran, 2018), como se muestra en la Figura 1.

DISTRIBUCION DEL TAMANO DE AEROSOL

Procesos moleculares

Procesos mecanicos

Conversion quimica de gases

Vapores de
baja volatilidad \?“j

Nucleacion l \

homogénea
Gotas
Particulas

primarias

|

Cod Wd(]

Lluvia

Polvo
arrastrado por
el viento
+
Aerosol
marino
+
Volcanes
+
Particulas de
plantas

/

Sedimentacion

MR

DIAMETRO DE PARTICULA, pm
Moda de Moda de Moda
Nucleacién Acumulacion Gruesa

Figura 1. Tamafo de particulas de aerosol asociado a sus fuentes de emisién (Modificada de:

https://www.ems.psu.edu/ ).
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1.1.1.1.2. Morfologia

Las particulas presentan una variedad de formas, como esferas, elipses, cubos,
formas irregulares o geometria fractal, etc. (INE-SEMARNAT, 2009). La
morfologia de las particulas de aerosol es muy importante para determinar sus
propiedades Opticas, ya que juegan un papel significativo en el balance radiativo
(INE-SEMARNAT, 20009).

Las particulas de aerosol liquidas suelen ser aproximadamente esféricas,
mientras que las particulas de aerosol sélidas suelen tener formas complejas.
Las particulas de carbono negro, por ejemplo, a menudo se componen de
aglomerados en forma de cadena larga (Lohmann et al., 2016); y las bacterias
como la Pseudomonas syringae tienen forma de bastén con un diametro y una
longitud aproximada inferiores a 1 ym y 2 ym, respectivamente (Morris et al.,
2004); mientras que el polen presenta una forma ovoide como se muestra en la
Figura 2 (Delort et al., 2017).

Figura 2. Morfologia de diferentes tipos de bioaerosol. De izquierda a derecha: virus, bacteria,
hongos y polen. Fotografias tomadas de Fréhlich-Nowoisky et al. (2016).

14



1.1.1.1.3. Densidad

La densidad de las particulas de aerosol (p) varia de 1.0 g cm™ para el carbono
negro a 2.6 g cm= para el polvo mineral. Sin embargo, para particulas de aerosol
solubles en agua la densidad es 1.8 g cm3, mientras que la p para particulas
insolubles es 2.0 g cm3. Las particulas de sal marina tienen una densidad de 2.2
g cm2 (Ramachandran, 2018).

La p de componentes de aerosol higroscopico (soluble en agua, sulfato y sal
marina) disminuye con el aumento de la humedad relativa (Ramachandran,
2018).

1.1.1.1.4. Concentracioén

En la tropdsfera, el numero total de particulas y las concentraciones de masa
varian en el rango aproximado de 10°y 10° cm3y 1 ug m=y 100 pg m=3,

respectivamente (Pdschl, 2005).

La concentracion masica de las particulas de aerosol puede oscilar desde unos
pocos pg m=3 en un aire limpio a varias centenas de pg m=3en una atmésfera

contaminada (Manahan, 2007).

Las particulas de aerosol también se pueden clasificar en PMio y PM2s para
referirse a las particulas con didmetros iguales o menores a 10 um y 2.5 um,
respectivamente (Fromme et al., 2008). Las PMio pueden contener material
biol6gico como polen, esporas, virus, o bacterias; o provenir de la combustion
incompleta de combustibles fosiles. Por otro lado, las PM25s estan formadas
primordialmente por material proveniente de la combustién, donde una gran
proporcion de esta fraccion, son secundarias. Las concentraciones masicas se

describen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Concentraciones numéricas y de masa en el aire cercano a la superficie
para diferentes tipos de particulas de aerosol biolégico primario (PBA). Modificado
de Frohlich-Nowoisky et al. (2016).

Concentraciéon numérica [m®] | Concentraciéon masica

[pHg m~]

Bacteria ~104 ~0.1

Esporas ~103-104 ~0.1-1.0

Polen ~10 (hasta ~10%) ~1.0

Restos de plantas ~0.1-1.0

Algas ~100 (hasta ~10°) ~10°%

Particulas virales ~10* ~103

La concentracidbn numérica y la masica de particulas primarias de aerosol de
origen bioldgico sobre las regiones con vegetacion son tipicamente del orden de

~10* m2y ~1 ug m, respectivamente.

1.1.1.2. Propiedades quimicas

El estado de la materia, es decir, si las particulas de aerosol son liquidas o
sélidas, determina la capacidad de las particulas para actuar como nucleos de
condensacion de nubes (CCN, por sus siglas en inglés) o como nucleos de hielo

(INP, por sus siglas en inglés) (Lohmann et al., 2016).

Las particulas acuosas pueden activarse para convertirse en gotas de nube en
nubes calidas, mientras que las particulas de aerosol sélidas o cristalinas
promueven la formacion de cristales de hielo y las nubes de fase mixta (Lohmann
et al., 2016).

Las reacciones quimicas que ocurren en la superficie de las particulas de aerosol
(solidas y liquidas) pueden influir en la quimica atmosférica de la fase gaseosa,
asi como, en las propiedades fisicoquimicas de las particulas atmosféricas

(Péschl, 2005).
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1.1.1.2.1. Composicion

La composicion quimica del aerosol es otro parametro clave que controla la
higroscopicidad del aerosol, es decir, su capacidad para absorber agua y crecer
en tamafio a medida que aumenta la humedad relativa. La higroscopicidad
también determina la facilidad con la que una particula de aerosol puede ser
eliminada de la atmosfera por la lluvia, su capacidad para actuar como CCN y/o

INP, o sus propiedades Opticas (Boucher, 2015).

Los componentes quimicos predominantes en el aerosol son sulfato, nitrato,
amonio, sal marina, polvo mineral, compuestos organicos y carbono negro o
elemental, cada uno de los cuales suele contribuir entre el 10 y el 30% de la
carga total de masa (P6schl, 2005). Las patrticulas biolégicas estan compuestas
de material organico (principalmente C, H, O y N), generalmente como una
mezcla de proteinas, lipidos y azucares (Pdschl, 2005).

La composicion de las particulas individuales puede ser bastante uniforme
(particulas de aerosol mezcladas internamente) o muy diferente de la
composicion del conjunto (particulas de aerosol mezcladas externamente),
dependiendo de las fuentes de particulas y los procesos de envejecimiento
atmosférico involucrados (coagulacion, conversion gas-particulas, reacciones
guimicas, etc.) (Lohmann et al., 2016; Pdschl, 2005).

La mezcla de particulas de aerosol se produce mediante la coagulacién de
particulas de diferente composicion quimica, tanto en el exterior, como en el
interior de las nubes y por la condensacion de compuestos sobre particulas

preexistentes (Pdschl, 2005).

1.1.2. Fuentes de emisidén

El aerosol atmosférico puede ser generado por diferentes procesos, tanto de

origen natural, como de origen antropogénico.
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1.1.2.1. Naturales y Antropogénicas

Las fuentes naturales hacen referencia a aquellas que emiten particulas de
aerosol a la atmésfera por medio de procesos naturales como los que ocurren
en los océanos, suelos (polvo del suelo arrastrado por el viento), vegetacion
(material biolégico de origen vegetal), incendios (humo de la quema de biota
terrestre), volcanes (eyecciones por erupciones volcénicas) y meteoritos (polvo
extraterrestre e interplanetario) (Delort et al.,, 2017; Pdschl, 2005;
Ramachandran, 2018).

Las fuentes antropogénicas estan dominadas por las actividades humanas, en
gran medida por las emisiones de la combustion de combustibles fosiles (es
decir, carbon y petréleo), biocombustibles (biomasa vegetal), e incendios de
vegetacion causados por humanos. Las actividades industriales, el transporte,
la calefaccion o incluso las actividades domeésticas relacionadas con la cocina
son fuentes antropogénicas importantes de particulas de aerosol (Delort et al.,
2017, Lohmann et al., 2016; Ramachandran, 2018).

1.1.3. Fuentes de remocion: Depdsito seco y Deposito humedo

La eliminacién de particulas de aerosol de la atmésfera se lleva a cabo
principalmente por dos mecanismos: depésito seco y depdsito hiumedo.

El depdsito seco constituye la remocién de particulas de aerosol de la atmosfera
por sedimentacién debido a la gravedad y el consiguiente impacto sobre la
superficie de la Tierra (Boucher, 2015; Lohmann et al., 2016). La velocidad con
la que una particula de aerosol entra en contacto con la superficie depende del

tamafo, la densidad, la forma y otras caracteristicas del aerosol.

El movimiento browniano ocurre cada vez que la particula es golpeada por una
molécula de gas, se le transfiere impulso, lo que hace que cambie su direccién

de movimiento, esto conduce a un movimiento aleatorio en las particulas que se
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encuentran en la atmosfera (Lohmann et al., 2016). EI movimiento browniano
acelera el depoésito seco de las particulas mas pequefias debido a la amplia
aleatoriedad que presentan, esto ocasiona que las particulas en las
proximidades de la superficie colisionen y, por lo tanto, se eliminen a una
velocidad significativa (Lohmann et al., 2016). Por lo tanto, la velocidad del
depdsito seco es menor para particulas de aerosol de tamafio de acumulacion y

aumenta hacia tamafos mas pequefios debido al movimiento browniano.

La velocidad de depdsito seco aumenta para particulas con radios mayores de
0.5 um, cuando el asentamiento gravitacional comienza a convertirse en la
fuerza dominante. El depdsito seco es el sumidero dominante para las particulas
de aerosol de moda gruesa. Para particulas mas pequefas, la velocidad de
depdsito es lo suficientemente pequefia como para que las particulas se
sometan a uno de los procesos que conducen al depdsito himedo (Lohmann et
al., 2016).

La remocién de particulas de aerosol mediante el depdsito hiumedo implica la
presencia de hidrometeoros (particulas de agua liquida o sélida que pueden
estar suspendidas en la atmdsfera) (Lohmann et al., 2016; OMM, 2017). Este
mecanismo ocurre cuando un hidrometeoro (gotas, cristales de hielo o copos de
nieve) recolecta particulas de aerosol a su paso, removiéndolas de la atmdsfera
(Boucher, 2015). El depdsito humedo es el mecanismo dominante para las

particulas en moda Aitken y acumulacion (Lohmann et al., 2016).

Este proceso de "depdsito humedo" es el principal sumidero de particulas de
aerosol atmosférico. El “depdsito seco” por sedimentacion y difusion tiende a ser
menos importante a escala planetaria, pero es particularmente relevante con
respecto a la calidad del aire local y los efectos sobre la salud (inhalacion y
depadsito en el tracto respiratorio) (Fréhlich-Nowoisky et al., 2016).
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1.1.4.Tiempo de vida media

Dependiendo de las propiedades del aerosol y las condiciones meteoroldgicas,
los tiempos de residencia caracteristicos (vida util) de las particulas de aerosol
en la atmosfera varian de horas a semanas (Fréhlich-Nowoisky et al., 2016).

La vida util de las particulas de aerosol aumenta con la altitud, cuanto mas alto
se inyectan a la atmosfera, por ejemplo, las particulas de polvo mineral, mayor
sera su vida util (Lohmann et al., 2016). Por el contrario, la sal marina tiene el
mayor flujo de emision, pero las particulas permanecen cerca de la superficie en
el aire himedo, donde la sal marina se elimina muy rapidamente por depdsito
himedo y seco (Lohmann et al., 2016). Por tanto, la vida til de las particulas de
sal marina (medio dia a dos dias aproximadamente), es de las mas cortas de las

diferentes especies de aerosol (Lohmann et al., 2016; Ramachandran, 2018).

De las tres especies antropogénicas: particulas de sulfato, carbono negro (BC,
por sus siglas en inglés) y materia organica particulada (POM, por sus siglas en
inglés), las particulas de sulfato tienen la vida mas corta (4 dias). Es mas corta
que la de BC y del POM debido a que éstas son hidréfobas cuando se inyectan
en la atmosfera. Se necesitan unos pocos dias para convertir las particulas de
BC y POM en particulas de aerosol mezcladas que contienen algin material
soluble. Solo a partir de entonces se pueden eliminar de la atmdsfera estas
particulas. Por lo tanto, la vida util de las particulas BC y POM es de 2 a 3 dias
mas larga que la de las particulas de sulfato (Lohmann et al., 2016;
Ramachandran, 2018).

Debido a que las eficiencias de eliminacion tanto en seco como en himedo son
mas pequeias para la moda de acumulacion, la vida util de las particulas de
aerosol es mayor en esta moda. Es alrededor de una semana en los primeros
1.5 km de la atmésfera, dos semanas en la tropdsfera media, y mas de 100 dias

en la region de la tropopausa y alturas superiores (Lohmann et al., 2016).
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La vida util disminuye para las particulas mas pequefias debido al movimiento
browniano, que puede resultar en una colisiébn con un hidrometeoro o en una
coagulacion con otra particula lo cual crea una particula de aerosol de mayor
tamafio. La vida util disminuye para las particulas mas grandes debido a la
sedimentacion gravitacional con la posterior eliminacion por depdésito seco y una
mayor probabilidad de eliminacion debido a su capacidad para actuar como CCN
(Lohmann et al., 2016).

1.1.5.Particulas de aerosol primarias vs. secundarias

Las particulas de aerosol se pueden clasificar en primarias y secundarias. Las
particulas de aerosol primarias son aquellas que se emiten directamente a la
atmosfera, es el caso de las particulas producidas por el efecto del rozamiento
del viento sobre una superficie oceanica o terrestre y las particulas producidas

durante una combustion incompleta (Boucher, 2015; Lohmann et al., 2016).

Se les designa como particulas de aerosol secundarias a aquellas particulas que
se forman en la atmésfera a través de la interaccion de particulas primarias con
gases atmosféricos o a partir de la conversién de gas-particula en la formacién
de nuevas particulas (Boucher, 2015; Lohmann et al., 2016). La formacion de
particulas secundarias es la principal fuente de particulas con un radio menor a

1 um (Ramachandran, 2018).

1.1.6. Bioaerosol

El bioaerosol hace referencia a las particulas de aerosol primarias de origen
bioldgico (PBA, por sus siglas en inglés). Son particulas con tamafos que varian
entre 0.1 um y 100 um. Algunos ejemplos de PBA son bacterias, virus,
propagulos fungicos y sus productos metabdlicos, asi como polen, e incluso
pequefos insectos y sus desechos (Hurtado et al., 2014; Frohlich-Nowoisky et

al., 2016; Delort et al., 2017). Los PBA, son liberados a la atmosfera desde la
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biosfera por diferentes mecanismos como explosion de burbujas, erosion, y

vientos (Ramachandran, 2018; Rodriguez-Gomez et al., 2020).

El bioaerosol representa aproximadamente el 30% de las particulas de aerosol
en el aire urbano y rural (Huertas et al., 2018). Estas particulas tienen una gran
importancia en el sistema climatico dado que pueden actuar como CCNs, INPs
y conducir a la formacion de precipitacion, lo que influye en el ciclo hidrolégico y
el clima (Frohlich-Nowoisky et al., 2016). Especialmente en aire limpio sobre
regiones con vegetacion, es probable que los PBAs sean un factor regulador
esencial en la formacion de precipitacion y viceversa (Frohlich-Nowoisky et al.,
2016).

En el curso del transporte atmosférico, los PBAs experimentan una
transformacién quimica y fisica adicional, estrés y envejecimiento biolégico al
interactuar con la radiacion UV, fotooxidantes y diversos contaminantes del aire

como acidos, 6xidos de nitrégeno, compuestos aromaticos, y hollin.

A continuacién, se describen las caracteristicas mas relevantes de las particulas

biolégicas mas importantes.

1.1.6.1. Microalgas

Las microalgas son aquellos microorganismos que contienen clorofila y son

capaces de realizar fotosintesis (Gomez, 2017).

Se le denomina fitoplancton a todas las particulas muertas o vivas que se
mueven a merced de las aguas (Gomez, 2017); las diatomeas son un grupo de
microalgas unicelulares que constituye uno de los tipos mas comunes de
fitoplancton y son dominantes en las regiones polares. Las diatomeas estan
constituidas por paredes celulares siliceas (fristulas) en una matriz de proteinas

y polisacaridos.
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Las diatomeas y los dinoflagelados son los dos grupos mas diversos y
dominantes en el fitoplancton marino en México. En aguas mexicanas de ambos
litorales se han reconocido especies de los géneros Prochlorococcus y
Synechococcus (Hernandez-Becerril, 2014). En el Golfo de México (GdM) las
diatomeas son mas abundantes y representan el 50% del fitoplancton (Murrel et
al. 2004) y hay evidencia de poblaciones importantes de Micromonas pusilla en
el sur del GdM (Hernandez-Becerril, 2014). En cuanto al Pacifico Mexicano
podemos encontrar las siguientes especies: Micromonas pusilla, Nephroselmis
olivacea, Pyramimonas orientalis, P. cordata y Resultor mikron (Hernandez-
Becerril, 2014).

El clima célido se ha relacionado con la seleccion de especies de diatomeas mas
pequefias que se aerosolizarian mas facilmente y con una mayor productividad
de estas debido a una mezcla turbulenta impulsada por el viento y una
disminucion de la capa de hielo marino del Artico. Un ejemplo de diatomea
presente en el aerosol marino es la Thalassiosira pseudonana (Knopf et al.,
2010).

El fitoplancton juega un papel muy importante en el sistema climatico ya que es
responsable de mas del 45% de la produccién de materia organica neta del
planeta, produciendo alrededor del 50% de la fotosintesis total (Hernandez-
Becerril, 2014). En el equilibrio de la reaccion respiracion-fotosintesis, los
organismos fotosintetizadores juegan un papel importante. Una parte de los
fotosintetizadores son plantas terrestres, pero el mar ocupa el 70% de la
superficie del planeta y recibe la gran mayoria de la radiacién solar. Por lo tanto,
una parte clave del equilibrio estard en los organismos fitoplanctonicos, los
cuales realizan el balance del dioxido de carbono en la Tierra (Hernandez-
Becerril, 2014).
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1.1.6.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos que presentan un tamafio de unos pocos
micrémetros (por lo general entre 0.5 y 5 ym de longitud) y diversas formas,
incluyendo esferas (cocos), barras (bacilos), filamentos curvados (vibrios) y

helicoidales (espirilos y espiroquetas) (Murray, 2009).

Las bacterias se pueden clasificar en dos grandes grupos segun la estructura de
la pared celular: Gram positivas y Gram negativas. Una alta frecuencia de
bacterias Gram negativas es un indicador de una posible fuente de
contaminacion. Las bacterias Gram positivas tienen una pared celular de
peptidoglicano que las hace mas resistentes a ambientes hostiles como la

desecacion y la radiacion solar (Huertas et al.2018).

Se ha encontrado que la densidad promedio de bacterias en la atmdésfera en los
continentes es de aproximadamente 102 a 10'cm (Hoose et al., 2010). Aungue
esta concentracion es relativamente baja en comparacion con la de las particulas

de polvo mineral (65 cm-3).

Los géneros de bacterias mas predominantes en la atmdsfera son Micrococcus,
Staphylococcus, Bacillus, Corynebacterium y Pseudomonas (Rodriguez-Gémez
et al., 2020).

Algunos géneros de bacterias marinas son las Vibrio, Pseudomonas,
Flavobacterium, Actinomycetae, entre otras. En la Peninsula de Yucatan se
encontr6 que los filos bacterianos identificados predominantes eran
Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes. Sin embargo, reportaron 42.0% de
Firmicutes, 27.3% de Actinobacteria, 26.1% de Proteobacteria y 4.6% de
Bacteroidetes, respectivamente (Rodriguez-Gomez et al., 2020, Rodriguez-
Gomez et al., 2005).
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En la Ciudad de México, Garcia-Mena et al. (2016) encontraron los mismos filos
bacterianos que los reportados por Rodriguez-Gomez et al. (2020), mientras que
los géneros de la familia Enterobacteriaceae, los mas abundantes fueron
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Erwinia spp.,
Gluconacetobacter spp., Proteus spp., y Staphylococcus spp (Dominguez-
Malfavén et al., 2007)

Las bacterias son miembros muy importantes de las comunidades microbianas
terrestres con un papel en los ciclos biogeoquimicos (como el carbono, el
nitrégeno o el fésforo), incluso hay evidencia de que participan en fendmenos
atmosféricos relacionados con la quimica y la formacién de nubes (Garcia-Mena
et al., 2016).

Las bacterias actian como degradadores primarios de la materia organica
producida por las algas microscopicas de los océanos a través de la fotosintesis,
o de la materia organica que llega al mar a través de rios y de las aguas
residuales. A través del proceso de degradacion, las bacterias liberan al agua
elementos esenciales para la red trofica, como el nitrégeno o el fésforo (Bunse
et al., 2016).

1.1.6.3. Virus

Un virus es un agente infeccioso microscépico acelular que sélo puede

replicarse dentro de las células de otros organismos (ICTV, 2020).

Actualmente se han descrito mas de 5000, y algunos autores opinan que
podrian existir millones de tipos diferentes (Lawrence et al., 2009). Los virus se
hallan en casi todos los ecosistemas de la Tierra; son la entidad biolégica mas

abundante, su tamafio es del orden de unos 10 nm (Edwards et al., 2005).
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La importancia de los virus en los ecosistemas se debe a que los virus
determinan procesos ecologicos fundamentales, tales como la regulacién de
ciclos biogeoquimicos, el control de poblaciones, la estructuracion de las
comunidades, el metabolismo de las profundidades marinas y el funcionamiento
general del ecosistema mas grande de nuestra biosfera (Danovaro et al., 2008).
La evidencia creciente indica que la infeccion viral puede ser responsable de la
alta mortalidad de organismos autétrofos y heterétrofos en la superficie de los
océanos, con efectos en cascada sobre el ciclo del carbono y la regeneracion
de nutrientes (Danovaro et al., 2008).

1.1.6.4. Propagulos fungicos

Los propagulos fuangicos son microorganismos ubicuos: en plantas, suelo,
animales, agua, interiores, etc. (Delort et al., 2017). La forma y tamafo
(tipicamente entre 2 ym y 56 um de diametro) de las esporas varian entre
especies. Los propagulos y esporas de hongos generalmente se detectan en
sitios tropicales en concentraciones reportadas en unidades formadoras de
colonias (UFC), unidad usada para estimar el numero de células viables
(capacidad de multiplicarse) de bacterias o de esporas en una muestra, para el
caso de los propagulos fungicos la unidad de medida es superior a 150 UFC m?3
(Ponce et al., 2013).

Se considera que los propagulos fungicos crecen mas facilmente en areas con
clima calido y humedo. Las condiciones favorables para el crecimiento de
hongos son de humedades relativas superiores al 75% y temperaturas entre
21°C y 30°C, una temperatura mas alta presenta un numero menor de

propagulos fungicos en el aire (Ponce et al., 2013).

Los géneros de esporas que se encuentran en la atmésfera son Cladosporium

(constituye aproximadamente el 40% del recuento total de esporas), Penicillium
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digitatum (se encuentran en la atmosfera értica), asi como Fusarium, y
Alternaria (Yacobi-Hancock et al., 2013).

Ponce et al. (2013) identificaron en Mérida (México) 19 géneros fangicos entre
los que se encuentran principalmente Fusarium spp., Cladosporium spp.,

Penicillium spp., Aspergillus spp. y Acremonium.

Los propagulos fangicos juegan un papel fundamental en los procesos
biogeoquimicos, afectando la disponibilidad de agua y nutrientes para las
plantas, lo cual a su vez influye en la productividad del ecosistema, favoreciendo
la presencia de patdégenos o incluso provocando la muerte de las plantas. Por
lo tanto, las alteraciones en las interacciones biéticas pueden originar cambios
en la microfauna. También son relevantes para la ecologia porque pueden,
potencialmente, influir en la quimica y fisica atmosférica, la biosfera y el clima
al actuar como CCNs e INPs afectando la formacion de niebla y hielo en nubes

de fase mixta (Ramos et al., 2017).

1.1.6.5. Polen

El polen es el elemento fertilizante masculino de las plantas, comdnmente
contienen polisacéaridos en su superficie (Yakobi-Hancock et al., 2013). Son
granos de forma ovoide con un tamafio promedio de alrededor de 30 um y 40
pum (Delort et al., 2017); sin embargo, el polen de Myosotis spp, puede ser tan
pequefio como 7 um, mientras que los granos de polen de Cucurbitaceas pueden

alcanzar diametros de mas de 100 um (Delort et al., 2017).
Se ha estimado que el promedio de densidad de polen en la atmosfera

continental es de aproximadamente 10¢ a 10> cm, y esta sujeto a una gran

variabilidad estacional (Yakobi-Hancock et al., 2013).
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Calderon-Ezquerro et al. (2018) encontraron que el polen en el aire de la Ciudad
de Meéxico esta dominado por polen de arbol: Fraxinus spp. (40,2%),
Cupressaceae (29,9%), Alnus spp. (5,4%) Pinus (4,3%) y Quercus (3,8%), entre
otros. El polen de plantas herbdceas solo representa el 5% del total, con
mayores concentraciones de polen de Poaceae (2.5%), pero también de

Urticaceae (1.4%), entre otros.

El polen es importante debido a que la polinizacion contribuye a la reproduccion
de una gran variedad de plantas, lo que permite el crecimiento de nuevos
arboles, plantas y la generacion de bosques, los que a su vez contribuyen a
conservar la biodiversidad, a captar el dioxido de carbono de la atmésfera y al

sustento de animales y aves (FAO, 2020).

1.1.7. Nubes

Las nubes estan formadas por gotas de agua y/o cristales de hielos suspendidos
en la atmosfera. Para que una nube sea visible, las particulas de la nube deben

existir en una concentracion suficientemente grande (Lohmann et al., 2016).

Las nubes se forman a partir de aire sobresaturado (humedad relativa > 100%)
respecto al agua liquida o del hielo, principalmente por alguno de los siguientes
mecanismos: conveccion, convergencia o forzamiento topogréafico (por
orografia) (Wallace and Hobbs, 2006).

En promedio anual (mundial), aproximadamente el 70% de la superficie de la
Tierra esta cubierta de nubes. La cobertura de nubes es entre un 5% y un 15%
mas alta sobre los océanos que sobre la superficie terrestre (Lohmann et al.,
2016).
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1.1.7.1. Clasificacién de nubes

Existen diferentes tipos de nubes segun sus propiedades microfisicas: las nubes

cdlidas, las nubes frias, y las nubes de fase mixta (Lohmann et al., 2016).

1.1.7.1.1. Nubes calidas

Un pequeiio subconjunto del aerosol atmosférico (CCN) sirve como particulas
sobre las que el vapor de agua se condensa para formar gotas, las cuales crecen
por condensacién para formar gotas de nube (Wallace and Hobbs, 2006).

Las nubes denominadas nubes calidas, contienen solo gotas de agua (Wallace
and Hobbs, 2006). Su temperatura puede estar por encima o por debajo de 0°C
siempre que no haya particulas de hielo (Lohmann et al., 2016; Wallace and
Hobbs, 2006). Pueden existir nubes céalidas hasta temperaturas cercanas a los -
38°C, por debajo de las cuales el agua se congela de manera homogénea
(Lohmann et al., 2016).

La aparicion de nubes calidas disminuye con el descenso de la temperatura,
comenzando entre el 40% y el 100% del tiempo a temperaturas superiores a
-5°C. Una pequefia fraccibn de nubes calidas todavia se encuentra a
temperaturas por debajo de -30°C (Lohmann et al., 2016).

1.1.7.1.2. Nubes frias

Las nubes frias pueden consistir puramente en cristales de hielo y pueden ocurrir
a todas las temperaturas por debajo de 0°C. La frecuencia de aparicién de nubes
de hielo aumenta con la disminucion de la temperatura, comenzando entre 0%
y 30% a temperaturas superiores a -5°C a mas del 80% a temperaturas
inferiores a -30°C, en conjuntos de datos obtenidos en Canada e Israel
(Lohmann et al., 2016).
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1.1.7.1.3. Nubes mixtas

A las nubes con una mezcla de cristales de hielo y gotitas de nube se les conoce
como nubes de fase mixta (Lohmann et al., 2016). Aunque la temperatura puede
estar por debajo de 0°C, las gotas de agua todavia pueden existir en las nubes,
en cuyo caso se las conoce como gotas superenfriadas (Wallace and Hobbs,
2006).

Las nubes de fase mixta se pueden encontrar entre 0°C y -38°C (Hoose et al.,
2010). Su frecuencia de ocurrencia alcanza un pico entre -20°C y -25°C con mas
del 80% en las nubes orogréficas estudiadas en los Alpes (Lohmann et al.,
2016).

1.1.7.2. Importancia de las nubes en el sistema climatico

El clima de la Tierra esta determinado por numerosos procesos fisicos, quimicos
y bioldgicos interconectados, que ocurren en la atmdsfera, en los océanos y en
la superficie. Las nubes son importantes en el sistema climético de la Tierra
debido al papel que juegan en el balance radiativo. Las nubes pueden atrapar la
radiacion infrarroja emitida por la Tierra y al mismo tiempo pueden reflejar la
radiacion solar visible entrante, teniendo asi un efecto de calentamiento y
enfriamiento en la Tierra, respectivamente (Figura 3) (Lohmann et al., 2016;
Yakobi-Hancock et al., 2013).
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Figura 3. Esquema del balance de radiacion solar. Se puede apreciar que las nubes afectan las
propiedades radiativas. Tomada de: www.studocu.com/es/document/universitat-de-
valencia/meteorologia/resumenes/t04y05-balance-radiativo/2502320/view

En el ciclo hidrolégico, las nubes transportan agua de la atmdsfera a la superficie
de la Tierra en forma de lluvia o nieve. La precipitacion elimina los gases solubles
y las particulas de aerosol de la atmésfera, y posteriormente las deposita en la
superficie. Ademas, las nubes proporcionan un medio para las reacciones
guimicas en fase acuosa, es decir, reacciones que tienen lugar dentro de las

gotas de las nubes (Lohmann et al., 2016).

Debido a que entre el 60% y el 70% de la precipitacion total es iniciada por nubes
frias, estas nubes controlan sustancialmente el intercambio de agua entre el
océano Yy los continentes, asi como, entre la superficie planetaria y la atmosfera
(Lohmann et al., 2006).

1.1.7.3. Formacién de nubes

Las particulas de aerosol son necesarias para formar nubes, ya que las
moléculas de agua en la atmosfera necesitan algun lugar para condensarse. Sin
la presencia de particulas de aerosol, las condiciones termodinamicas normales
en la atmésfera son demasiado desfavorables para que el agua se condense y
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se formen gotas de nube o cristales de hielo, por lo cual dicha formacién solo

toma lugar cuando existen particulas de aerosol que actien como CCN o INPs.

1.1.7.4. Nucleos de hielo

La formacién de hielo dentro de las nubes es facilitada por la presencia de INPs
(Kanji et al. 2017).

Los INPs reducen la barrera energética que se lleva a cabo en la nucleacién del
hielo, logrando que cristales de hielo se formen a temperaturas mayores a -38°C
pudiendo llegar a temperaturas cercanas a los 0°C (Kanji et al., 2017; Zhang et
al., 2020).

Existen dos tipos de INP, los bioldgicos y los no bioldgicos, los cuales son
ubicuos en las nubes y en la precipitacion. Los INP no biolégicos (como el polvo
mineral y el hollin) predominan a temperaturas inferiores a -15°C (Hoose et al.,
2012). Sin embargo, los INP biologicos (como el polen, las bacterias, las esporas
de hongos y el plancton), tienen proteinas de nucleacion de hielo las cuales,
pueden desencadenar la congelacién de las gotas liquidas a temperaturas mas
calidas (> -15°C) (Murray et al., 2012).

1.1.7.5. Mecanismos de formacién de hielo

Existen dos procesos para la formacion de hielo dentro de las nubes: nucleacion

homogénea y nucleacion heterogénea.

La nucleacion es aquel proceso por el cual se inicia una transicion de fase a
partir de una fase estable pre-existente, bajo condiciones criticas de
sobresaturacién (depdsito, condensacion) o de sobre enfriamiento

(congelacion).
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Al proceso que no requiere de la presencia de particulas de aerosol y que ocurra
a temperaturas muy bajas (<-38°C) asi como de altas humedades relativas
respecto al hielo (RHi >145%) se le conoce como nucleacion homogénea (Kanji
et al., 2017). Si bien la nucleacion homogénea es importante para la formacién
de las nubes cirros, la nucleacion heterogénea es el proceso dominante
mediante el cual se forman las nubes de fase mixta (Tobo, 2016; Yakobi-
Hancock et al., 2013).

La formacion de cristales de hielo via nucleacién heterogénea requiere de la
presencia de particulas de aerosol las cuales actian como INPs. Como se
menciono anteriormente los INPs reducen la energia para que se lleve a cabo la
nucleacion de hielo, logrando que los cristales de hielo se formen a temperaturas
cercanas a 0°C y a RHi menores que las requeridas para la nucleacién
homogénea (Kaniji et al., 2017; Wright et al., 2017).

La nucleacién heterogénea de cristales de hielo puede ocurrir a través de cuatro
diferentes mecanismos: condensacion, contacto, depdsito e inmersion como se
muestra en la Figura 4 (Kanji et al., 2017; Lohmann et al., 2016; Ramachandran,
2018).

1.1.7.5.1. Nucleacién por condensacion

Este mecanismo ocurre cuando el vapor de agua se condensa sobre la superficie
de un INP formando una gota liquida, la cual se congela inmediatamente (Kanji
et al., 2017; Lohmann et al., 2016).

Como los INP en general contienen al menos una pequefia cantidad de
compuestos solubles ademas de la parte insoluble, pueden actuar como CCN a
sobresaturaciones de solo una fraccidn de un porcentaje. Por lo tanto, la

congelacion por condensacion puede ocurrir solo en el rango estrecho de valores
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de sobresaturacion antes de que se active el CCN y tenga lugar la congelacién

por inmersion en gotas de nubes (Lohmann et al., 2016).

1.1.7.5.2. Nucleacioén por contacto

En este mecanismo un INP se acerca a la interfaz aire-agua ya sea desde el
interior (cuando un INP toca la superficie de la gota desde el interior de la gota)
o desde el exterior de una gota superenfriada y posteriormente colisiona

formando el cristal de hielo (Kanji et al., 2017; Lohmann et al., 2016).

La evaporacion de una gota podria conducir a la congelacion por contacto de
adentro hacia afuera y las colisiones de particulas pueden proporcionar energia
del impacto del INP con la superficie de la gota para congelarla. La frecuencia
con la que ocurren estos dos mecanismos en la atmoésfera sigue siendo poco
conocida, pero su contribucidn podria ser relevante para las nubes de fase mixta
(Ladino et al., 2013).

Estudios han mostrado que la eficiencia de la congelacion por contacto domina

sobre la congelacion por inmersion.

1.1.7.5.3. Nucleacién por depdsito

La nucleacion del hielo por depdsito es el Unico mecanismo de nucleacion
heterogénea en el que se presume que no hay agua liquida, debido a que el
vapor de agua (sobresaturado con respecto al hielo, RHi>100%) se deposita

directamente sobre el INP (Kanji et al., 2017; Lohmann et al., 2016).

Recientemente, Marcolli (2014) sugirié que el depoésito también podrian ser
condensacion y congelacion de poros que ocurren por condensacion de agua en
cavidades que se encuentran en las superficies de INP seguido de congelacion

homogénea a temperaturas suficientemente bajas (T <-38°C).

34



Este mecanismo no es significativo para la formacion de hielo en las nubes de
fase mixta, donde se espera que los INP se activen primero a gotas (Ansmann

et al., 2008), pero podria ser importante para las nubes cirros.

1.1.7.5.4. Nucleacién por inmersion

Este proceso ocurre cuando el INP insoluble se encuentra inmerso en una gota
de agua superenfriada debido a la activacion de un CCN, y al disminuir la
temperatura de la gota esta procede a congelarse gracias al INP inmerso en ella.
Este mecanismo ha sido identificado como el mas importante para la formacion
de las nubes en fase mixtas (Kanji et al., 2017; Lohmann et al., 2016; Tobo,
2016).
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Figura 4. Representacion de nucleacion homogénea, asi como de los cuatro mecanismos
de la nucleacion heterogénea. Modificado de Lohmann et al. (2016).
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1.1.7.6. Particulas biolégicas que actuan como INPs
Bacterias:

La habilidad de las bacterias para actuar como INP se debe a la capacidad de
los genes que codifican una proteina de nucleacion de hielo que se ubica en la
membrana celular bacteriana. Esta proteina inicia la nucleacion del hielo al
orientar las moléculas de agua en una estructura cristalogréfica similar al hielo
(Morris et al., 2004).

Ademas, estudios sobre SNOMAX (material disponible comercialmente para la
produccién de nieve artificial el cual contiene bacterias Pseudomonas syringae)
mostraron que para Pseudomonas syringae, la nucleacion del hielo se puede
inducir en el rango de temperatura de aproximadamente -2°C a -10°C (Wex et
al., 2015). Debido a la temperatura de congelacibn que presenta la
Pseudomonas syringae, estas se encuentran entre los INP mas eficientes
(Hoose et al., 2010).

Propagulos fangicos:

Se sabe que el género cosmopolita Fusarium puede regular la expresioén génica
para la produccion de INP, dependiendo de las condiciones ambientales como
la disponibilidad de nutrientes (Kuner et al., 2019). Otras esporas de hongos
reconocidas como buenos INPs, debido a que inician la congelaciéon a
temperaturas tan altas como a -10°C son las Penicillium digitatum, las cuales
se encuentran en la atmosfera artica (Yacobi-Hancock et al., 2013).

Polen:

Pummer y colaboradores (2012) encontraron que el rango de las temperaturas
a las cuales nuclean varias especies de polen provenientes de abedul y
coniferas era de -13.2°C y -18.5°C, lo cual se le atribuye a la presencia de

polisacaridos en la superficie del polen.
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La superficie de los granos de polen muestra posibles sitios activos como
ranuras, bordes y las llamadas aberturas para gérmenes. Estas aberturas de
gérmenes se distribuyen a través de la exina y conducen al interior del grano de
polen (Diehl et al., 2001).

Los granos de polen son capaces de absorber cantidades importantes de agua:
al 95% de humedad relativa hasta el triple de su masa seca, al 73% todavia

hasta el 10% de su masa seca.

von Blohn y colaboradores (2005) concluyeron que la capacidad de nucleacion
del hielo parece ser una propiedad general del polen. Por lo que se asume que
el 100% del polen tiene propiedades de nucleacién de hielo similares al polen
de abedul (Diehl et al., 2001).

Fitoplancton:

La diatomea planctonica, Thalassiosira pseudonana, puede actuar como un
nucleo de hielo eficiente en condiciones tipicas de la tropdsfera (Knopf et al.,
2010; Wilson et al., 2015). Wilson y colaboradores (2015) encontraron que las
temperaturas de congelacion de dicha diatomea, asi como sus exudados se
presentan aproximadamente entre -9°C y -13°C, por lo tanto, los INP biogénicos
presentes en los exudados de fitoplancton son un buen candidato para la
nucleacion de hielo observada en las microcapas de la superficie del mar. Este
material organico se expulsa a la atmosfera durante el estallido de burbujas, lo

que resulta en un aerosol de aspersion marina.

Alpert y colaboradores (2011) analizaron la eficiencia de congelacion por
inmersion (en gotas de NaCl) de Nannochloris atomus y Emiliania huxleyi,
fitoplancton marino; encontrando que N. atomus en gotitas acuosas de NacCl
mejoran la nucleacion del hielo por encima del limite de congelacion homogénea
mientras que las células de E. huxleyi cubiertas por placas de calcita no mejoran

las temperaturas de congelacién de las gotas.
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1.1.8. Hipétesis

Las particulas biolégicas primarias (bacterias, propagulos fungicos vy
actinobacterias) colectadas en el Golfo de México, Altzomoni y la Ciudad de
México muestran diferentes eficiencias de nucleacién de hielo, teniendo como

mejor INP a las bacterias.

1.1.9. Objetivos

1.1.9.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad que tienen diferentes especies de bacterias y propagulos

fungicos para actuar como INPs.

1.1.9.2. Objetivos particulares

e Obtener la fraccion congelada para bacterias y propagulos fungicos.

e Determinar el INP més eficiente, asi como las condiciones que favorecieron
la nucleacion de hielo.

e Comparar las habilidades como nucleo de hielo de bacterias y propagulos
fungicos aislados en la costa vs las bacterias aisladas en Altzomoni y la
Ciudad de México (Instituto de Ciencias Atmosféricas y Cambio Climatico).

e Analizar la relacién que tiene la presencia de los bioaerosoles en cada sitio

de muestreo con sus respectivos patrones de precipitacion.
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2. CAPITULO 2: METODOLOGIA

2.1. Sitio de Muestreo

2.1.1. Ubicaciony limites geogréficos

Se recolectaron particulas de aerosol en cuatro sitios de muestreo diferentes, dos
de los cuales se llevaron a cabo en la Peninsula de Yucatan: Sisal y Mérida. Los
otros dos muestreos se realizaron en Altzomoni en el Estado de México y en el
Instituto de Ciencias de la Atmoésfera y Cambio Climéatico (ICAyCC) de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) en la Ciudad de México.

YUCATAN

La recoleccion de las particulas de aerosol para evaluar si los microorganismos
presentes en la Peninsula tienen la capacidad de actuar como INPs, se llevo a cabo
en la azotea del edificio del Instituto de Ingenieria de la UNAM (IE-UNAM), ubicado
a 50 m de la costa y a 1.7 km del centro de Sisal. El segundo sitio de muestreo se
ubicé en la azotea del edificio de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Yucatan (FQ-UADY), localizado en la parte centro-occidental de la
Ciudad de Mérida.

La Peninsula de Yucatan conforma la region sureste de la Republica Mexicana la
cual separa el GdM del mar Caribe y se encuentra dividida en tres entidades de la
federacion mexicana: Quintana Roo, Campeche y Yucatan. La Peninsula de
Yucatan tiene una topografia muy plana donde la mayor parte del territorio lo
conforma una llanura que se formé como producto de la aparicién de una plataforma
continental compuesta por roca calcarea y en donde se han formado cenotes
(INEGI, 2019). En la zona costera, se han desarrollado playas y cuerpos de agua
como el estero de Celestun, Yucalpetén, El Islote y el estero Ria Lagartos (INEGI,
2019). El paisaje de estas zonas esta dominado por arenas claras y vegetacion de
palmas nativas (Osnaya, 2021).
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La capital del Estado de Yucatan, Mérida, se localiza a menos de 50 km del GdM
en la parte noroeste de la Peninsula de Yucatan, sus coordenadas son 20.98°N,
89.64°0, como se muestra en la Figura 5. Al este colinda con el Estado de Quintana
Roo, al oeste con el Estado de Campeche y al norte con el GdM. Segun el censo
de 2020 realizado por el INEGI, la poblacion de la ciudad era de 995,129 habitantes.

En el litoral norponiente de Yucatan se dibuja el pueblo de Sisal (21.16°N, 90.04°0),
a un metro sobre el nivel del mar, localizado en el municipio de Hunucma4, a 49 km
de Mérida y a 41 km de Puerto Progreso, ademas se distingue por pertenecer al
Corredor Biolégico Mesoamericano (Méndez, 2016). Segun el INEGI, esta

comunidad pesquera contaba con una poblacion de 2,078 habitantes en el 2020.

SITIOS DE MUESTREO

Sisal y Mérida fueron los sitios de muestreo de aerosoles en el 2017 y 2018. La distancia entre estos sitios es de 49 km.

Yucatan

Google Earth

100 km

Figura 5. Mapa de la Peninsula de Yucatan donde se sefialan los dos sitios de muestreo de
particulas de aerosol (Google Earth,2021).

ALTZOMONI

Dentro del Parque Nacional Izta-popo Zoquiapan (19.1187° N, 98.6552° O) se
encuentra el tercer sitio de muestreo en el que se colectaron bacterias, llamado
Altzomoni (19°07'12"N 98°39'14"0), lugar donde el ICAyCC dio marcha al
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Observatorio Atmosférico Altzomoni y forma parte de la Red Universitaria de
Observatorio Atmosférico de la UNAM (RUOA), el cual esta entre los volcanes
Popocatépetl e Iztaccihuatl en el municipio de Amecameca como se muestra en la

Figura 6, a cuatro mil metros de altura sobre el nivel del mar (SEMARNAT, 2013).

Figura 6. Ubicacion del Observatorio Atmosférico Altzomoni de la UNAM (SEMARNAT, 2013).

Este observatorio se encuentra en un sitio estratégico que permite estudiar, ademas
de la composicion atmosférica, el transporte de contaminantes y los procesos
convectivos entre la tropGsfera y la estratdsfera, asi como el impacto de la actividad

volcanica en la atmdsfera (Direccion de Monitoreo Atmosférico, 2020).

El parque nacional Izta-Popo Zoquiapan esreconocido por su destacada
biodiversidad y la riqueza de sus ecosistemas, que aportan tanto servicios
ambientales como bienes faunisticos y vegetales que han sido aprovechados por
los habitantes de la region de los volcanes y su area de influencia (SEMARNAT,
2016). Este parque de 40 mil hectareas, ubicado en los estados de México, Puebla
y Morelos, forma parte de la Sierra Nevada y es una de las areas protegidas mas
antiguas de México. Por su posicidbn geogréafica y caracteristicas, este parque
nacional es un importante reservorio de especies de hongos, flora y fauna silvestres.
Al ser parte de una gran cadena montafiosa (el Eje Volcanico Transversal) donde
coinciden las regiones neartica y neotropical, se presenta un alto indice de
endemismos (18 especies exclusivas de esta regidn). Su vegetacion se caracteriza

41



por bosques de coniferas y encinos, pastizales y vegetacion inducida (SEMARNAT,
2016).

Sitios de muestreo : Leyenda
i ® Ohservatorio Atmosférico Altzormoni UNAM

£ Popocatépt!
? UNAM- Centro de Ciencias de la Atmosfera

Ubicacion de los sitios de muestreo: Certro de Ciencias de la Atmasfera y Altzomoni. |}

Atmosféras: gt « o e ’

(Observatorio Atmoslfér'lco Altzomoni. UNAM

Figura 7. Sitios de muestreo ubicados en la Zona Metropolitana del Valle de México: ICAyCCy
Altzomoni (Google Earth,2021).

CIUDAD DE MEXICO

El muestreo de propagulos fungicos se realizé en el ICAyCC-UNAM, el cual esta
ubicado cerca del Pedregal de San Angel, al suroeste de la Ciudad de México en el
campus central de la UNAM (19°19'44"N, 99°11'14"0), se puede observar en la
Figura 8. De acuerdo con los datos del Censo de Poblacién y Vivienda del 2020, en
la Ciudad de México habitan 9 millones 209 mil 944 habitantes, de los cuales 614
mil 447 habitantes residen en la alcaldia Coyoacan en donde se encuentra el sitio

de muestreo.
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Figura 8. Ubicacion del Pedregal de San Angel (poligono negro), Ciudad Universitaria (poligono
amarillo) y la REPSA (rojo). En las imagenes el Norte esté hacia arriba. Tomada de:
http://www.repsa.unam.mx/index.php/ubicacion.

Dentro del campus de la UNAM esta la Unica reserva ecologica de la Ciudad de
México, un espacio natural en el que viven mas de mil 500 especies nativas de
plantas, animales, hongos y microorganismos y que, ademas, capta dos millones
de litros de agua al afio (Boletin UNAM, 2015). Se llama Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel (REPSA), espacio de 237.3 hectareas de matorral xerdfilo
que crece sobre un sustrato de roca volcanica proveniente de la erupcion del volcan
Xitle (Boletin UNAM, 2015).

El ICAyCC se encuentra ubicado dentro del Circuito de Investigacién Cientifica de
Ciudad Universitaria (CU), por lo que alrededor de él se encuentran los Institutos de
Geofisica, Geologia, Fisica y Astronomia, asi mismo la Facultad de Veterinaria se
encuentra al norte del ICAyCC. El ICAyCC cuenta con el edificio principal y el
Edificio Il, el muestreo se realizé en la azotea del edificio principal donde se mont6
el equipaje descrito en el capitulo 2.2. El metro CU esta ubicado a 256.44 metros
(Google Earth,2021) al este del ICAyCC sobre la Av. Delfin madrigal, dénde se
encuentra una de las entradas al campus lo cual permite la afluencia a la universidad
de 218 808 de estudiantes de licenciatura, 30 334 de estudiantes de posgrado y 5
260 de doctorado (Agenda estadistica,2020).
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2.1.2. Climatologia

YUCATAN
El 85.5% de la superficie del estado presenta clima calido subhimedo y el restante
14.5% presenta clima seco y semiseco, que se localiza en la parte norte del estado

como se muestra en la Figura 9 (INEGI, 2019).

Célido subhimedo 85.5%*

Seco y semiseco 14.5%*

Figura 9. Mapa del clima representativo del estado de Yucatan. (CONAGUA, 2017)

La costa de Sisal se puede clasificar geomorfolégicamente de tipo isla de barrera
(Carranza et al., 1975). Con un clima predominantemente calido subhimedo con
lluvias regulares en verano (SEMAR, 2013); la temperatura media anual es de
26.5°C, registrandose la maxima en el mes de mayo (34.9°C) y la minima en enero
(19°C), la precipitacion media anual es de 503.3 mm (CONAGUA, 2017).

La Ciudad de Mérida presenta una temperatura promedio de 25°C, la temperatura
maxima es de 33.5°C y el registro de la temperatura minima es de 19.2°C, con una

precipitacion acumulada anual de 900 mm.

Las precipitaciones que se presentan en la Peninsula de Yucatan son
principalmente convectivas y por influencia de los vientos alisios que traen humedad
del Atlantico (Strahler y Merali, 2008). Durante la época de verano, la presencia de

huracanes en el Atlantico genera lluvias en la costa al aproximarse a ésta, y su

44



influencia se va debilitando gradualmente a medida que el centro de baja presion

avanza hacia el interior del continente (Mardero et al., 2012).

Es importante mencionar que, en la mayor parte de la peninsula, se presentan dos
periodos de sequia: el pre—estival o de primavera, que abarca un periodo de dos a
cuatro meses (entre enero y abril), y el intra—estival o canicula que se presenta
durante julio y agosto. Esta ultima se debe a perturbaciones en los vientos alisios
(Mardero et al., 2012). En verano se presenta un sobrecalentamiento del mar en la
porcion tropical del Pacifico oriental, por debajo de la zona intertropical de
convergencia, lo cual debilita el gradiente barométrico y, por ende, disminuye la
intensidad de los alisios. Lo anterior trae como consecuencia una disminucion en la
frecuencia y cantidad de lluvia, asi como un patron bimodal del régimen pluvial en
los territorios que afecta (Magafia et al., 1991; Mardero et al., 2012). Los vientos
dominantes son del sureste (0-15 km ht) la mayor parte del afio, pero de noviembre
a febrero se presentan fuertes vientos del noreste (50-90 km h1) y precipitaciones,
asociados a frentes polares y conocidos como "nortes", lo cual define el patrén
temporal de la época de nortes en esta region (de noviembre a febrero) (Osnaya,
2021).

ALTZOMONI

Por la latitud, el sitio de muestreo: Altzomoni, se ve afectado en la época fria del
afo por sistemas de tiempo propios de las latitudes medias, como los frentes frios
y la invasién de masas de aire polar continental; en el verano influyen los sistemas
meteoroldgicos: huracanes y las ondas tropicales (SEMARNAT, 2013). Debido a su
topografia y ubicacién, el parque tiene una variedad de climas que van del templado
hamedo a los climas frio y muy frio; la temperatura disminuye con la altura a razén
de 0.68°C por cada 100 metros (SEMARNAT, 2013). De igual manera, por su latitud,
el parque se ubica en la region de los vientos alisios, en una zona donde predominan
las circulaciones de tipo convectivo local, lo cual hace posible una gran estabilidad
meteoroldgica durante la mayor parte del aiilo (SEMARNAT, 2013).
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Amecameca presenta una temperatura media anual de 14°C; siendo el mes mas
frio enero con 10.8°C y el mas céalido mayo con 16.2°C. La precipitaciéon media anual
es de 928 milimetros; el mes mas seco es febrero con una precipitacion de 6.9
milimetros y el mas humedo, septiembre con una precipitacion de 185.6 milimetros
(SEMARNAT, 2013).

CIUDAD DE MEXICO (ICAyCC)

Se caracteriza por presentar clima templado subhimedo con lluvias en verano; la
época de lluvias abarca los meses de mayo a octubre y la época seca comprende
de los meses de noviembre a abril. La precipitacion media anual es de 833 mmy la

temperatura media anual es de 15.6°C.

Sin embargo, la calidad del aire en la Ciudad de México se diferencia de los sitios
de muestreo Altzomoni y la Peninsula de Yucatan debido al resultado de fenbmenos
complejos: las caracteristicas fisiograficas de la zona, la cantidad de contaminantes
emitidos y la actividad meteorologica (SEMARNAT, 2011). Aunado a estos
fenébmenos complejos, también esta presente la combustion proveniente de los
hogares, los vehiculos de motor de combustién y las instalaciones industriales como
se muestra en la Figura 10. De igual forma, los incendios forestales son fuentes
comunes de contaminacion del aire en esta zona del pais (Rivera et al., 2016). La
contaminacion atmosférica en la Ciudad de México es provocada por diversos
factores, entre ellos: contaminantes que se emiten a la atmésfera, condiciones

fisiogréficas de la zona, incremento demografico.

transporte industria habitacional otros
FE==rl == 46% | N21% |@ 20%
0% 100%

Figura 10. Emisores de contaminantes en la Ciudad de México (SEDEMA).
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En los ultimos 40 afios se ha observado un incremento en la temperatura ambiente
asociado principalmente con el efecto de isla de calor, provocado por la modificacion
de la cobertura del suelo, que originalmente era lacustre y actualmente esta cubierto

por concreto y asfalto (Rivera et al., 2016).

La alcaldia Coyoacan presenta cantidades representativas de los contaminantes:
O3,y CO, los cuales son emitidos por el transito vehicular (Retama et al., 2010).
Estos contaminantes modifican las condiciones atmosféricas debido a su capacidad
para absorber luz UV, dando como resultado que la presencia de bioparticulas sea

diferente a la de los otros dos sitios de muestreo.

2.2. Tomade muestras

La toma de muestras en la Peninsula de Yucatdan se realiz6 en cuatro sets
independientes entre enero del 2017 y julio del 2018, dos sets en Mérida y dos en

Sisal, como se muestra en la Figura 11:

4
MUESTREOS

2 MERIDA 2 SISAL
M1 M2 S1 S2
(Julio 2017) (Julio 2018) (Enero 2017) (Julio 2018)

4:00 am
6:00 am 6:00 am

8:00 am 8:00 am 8:00 am
12:00 pfn 10:00 am

12:00 p

Recoleccion de muestras

10:00 am
13y 16 Julio
(muestra adicional)

Figura 11. Horario de la recoleccion de muestras en los dos sitios de muestreo: Sisal y
Mérida.

Las muestras etiqguetadas como Mérida 1 (M1) y Mérida 2 (M2) se recolectaron a
las 8:00 am y 12:00 pm, con una muestra adicional a las 10:00 am entre el 13y 16
de Julio durante Julio del 2018. Las muestras etiquetadas como Sisal 1 (S1) se

recolectaron diariamente a las 6:00 am, 8:00 am, 10:00 am y 12:00 pm. Las
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muestras etiquetadas como Sisal 2 (S2), solo se recolectaron por la mafiana a las
4:00 am, 6:00 am y 8:00 am. Se obtuvo un perfil diario de la concentracion de
propagulos fungicos y bacterias entre el 22 y 23 de enero con muestras cada dos

horas, como se muestra en la Figura 11.

La mayor concentracion de bacterias transportadas por el aire se detectd en la
mafana, de 4:00 am a 10:00 am. En la tarde y alrededor de la media noche se
observaron concentraciones bajas de bacterias. En contraste, no se encontrdé una
tendencia clara en los propagulos fungicos en el aire, con concentraciones mas altas
observadas solo entre las 2:00 am y las 4:00 am. Es importante sefialar que, aunque
estos perfiles no reflejaron completamente la variabilidad diurna de los
microorganismos transportados por el aire en la Peninsula de Yucatan, fueron utiles
para decidir los horarios de recoleccién de muestras mas apropiadas, es decir, antes

del mediodia.

Por otro lado, se seleccion6 el mes de enero porque la Peninsula de Yucatan se ve
afectada anualmente por frentes frios durante el invierno. Los frentes frios, con
fuertes vientos horizontales asociados y la actividad de grandes olas, producen
grandes cambios en varios ecosistemas en el GdM y la Peninsula de Yucatan. La
gran actividad del oleaje en los frentes frios de la regidn esta asociada con un mayor

estallido de burbujas y la aerosolizacién de microorganismos marinos.

Se seleccion6 el mes de Julio como el otro periodo de muestreo debido al clima
regional. La sequia de mediados de verano (SMV), fenbmeno climatolégico que
afecta el centro / sur de México y América Central, se observa con frecuencia
durante Julio (Magafa et al., 1999). El aumento de magnitud del chorro caribefio de
bajo nivel y la reduccion de la presencia de nubes y precipitaciébn, maximiza la
probabilidad de que particulas de polvo mineral originadas en los desiertos africanos
lleguen a la Peninsula de Yucatan (Kishcha et al. 2014; Cordoba et al. 2021; Raga
et al., 2021). Ademas, Garrison et al. (2006), Schlesinger et al. (2006) y Kellogg et
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al. (2004) han demostrado que los microorganismos pueden viajar largas distancias

sumergidos en capas de polvo.

Para la toma de muestras se utilizd un impactador en cascada para particulas
viables Biostage Quick Take 30 de una etapa (SKC Inc. EE. UU.), acoplado a una
bomba de succion de aire (Quick Take® 30 Sample Pump, SKC Inc. EE. UU.), la
cual funciona a un flujo constante de 28.3 L min', y es ideal para el muestreo de
particulas biolégicas (GRUPO MICROANALISIS, 2021). Se utiliz6 como medio de
colecta cajas Petri con 30 mL de cuatro diferentes medios de cultivo, el Quick Take
30 se monto en la azotea de los edificios IEFUNAM y FQ-UADY a 10 m sobre el nivel
del suelo. El tiempo de muestreo fue de 5 min; sin embargo, en S1 las primeras

muestras se recolectaron durante 15 min.

La colecta de muestras en Altzomoni se realizé durante la temporada de lluvias en
dos campafas de muestreo, la primera se llevé a cabo del 12 al 14 de septiembre
del 2019 y la segunda del 25 al 27 de septiembre del 2019. El muestreo se llevo a
cabo por medio de un Liquid impinger, el cual tiene como funcién la recoleccién de
gases, vapores y aerosoles atmosféricos en fase liquida. Se utilizé6 una aspiradora
Karcher (DS5800). Se colocé el impinger sobre una base metalica en la azotea del
Observatorio Atmosférico Altzomoni. Se muestrearon particulas de aerosol
atmosférico durante cinco horas, con un flujo de aproximado de 61 L min't. Para el
depdsito se ocupd agua de consumo humano, debido a que esta contiene sales que
sirven de nutrientes para la supervivencia de las bacterias durante el muestreo.
Como medida de control y para garantizar que los microorganismos observados se
hayan obtenido en el muestreo y no a los ya existentes en el agua, ésta fue
previamente esterilizada en una autoclave a 120°C por 15 minutos. Una vez
terminado el muestreo se retird el depésito de agua de la aspiradora, se agitd
manualmente para que la muestra estuviera homogéneamente distribuida, y se
transvaso la muestra colectada en tubos Falcon rotulados que se refrigeraron a 4°C

hasta que fueron analizados.
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La toma de muestras de propagulos fungicos se realizé en la azotea (a 10 m sobre
el nivel del suelo) del edificio principal del ICAyCC. Para ello, el dia 31 de mayo del
2021 se coloco una caja de Petri con agar extracto de malta (EMA) dentro del
impactador en cascada Quick Take 30, indicado para la colecta de propagulos
fungicos durante un tiempo de muestreo de 15 minutos, una vez concluido el
muestreo la caja Petri fue incubada por 72 h a 25°C, al finalizar las colonias fueron
cuentificadas. El equipo utilizado para el muestreo es el mismo que se utilizé para

la colecta de muestras en la Peninsula de Yucatan.

2.3. Medios de cultivo

Para la colecta de diferentes tipos de microorganismos se cambio el medio de
impactacion, con un lapso de 15 a 20 min entre cada toma de muestra. Se utilizaron
cajas de Petri (100 mm x 10 mm) con agar de soya Y tripticaseina (TSA) (BD,
Bioxon) como medio de impactacion suplementado con 100 mg L* de cicloheximida
(Sigma-210 Aldrich) para evitar el crecimiento de propagulos fungicos y permitir el
crecimiento Unicamente de bacterias mesofilicas cultivables (MCB). Se utilizaron
placas de Petri con EMA; (BD Bioxon), para propagulos fungicos cultivables y agar
glucosa extracto de levadura y malta (GYM) con y sin agua de mar para
actinobacterias marinas y terrestres, como se muestra en la Figura 12. El medio
preparado con agua de mar suplementado con Rifampicina (5 yg mL™1) tuvo como
objetivo el cultivo de actinobacterias marinas estrictamente adaptadas o
actinomicetos habitantes del medio marino. El medio preparado sin agua de mar fue
suplementado con 50 ug/mL de Nistatina (Bristol Myers Squibb de México, S. de

R.L. de C.V.) como antimicotico.
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Medios de cultivo
| TSA=F Cicloheximida——— BACTERIAS MESOFILICAS CULTIVABLES (MCB)|

EMA (Agar Extracto de Malta) ::}PROPAGULOS FUNGICOS CULTIVABLES
GYM == CaCO3<=con o sin agua marina ———) ACTINOBACTERIAS

Medio de cultivo | Tincubacion | Recuentos Almacenadas
TSA 37°C 24y 48 hrs 4° (selladas con Parafilm)
GYM 30°C 48y 72 hrs 4°
EMA 252C 48y 72 hrs 4°

Figura 12. Medios de cultivo para actinobacterias, bacterias y propagulos fangicos.

Como se muestra en la Figura 12 las placas de TSA, EMA y GYM se cultivaron a
37°C, 25°C y 30°C, respectivamente. Las concentraciones de bacterias cultivables
se reportaron como Unidades Formadoras de Colonias por m® de aire (UFC m3),
dicha unidad de medida es de utilidad debido a que ayuda a estimar el nUmero de
bacterias o propagulos fungicos viables. Las cuantificaciones se realizaron a las 24
h y 48 h para las placas de TSA, mientras que para las placas EMA y GYM, los
recuentos se realizaron a las 48 h 'y 72 h. Después de 48 h (para bacterias) y 72 h
(para propagulos fangicos y actinobacterias) de cultivo, las placas de Petri se
sellaron con parafilm y se almacenaron a 4°C para su posterior analisis. Los valores
de CFU incluyen una correccién de orificios positiva proporcionada por tablas de
correccion para impactadores de 200 y 400 orificios para ajustar el conteo por error

en la sobreposicion.

Se seleccionaron y purificaron colonias de bacterias representativas de cada placa,
haciendo varias resiembras en TSA. Posteriormente se les realizé la tincion de
Gram para su clasificacion en bacterias Gram positivas y Gram negativas mediante
observacion microscoépica (100x) de las preparaciones. Las bacterias aisladas
fueron conservadas en caldo Luria Bertani (BD Bioxon) 30% de glicerol y se

almacenaron a -72°C antes de la secuenciacidon. Las bacterias aisladas de los
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cultivos puros se identificaron mediante secuenciacion parcial del gen ARNr 16S
(codigo de barras del ADN) con una longitud de 800 a 1000 pares de bases de

nucledtidos.

2.4. ldentificacion de microorganismos

Para la identificacion de las bacterias y actinobacterias colectadas, primero se
extrajo el ADN utilizando el kit QlAamp DNA Mini (QIAGEN). Se amplificaron las
secuencias parciales del gen ARNr 16S parciales mediante la técnica de cadena de

la polimerasa (PCR) utilizando cebadores bacterianos universales:

o 27F (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG)
o 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T)

Las PCR se realizaron en un volumen total de 50 pL, incluidos 2 yL de ADN
bacteriano, 35.4 yL de ddH20 (agua deuterada), 5 yL de buffer de PCR 10 X, 1.5
ML de MgClz (1.5 mM), 1 uL de dNTP (desoxirribonucledtidos trifosfatos) (10 mM),
0.1 yL de Taqg ADN polimerasa (5U pyL?) y 2.5 yL de cada cebador (10 uM).

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 min.
Seguido de 35 ciclos a 94°C durante 1 min.
56°C durante 30 s.

72°C durante 1.5 min.

Una extension final a 72°C durante 5 min.

ok~ 0N PF

Los productos de PCR se examinaron para determinar el tamafio y el rendimiento
usando geles de agarosa al 1.0% (p / v) en buffer de corrida TAE (Tris, acetato y
EDTA), el cual es de utilidad para la migracion de acidos nucleicos, por lo tanto, la

recuperacion de ADN. Después de una amplificacion exitosa, los productos fueron
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purificados, cuantificados y enviados a secuenciar al Instituto de Biotecnologia-

UNAM campus Cuernavaca, Morelos.

Las secuencias de ADN se editaron y ensamblaron utilizando el software Seg-Man
y Edit Seq (Chromas Lite, Technely Slom Pty Ltd. EE. UU.). El andlisis de similitud
de secuencia se realizO  utilizando el software BLAST  (http:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), obteniendo> 98% de homologia entre cada

bacteria secuenciada y las bases de datos BLAST.

Las colonias de actinobacterias tipicas que crecen en cada placa GYM se
seleccionaron y purificaron mediante varias resiembras en el medio: GYM, o
mediante diluciones en serie sembradas en el mismo medio. La reaccion de tincion
de Gram se llevd a cabo como se describié anteriormente. Las cepas puras se
conservaron como describen Wellington y Williams (1979). El ADN gendémico se
extrajo utilizando procedimientos estandar informados previamente por Maldonado
et al., (2005).

La identificacion de propagulos fungicos se realiz6 a nivel de género utilizando
claves taxondmicas con base en las caracteristicas macroscopicas de las colonias

y el examen microscopico de las esporas (60x).

2.5. Descripcion del DFA

Para analizar la capacidad de nucleacion de cada uno de los microorganismos
aislados, en el laboratorio del grupo Interaccion Micro y Mesoescala del (ICAyCC-
UNAM) se utilizé la técnica de ensayo de congelamiento de gota o Droplet Freezing
Assay (DFA, por sus siglas en inglés), la cual permite estudiar la formacion de
cristales de hielo por el modo de nucleacion por inmersion, en pequefias gotas de

50 pL (Ladino et al., 2020). Este equipo esta conformado por:
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Sistema mecanico:

Este sistema consta de un soporte hecho de acero inoxidable resistente al
refrigerante y las bajas temperaturas. Fue construido a medida de la tina del bafio
de recirculacion y a la medida de una placa ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay), como se muestra en la Figura 13b.

Sistema de enfriamiento con recirculacion:

Este equipo esta conformado por un termostato LAUDA (ECO Silver RE1050) con
una temperatura de trabajo minima de -50°C y una temperatura maxima de 200°C,
con liquido refrigerante (polidimetilsiloxano, cuyo rango de temperatura es de 222°C
a -95°C).

Figura 13. Esquema del equipo UNAM-DFA. a. Sistema de iluminacion y video. b. Montaje del
sistema mecanico con la placa de ELISA ensamblada.
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Sistema de iluminacion y video:

Estd compuesto por una lampara LED, emisora de luz blanca, la cual es sumergida
en el liquido refrigerante del bafio frio para llevar a cabo el proceso de congelacion,

como se muestra en la Figura 13a.

Para obtener videos del proceso de congelacion de cada muestra se ocup6 un
celular. Ademas, simultaneamente, para obtener la temperatura en la cual las gotas
se iban congelando, se utilizé una camara portatil USB (ATVIO). Posteriormente se

analizaron los datos obtenidos en los videos.

2.6. Procedimiento

Para realizar los experimentos se utiliza una micropipeta de 8 canales (Eppendorf)
para depositar 50 yL en cada uno de los 96 pozos de la placa de ELISA (Juéarez,
2018). Posteriormente, se sella la placa con una mica adherible transparente para
evitar que impurezas del aire contaminen la muestra y afecte los resultados. Una
vez preparada la placa de ELISA, se embona en la base de acero inoxidable,
prestando atencion que no presente ninguna inclinacion. La posicion horizontal de
la placa de ELISA se ajusta con los tornillos de cada una de las esquinas de la base

de acero.

Al introducir la placa dentro del polidimetilsiloxano, debe hacerse teniendo cuidado
de que el refrigerante cubra so6lo el margen de metal mas no la placa de muestra
cOmo se observa en la Figura 14; es decir, el liquido refrigerante solo debe cubrir
los pozos hasta el nivel que ocupa la muestra (Juarez, 2018). Siempre debe de
checarse que conforme pase el tiempo no baje el nivel del polidimetilsiloxano, de

ser asi, la placa se reajusta con los tornillos de la base metélica.
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Figura 14. Esquema de la vista lateral de la placa de ELISA, con los pozos sumergidos en el
polidimitelsiloxano al nivel de la muestra. Esquema tomado de Juarez (2018).

Una vez instalada la placa de ELISA en la base metélica, se comienza a montar el
sistema de video. El celular se coloca mediante un selfie-stick montado a la base de
acero inoxidable, el cual permite tener la camara del celular encima de la placa de
ELISA, que se ilumina con la lampara LED (previamente sumergida en el liquido
refrigerante). Para obtener los videos de la temperatura se ocupé la camara USB,
montada de la misma manera, a la base de acero, sin embargo, esta queda enfrente

del termostato.

Para comenzar con el experimento, se inici6 rampa de congelamiento que se

muestra en la Tabla 3:

Tabla 3. Rampa de congelamiento utilizada para los experimentos.

T (°C) | Tiempo(min) | Bomba
-10 5 2
-20 5 2
-30 10 3
-40 10 4

Con el termostato usado se puede configurar una rampa de temperatura que va de
0°C hasta los -40°C, sin embargo, en los experimentos la temperatura minima

alcanzada fue de -36°C en 32 minutos.
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Figura 15. Fotografias de la opacidad que presentan los pozos de la placa de ELISA durante los
experimentos. Foto del lado izquierdo muestra inicio del experimento, momento donde todavia las
muestras se encuentran en estado liquido. La foto del lado derecho muestra los pozos con las
muestras ya congeladas.

Durante el proceso de congelacion, los pozos se oscurecen, debido a que el hielo
muestra un comportamiento de dispersion de la luz diferente al agua liquida. Los
cambios de opacidad en cada pozo se registran en el video como se muestra en la
Figura 15. El procedimiento se realiz6 tres veces para una misma muestra con la

finalidad de disminuir el marco de error.

2.7. Andlisis de datos

El andlisis de datos se realiz6 de la siguiente manera:

1. Base de datos en Excel, lo cual facilité el analisis de datos por medio de
gréficas de Fraccion Congelada (FF, por sus siglas en inglés), de la
temperatura inicial de congelamiento (To) y la temperatura a la cual la mitad
de las gotas de las muestras se congelan (Tso).

2. Se utilizé MATLAB para generar las gréaficas de FF, Toy Tso.
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2.7.1. Fraccion Congelada (FF)

En una hoja en Excel se represento la placa de ELISA por medio de una matriz, la
cual contaba con 8 columnas y 12 filas, lo que permitio tener un mejor manejo sobre
la temperatura a la cual cada pozo se congelaba. En cada celda se anot6 el tiempo
en el que se observaba la congelacion del pozo (por la difraccion de la luz de la
muestra congelada) correspondiente. Una vez determinado el tiempo de
congelacion de cada pozo, se elabor6 una columna con el tiempo ordenado de
menor a mayor. Posteriormente, observando el video de temperatura y la matriz de
Excel, se determiné la temperatura a la cual se congeld cada uno de los 96 pozos
en cada uno de los experimentos. Con esta informacion disponible se determing la

FF, la cual se obtiene usando la Ecuacion 1:

FF = Numero de gotas congeladas ’ Ecuacién (1)

Total de gotas

Una vez que se obtuvo el analisis de los tres experimentos realizados para cada
muestra se recabaron los promedios de los tres experimentos, asi como la
desviacidn estandar, de esta manera se pudo obtener la grafica de FF para cada

bacteria y propagulo fangico en MATLAB.

2.7.2. Temperaturainicial de congelamiento (To)

Para determinar To, se extrajo de la base de datos previamente mencionada, la
temperatura a la cual congeld la primera gota de cada experimento y posteriormente
se calculé el promedio para cada muestra. Se realizd el grafico “Box Plot” para
comparar las distribuciones de cada microorganismo de una manera mas facil, y asi

poder observar de manera descriptiva su comportamiento.
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2.7.3. Temperatura media de congelamiento (Tso)

Con la gréfica obtenida para FF, se encontro la temperatura a la cual la mitad de las
gotas de cada experimento se congelaron, también conocida como la temperatura
media de congelamiento (Tso). Utilizando el “Data Cursor” que proporciona MATLAB
en los gréficos, se obtuvo dicha temperatura al colocarlo sobre cada muestra sobre
el valor de y, es decir, y=0.5. Posteriormente se realiz6 un grafico “Box Plot” en
correspondiente a la temperatura a la que se congel6 la mitad de las gotas de cada

microorganismo.
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3. CAPITULO 3: DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se analizaron 23 bacterias provenientes de la Peninsula de Yucatan (Tabla 4), 2 de
ellas aisladas por la Dra. Erika Quinta del Instituto Politécnico Nacional (IPN) y las
otras 22 aisladas en el Grupo de Aerobiologia del ICAyCC-UNAM. De igual manera
se analizaron otras 11 bacterias recolectadas en Altzomoni y 6 especies de hongos
recolectados en la azotea del ICAyCC, también aislados en el Grupo de
Aerobiologia del ICAyCC-UNAM. Todas las muestras analizadas en el presente
estudio se encuentran ordenadas segun su sitio de muestreo en la Tabla 4. En las
siguientes secciones (3.1, 3.2, 3.3) se muestran los resultados obtenidos para la FF,

Toy Tso.
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Tabla 4. Microorganismos colectados en la Peninsula de Yucatan, Altzomoni y
Ciudad de México y usados en el presente estudio.

Bacterias aisladas en el Bacterias Bacterias aisladas en el Hongos aislados
ICAyCC (Peninsula de aisladas en el IPN ICAyCC en el ICAyCC
Yucatan) (Peninsula de (Altzomoni) (Ciudad de
Yucatan) México)
Kacuria palustris P3113-1 Bacillus pumilus Aspergillus sp 1
Proteus mirabillis Roseomonas Bacillus zhangzhouensis Aspergillus flavus

Rhodococcus

Acinetobacter haemolyticus

Cladosporium

Pantoea séptica

Enterobacter cloacae

Penicillium sp 1

Paenibacillus dendritiformis

Stenotrophomonas maltophila

Penicillium sp 2

Enterobacter soli

Pseudomonas chengduensis

Alternaria

Sphingomonas
mucosissima

Staphylococcus hominis

Micrococcus letus

Bacillus foraminis

Bacillus nealli

Bacillus niacini

Bacillus aeris

Bacillus megaterium

Bacillus oceanisediminis

Ralstonia paucula

Vibrio alginotyticus

Microbacterium arborescens

Microbacterium
esteraromatium

Microbacterium paludicola

Staphylococcus kloosii

Staphylococcus hepdlensis

Pseudomonas stutzeri

Exiguobacterium
aurantiarum

Kocuria polaris

Vibrio neocaledonicus
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3.1.Fraccion Congelada

Las curvas de FF se muestran en la Figura 16 (lineas de colores) junto a la curva
de congelamiento homogénea (linea negra) la cual se obtuvo usando agua ultrapura
y siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccion anterior. Se realizo esta
gréfica con la finalidad de comparar sus eficiencias como INPs y observar si difieren
de la curva de congelacion homogénea, ademas, distinguir el grupo de curvas que
podria facilitar la formacion de hielo con mayor eficiencia, es decir, cual
microorganismo (propagulos fungicos o bacterias) es mas eficiente para actuar
como un INP. Como se menciond anteriormente, un buen INP es aquel que
comienza a congelar mas cerca de los 0°C y méas alejado de la curva de congelacién

homogénea en ausencia de INPs, razon por la cual se toma de referencia.

La Figura 16 est4d conformada por tres grupos de curvas, en el Panel A se
encuentran las muestras colectadas en la Peninsula de Yucatan, en el Panel B las
colectadas en Altzomoni y en el Panel C se muestran los microorganismos

obtenidos en la Ciudad de México.
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Para empezar, considerando el Panel A, la mayoria de las curvas se sitian entre
los -25°C y -30°C. Si bien hay INPs que forman cristales de hielo a temperaturas
mayores a -38°C (Kanji et al., 2017; Zhang et al., 2020), no es el caso de los INPs
biolégicos muestrados. Segun Murray et al. (2012), los INPs biolégicos tienen
proteinas que pueden desencadenar la congelacion de las gotas liquidas a
temperaturas mas calidas (T>-15°C). Por lo tanto, las bacterias que se muestran en
el Panel A no pueden ser consideradas eficientes como INPs. Sin embargo, la
bacteria Sphingomonas presenta un comportamiento diferente al de las otras
bacterias, ya que la mayoria de las gotitas de esta muestra se congelaron cerca o
a la misma temperatura (-22°C), la temperatura de congelacion mas calida para las
bacterias recolectadas y aisladas de la Peninsula de Yucatan. Este género es una
bacteria Gram-negativa, lo que facilita la formacion de cristales de hielo

probablemente por medio de las proteinas contenidas en su membrana celular.

Observando el Panel B, el bloque de las curvas de congelacion correspondiente a
las bacterias colectadas en Altzomoni estd mayoritariamente en los -30°C, muy
cerca de la curva de congelacion homogénea, lo cual indica que son
microorganismos poco eficientes para actuar como INPs. Sin embargo, hay una
curva que presenta temperaturas mas cdlidas para la nucleacion de hielo, ya que
estas temperaturas se encuentran entre los -15°C y los -17°C, la cual es identificada
como Ralstonia paucula. Mas adelante discutiremos a mayor profundidad sobre

dicha bacteria.

Debido a que en el Panel A y en el Panel B se muestran las curvas de
congelamiento de las 24 bacterias es importante destacar que, aunque las muestras
de Sphingomonas y especialmente Ralstonia paucula mostraron ser eficientes
como INP, sus temperaturas son menos calidas que las que se han reportado para
la bacteria Pseudomonas syringae, la cual puede inducir la nucleacion del hielo en

el rango de temperatura de aproximadamente -2°C a -10°C (Wex et al., 2015).
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Por ultimo, las muestras de propagulos fungicos (Panel C) tienen temperaturas de
congelacion alrededor de los -33°C. De este bloque de curvas de congelacion la
muestra que presenta temperaturas mas calidas de nucleacion es el género
Penicillium sp2, seguida de Cladosporium. Por otro lado, se observa que Alternaria

se encuentra muy cerca a los valores de la curva de congelacion homogénea.

En general los propagulos fungicos colectados en este proyecto presentaron
temperaturas de congelacion muy bajas en comparacion a las temperaturas
reportadas de hasta -2.5°C para géneros como Fusarium, (Pouleur et al., 1992) y -
4°C para Rhizoplaca chrysoleuca (Kieft and Ruscetti, 1990). Asi mismo, se puede
notar que las curvas de congelacién de los propagulos fungicos se encuentran mas
desplazadas al lado izquierdo de la grafica en comparacién con los Paneles Ay B,
lo cual concuerda con lo reportado por Kanji y colaboradores (2017) y Huang y
colaboradores (2021) en donde muestran que los propagulos fangicos son menos
eficientes como INPs que las bacterias. Ademas, Hoose y colaboradores (2010)
realizaron una simulacién en donde encontraron que la tasa de congelacion de PBA

se divide en 11% de bacterias, 1% de esporas de hongos y 88% de polen.
Tanto las bacterias como los propagulos fangicos analizados en este trabajo se

muestran mas cerca de la curva de congelacion homogénea que de los 0°C, a

excepcion de la bacteria Ralstonia paucula.
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3.2. Temperaturainicial de congelamiento (To)

La Toes la temperatura a la cual se congela la primera gota de cada muestra. Esta
variable toma importancia, ya que como sefiala Hoose et al. (2010) una vez que los
primeros cristales de hielo se han formado en una nube de fase mixta pueden crecer
rapidamente a través del proceso de Wegener-Bergeron-Findeisen, estimulando asi

la formacion de precipitacion.

Al igual que el gréafico de la seccion anterior, la Figura 17 se encuentra seccionada
en tres bloques cada uno correspondiente al microorganismo recolectado en cada
sitio de muestreo, por lo que en el Panel A, se encuentran las muestras de bacterias
colectadas en la Peninsula de Yucatan, en el Panel B, las bacterias colectadas en
Altzomoni y en el Panel C, se muestran los propagulos flungicos obtenidos en la

Ciudad de México.
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Figura 17. Temperatura inicial de congelamiento (To) para cada microorganismo. En el Panel A
las muestras corresponden a: Y1= Kacuria palustris, Y2=Staphylococcus kloosii, Y3=Rhodococcus,
Y4=Enterobacter soli, Y5=Paenibacillus dendritiformis, Y6= Sphingomonas mucosissima, Y7=
Micrococcus luteus, Y8=Bacillus nealli, Y9=Vibrio alginotyticus, Y10=Microbacterium
arborescens, Yll=Pantoea séptica, Y12=Staphylococcus hepdlensis, Y13=Bacillus aeris,
Y14=Proteus mirabillis, Y15=Vibrio neocaledonicus, Y16= Bacillus oceaniss, Y17=
Exiguobacterium aurantiarum, Y18=Kocuria polaris, Y19=Esteraro Y20=Microbacterium
paludicola, Y21= Pseudomonas stutzeri, Y22= I-AMJA p3113-1, Y23= Roseomonas. Panel B: Al=
Actinobacter haemolyticus A2= Pseudomonas chengduensis, A3= Bacillus foraminis, A4= Bacillus
niacini, Ab5=Bacillus megaterium, A6= Bacilus pumilus, A7= Bacillus zhangzhouensis,
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A8=Staphylococcus hominis, A9=Enterobacter cloacae, A10=Stenotrophomonas, All=Ralstonia
paucula. Panel C: H1=Cladosporium, H2=Aspergillus sp, H3=Aspergillus flavus, H4=Penicillium
sp 1, H5=Alternaria, H6= Penicillum sp 2.

En la Peninsula de Yucatan (Panel A), tres de las bacterias recolectadas mostraron
una To, bastante cercana a los 0°C: Rhodococcus (Y3), Kacuria Palustris (Y1), y
Kocuria Polaris (Y18), cuyas temperaturas maximas de congelacién son de -15°C,
-17°C y -18.5°C, respectivamente. Aunque son temperaturas calidas, la To de
Kocuria Polaris (Y18) fue muy variable entre las réplicas de los experimentos, asi
como, las bacterias Pantoea Septica (Y11), Microbacterium arborescens (Y10) y
Microbacterium paludicola (Y20). Las que menor variabilidad tuvieron fueron

Rhodococcus (Y3), Proteus mirabillis (Y14) y Staphylococcus klossii (Y2).

Las caracteristicas que permitieron la congelacion de agua a -15°C de la bacteria
Rhodococcus (Y3) podria ser su morfologia ya que este género presenta colonias
de tipo mucoide, lisas o rugosas (Sanchez at al., 2004). La rugosidad de este género
pudiera posiblemente haber desencadenado el inicio de la formacién de cristales de
hielo a estas altas temperaturas, al actuar como sitios activos en donde la
condensacion de poros y su posterior congelacion permiten la formacién de hielo en
la gota de la nube (Kanji et al., 2017).

La bacteria Ralstonia paucula (A11) vuelve a ser el microorganismo mas eficiente,
tanto de las muestras de Altzomoni como de todos los microorganismos analizados,
con una To de -11.5°C con una baja variabilidad entre los experimentos. Bacillus
megaterium (A5), es la segunda bacteria mas eficiente recolectada en Altzomoni
(Panel B), ya que comienza a congelarse entre los -13°C y los -25°C, presentando
una variabilidad significativa. Por el contrario, la To de Staphylococcus hominis (A8)
es de -20°C y presenta menor variabilidad que la bacteria anterior.

Como se muestra en la Figura 17 (Panel C), la To de Cladosporium (H1) oscila

entre los -22°C y los -25°C, mostrando mayor eficiencia si se compara con lo
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temperatura inicial reportada para este mismo género por lannone et al. (2011) la
cual fue de -28.5°C.

Otras especies fungicas analizadas muestran una mayor eficiencia como INP. Por
ejemplo, la Mortierella alpina, hongo recolectado en primavera al sureste de
Wyoming (EE. UU.) mostré valores de To entre los -5°C y los -6°C. (Fréhlich-
Nowoisky et al., 2015).
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Figura 18. Promedio de la Ty de los diferentes microorganismos muestreados en cada uno de los
tres sitios de muestreo.

En la Figura 18 se presentan los promedios de la To para cada sitio de muestreo
con la finalidad de saber qué sitio de muestreo emite las bioparticulas mas eficientes
para nuclear hielo y qué condiciones atmosféricas pudieron favorecer su
comportamiento. En este grafico se puede apreciar que en general las bacterias de
la Peninsula de Yucatan son las mas eficientes para actuar como INP; sin embargo,
es importante observar que la temperatura mas “calida” para este sitio de muestreo
es de -21°C. De igual manera, este sitio de muestreo presenta mayor variabilidad
gue la encontrada para los otros dos sitios, lo cual tiene sentido ya que en este sitio
se recolectaron mas microorganismos (24 bacterias). Por otro lado, las bacterias de

Altzomoni presentaron temperaturas de congelamiento mas frias que las de la

68



Peninsula de Yucatan, asi como una menor variabilidad, con valores de To que se

encuentran entre los -22°C y los -23.7°C.

En la Figura 18 (Panel C) se puede observar que los propagulos flingicos
(muestreados en la CDMX) siguen siendo los microorganismos mas ineficientes con
valores de To que van desde los -23.7°C a los -25.5°C, temperaturas bastantes frias

para comenzar la congelacion de hielo.

Con lo anterior se puede inferir que las bacterias colectadas en ambientes calidos
(Yucatan) son mas eficientes que las colectadas en ambientes con temperaturas
mas frias como lo es Altzomoni ya que estas bacterias se encuentran sometidas
constantemente a temperaturas mas bajas por lo tanto el estrés al que estan
sometidas es menor al que presentan las colectadas en ambientes calidos, es decir,
las bacterias de ambientes calidos al someterlas a una temperatura diferente a la
de su entorno, diferente a la que siempre se encuentran, tienen una mayor habilidad
para actuar como INP. La capacidad que tienen los genes de codificar una proteina
de nucleacion de hielo que se ubica en la membrana celular bacteriana, como se
menciono con anterioridad, esta proteina inicia la nucleacion del hielo al orientar las
moléculas de agua en una estructura cristalogréafica similar al hielo, se puede decir
que este mecanismo es mas rapido en aquellas bacterias que se encuentran

sometidas a ambientes diferentes a los de su entorno.

Por otro lado, la ineficiencia de los propagulos fungicos, en términos de TO, coincide
con lo discutido anteriormente para la fraccion congelada, donde se mostré que las
bacterias son mejores INPs que los propagulos flngicos.

3.3. Temperatura media de congelamiento (Tso)

En la Figura 19 se observa el grafico de la Tso, que indica la temperatura a la que
el 50% de las gotitas est4 congelada. Con una Tsode -17°C y una poca variabilidad,

la bacteria Ralstonia paucula (A11), mostro ser es la bacteria mas eficiente.
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En el Panel A de la Figura 19 también se muestra que las bacterias Rhodoccocus
(Y3), Roseomonas (Y23), Paenibacillus dendritiformis (Y5) y Sphingomonas
mucosissima (Y6) no muestran una gran variabilidad, lo que indica que sus
habilidades como INPs son altamente reproducibles. Ademés, la bacteria
Sphingomonas mucosissima (Y6) destaca por presentar la temperatura mas calida
de las bacterias recolectadas en la Peninsula de Yucatan, es decir, de -25°C.
Rhodoccocus (Y3) mostrd una Tso de -27°C, y al tener una To de -15°C se puede
decir que su trayectoria de congelamiento se llevo acabo de la misma manera en la
gue empezo a congelar.
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Figura 19. Temperatura media de congelamiento (Tso) a la cual la mitad de las gotas de las muestras
ya estan congeladas. En el Panel A las muestras corresponden a: Y1= Kacuria palustris,
Y2=Staphylococcus Kkloosii, Y3=Rhodococcus, Y4=Enterobacter soli, Y5=Paenibacillus
dendritiformis, Y6= Sphingomonas mucosissima, Y7= Micrococcus luteus, Y8=Bacillus nealli,
Y9=Vibrio  alginotyticus,  Y10=Microbacterium  arborescens, Yl1l=Pantoea  séptica,
Y12=Staphylococcus hepdlensis, Y13=Bacillus aeris, Y14=Proteus mirabillis, Y15=Vibrio
neocaledonicus, Y16= Bacillus oceaniss, Y17= Exiguobacterium aurantiarum, Y18=Kocuria
polaris, Y19=Esteraro Y20=Microbacterium paludicola, Y21= Pseudomonas stutzeri, Y22= I-AMJA
p3113-1, Y23= Roseomonas. Panel B: Al= Actinobacter haemolyticus A2= Pseudomonas
chengduensis, A3= Bacillus foraminis, A4= Bacillus niacini, A5=Bacillus megaterium, A6= Bacilus
pumilus, A7= Bacillus zhangzhouensis, A8=Staphylococcus hominis, A9=Enterobacter cloacae,
Al10=Stenotrophomonas, Al1=Ralstonia paucula. Panel C: H1=Cladosporium, H2=Aspergillus sp,
H3=Aspergillus flavus, H4=Penicillium sp 1, H5=Alternaria, H6= Penicillum sp 2.
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De las muestras colectadas en Altzomoni (Figura 19, Panel B) la mayoria presenta
una gran variabilidad en los valores de Tso. Después de la Ralstonia paucula (A11),
Bacillus megaterium (A5) es la bacteria que presenta los valores de Tso mas célidos;

sin embargo, al igual que su To, la variabilidad de Tso es bastante alta.

En el Panel C se puede observar que los propagulos fungicos son los
microorganismos que mayor variabilidad presentaron en los experimentos. De
estos, Cladosporium (H1) tiene la Tso mas célida (-31°C), lo que hace
automaticamente que todos los propagulos fungicos analizados sean considerados
como INPs ineficientes. Al comparar estas temperaturas con las Tso reportadas por
Kunert et al. (2019) para el género Fusarium (Tabla 5), se evidencia que éstas
temperaturas son demasiado bajas ya que la temperatura mas céalida de Fusarium
fue de -3.5°C y la més baja de -11.2°C, en comparacion con los -38°C que presento
Penicillium sp2 (H4), la temperatura mas baja que presentaron los propagulos

fungicos.

Tabla 5. Tso de las especies de Fusarium reportados por Kunert et al. (2019).

Género Tso (°C)
F. acuminatum |-3.5a-6.2
F. avenaceum -5a-7.6
F. begoniae -5.3
F. concentricum | -11.2
F. langsethiae -4.6
F. tricinictum -7.3

Asi mismo, Jayaweera and Flanagan (1982) reportaron las siguientes temperaturas

de congelamiento para los propagulos fungicos que analizaron en el Artico (Tabla
6):
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Tabla 6. Temperaturas de congelacion de propagulos fangicos reportadas por
Jayaweera and Flanagan (1982).

Especies Color Tos (°C)
Penicillium digitatum beige -10
Cladosporium herbarum beige -15
Penicillium notatum verde oscuro -22
Penicillium frequentens verde claro -22.5
Rhizopus stolonifra café -23

Jayaweera and Flanagan (1982) obtuvieron datos de temperaturas de congelacion
para tres especies de Penicillium y una de Cladosporium, lo que nos da una idea de
qué tan eficientes son estas especies en latitudes tropicales comparadas con las
latitudes altas. La To de Cladosporium, oscila entre los -22°C, la Tso de Penicillium
sp 1 de -34°C (en los propagulos fungicos aqui analizados), en cambio los
resultados que dichos autores reportaron fueron de -15°C y "22°C para el total de
gotas de las muestras de Cladosporium herbarum, y de Penicillium,
respectivamente. Esto indica que las especies analizadas por Jayaweera and
Flanagan (1982) (latitudes altas) resultaron mas eficientes como INPs que los

analizados en este trabajo (latitudes tropicales).

PROMEDIOS DE CADA SITIO DE MUESTREO

= Tats . - [ T Y

Figura 20. Promedio de la Tso de los microorganismos muestreados en cada uno de los tres
sitios de muestreo.
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En general, en términos de Tso, los propagulos fungicos son los microorganismos
con mayor variabilidad y sus temperaturas varian entre los -32°C y -38°C. Las
bacterias recolectadas en Mérida-Sisal reportan valores de Tso mas calidas,
temperaturas que se encuentran entre -12°C y -23°C. Por otro lado, las bacterias
de Altzomoni reportan un Tso promedio de ~-34°C, por lo que se corrobora que las

muestras de la Peninsula de Yucatan son mas eficientes que las de Altzomoni.

3.4.Ralstonia paucula

Debido a que la bacteria Ralstonia paucula, una proteobacteria, mostré ser el
microorganismo mas eficiente se ahondara mas en dicha bacteria, también llamada

Cupriavidus pauculus (Koneman, 2008).

Dado que Ralstonia paucula presento valores promedio de To de -11.5+1.33°Cy Tso
de -17+0.66°C, esta bacteria es el tnico microorganismo de los 40 analizados, que

mostro tener habilidades de medias a altas como INP.

Es importante comparar a la Ralstonia paucula con otras bacterias que se han
reportado como INPs eficientes debido a que sus temperaturas son cercanas a las
de estas bacterias, que también son Gram-negativas. Cabe destacar que la mayoria
de las bacterias que se han reportado en la literatura como eficientes INPs son

bacterias Gram negativas (Kassmannhuber, 2017).

Como se mencioné anteriormente y como lo report6 Maki et al. (1974), la
Pseudomonas syringae tiene valores de To que varian entre -2°C y -4°C, la cual al
igual que Ralstonia paucula es una proteobacteria. Sin embargo, la bacteria
Pseudomonas syringae presenta una morfologia de bacilo (Anzai, et al., 2000) y las
colonias tipicas de la Ralstonia paucula son redondas, lisas y no pigmentadas
(Inkster et al., 2021). La diferencia entre las temperaturas de congelacién
posiblemente se deba a su morfologia y/o a que en general, no todas las cepas

dentro de una especie son INA (ice nucleation active), es decir, no todas pueden
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activarse para la nucleacion de hielo y también dentro de las cepas INA, la fraccion
de células nucleadoras de hielo varia significativamente (Hirano y Upper, 1995). Por
otro lado, la bacteria Pantoea agglomerans mostré temperaturas de congelamiento
de hasta -3.4°C (Ariya et al.,, 2009) y el Snomax de -8°C. Aunado a esto, la
investigacion de Christner et al. (2008) reveld que los INP biologicos activos a

temperaturas calidas son abundantes en las muestras de nieve fresca y ubicuos en
las precipitaciones.
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4. CAPITULO 4: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Los microorganismos analizados en este proyecto fueron muestreados en tres sitios
diferentes donde las condiciones atmosféricas de cada uno de ellos eran altamente
variables. El sitio de muestreo de Altzomoni es caracterizado por sus bajas
temperaturas, por el contrario, en la Peninsula de Yucatan se llega a presenciar
temperaturas de hasta 34.9°C. La Ciudad de México, se encuentra principalmente
afectada por sus altos niveles de contaminacion con una temperatura anual

promedio de 16°C y con temperaturas tan altas como 25°C.

A pesar de que las particulas de origen biologico estan consideradas como uno de
los aerosoles més eficientes como INPs, sélo un microorganismo, la bacteria Gram-
negativa Ralstonia paucula, de los 40 analizados mostré temperaturas de
congelacion de To de -11.5°C y una Tso de -17°C. Aun asi, lo anterior no es
completamente sorpresivo dado que una fraccion muy pequefia de las particulas de
aerosol (tipicamente 1 en un millén) logra reunir las caracteristicas necesarias para
poder actuar como INP, lo cual concuerda con los resultados encontrados en el

presente estudio.

Se encontré que las bacterias colectadas en la Peninsula de Yucatan resultaron ser
mas eficientes como INPs que las recolectadas en Altzomoni (a excepcion de
Ralstona paucula). Las bacterias recolectadas en Altzomoni, se encuentran
constantemente sometidas a un mayor estrés debido a las bajas temperaturas que
caracteriza a este sitio de muestreo, algo a lo que no estan expuestas las bacterias
de la Peninsula de Yucatan. Los propagulos fungicos recolectados en la Ciudad de
México mostraron temperaturas de nucleacion mas cercanas a la de la congelacion
homogénea, por lo que se puede concluir que, de los microorganismos analizados

en el presente estudio, los propagulos fungicos son los menos eficientes como INPs.
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Si bien la eficiencia como INP mostrada por la bacteria Ralstonia paucula, no es tan
alta como la mostrada por otras bacterias como la Pseudomonas syringae y la
Patoea agglomerans, su eficiencia es un indicativo que las particulas biologicas
tienen un gran potencial en afectar la formacién de hielo y, por lo tanto, los patrones
de precipitacion a nivel local y/o regional. Sin embargo, es necesario continuar

evaluando el papel que juegan las bioparticulas en el ciclo hidrolégico.

RECOMENDACIONES

Ya que la bacteria Ralstonia paucula fue el microorganismo mas eficiente para llevar
a cabo la nucleacion de hielo, es conveniente que se determinen las caracteristicas
fisicoquimicas que posee esta bacteria para tener un mejor entendimiento de las
especies que pueden facilitar la nucleacion de hielo a temperaturas calidas.

Para contar con mas informacién, seria interesante comparar y complementar los
resultados obtenidos en este proyecto con otras especies y de esta manera tener
un mejor entendimiento del comportamiento de las bioparticulas que pueden actuar
como INPs en latitudes tropicales y también especificamente en México. Por lo
tanto, se recomienda hacer estudios tanto en otras ciudades, asi como en las demas

costas que posee México.

Debido a que en estudios anteriores se ha encontrado que Cladosporium, Alternaria
y Penicilium son comunes en ambientes continentales y marinos, se recomienda
que se tomen muestras oceanicas para poder ser comparadas con las que ya se
tomaron en la Ciudad de México y determinar si la contaminacién disminuye la

eficiencia como INPs de estos organismos.

En cuanto a la realizacion de los experimentos las recomendaciones son: contar
también con una camara que grabe la placa de ELISA, de esta manera ya no se
ocuparia el celular. Asi mismo, tener una camara que grabe la rampa de

temperatura en un solo video facilitaria el analisis de los experimentos y a su vez
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disminuiria el margen de error que provoca el tener grabada la temperatura de un

experimento en varios videos.
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ANEXO 1.
Imagenes de los propagulos fangicos recolectados. Una vez que se cultivaron los

propagulos que fueron analizados, se pudieron observar como estan representados
enla Tabla 7.

Tabla 7. Imégenes de las colonias de propagulos fungicos crecidos en EMA y de las
esporas correspondientes a cada colonia, colectados en la Ciudad de México.

Nombre del Medio de cultivo Microscopio

hongo

Cladosporium

Alternaria

Aspergillus spl

Aspergillus sp 2

Penicillium sp 1
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Penicillium sp2
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