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RESUMEN

Un total de 101 colonias de bacterias marinas presentaron actividad proteolitica, las cuales
fueron aisladas en la zona costera de 6 sitios de muestreo en 3 temporadas climaticas, se
evalué la formacion de halos trasparentes en Agar R-2A suplementado con 5% de caseina,
cloruro de sodio al 3%, a un pH de 7, durante 5 dias. Se demostré que la abundancia de
bacterias con actividad proteolitica KW-H(2,72)=0.7337, p=0.692 y la actividad enziméatica
KW-H(2,101)=0.364, p=0.833 en diferentes temporadas climaticas no poseen diferencias
significativas estadisticamente, encontrando a su vez dos cepas que presentaron un alto
indice Enzimatico: la primera con un |IE=2.666 localizada en Temporada de Lluvias en playa
Farall6n y la segunda con un IE=2.333 en Temporada de Estiaje en la playa de Villa del Mar.
Asi mismo tampoco existieron diferencias significativas estadisticamente entre la
abundancia de bacterias con actividad proteolitica KW-H(5,72)=4.0131, p=0.5475 vy la
actividad enzimatica KW-H(5,101)=6.4218, p=0.267 con respecto a los sitios de muestreo,
aunque se pudo observar una mayor abundancia en la playa de Boca del Rio durante la
Temporada de Estiaje y una menor presencia en la Temporada de Lluvias en Farall6n. Estos
hallazgos sugieren que, a pesar de las variaciones estacionales, la zona central de Veracruz

mantiene una saludable bioestabilidad en términos de contaminacion proteica.

Palabras clave: bacterias productoras de proteasas, variacion espacio-temporal,
sedimento.



ABSTRACT

A total of 101 colonies of marine bacteria presented proteolytic activity, which were isolated
in the coastal zone of 6 sampling sites in 3 climatic seasons, the formation of transparent
halos was evaluated in R-2A Agar supplemented with 5% casein, 3% chloride sodium, at a
pH of 7, for 5 days. It was shown that the abundance of bacteria with proteolytic activity KW-
H(2,72)=0.7337, p=0.692 and enzymatic activity KW-H(2,101)=0.364, p=0.833 in different
climatic seasons do not have statistically significant differences. In turn, two strains were
found that presented a high Enzyme Index: the first with an EI=2.666 located in the Rainy
Season on Farallon beach and the second with an EI=2.333 in the Dry Season on the Villa
del Mar beach. Likewise There were also no statistically significant differences between the
abundance of bacteria with proteolytic activity KW-H(5,72)=4.0131, p=0.5475 and enzymatic
activity KW-H(5,101)=6.4218, p=0.267 with respect to the sampling sites. Although a greater
abundance could be observed on the Boca del Rio beach during the Dry Season and a lower
presence in the Rainy Season in Farallon. These findings suggest that, despite seasonal
variations, the central area of Veracruz maintains healthy biostability in terms of protein

contamination.

key words: protease-producing bacteria, spatio-temporal variation, sediment.
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1. INTRODUCCION

Los humanos tienen un impacto negativo en los sistemas costeros, amenazando el equilibrio
ecologico incluso a nivel microscopico. Los efluentes generados por las diferentes
actividades antropogénicas son una fuente de contaminantes. Esta situacion deriva de la
gran capacidad del ser humano de modificar las materias primas para su propio beneficio
(Hidalgo et al., 2016). La zona costero central de Veracruz es un ejemplo claro de ello, debido
a que las diversas actividades econdmicas generan presiones antropogénicas que impactan
los servicios ecosistemicos. Estas actividades, son fundamentales para la economia local,
pero conllevan a modificaciones y desarrollos constantes en la region (Lango-Reynoso,
2019)

Estos contaminantes, que son liberados en las aguas cercanas a la costa, abarcan una
amplia variedad de productos quimicos y otros elementos, siendo la materia organica un
componente destacado. Esta materia organica, a su vez, contiene nutrientes como el
nitrégeno y el fésforo, los cuales pueden afectar considerablemente los delicados equilibrios

naturales del ecosistema marino (Rodo, 2016).

Las fuentes de nitrégeno son descompuestas por bacterias con actividad proteolitica, es
decir, bacterias capaces de liberar enzimas fuera de sus células para descomponer
proteinas mediante un proceso de hidrélisis. Este proceso rompe el enlace de tipo amida,
gue es la unién entre el grupo amino (-NH2) de un aminoacido y el grupo carboxilo (-COOH)
de otro aminoacido. Como resultado, se forman compuestos de menor peso molecular, como
péptidos y aminoacidos libres en el entorno. Estos compuestos pueden ser transportados al
agua o pueden quedar inmovilizados, ya sea bibtica o abiéticamente, en el sedimento
(Molina Trincado, 2002; Torres Alvarado et al., 2006).

Estas bacterias juegan un papel importante en el funcionamiento de los ecosistemas
marinos, en donde se encuentran involucradas en proceso de biorremediacion del medio
ambiente, por la reabsorcion de una parte de la materia organica y su reincorporacién a la

cadena tréfica y su activa participacion en los ciclos biogeoquimicos (Cabello, 2004)

El desarrollo y sobrevivencia de estos microorganismos dependen principalmente de la
disponibilidad de elementos, organicos e inorganicos, que son usados como fuentes de
energia y por la capacidad de adaptarse a diversas condiciones fisicoquimicas, como la

temperatura, pH o presion (Barbier, 2011).
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En medios con perturbacion antropogénica es comun encontrar bacterias que estén
adaptadas a estas condiciones, debido a que utilizan los recursos que tienen disponibles en
el ambiente, incluyendo a los que nosotros consideramos como contaminantes. Aunado a
ello las bacterias poseen genes de resistencia que les adaptarse a condiciones extremas,
por lo que se pueden encontrar poca diversidad de bacterias pero en altas concentraciones
en zonas altamente contaminadas, es por ello que es fundamental caracterizar cada una de
las zonas costeras, para poder determinar las diferentes condiciones en las que se puede

encontrar bacterias con actividad proteolitica (Sussmann et al., 2002).

La relevancia de las bacterias proteoliticas radica en su potencial como una opcién bioldgica
para llevar a cabo la biorremediacion en zonas costeras. Actualmente, la biorremediacion se
destaca por sus bajos costos operativos y su eficacia. Obtener bacterias con capacidad
proteolitica del mismo entorno donde se pretende realizar el proceso de remediacion ofrece

ventajas significativas.

La adaptacién de estos microorganismos a las condiciones fisicoquimicas especificas del
medio les proporciona una mayor supervivencia y una capacidad mejorada para mitigar los
contaminantes que se buscan eliminar. Este enfoque, ademas de ser econémicamente
eficiente, capitaliza la adaptacién natural de las bacterias al entorno, potenciando asi la

efectividad del proceso de biorremediacion en zonas costeras (Vazquez et al., 2008).

Por otro lado, estas bacterias podrian desempefiar un papel importante como indicadoras,
ofreciéndonos informacion sobre la calidad del agua y proporcionando datos sobre el posible
riesgo para la salud publica. En muchas ocasiones, los principales bioindicadores
bacterianos utilizados para evaluar la contaminacion del agua, como coliformes y
enterococos, estan vinculados a bacterias presentes en la flora saprofita intestinal. Sin
embargo, se tiende a pasar por alto otros grupos bacterianos esenciales para el reciclaje y

la transformacion de nutrientes (Herrera 'y Suéarez, 2005).

Ademas la generacion de enzimas proteoliticas (proteasas microbianas) tiene un papel
importante en la biotecnologia, ya que a partir de ellas se encuentran sustentadas gran
cantidad de industrias como lo son la farmacéutica, la industria alimentaria, procesamiento
de carnes, detergentes y tratamientos médicos (Hamdani et al., 2019). Algunas
comunidades bacterianas se encuentran en condiciones antagonistas a veces creadas por

el ser humano, lo que las hacen poseer diferentes caracteristicas bioquimicas y metabélicas
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gue les permite sobrevivir en habitats adversos siendo estos microorganismos muy utiles en

diferentes campos biotecnolégicos (Ramirez et al., 2004).

Por lo cual su estudio e importancia ha ido aumentando con el pasar del tiempo, enfocandose
en la busqueda de cepas fuertes y resistentes que posean alta capacidad proteolitica o
propiedades Unicas que favorezcan a un proceso industrial (Ramkumar et al., 2018). Pero
estas investigaciones no otorgan ningun peso al lugar de son obtenidas las colonias
bacterianas y como estas se encuentran interrelacionas con el medio ambiente y su posible
uso como un nuevo tipo de bioindicador para conocer si existen variaciones en el aumento

de contaminantes organicos, en este caso proteinas.

El propésito de este trabajo fue, con base lo anteriormente mencionado, analizar la
distribucion y la abundancia de las poblaciones bacterianas que presentan actividad
proteolitica en los sedimentos en las playas localizadas en la region costera central de
Veracruz. Con el objetivo de comprender la dinamica de estas poblaciones y evaluar las
variables ambientales que ejercen influencia sobre ellas. Este estudio también contribuy6 al
conocimiento de los procesos de degradacion de proteinas en los ecosistemas costeros de
México. Es importante destacar que, hasta la fecha la relacion entre la procedencia de las
muestras y estas comunidades no ha sido objeto de investigacién, lo que plantea una nueva
via de estudio en busca de nuevos bioindicadores que puedan proporcionar informacion

valiosa sobre el medio ambiente.
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2. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

Este capitulo se encuentran las teorias que son abordados dentro de este trabajo,
partiendo de un modelo pasando por una teoria constitutiva hasta llegar a la teoria
general. Continuando con los principales conceptos que son empleados para la

comprension del problema de investigacion.

2.1 Teorias cientificas

En el Cuadro 1 se muestra dos teorias y un modelo.

Se toma el modelo matematico de crecimiento bacteriano porque es la base para la
determinacién de la presencia de bacterias proteoliticas las cuales se encuentran en un
sistema cerrado y bajo condiciones de laboratorio. El crecimiento bacteriano suele
representarse a través de una curva de crecimiento logaritmico, en donde se grafica el
namero de organismos con respecto al tiempo, bajo condiciones favorables para el
crecimiento como se observa en la Figura 1 (Garre Pérez et al., 2016). Este modelo se
basado en la Teoria de la Evolucion por la adaptacion dado el crecimiento de (Cuadrado,

1995) bacterias en diferentes ambientes.

lag | Exponencial Estacionaria

Pamimetro de hedida

v

Tiempo de cultivo

Figura 1 Crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo (Cobas et al.,2007).

La teoria de la evolucién tiene como principal exponente es Charles Darwin en 1958 con
la publicacién de su libro el origen de las especies, donde habla de la seleccién natural

gue consolido a la evolucién como teoria. La determinacion de la presencia de bacterias
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en medios contaminados por el hombre es una prueba que reafirma esta teoria. Esto se
debe a que existe naturalmente una seleccién de las bacterias mas fuertes en un medio
contaminado, de las cuales pocas sobrevivirdn y generaran una nueva poblacién que
posee un mayor nivel de resistencia a este tipo de contaminacién como se muestra en la

Figura 2.
Tiempo _

Antes de la seleccién Después de la seleccién Poblacion final

Bajo ' ' Alto

Nivel de resistencia

Figura 2 Representacion esquematica de como la resistencia antibiética se
origina a través de seleccion natural (Resistencia a antibiéticos, 2020).

Finalmente se tomé la teoria general de los sistemas la cual es atribuida a George
Whilhem Friedrich Hegel, quien nos habla que un todo est4 conformado por la suma de
sus partes y estas estan interrelacionadas y son interdependientes entre si (Cuadrado,

1995), es por ello que es tomada como teoria general en esta investigacion.

Cuadro 1. Teorias y modelo utilizado en el Marco Teorico.
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Teoria General

Teoria Constitutiva

Modelo

Teoria General de
Sistemas

Su proposito es estudiar a
los sistemas a partir de la
suma de sus partes para
conformar un todo, este
principio se puede aplicar a
cualquier nivel en el campo

de la investigacion.

Teoria de la Evolucién
Esta teoria esta basada en

la selecciéon natural, la cual

nos dice que la
sobrevivencia  de las
especies sera regida por la
supervivencia  de los

organismos mas aptos o

aquellos que muestren

adaptaciones tanto
fenotipicas como genéticas

para poderse desarrollar

Modelo Matematico del

Crecimiento Bacteriano

Es el aumento de la
poblacion de una
determinada especie

bacteriana reflejada con el
paso del tiempo.

adecuadamente en su

medio.
Contexto: Contexto: Contexto:
Dominio: Es universal Dominio: Todos los seres Dominio: Bacterias.

puede contemplar todo lo
gue existe
Supuestos: Todos los
sistemas se encuentran
conformados por diversas
partes las cuales
interactdan entre si, por lo
gue son interdependientes
y se encuentran
relacionadas a diferentes
niveles otorgandoles un
comportamiento complejo.
Marco: El todo va ser mas
gue la suma de sus partes,
este todo determina la
naturaleza de sus partes,
para

comprender  sus

Vivos.
Supuestos: Es el resultado
de las adaptaciones que
los

tienen organismos

hacia los distintos
ambientes lo que generara
cambios en su material
genético (ADN) que se
propaga

determinada poblaciéon a

en una
través del tiempo.

Marco: Constituye la base
cientifica de la diversidad
de

conocimiento de poseer

especies y el

antepasados en comun.

Supuestos: Aumento del
namero de bacterias a lo
largo del tiempo.

Marco: Constituye a la
suma de todos los ciclos
de

siendo consideradas que

celulares bacterias

se encuentran en un
ambiente aislado y con los
suficientes recursos para
crecer.

Definiciones: Aplica para el
crecimiento bacteriano en

ambientes controlados.
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partes no se puede aislar
del

interrelacionadas 0

todo, estas estan
interdependientes.

Definiciones: Aplica en la
del

los

mayoria
de

sistemas complejos.

comportamiento

Definiciones: Aplica para

todos los seres vivos

Principios Fundamentales:

Principios Fundamentales:

Proposiciones

Conceptos: Sistemas Conceptos: seres vivos, Conceptos: ciclo celular,
complejos, unidades, adaptacién, especiacion, poblacion, crecimiento,
dependientes. antepasado comun, desarrollo.

genotipo, fenotipo,

herencia y relaciones

filogenéticas.
Generalidades: Es vista Generalidades: La Generalidades:
como un estudio herencia se encuentra en N=NO 2n
interdisciplinario, que los genes (ADN) en el N=nudmero de bacterias
intenta  encontrar las nucleo de las células, lo NO= numero de células en
propiedades comunes a que hace que las el momento actual
entidades, observando caracteristicas sean N= generaciones
todos los niveles de hereditarias.
realidad. n=t/o

O= tiempo de generacién
T=tiempo

Productos: Productos: Productos:
Explica de muchas Modelo mateméatico de Hipotesis: El crecimiento
maneras la teoria de la crecimiento bacteriano de la poblacion bacteriana
evolucién, mediante las dependiendo del entorno en determinado tiempo se
interacciones de los en el que se encuentre. vera influenciada por las

organismos con el medio.

condiciones del medio en

que se encuentre.

Pruebas:
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Hechos

Aplicacién en la
determinacion de la
presencia de bacterias
proteoliticas en descargas
de desechos pesqueros y
la aplicacion de estas para
su remediacion.

(Cuadrado, 1995; Garre Pérez, 2016; Gonzélez, 1992)

2.2 Litoral

La zona litoral al ser el punto de conexién entre los ambientes marino, terrestre y aéreo, se
caracteriza por su alta dinAmica (Benseny, 2006). Este ecosistema alberga una gran
diversidad bioldgica de especies marinas y terrestres, convirtiéndola en un habitad Unico y
de gran valor ecolégico. Sin embargo, esta zona se enfrenta a numerosas presiones debido
a la actividad humana lo que amenaza su equilibrio. Ademas de su importancia ecolégica,
esta area es utilizada para fines socio-econémicos debido a los diversos servicios
ambientales que brindan al hombre (Lango-Reynoso et al., 2019), por lo que no es raro que
la zona litoral se encuentre contaminada por diversos tipos de desperdicios generados por
las actividades antropogénicas que se llevan a su alrededor. El crecimiento poblacional, el
desarrollo econémico y el cambio climéatico son factores que plantean amenazas para la
zona litoral nivel mundial, incluyendo el retroceso de la tierra debido al aumento del nivel del
mar (Schlacher et al., 2008).

2.2.1 Interaccion entre bacterias y los sedimentos

Las bacterias presentes en los sedimentos costeros destacan por su alta cantidad,
diversidad y actividad, ya sea que ocupen la columna de agua o residan en el propio
sedimento (Urakawa et al., 1999). Diversos factores, como la temperatura, los nutrientes, la
salinidad, la contaminacién y la depredacion, entre otros, pueden modificar la composiciéon
de estas comunidades bacterianas. Estos factores pueden variar en intensidad en diferentes

sistemas acuaticos; por ejemplo, la contaminacion generada por actividades humanas puede
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tener un impacto mas pronunciado en areas urbanas en contraste con entornos costeros no
alterados (Horner-Devine et al., 2004).

Ademas, las oscilaciones en la carga de materia organica y la disponibilidad de oxigeno
disuelto en la zona costera pueden influir en el metabolismo de ciertas poblaciones
bacterianas en mermando otras, lo que se refleja un flujo de compuestos a través de la
interfaz entre el agua y sedimento. En las zonas costeras existen variaciones en los cambios
de las cargas de materia organica, lo cual afecta los procesos relacionados con la
descomposicién y reciclaje de la materia organica en los sedimentos costeros (Molina
Trincado, 2002).

El analisis de variables ambientales, como la temperatura, el pH o la geografia, en relacion
con las diferencias observadas entre las diversas comunidades microbianas, arrojan luz
sobre la capacidad de microorganismos capaces de adaptarse a variaciones ambientales.
Lo que da una mejor comprensién de la ecologia microbiana y su evolucién (Lozupone y
Knight, 2007).

2.3 Posibles impactos generados por las actividades antropogénicas en la
zona litoral

La franja costera mexicana posee un alto valor debido a los servicios ambientales que esta
ofrece, como es el turismo, la pesca y el comercio debido a la compleja diversidad de
ecosistemas que contribuyen a diferentes actividades antropogénicas que pueden ser

llevadas en la costa (Zarate-Lomeli, 2004).

Por otro lado, mar siempre ha sido visto y utilizado como una fuente “inagotable” de recursos
economicos para la satisfaccion de la demanda de la poblacibn humana. Asimismo, es
empleado como vertedero de residuos y contaminantes provenientes de diversas
actividades humanas, afectando el equilibrio ecolégico presente en los mares y océanos
(FAO, 2018).

La globalizacion que se ha dado en las tltimas décadas ha generado un aumento acelerado
de diferentes actividades econdmicas, que deriva en un crecimiento desordenado en puntos
clave en zonas costeras dando lugar a problemas ambientales por el espacio y el uso de los

servicios ambientales lo cual a generado un deterioro visible en la calidad de vida por la
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generacién de residuos y contaminantes ejerciendo una presion constante en la costa (Lara-
Lara et al., 2008).

En la Zona Metropolitana de Veracruz se ha registrado un crecimiento durante la Gltima
década, donde se ha priorizado el crecimiento urbano, turistico, residencial y portuario
(Lango-Reynoso et al., 2019), afectando la zona costera con la destruccién de habitats y de
servicios ambientales, generando nuevos puntos de contaminacion por las descargas de

aguas contaminadas por diferentes actividades antropogénicas.

El sistema que presenta una mayor presion humana son las zonas intermareales donde se
encuentren playas arenosas (Finkl y Krupa, 2003), estas otorgan servicios ambientales de
esparcimiento recreacion y mantenimiento de linea de costa, pero en el corredor turistico
Veracruz-Boca del Rio se ha visto la destruccion de estos habitats por el crecimiento urbano,
elaumento de las actividades recreativas en temporadas altas y la modificacion del ambiente

para la proteccién de la linea de costa (Sanchez Dominguez, 2015).

Los diversos desechos en el corredor turistico se han dado por el cambio de uso de suelo,
la alta densidad poblacional, el incremento de depésitos de residuos y contaminantes, poca
valorizacién y falta de planes para el manejo de residuos que desembocan en el mar (Reyna-
Gonzéalez et al.,, 2022). El aumento de la concentracién de los desechos en puntos
especificos genera contaminacion biolégica, afectando al ecosistema en formas que adn no
han sido debidamente estudiadas (FAO, 2018).

Cabe sefialar que Aké-Castillo et al. (2014) dividen en tres la zona central de Veracruz
debido los diferentes tipos de contaminacién generada por las diferentes actividades
antropogénicas, siendo estos intensos, moderados y severos, los contaminacion severa se
encuentran vinculada al desarrollo urbano y a la presencia de basura, por otro lado la
contaminacion intensa se da por actividades de turismo e industria, finalmente considera
como contaminacion moderada aquella que se encuentra relacionada con la destruccion del
habitad y la que generan las pesquerias junto con la acuacultura, siendo el agua el agua el

elemento mas afectado repercutiendo directamente con la zona costera.
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2.3.1 Influencia de las actividades antropogénicas en la calidad costera

Impacto de la actividad portuaria en la calidad del entorno costero

Los puertos son considerados fuentes puntuales de contaminacién costera, sin embargo,
gran parte de esta contaminacion proviene de las ciudades e industrias circundantes que
vierten sus desechos en las aguas portuarias. Ademas, debido a su ubicacion los puertos
también reciben aguas de escorrentias de sus propias superficies, las cuales estan
expuestas a efluentes industriales que aportan en pequefias concentraciones de una
multitud de sustancias altamente toxicas. Los residuos aceitosos generados por la limpieza
de tanques, el remplazo de aceites y las actividades de carga y descarga de productos

contribuyen también a la contaminacion de puerto (Camara, 1989).

El crecimiento de la poblacién alrededor del puerto y su integracidon a este trae consigo
acondicionamiento estético, sanitario de las aguas y de sedimentos portuarios, por lo que es
importante implementar politicas para garantizar la calidad del entorno costero (Camara,
1989).

Las actividades portuarias generan diversos tipos de residuos que requieren una gestion
adecuada. Estos residuos incluyen aceites y grasas provenientes de la lubricacién de las
embarcaciones, contaminacion térmica causada por la refrigeracion de motores, metales
pesados disueltos en el agua debido a estructuras metalicas, aguas residuales provenientes
de los servicios sanitarios de las embarcaciones, y residuos de actividades marinas como
anzuelos, cables, redes, cabos, aguas de sentina, agua de lastre y residuos domésticos

como envases de plastico, metal, vidrio, papel y carton

El puerto de Veracruz se encuentra ubicado estratégicamente en la Zona Central del Golfo
de México convirtiéndolo en el principal puerto de entrada a México desde el Atlantico.
Debido a su actividad comercial y distribucién de grandes volimenes de carga, el puerto

requiere una economia sélida para su funcionamiento (Dominguez Pérez, 1990).

Efectos de la actividad turistica en la calidad del entorno costero

El turismo es ampliamente reconocido a nivel global como una de las actividades
econdémicas mas importantes, gracias a su crecimiento constante y a su capacidad para
generar ingresos y empleo. No obstante, en las zonas costeras donde el turismo se

desarrolla, tanto el este sector como las comunidades locales comparten recursos, lo que
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puede dar lugar a conflictos. Estas interacciones tienen un impacto significativo en la calidad

de vida de los residentes locales (Chavez-Dagostino et al., 2018).

Segun Barrera-Escorcia y Namihira-Santillan (2004), se ha observado que las poblaciones
de bacterias coliformes no siguen un patrén estacional constante; pero sin embargo, se ha
registrado un aumento en la cantidad de estos microorganismos en momentos de alta
actividad turistica. Esto sugiere que las condiciones sanitarias en las zonas costeras se
deterioran con la afluencia turistica, lo cual estd asociado al incremento de dichos

organismos.

De acuerdo con Ramos-Ortega et al. (2008), la franja costera, donde se concentra la mayoria
de las actividades humanas de interaccion directa, como las turisticas, exhibe signos de
contaminacién microbioldgica. Este fenédmeno se atribuye al incremento poblacional que
acompafia la temporada de turismo, lo que resulta en niveles de contaminantes que exceden

los limites aceptables.

Influencia de la urbanizacién en la calidad del entorno costero

La influencia de la urbanizacién en la calidad del entorno costero se manifiesta a través de
diversos efectos, entre los cuales destaca la contaminacién bacterioldgica derivada de aguas
residuales urbanas. La presencia de bacterias patégenas en el agua contaminada puede dar
lugar a enfermedades especialmente a través de organismos filtrador los cuales actian

como bioacumuladores de este tipo de contaminacion (Camara, 1989).

Otro aspecto relevante es el enriquecimiento de nutrientes debido al aumento masivo de
aguas residuales urbanas ricas en nitrégeno y de fosforo derivados de excretas humanas y
por el empleo masivo de detergentes. Este tipo de contaminacidn se observa en zonas de
poca renovacién de agua, las cuales son sometidas a un constante aporte de aguas

residuales urbanas contaminadas (Camara, 1989)

En el caso particular de las aguas residuales urbanas la urea es una de las principales
fuentes de nitrégenos que ingresa a ambientes acuaticos. La cantidad de urea presente en
el agua dependera de las plantas de tratamiento de aguas residuales y su eficiencia para la

eliminacion del nitrégeno (Glibert et al., 2006).
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Contribucion de laindustria pesquera a la degradacion de la calidad costera

Las actividades pesqueras recolectan organismos marinos con fines alimenticios y
descargan sus desechos en zonas particulares. Se ha demostrado que la presencia de estos
desechos pesqueros puede generar cambios en los pardmetros fisicos como es son la
turbidez y la temperatura, asi como cambios en los parametros quimicos en pH, en la
demanda quimica de oxigeno y en la demanda biolégica de oxigeno (Ventura y Flores,
2017). El principal contenido de los desechos pesqueros es materia organica suspendida y
diluida, viseras, grasas y aceites, heces, sangre, mucus y agua de mar. Comunmente a esta
mezcla de diferentes compuestos organicos y agua de mar es conocida como sanguaza en

varias partes del mundo.

Guzman Serrano y Pastor Lorenzo (2020) y Ventura Cueva (2017) mencionan que la
generacién de la sanguaza se da por la mala manipulacion del pescado desde su extraccion
hasta su procesamiento. Las mas altas concentraciones de sanguaza se dan en la descarga
del pescado, a esto se le suman otros factores como la temperatura del lugar, el tamafio y
la cantidad de organismos capturados y la posterior limpieza que se hace en las

embarcaciones al acabar la jornada laboral.

La sanguaza esta principalmente conformada por sangre y materia organica, la sangre esta
conformada por una parte fluida denominada plasma y de tres grupos celulares: Los
hematies que se encargan de la oxigenacion, los trombocitos: coagulantes y los leucocitos
gue sistema de defensa del organismo (Alvis, 2006). Todos estos compuestos generan un
caldo de cultivo el cual es rico en productos nitrogenados principalmente proteinas vy
aminodcidos que seran aprovechados por distintos organismos que se encuentren presentes

en el ambiente.

El desarrollo de la pesqueria riberefia produce diversos impactos en los distintos
componentes de los ecosistemas. Uno de estos impactos el cual es el que se encuentra
como problema de investigacion es la recepcién de la contaminacién bioldgica en el cuerpo
marino costero, afectando posiblemente a las poblaciones de organismos que viven a su
alrededor. Segun el Ministerio de la Produccion (2009), existen principalmente cinco tipos
de impactos, el primero esta relacionado con los cambios fisico-quimicos de agua de mar
gue rodea algun efluente pesquero, la alteracibn de algunos ciclos biogeoquimicos,
modificacion en la diversidad de especies, cambios estéticos y variacion en el tiempo que el

ecosistema requiere para regresar a su punto de equilibrio.
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El principal cambio fisico como se habia mencionado anteriormente es la incrementaciéon de
la turbidez, debido al aumento de las particulas de suspension y por las grasas y aceites
presentes en la sanguaza. Los cambios quimicos se dan por la entrada de grandes
concentraciones de materia organica que desencadenan una serie de procesos en la
columna de agua. Disminuyendo el contenido de oxigeno disuelto, modifica el pH del agua

y la oxido-reduccién de los sedimentos.

La alteracion en los ciclos biogeoquimicos se da por la degradacion de la materia organica
gue llega al cuerpo de agua, esta materia organica se mineraliza produciendo nitratos,

amonio y fosfatos que producen eutrofizacién en el ambiente.

La modificacion de la diversidad de especies se da por los diversos cambios mencionados
anteriormente que se dan en la columna de agua, si se da la disminucion de la concentracion
del oxigeno en el agua los organismos se ven forzados a desplazarse a otros sitios donde
encuentren las condiciones 6ptimas para su crecimiento y desarrollo o mueren por las
condiciones anoxicas del medio. La turbidez en el agua afecta en la entrada de luz solar, lo

cual puede ser muy perjudicial para los organismos autétrofos.

Los cambios estéticos estan dados por el aumento de la fertilidad del agua que provoca el
aumento de fitoplancton y de bacterias, ademas de cambios en la transparencia y color y la

aparicion de olores desagradables.

Finalmente, la resiliencia se ve afectada por las altas concentraciones de materia organica
gue estan siendo agregadas a la columna de agua crénicamente, provocando que el sistema

tarde cada vez mas tiempo en regresar a su punto de equilibrio.

2.4 Temporadas climéticas

La zona costera Veracruzana presenta un patrén climatico estacional influenciado por la
circulacion atmosférica-ocednica, lo cual genera cambios en la energia del oleaje,
distribucion de sedimentos, variaciones de temperatura y corrientes litorales (Salas-Pérez y
Granados-Barba, 2008) Este patrén climatico se caracteriza por la influencia de la circulacion

atmosférica y los efectos del océano, lo cual tiene impacto en varios aspectos, como:

1. Energia del oleaje: Los cambios en la circulacién atmosférica y oceanica afectan la

energia y la direccion del oleaje en la zona costera de Veracruz.
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2. Distribucion de sedimentos: La circulacion marina y los patrones de corrientes
modifican la distribucion de sedimentos a lo largo de la costa veracruzana.

3. Temperaturas: Las condiciones climéticas en la zona urbana de Boca del Rio y
Veracruz se caracterizan por ser calidas y humedas, con lluvias principalmente
durante el verano. Ademas, se destaca por tener un clima soleado con poca variacion
térmica. Durante la temporada de "Nortes", que ocurre de noviembre a febrero, los
vientos del norte suelen ser violentos (Tejeda Martinez, 1995).

4. Temporadas climéticas: Debido a las condiciones climéticas, se pueden identificar
tres temporadas en la zona costera veracruzana:

a) Temporada de Lluvias (junio a octubre): Durante esta temporada, se registran
las mayores precipitaciones en la zona costera de Veracruz. Las lluvias
intensas pueden tener un impacto significativo en el litoral, ya que contribuyen
al aumento del caudal de los rios y a la descarga de sedimentos al mar. Esto
puede resultar en cambios en la morfologia de las playas, erosion costera y
modificaciones en la dinamica de las corrientes marinas. Ademas, la
presencia de lluvias afecta la calidad del agua en las zonas costeras e influyen
en la actividad bioldgica y ecoldgica.

b) Temporada de Nortes (noviembre a febrero): Durante esta temporada, se
experimenta la influencia de los vientos del norte, que son vientos fuertes y
predominantes en la zona. Estos vientos generan cambios en la circulacién
marina, produciendo corrientes que se desplazan de norte a sur a lo largo del
litoral. El oleaje puede ser mas intenso y se pueden formar corrientes de
resaca, lo que afecta la dinAmica de las playas y la distribucion de
sedimentos.

c¢) Temporada de Estiaje (marzo a junio): En esta temporada, se caracteriza por
una disminucion en la cantidad de lluvias y un incremento en la temperatura.
Los vientos del norte suelen ser menos intensos, lo que influye en una menor
agitacion del oleaje en comparacion con la temporada de Nortes. Las
corrientes marinas pueden variar, pero en general, la circulacion tiende a ser

mas tranquila en esta época del afio.

5. Circulacion marino-costera: Durante la temporada de lluvias, las corrientes marinas

tienden a fluir de sur a norte en la zona costera veracruzana. Sin embargo, en
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condiciones de "Nortes", la circulacion se invierte, con las corrientes moviéndose de

norte a sur debido a la influencia de los vientos (Pérez, 2012).

La zona costera Veracruzana experimenta variaciones estacionales en su clima y
condiciones marinas debido a la circulacién atmosférica-oceanica, lo cual tiene efectos
significativos en la energia del oleaje, distribucion de sedimentos, temperaturas y

corrientes marinas en la region.

2.5 Bacterias

Las bacterias son consideradas como los organismos mas pequefios, poseen varios
componentes de las células eucariotas y pueden ser encontradas en todos los ecosistemas
existentes en la tierra ocupando infinidad de nichos ecoldgicos que varian entre si en sus
caracteristicas fisicoquimicas. Las bacterias son de suma importancia en nuestro planeta,
debido a que sus metabolismos poseen varias aplicaciones practicas que hacen que la vida
como la conozcamos exista (Varela y Grotiuz, 2008). Se entiende como metabolismos a
aquellas reacciones quimicas que se dan en las células, esta es aprovechada por el

ambiente para la reduccion de materia organica presente en este (Rodas, 2016).

2.5.1 Hidrolasas
Dependiendo de la funcién que tiene cada una de las enzimas se pueden obtener una

clasificacién en la cual se afiade el sufijo ASA:

e Oxidoreductasas
e Transferasas

e Hidrolasas

e Liasas

e |[somerasas

e Ligasas

Las hidrolasas tienen como funcién especifica la realizan la degradacion de moléculas
mediante la hidrolisis de éteres (C-O-C), esteres (C-O-O-) y aminoacidos (CO-NH), las
enzimas proteoliticas se desempefian en la hidrolizacion de proteinas degradando las
uniones de los aminoacidos (CO-NH), a su vez se encuentran clasificadas en

endopeptidasas y exopeptidasas, las primeras realizan la hidrolizacion de uniones peptidicas
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en el interior de la cadena de la proteina y las segundas comienzan en los extremos de la

cadena de la proteina (Valeria, 2019).

2.5.2 Bacterias Proteoliticas

Se conoce como bacterias proteoliticas a todas aquellas bacterias que pueden romper
biopolimeros a constituyentes mas pequefos, es decir realizan hidrolisis para el rompimiento
de proteinas dando la formacién de aminoacidos con ayuda del agua (Rodas y Botello,
2016). Este proceso se realiza por accidon de enzimas extracelulares llamadas proteasas o
peptidasas, que rompen la unidn peptidica generando péptidos, aminas, amonio y
aminoacidos libres (Figueroa et al., 1997). Como productos finales se obtiene a los acidos
organicos, amonio, diéxido de carbono y pequefas cantidades de hidrogeno diatémico
(Parra, 2015).

Se encuentran en diversos ambientes tanto acuaticos como terrestres y estan distribuidas
en plantas, animales y microorganismos. Participan en diversos procesos fisioldgicos
poseyendo una alta especificidad dependiendo del sustrato o el medio en el que se
encuentren (Marroquin et al., 2019). Dado que son fisiolégicamente necesarias para los
organismos, estas se encuentran en una gran diversidad de lugares como lo son plantas
animales y microorganismos (Rao et al., 1998), por ejemplo muchas enzimas proteoliticas
se encuentran en el estbmago de los peces las cuales le ayudan a la digestion,
encontrandose con mayor frecuencia a la pepsina que hidroliza enlaces peptidicos

produciendo peptonas y polipéptidos (Acuicultura, 2012).

Con la presencia de sanguaza se da la degradacién proteica por la accion enzimatica de
algunas bacterias, dando lugar a procesos oxidativos. Como producto final de todo este
proceso se da la mineralizacién de algunos productos. La degradaciéon de proteinas no
provoca un cambio drastico en el pH del mar debido a la gran extensién en la cual se esta
derramando la sanguaza, ademas de la formacibn de amonio y acidos bioquimicos
(Ministerio de la Produccion, 2009).

30



Materia organica compleja
(carbohidratos, lipidos y proteinas)

HIDROLISIS

(Bacterias fermentativas hidroliticas)

\

Componentes organicos sim ples
(azlUcares, acidos grasos y
aminoacidos)

Figura 3 Esquema de la digestién anaerobica de la materia organica, Fuente (Moraes et
al., 2015).

2.5.3 Crecimiento Bacteriano

Para el estudio de cepas bacterianas que posean actividad proteolitica se necesita iniciar
con su cultivo, este proceso se realiza en laboratorio y se da para la propagacion de
crecimiento de determinada cepa bacteriana. Se realiza mediante el control de las
condiciones ambientales y los nutrientes requeridos para cada microorganismo. Para ello se
debe saber cuales son las condiciones mas adecuadas o los requisitos minimos que
necesitan las bacterias para realizar el cultivo y saber igualmente estos requisitos si se
requiere aislar una poblacién bacteriana especifica. Los cultivos nos van a permitir la
obtencion de millones de bacterias que se encontraran en colonias aisladas, un segundo
cultivo aislando cada una de estas colonias permitira la obtencion de un cultivo puro (Varela
y Grotiuz, 2008).

Se considera como crecimiento bacteriano al aumento en el nimero total de células
bacterianas dentro de una poblacién en determinado tiempo, el cual puede ser cuantificado
directa o indirectamente. Dentro de este crecimiento se distinguen 4 fases por la cual pasa

una poblacion bacteriana:

a) Fase de latencia
b) Fase exponencial

c) Fase estacionaria
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d) Fase de muerte

En la Figura 4 se puede observar cada una de estas fases. En la fase de latencia existe poco
crecimiento, las células empiezan a sintetizar enzimas que seran utilizadas mas adelante
para la actividad metabdlica. En la fase exponencial se da el maximo crecimiento bacteriano,
este dependera del organismo y de las condiciones ambientales. La fase estacionaria es
cuando el crecimiento disminuye hasta convertirse en una asintota, se da por el agotamiento
de los recursos o de las condiciones experimentales, en este punto existe un equilibrio entre
el numero de células nuevas y las que mueren. La fase de muertes es el aumento de la
mortalidad presentandose una disminucion considerable de células bacterianas (Benintende

y Sanchez, 2002).

c Donde:

(f' y, dN/dt= Tasa de crecimiento

N= Numero de células o

1]

=1 biomasa en el tiempo

-'LD-J u= Velocidad especifica de
pt crecimiento

T b d Kd= Constante de

g velocidad de muerte celular
E

-3

c

=

o

o

S _a/) dN/dt=pN dN/dt=0 dN/dt=-K4NN

L I ! | l ! L ]
TIEMPO

Figura 4 Curva de crecimiento bacteriano con sus correspondientes ecuaciones (Varela 'y
Grotiuz, 2008).

Dentro de la determinacion de la presencia de microorganismo proteoliticos se pueden llevar
a través de distintas técnicas analiticas de degradaciéon: por degradacion de urea,

degradacion de leche y degradacion de gelatina (Jorge, 2020).

2.5.4 Medios de cultivo

Es una mezcla de nutrientes que se requieren para el crecimiento de las bacterias,
dependiendo de las necesidades de cada poblacion de organismos, estos deben de estar
en cantidades apropiadas que permitan un adecuado crecimiento. Hay que tener en cuenta
de que, aungue cada poblacion bacteriana es distinta todas ellas mantienen la misma

composicién quimica en cada una de sus células (Varela y Grotiuz, 2008).
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Para los distintos cultivos bacterianos existen tres tipos de medios los liquidos, los
semisélidos y los sdlidos, estos Ultimos son empleados para el asilamiento bacteriano,
mientras que los liquidos son para el enriquecimiento de una poblacion bacteriana. Los
medios compuestos principalmente de agar con caseina o leche en polvo son utilizados para
la determinacion y el aislamiento de bacterias proteoliticas, siendo este un medio selectivo
gue permite el desarrollo de bacterias proteoliticas, pero inhibe el desarrollo de las demas

bacterias (Inat Trigueros, 2016).

2.6 Importancia biotecnoldgica

Actualmente se utiliza a la biotecnologia para la restauracion y mejora de procesos
productivos en la constante blsqueda de conocimientos, bienes y servicios de interés
humano. Este tipo de tecnologia es aplicada en la utilizacién de técnicas, procesos y
métodos para la incorporacion de organismos vivos y/o aspectos derivados de los mismos.
Dentro de este campo esta la clonacion de genes de proteasas bacterianas para la
sobreproduccién de enzimas que tienen diversas aplicaciones comerciales en las industrias

alimentaria, de detergentes y farmacéutica (Rao et al., 1998).

Las proteasas tienen una amplia gama de aplicaciones, principalmente en las industrias de
detergentes y alimentos. Teniendo en cuenta la tendencia reciente de desarrollar tecnologias
respetuosas con el medio ambiente, se espera que las proteasas se utilicen en procesos de
biorremediacion. La demanda de enzimas para diferentes aplicaciones varia mucho. Las
enzimas proteoliticas se utilizan ampliamente en la industria farmacéutica para producir
medicamentos, en las industrias de alimentos y detergentes son utilizadas como preparados
crudos, en la industria del cuero pueden ser utilizadas para su procesamiento y la reduccion

de la contaminacién ambiental que esta provoca (Rao et al., 1998).

2.6.1 Biotecnologia Blanca.

A este tipo de biotecnologia se le denomina blanca ya que se encuentra relacionada a la
produccion, transformacion o degradacion de compuestos o moléculas mediante la
utilizacion de sistemas y procesos bioldgicos. Una de sus ramas en la estabilizacién de
enzimas y células con base de la comprensién del medio y el control de las variables que se

encuentran en algun proceso de produccion. Por su alta eficiencia, especificidad crean
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menos residuos, son respetuosos con el medio ambiente, faciles de usar, seguros y

eficientes a bajas concentraciones (Daboor et al., 2012; Sanchez Montero, 2009).

La biotecnologia blanca se encuentra en buUsqueda de organismos con ciertas
caracteristicas, que sean eficientes en la degradacién de proteinas, que tengan una alta
competitividad y por su alta especificidad que sean adecuados para determinada industria
(Rodas y Botello, 2016).

Las enzimas producidas por la actividad proteolitica poseen un gran potencial
biotecnoldgico, se utilizan en diversas industrias por razones economicas, religiosas y
culturales. Se encuentran en diversos procesos productivos como lo son la elaboracion de
guesos, cervezas, tiernizacién de carnes, panificacion aditivos de polvos en detergentes,
manufactura de cueros, en la industria textil, uso farmacolégico y médicos (Llorente, 2002).
Su principal aplicacién es a nivel industrial debido a la facilidad de obtencién de productos
gue serian imposibles y/o costos por otros métodos fisicos quimicos (Sanchez Montero,
2009). La digestion bacteriana anaerdbica que se da en las proteinas es empleada en la
industria alimentaria para la reduccion de gastos y la reduccion de la contaminacion

ambiental (Moraes et al., 2015).

2.6.2 Biotecnologia gris

Esta biotecnologia de encuentra enfocada en las aplicaciones tecnol6gicas que ayuden al
medio ambiente, mediante la creacion de y/o utilizaciéon de recursos y procesos que den a
soluciones para la proteccién y remediacion del ambiente (Sdnchez Montero, 2009). La
utilizacion de bacterias en medios contaminados es una alternativa viable debido a la
capacidad que poseen estos microorganismos para absorber diferentes tipos de
contaminantes empleandolos dentro de su metabolismo para la sintesis de elementos que

son necesarios para su sobrevivencia (Galindo et al., 2020).

La deteccion de determinadas cepas bacterianas nos proporciona informacion del medio,
por lo gue puede ser consideradas como indicadores de contaminacién y en algunos casos
también pueden ser empleadas como posibles biorremediadores de la misma

contaminacion.
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2.6.3 Biotecnologia azul

Cuando se habla de biotecnologia azul se refieren a aquella tecnologia biolégica que es de
origen marino, debido a la gran variabilidad de condiciones ambientales marinas existen gran
cantidad de organismo adaptados a estos medios. Siendo el mar un centro de atencion en
la busqueda de nuevos hallazgos para satisfacer nuestras necesidades en la oferta de
productos marinos, aumentar la seguridad y control de contaminantes encontrados en el

agua y el desarrollo industrial (Hernandez Hernandez, 2020).

3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Antecedentes

3.1.1 Actividad proteolitica bacteriana en agua superficial de ambientes
marinos

Existen investigaciones sobre la actividad proteolitica bacteriana en ambientes marinos,
estos trabajos fueron realizados a partir de la toma de muestras de agua marina
superficial. La toma de muestras de dos de ellas se encuentra relacionadas con
efluentes pesqueros, mientras que la otra fue obtenida cerca de unaisla en la Antartica.
Castro et al. (2012) aislaron 10 cultivos de bacterias generadoras de proteasas
extracelulares provenientes aguas superficiales de efluentes pesqueros, encontrando

gue la mayoria de los cultivos presento actividad proteolitica. Sanchez et al. (2004)
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extrajeron proteasas extracelulares de bacterias marinas provenientes de aguas
contaminadas por la pesqueria, determinaron las condiciones ambientales para su
optimo desarrollo (concentracion de NaCl, temperatura y pH) hallando que todas las
bacterias son halotolerantes, psicotréficas y alcalofilas moderadas e identificaron al
género Pseudomonas sp. Como poseedora de la mayor actividad proteolitica. Y
Vazquez et al. (2008) obtuvieron 33 aislados bacterianos obtenidos de muestras de
agua marina de la isla Rey Jorge en la Antartida, de los cuales se aisl6 e identifico una
cepa de Pseudoalteromonas sp. Como aquella que posee la mayor actividad
proteolitica. Estas investigaciones otorgan nuevo conocimiento de las redes tréficas y
de las condiciones que necesitan los microorganismos para poder ser utilizados

ambiental y comercialmente.

3.1.2 Actividad proteolitica bacteriana en sedimentos acuaticos

Li et al. (2017) determinaron la diversidad bacteriana productora de proteasa en
sedimentos marinos, obtuvieron 121 aislados bacterianos, los cuales se caracterizaron
por el tipo de proteasa, utilizando ARNr 16S encontrando 4 filos y que la diversidad
depende de cada sitio de muestreo. Prihanto et al. (2020) aislaron e identificaron
bacterias hal6fitas productivas de proteasas obtenidas de los suelos de los estanques
de sal, mostrando que uno de los seis aislados bacterianos tenia la capacidad de
producir proteasas, siendo identificado como Amilocua faciens. Estos trabajos nos
proporcionan nueva informaciéon sobre la diversidad bacteriana en el sedimento
acuatico y la identificacidon y caracterizacion de cepas bacterianas que pueden ser

utilizadas como productoras de proteasas.

3.1.3 Actividad proteolitica bacteriana en desechos de pescado

Wibowo et al. (s.f.) aislaron bacterias productoras de colagenasa a partir de residuos
de pez globo, seleccionaron colonias e identificaron los distintos parametros
(temperatura, pH, concentracion de sustrato, presion osmética, concentracion de
inoculo y velocidad de agitacion) para su optimo crecimiento. Swapna et al. (2011)
aislaron y caracterizaron de posibles bacterias de acido lactico (bacterias proteoliticas

y bacterias lipoliticas) a partir de desechos de viseras de pescado de agua dulce, los

36



cuales fueron expuestos a antibi6ticos encontrando que son sensibles a cefalotina y
clindamicina y resistentes al cotrimoxazol y la vancomicina. Daboor et al. (2012) aislaron
la actividad enziméatica de colagenasa de residuos de pescado, determinaron los
distintos efectos de diélisis KSCN, inhibidores enziméticos y diferencias en el pH y
temperatura. Ramkumar et al. (2018) utilizaron los desechos intestinales de Sardinella
longiceps para la produccion de proteasas alcalina termotolerante para ser utilizada
como detergente. Demostrando que es compatible con todos los detergentes
comerciales. Y Rebah y Miled (2013) realizaron una revision del procesamiento de
pescado para la produccion de enzimas microbianas. Todas estas investigaciones se
encuentran basadas en que los desechos de la industria de pescado generan un
problema ambiental y de salud. Una de las soluciones que plantean es la hidrolizacién
para su eliminacion de este, siendo también una fuente de nutrientes para el crecimiento
microbiano, con posible aplicacion para la recuperacidn de proteinas y lipidos.
Minimizando su impacto ambiental y proporcionando una alternativa industrial para su

utilizacion.

3.1.4 Actividad proteolitica bacteriana en desechos de otros organismos
acuaticos

Algunas otras investigaciones buscan la presencia de actividad proteolitica bacteriana
en otros organismos acudticos que son de importancia econdmica. Cornejo et al. (2021)
aislaron e identificaron diferentes cepas de bacterias pertenecientes al desperdicio de
camardn para su posible tratamiento y obtencién de subproductos. Encontraron que el
96.88% de las cepas analizadas presentaban actividad proteolitica y utilizaron el
método ARNr 16 s para la identificacién bacteriana. Amin (2018) investigo la presencia
de proteasas marinas en tractos gastrointestinales de abul6n para su utilizacion como
probidticos en la acuicultura. Asilando diez cepas bacterianas e identificando a la que
poseia una mayor actividad proteolitica, identificandola también a través del método de

ARNTr 16s como Bacillus amyloliquefaciens.

3.1.5 Actividad proteolitica bacteriana en suelos

También se han realizado investigaciones de la presencia de actividad proteolitica
bacteriana en suelos Zaragoza Carmona (2011) realizo una investigacion sobre el
aislamiento de cepas del género Bacilus que se encontraban presentes en el suelo y

gue tenian la capacidad de producir proteasas. Aislo diecisiete cepas de las cuales trece
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presentaron actividad proteolitica con potencial uso en la industria de los detergentes.
Hamdani et al. (2019) aislaron e identificaron bacterias proteoliticas en lodos en los que
se encuentran cerdos, obteniendo diez cepas bacterianas de las cuales dos tienen
potencial como bacterias proteoliticas. Rahman et al. (2018) asilaron bacterias
productoras de proteasas a partir de muestras de suelo de desechos de curtiduria de la
industria del cuero, realizaron una caracterizacion e identificacion con ARNr 16s

mostrando que la cepa con mayor actividad proteoliticas es Bacillus subtilis.

3.1.6 Actividad proteolitica bacteriana proveniente de diferentes
industrias

Rodas y Botello (2016) realizaron una investigacion de actividad hidrolitica de aislados
bacterianos para el tratamiento de efluentes de frigorifico, encontrando quince bacterias
productoras de enzimas extracelulares en condiciones naturales. Curi (2014) evalud la
actividad proteolitica y lipoliticas de cepas bacterianas provenientes de efluentes de
curtiembre obteniendo 39 cepas de las cuales el 41% presento actividad proteolitica y
51% actividad lipolitica. Estas investigaciones concluyeron la presencia de estos
microrganismos y que poseian alto potencial enzimatico. Y Masi et al. (2021) realizaron
una caracterizacion e identificacion de la producciéon proteasas alcalinas por bacterias

a partir de un efluente industrial de cuero.

En la industria lactea se han hecho investigaciones por la presencia de actividad
proteolitica en los desechos de estos residuos.Tennalli et al. (2012) aislaron bacterias
de suelo que poseia residuos lacteos para caracterizar su actividad proteolitica y
determinar las condiciones 6ptimas (periodo de incubacién, pH, Temperatura) en donde
se da el mayor desarrollo de la actividad enzimatica, encontrando dos cepas que
pueden ser utilizadas para produccién a gran escala. Mayta-Apaza et al. (2021),
evaluaron la diversidad bacteriana y de proteinas de la hidrolisis del suero de la leche
y del desecho de pescado. Encontraron variaciones en la diversidad microbiana y en
los cambios bioquimicos durante la hidrolisis o degradacién de este compuesto, existio
un cambio de pH y de nutrientes conforme se avanz6 en los dias hasta la estabilizacion

de la fermentacién gracias al crecimiento poblacional del filo Firmicutes.

Appleby (1955) asilo bacterias proteoliticas del rumen de tres ovejas en condiciones
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anaerobicas seleccionando solo aquellas que pudieron utilizar caseina, obteniendo

varias cepas bacterianas en donde se encontré en mayor medida a Bacillus lincheni.

Finalmente Hamid et al. (2019) a partir de muestras de residuos de vertedero aislaron
e identificaron ocho cepas bacterianas proteoliticas psicotréficas, purificando 18.45

veces a la cepa que presento la mayor actividad proteolitica.

3.2. Bacterias proteoliticas un nuevo enfoque para la deteccion de desechos
organicos de origen proteico

Como ya se ha mencionado las multiples acciones de origen humano ejercen una
influencia significativa en el area litoral, donde la descarga de aguas residuales no
tratadas o con tratamiento insuficiente introduce elementos externos de naturaleza
guimica y biologica al ambiente. La contaminacién en el entorno costero es frecuente y

produce variados impactos en el equilibrio del ecosistema (Torres y Calva, 2004).

Las bacterias heterdtrofas son organismos claves para la transformacion y reciclaje de
los diferentes compuestos que llegan a los ambientes marinos, como se muestra en la
Figura 5. Muchos tipos de bacterias se encuentran asociadas algun tipo de

contaminacién producida por el hombre por lo cual pueden ser considerados como

Atmoésfera
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NO3 |« NO> | < NH=2
Nitratacion Nitrosacion

Nitratacién: Nitrobacter

Nitrosacion; Nitrosomonas
Amonificacion: Colstridium,
Acetobacter Nitrificacion
Desnitrificacion: Bacillus,

Pcaiidnmnnac

Figura 5 Esquema del Funcionamiento Normal del Ciclo del Nitrégeno en Medios
Acuaticos, modificado de (Agroforesteria 2011).
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bioindicadores de la calidad de agua del mar en lo que se refiere a su contenido con la

materia organica, nutrientes y materia fecal (Herrera y Suarez, 2005). Estos indicadores

nos permiten reconocer tendencias o acontecimientos que no pueden ser observados
directamente, por lo que pueden ser usados como instrumentos de medicién de las
condiciones del ambiente costero en tiempo real (Polania, 2010). A su vez la cantidad
de indicadores bacteriolégicos guarda una correlacién con los atributos fisicos vy
guimicos del agua (su calidad), ademas del uso de esta y factores demogréficos. Por lo
general, la presencia elevada de indicadores microbiolégicos se observa en

temperaturas altas y en areas proximas a los puntos de vertido (Torres y Calva, 2004).

Para el estudio de la presencia de proteinas en entornos acuaticos debido a las diversas
descargas residuales no ha sido ampliamente explorada. Esto se debe en gran parte al
hecho de que la determinacion de este pardmetro a menudo se lleva a cabo mediante
el método de Kjeldahl, que permite medir el nitrégeno organico y el nitrdgeno amoniacal
presentes en las muestras (Rice et al., 2012). Aunque este método proporciona una
indicacién indirecta de la presencia de proteinas, su uso es menos comuin en
comparacioén con otros métodos de andlisis de contaminantes en el agua. Sin embargo,
comprender el impacto de las proteinas derivadas de las descargas residuales en los
ecosistemas acuaticos es esencial para evaluar la calidad del agua y desarrollar
estrategias efectivas de gestion ambiental. En este contexto, se sugiere la posibilidad
de usar bacterias con actividad proteolitica como indicadores bioldgicos de la
contaminacién por fuentes nitrogenadas en la zona costera. Delgado et al. (1992)
sugieren la inclusién de nuevos microorganismos indicadores para realizar un control
de la calidad del agua, asimismo que relaciones pueden estar presentes entre los

parametros microbiolégicos y fisicoquimicos del ambiente.

3.3 Vacio del conocimiento

El actual conocimiento no abarca como las variaciones climaticas como las lluvias,
nortes y estiaje, en conjunto con las variaciones espaciales que existen en la zona
costera central de México, afectan a las bacterias con actividad proteolitica. En lo que
involucra su abundancia, la cantidad de enzimas extracelulares que secretan al
ambiente, su diversidad y el papel que desempefian en el ambiente. Aunado a ello se

ignora si las variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas en los sedimentos
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costeros y las diversas actividades humanas en la zona litoral influyen dentro de estas

comunidades bacterianas.

3.2.1 Frontera del conocimiento

El enfoque vy justificaciones son generalizados en las investigaciones que buscan la
presencia de actividad proteolitica bacteriana en distintos ambientes, tanto terrestres
como acuaticos, debido a la importancia que estas enzimas tienen en el mercado
industrial. Como se ha mencionado las bacterias con actividad proteolitica se utilizan
en la obtencién de detergentes, la produccién de alimentos, la industria del cuero, la
generacién de productos farmacéuticos y la gestion de residuos (Castro et al., 2012).
Por otro lado, la falta gestion de residuos es una problematica que afecta al medio
ambiente y a sus recursos naturales. A pesar de existen algunas investigaciones entre
las que destaca Cornejo et al. (2021); (Curi, 2014; Figueroa et al., 1997) enfocadas en
la reutilizacion de los residuos organicos dejados por las distintas industrias y en su
aprovechamiento para la obtener productos con beneficio econémico. Por otro lado, hay
una escasa cantidad de investigaciones que aborden la contaminacién de origen
organico, mas especificamente proteico, en aguas dulces y marinas, y que se centren
en resolver el dafio causado al medio ambiente. En otras palabras, aunque se sabe que
este tipo de bacterias existen medios contaminados, pero no se tiene conocimiento de
cdmo son sus interacciones con el ambiente y contaminantes mas especificos, y cémo
afectan en su crecimiento, abundancia su relacién con otras especies de bacterias o

niveles tréficos mas altos.

Li et al. (2017) reconoce que gran parte de los procesos que llevan las bacterias en
ambientes acuaticos aun son en su mayoria desconocidos. Considerando que las
proteinas constituyen una parte significativa de la biomasa de los organismos y son
productos de desecho tanto de los propios organismos como de las diversas actividades
antropogénicas, es importante conocer su papel que desempefian en la cadena tréfica.
Esto se debe a que se encargan en los primeros procesos en la mineralizacion de los

componentes organismos para la reintegracién en los ciclos biogeoquimicos.
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3.3 Referencia geogréfica

El Estado de Veracruz se puede dividir en tres regiones: Norte, Centro y Sur, debido a su
extension territorial en relacion con el mar. Esta investigacién se encuentra enfocada en la
region costera central de Veracruz, ya que es la que presenta una mayor diversidad de
actividades antropomorficas dentro del desarrollo econémico, pesquero y urbano. Se
seleccionaron seis puntos de muestreo en esta area, uno de los cuales se consideré como
punto focal, ya que representa de manera mas precisa las diversas actividades
antropogénicas que se llevan a cabo en la zona litoral (Boca del Rio). Debido a esta intensa
actividad humana, se considera que esta zona es mas vulnerable a la presién social que

enfrenta.

En este contexto, la vulnerabilidad se define como el grado en que tanto el ecosistema
natural como el social pueden resultar afectados por los cambios derivados de las
actividades humanas y el cambio climéatico. La vulnerabilidad depende tanto de la
sensibilidad de un sistema a los cambios climaticos como de su capacidad para adaptarse

a dichos cambios (Botello, 2011).

Asi mismo se eligi6 a la playa de Farallén como blanco. Esta eleccidén se basé en el hecho
de que se puede considerar una "playa preservada" debido a la baja presencia de

actividades humanas a su alrededor.

La playa de Farallon se encuentra caracterizada por su relativo aislamiento y su estado
natural de preservacién. La ausencia de una alta urbanizacion y la escasa influencia del ser
humano en la zona hacen que sea un area de interés para realizar comparaciones de la
vulnerabilidad de los ecosistemas costeros. Con lo que se busca obtener una perspectiva

mas clara de los posibles impactos antropogénicos que podrian afectar el entorno costero.
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.2 Planteamiento Del Problema

La actividad proteolitica bacteriana ha sido objeto de numerosos estudios en diversos
entornos, abarcando desde desechos de pescado hasta otros organismos acuaticos,
sedimentos y diferentes tipos de industrias que generan proteinas como subproducto.
Sin embargo, es importante destacar que la actividad proteolitica bacteriana en

ambientes acuaticos ha recibido menos atencién en comparacién con otros entornos.

La mayoria de las investigaciones existentes se han centrado en la actividad proteolitica
bacteriana en aguas superficiales, generalmente relacionandola con un tipo especifico
de contaminante. Ejemplo de ello son las investigaciones realizadas por Castro et al.
(2012),Sanchez et al. (2004) y Vazquez et al. (2008)

Por otro lado, se han llevado a cabo pocos estudios que se centren en la actividad
proteolitica bacteriana en los sedimentos marinos, y Unicamente se han identificado dos
investigaciones relevantes sobre este tema, llevadas a cabo por Li et al. (2017) Prihanto
et al. (2020).

Sin embargo, existe una carencia notable de investigaciones que aborden su atencién
en la obtenciéon de muestras de sedimentos costeros y en el analisis correspondiente
de la secrecién de enzimas proteoliticas por parte de las bacterias en estos sedimentos.
Este aspecto es de gran importancia ya que la ubicacion geogréfica de las muestras
puede influir en la presencia, abundancia o actividad enzimética de estas bacterias y en

su interaccion con el entorno.

Ademas, es crucial adquirir un mayor entendimiento sobre como las variaciones
estacionales y climaticas afectan a estos microorganismos, asi como comprender su

respuesta a las perturbaciones de origen humano que ocurren en su entorno.

Es imperativo abordar este vacio en la investigacion para obtener una comprension mas
completa de la actividad proteolitica bacteriana en los ecosistemas acuaticos. Esto nos
permitird evaluar su importancia ecoldgica, entender su papel en los ciclos

biogeoquimicos y desarrollar estrategias de gestién y conservacion efectivas para
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mantener la salud y la sostenibilidad de los ambientes acuaticos.

4.3 Pregunta De Investigacion
¢Cudél es la variacion de la actividad proteolitica bacteriana por las diferentes
actividades antropogénicas, con respecto al tiempo y el espacio en la region costera

central de Veracruz?

4.4 Delimitacion del problema

Esta investigacion se centra en el aspecto ambiental y busca determinar si existe una
variacion en la abundancia de colonias de bacterias con actividad proteolitica, asi como
si presentan una variacién en el indice Enzimatico con respecto a las diferentes

temporadas y sitios de muestreo.

Las muestras fueron recolectadas en la zona central del Estado de Veracruz, con su
posterior procesamiento en las instalaciones del Tecnoldgico de Boca del Rio. El trabajo
experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Recursos Acuaticos
(LIRA). Cabe destacar que parte del financiamiento de esta investigacion provino de
otro proyecto titulado “indice bacteriano y de potencial biotecnol6gico para medir el
grado de contaminacion por hidrocarburos en la zona intermareal de playas arenosas

en la zona metropolitana de Veracruz”.
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5. JUSTIFICACION

Las actividades antropogénicas, como la pesca, la urbanizacion y la descarga de
desechos industriales, tienen un impacto significativo en la introduccién de residuos
organicos en el medio marino. Estos residuos, contribuyen con el ingreso de proteinas
al medio marino, generando caldos de cultivos enriquecidos con compuestos
nitrogenados, creando condiciones propicias para el florecimiento de bacterias
proteoliticas (Castro et al., 2012). Los estudios realizados sobre este tipo de bacterias
se encuentran centrados en su aislamiento y su caracterizacion (Cornejo et al., 2021;
Hamdani et al., 2019; Tennalli et al., 2012), omitiendo la variaciéon de la actividad
proteolitica bacteriana que se da por distintos factores espaciales y temporales. Por lo
cual se propone un analisis de esta actividad enfocado en la procedencia de las
muestras y como estas se ven afectadas por los cambios debido a las actividades
antropogénicas que se llevan a cabo a su alrededor y a las modificaciones
fisicoquimicos del clima. Lo cual aportara una visibn mas clara del papel que
desempefan las bacterias en el medio ambiente y que sigue siendo desconocidas
dentro de las comunidades marinas (Li et al., 2017). Ademas de ser consideraras como
posibles bioindicadores de la de degradacion de la calidad de agua por parte de los
efluentes antropogénicos, otorgando informacién sobre el grado de contaminacion
ambiental. Asimismo, podrian ser utilizadas como agentes remediadores en estos
ambientes, contribuyendo asi no solo a ampliar nuestra comprension de la dindmica
bacteriana en entornos marinos afectados por la actividad humana, sino también al
desarrollo de nuevas estrategias y técnicas de conservacion para estos ecosistemas

marinos
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6. HIPOTESIS

6.1 General

La contaminacion por las diferentes actividades antropogénicas en la regién costera central
de Veracruz genera una variacion en la actividad proteolitica bacteriana debido a las
diversas caracteristicas en los sitios de muestreo y temporadas climaticas, siendo mayor en
sitios con actividad pesquera y en temporada de lluvia por la aportacién y retencién de

fuentes nitrogenadas provenientes de la zona epicontinental.

6.2 Particulares

e Los distintos sitios de muestreo poseen diversas caracteristicas, las cuales
modifican los efluentes provocados por las actividades antropogénicas que se
reflejara en la abundancia y en la produccién de proteasas provenientes de
bacterias con actividad proteolitica.

o El efecto de las distintas temporadas sobre la actividad proteolitica bacteriana se
vera influenciado por los cambios ambientales que se presentan en cada

temporada (lluvias, nortes y estiaje).

e Existe una correlaciéon entra la actividad proteolitica bacteriana y el porcentaje de

Materia organica presente en el sedimento.
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7. OBJETIVOS

7.1 General

Determinar la variacion espacio-temporal de la actividad proteolitica bacteriana en
muestras de sedimentos que se encuentran asociados a diferentes actividades

antropogénicas de la regién costera central de Veracruz.

7.2 Particulares

e |dentificar y caracterizar cada uno de los sitios de muestreo que se encuentran

asociados a diferentes actividades antropogénicas

e Determinar si la actividad proteolitica bacteriana, que ayudan a la degradacion de

residuos organicos provenientes de diferentes actividades antropogénicas.

o Establecer el efecto que poseen los sitios de muestreo, las mareas y las temporadas

con respecto a la actividad proteolitica bacteriana.

e Comprobar si existe relacion entre la actividad proteolitica bacteriana y la Materia

organica en sedimento.

47



8. MATERIALES Y METODOS

Durante la investigacion, se realizaron muestreos en tres periodos climaticos distintos que
abarcaron fechas de lluvias (22 de septiembre de 2022), nortes (17 de noviembre de 2022)
y estiaje (18 de abril de 2023).

8.1 Primera Etapa Observacional.

En el estudio, se llevo a cabo una caracterizacion detallada de cada uno de los puntos de
muestreo con el objetivo de observar y comprender la magnitud del impacto antropogénico
en la zona costera central de Veracruz. Se reconoce que estas actividades humanas pueden

tener repercusiones en la microbiota bacteriana presente en el area.

8.1.1 Area de Estudio.
El area de estudio se compone de cinco playas ubicadas en la zona central de Veracruz,
distribuidas en los municipios de Veracruz, Boca del Rio y Alvarado. A continuacion, se

detallan las coordenadas geograficas de cada playa, en orden de sur a norte:

1) Anton Lizardo (19° 03' 26.23" N 96° 00' 25.52" O)
2) Boca del Rio (19° 05' 59.85" N 96° 06' 19.09" O)
3) Mocambo (19° 08' 02.78" N 96° 06' 05.62" O)

4) Villa del Mar (19° 11' 05.41" N 96° 07* 25.87" O)
5) Antepuerto (19° 11' 51.30" N 96° 07' 46.15" O)

Ademas de estas playas, se selecciond una sexta muestra en la playa Farallon, ubicada en
el norte del estado de Veracruz, en el Municipio de Actopan. Las coordenadas geograficas

de la playa Farallén son:

6) Farallon (19° 38' 30.68" N 96° 23' 37.41" O)
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Sitios de muestreo
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RBoca del Rio

«* Antén Lizardo Alvarado

Actopan

Boca del Rio
La Antigua
Ursulo Galvan

Veracruz

Figura 6 Ubicacion de los sitios de muestreo en la Region Costera Central de Veracruz,

Fuente propia.

Se realizé una descripcién detallada de cada punto de muestreo, documentando las
actividades antropogénicas presentes en cada sitio. Se recopilaron fotografias y se tomaron
notas para complementar la informacion obtenida. Ademas, se realizaron investigaciones
bibliograficas para obtener descripciones de las principales actividades econémicas y la

geomorfologia de cada una de las playas en el momento del estudio.

La documentacién de las actividades antropogénicas incluyé aspectos como la presencia de
infraestructuras turisticas, como hoteles, restaurantes y zonas comerciales, asi como
actividades pesqueras, recreativas y de transporte maritimo. Se registraron también posibles
fuentes de contaminacion, como vertidos de aguas residuales, y se analiz6 el impacto de las

actividades humanas en la zona costera.

8.1.2 Recoleccion de muestras.

Para llevar a cabo la recoleccién de muestras de sedimento en cada una de las playas, se
siguio el siguiente procedimiento:

Se llevé a cabo la determinacién de la localizacion de la marea alta y baja en cada playa,
estableciendo los puntos de muestreo correspondientes. Para la recoleccion de sedimentos

costeros y la obtencién de bacterias proteoliticas, se emplearon guantes de nitrilo y jeringas
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veterinarias de 60 ml. Este proceso se realizé en cada punto de muestreo, tomando muestras

duplicadas tanto en altamar como en bajamar.

La insercion de la jeringa en el suelo fue vertical y constante, se llevo a cabo con una
velocidad lenta y uniforme. Posteriormente, la jeringa fue extraida suavemente, girandola
continuamente para recuperar la mayor cantidad posible de muestra. Cada muestra
recolectada se depositd en bolsas estériles especificas para muestreo microbioldgico,

concretamente en bolsas Nasco Whirlpack de 100 ml.

Cada bolsa fue etiguetada de manera adecuada y colocada en frascos de plastico de boca
ancha de 1000 ml para facilitar su transporte. Con el objetivo de preservar la integridad de
las muestras durante el transporte, se almacenaron en hieleras a una temperatura de 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio,
especificamente al Laboratorio de Investigacion de Recursos Acuéticos, seccion de

Microbiologia.

Durante el proceso de recoleccion de muestras, se registraron datos relevantes de

temperatura y pH en cada punto de muestreo para contextualizar los resultados obtenidos.

Este procedimiento aseguro una adecuada recoleccion de las muestras de sedimento,

permitiendo su posterior analisis en el laboratorio.

8.2 Segunda Etapa Investigacion Experimental

8.2.1 Procesamiento Fisico-Quimico

Parte de las muestras fueron procesadas para Conductividad Absoluta y Materia Organica.
Conductividad:

Se procedi6 a la preparacion de una mezcla, consistente en una parte de sedimento por tres
partes de agua destilada. La mezcla fue agitada vigorosamente para asegurar una
distribucion homogénea de los componentes. La medicién de la conductividad de la solucién
resultante se llevo a cabo utilizando un medidor multiparamétrico HANNA HI98195 PH/ORP.

Es importante sefialar que, debido a la naturaleza del suelo arenoso y costero, no se realiz6
un proceso de filtracién del agua. En cambio, se permitié que la muestra sedimentara antes

de llevar a cabo la medicion. Este enfoque se adoptd para adaptarse a las caracteristicas
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especificas del suelo, garantizando asi resultados representativos y precisos en el analisis

de la conductividad de la solucién.

Figura 7 Sonda Multiparametrica
HANNA HI198195 PH/ORP

Materia Orgénica:

Para determinar la cantidad de materia organica en el sedimento, se utilizé el Método de
Walkey y Black, el cual se basa en la oxidacién del carbono organico mediante una solucién
de dicromato de potasio y acido sulfarico concentrado. A continuacién, se describe el

procedimiento seguido:

Se seleccion6 una cantidad precisa de 0.5 gramos de sedimento, que previamente habia
sido secado y tamizado con un tamiz de 0.5 mm para garantizar homogeneidad. Estos
sedimentos se distribuyeron en matraces Erlenmeyer de 500 ml, duplicando las muestras, y

se proceso un blanco como referencia.

A cada muestra se le afiadieron 10 ml de dicromato de potasio al 1N, asegurandose de que
el liquido entrara en contacto con todo el suelo mediante un suave giro del matraz.
Posteriormente, se incorporaron 20 ml de acido sulfirico concentrado a la suspension

mediante una pipeta, girando nuevamente el matraz durante un minuto.

La mezcla resultante se dej6 reposar durante aproximadamente media hora en una
superficie no conductora de calor. Luego, se adicionaron 200 ml de agua destilada a cada
matraz mediante una probeta, seguido por la adicion de 5 ml de &cido fosférico concentrado

utilizando una pipeta.
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Finalmente, para concluir la preparacion de las muestras, se incorporaron entre 5y 10 gotas
de un indicador de difenilamina. El siguiente paso consisti6 en titular la solucién con sulfato
ferroso amoniacal al 1N, observando el cambio de color de marrén a verde oscuro como

indicador del final del proceso.

Este procedimiento permiti6 determinar la cantidad de materia organica presente en las
muestras de sedimento. Se utiliz6 un factor de correccion especifico para suelos mexicanos
(factor 1.298), ya que este método detecta aproximadamente entre el 70% y el 84% del
carbono orgénico total (Janitzky., 1986). La titulacién con sulfato ferroso amoniacal permitié

obtener resultados cuantitativos al observar el cambio de color en la solucion.

Se utilizaron los siguientes calculos.

Porcentaje de carbono organico

% ez
% C organico = ( Blango mueStm) (N)(0.39) mfc
Muestra

Donde:

Veianco= ES €l volumen del sulfato ferroso amoniacal gastado en la valoracion del blanco.
Viuestra =ES €l volumen del sulfato ferroso amoniacal gastado en cada una de las muestras.
Guuestra= ES €l peso de la muestra empleada en gr.

(N)= Es la normalidad exacta del sulfato ferrosos amoniacal.

mfc= Es el factor de correccion por humedad.

Porcentaje de materia organica

% Materia Organica = (%C organico)(1.724)

8.2.3 Procesamiento Bioldgico
Para el procesamiento biolégico de las muestras recolectadas se siguieron los siguientes

pasos:
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En el area de Microbiologia del Laboratorio de Investigacion de Recursos Acuaticos del
Instituto Tecnolégico de Boca del Rio, se llevé a cabo el procesamiento de las muestras. Se
emplearon las metodologias descritas por Castro et al. (2012); Li et al. (2017) y Sdnchez et
al. (2004) para la determinacién y obtencion de cepas proteoliticas a partir de sedimentos

marinos.

El procedimiento bioldgico se realizd integramente en una campana de flujo laminar,
garantizando un entorno controlado y libre de contaminantes. La asepsia se mantuvo
rigurosamente mediante la utilizacion de un mechero, contribuyendo asi a prevenir la

contaminacién cruzada durante todo el proceso.

‘.‘ L‘ ‘ |
Figura 8 Instalaciones del Laboratorio de Investigacion de Recursos Acuéaticos previo
al procesamiento bioldgico.

Dilucion seriada.

Las muestras recolectadas se sometieron a un proceso de dilucion seriada al décimo (10-1,
10-2, 10-3). Para llevar a cabo este procedimiento, se empled agua de mar filtrada mediante
un tamiz de 0.24 micras, que fue esterilizada y purificada mediante luz ultravioleta durante

30 minutos.

Basandose en las muestras de sedimentos marinos recolectadas, se tomé 1 gramo de peso
hiumedo de cada muestra. Posteriormente, se prepard una serie de tubos de ensayo

numerados de acuerdo con la dilucién a realizar (10-1, 10-2, 10-3).

En el primer tubo de ensayo, se afiadieron 9 ml de agua de mar filtrada y estéril,
constituyendo la "dilucion inicial". Se procedié a mezclar adecuadamente la muestra en el

tubo para lograr una homogeneizacion.

A continuacion, se tomé 1 ml de la dilucion inicial y se transfirié al segundo tubo de ensayo,

al cual se le afiadieron 9 ml adicionales de agua de mar filtrada y estéril. Este proceso se
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repitié con el tercer tubo de ensayo, obteniendo asi una dilucién de 100 veces con respecto

a la muestra original, como se muestra en la Figura 9.

Una vez completada la preparacion de todas las diluciones, se homogeneizé cada tubo de
ensayo para garantizar una distribucion uniforme de los microorganismos presentes en cada

muestra diluida.

X Tml X Tml X Tml

\ \ / \J
Muestra 10-1 10-2 10-3

Figura 9 Esquema de diluciones seriadas.

Aislamiento y recuento de bacterias marinas.

El procedimiento de aislamiento y recuento de bacterias marinas se llevé a cabo de la

siguiente forma:

Se tomaron alicuotas de 0.1 ml de la dilucién 10-3, que contiene las bacterias presentes en
la muestra de sedimento marino. Estas alicuotas se sembraron en placas de Petri estériles
gue contenian agar R-2A suplementado con 5% de caseina y 3% de cloruro de sodio, a un
pH de 7. Las placas se incubaron a una temperatura de 35°C durante 48 horas. Durante este
tiempo, las bacterias presentes en la muestra crecieron y formaron colonias visibles en el

agar.

Tras el periodo de incubacién, se procedié a realizar un conteo meticuloso de las colonias
bacterianas formadas en el agar. Este procedimiento permitié determinar con precision el

namero total de colonias bacterianas presentes en la muestra analizada.

Es importante destacar que se utiliz6 agar R-2A (Sigma-Aldrich Lot: BCCB0054) como medio

de cultivo. Este medio ha sido desarrollado especificamente para el estudio de bacterias
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presentes en agua potable. Contiene caseina como fuente de hidrégeno y carbono, cloruro
de sodio para mantener la presion osmética, y otros componentes como glucosa, piruvato,
almidon, sulfato magnésico y fosfato potasico que favorecen el crecimiento de las bacterias

y Su recuperacion.

Los reactivos utilizados, como la peptona de caseina (BD Bioxon) y el cloruro de sodio (Ay
t lote:290909), cumplieron con las caracteristicas necesarias para el crecimiento y desarrollo

de las bacterias, asi como para la deteccién de enzimas proteoliticas extracelulares.

Figura 10 Seleccion de posibles cepas con actividad proteolitica

Seleccion de posibles cepas proteoliticas y la purificacion:

Después de observar la formacién de halos transparentes alrededor de las colonias que

indican posible actividad proteolitica, se tomaron alicuotas de los cultivos bacterianos.

Con un asa bacteriolégica estéril, se procedio a realizar la primera estria en la placa de agar
R-2A suplementado con 5% de caseina, cloruro de sodio al 3%, y a un pH de 7. Para
esterilizar el asa microbiolégica, se calent6 en la llama de un mechero hasta que estuvo al
rojo vivo. Posteriormente, se permitié que el asa se enfriara durante unos segundos tocando

ligeramente la superficie del agar no inoculado en un area alejada de las colonias.

Luego, se llevé a cabo la segunda estria perpendicular a la primera, creando una estria
cruzada. Entre la formacion de cada estria, se esterilizd6 nuevamente el asa microbioldgica
repitiendo los pasos de calentamiento y enfriamiento. Ademas, se realiz6 un arrastre de

bacterias de una estria a otra para disminuir la carga bacteriana.

Cada placa de Petri con sus estrias cruzadas se incub6 nuevamente a 35°C durante 48 a

72 horas para permitir el crecimiento de las bacterias.
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Figura 11 Colonias bacterianas con y sin actividad proteolitica: izquierda colonia que no

presenta actividad proteolitica, derecha colonia con alta actividad proteolitica.

Evaluacién de la Actividad Proteolitica:

Se sembré cada posible cepa proteolitica en agar R2A suplementado con 5% de caseinay
3% de cloruro de sodio, a un pH de 7, utilizando palillos de madera esterilizados para realizar
micropuntos en cajas de Petri divididas en 4.

Se realizaron mediciones del crecimiento de cada cepa y de la formacion de halos
transparentes alrededor de las colonias durante un periodo de 5 dias, tomando medidas
cada 24 horas.

La capacidad hidrolitica se evalué mediante la formacion de halos transparentes alrededor

de las colonias. Estos halos fueron medidos durante los cinco dias de observacion.

Para estimar la actividad proteolitica, se utilizé el indice enzimatico (IE), que correlaciona el
didmetro de los halos formados por la hidrdlisis (Dh) con el diAmetro de la colonia (Dc). La

férmula para calcular el IE es:
Dh
IE = o (Rodas y Botello, 2016)

Segun el criterio establecido por Lealem y Gashe (1994), se consideraron microorganismos

con una eficiente produccion de enzimas extracelulares aquellos con un |IE = 2,0.
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Figura 12 Medicion de los halos transparentes formados por accién de las proteasas.
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Figura 13 Esquema del procesamiento biolégico.
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8.3 Tercera Etapa Investigacion explicativa
En la tercera etapa de la investigacion explicativa, se realizé un analisis estadistico para
comparar las varianzas entre las medias de los diferentes grupos obtenidos. A continuacion,

se describen los pasos que se llevaron a cabo:
Prueba de normalidad y homogeneidad:

Se llevo a cabo una prueba de normalidad (Levene) para verificar si los datos seguian una
distribucion normal. Los resultados de estas pruebas determinaron si se debia realizar un

andlisis paramétrico o no parameétrico.
Andlisis de Varianza (ANOVA):

En caso de que los datos siguieran una distribucion normal y las varianzas fueran
homogéneas, se llevo a cabo un ANOVA para comparar las medias de los diferentes grupos.

Esta prueba permitié determinar si existian diferencias significativas entre las muestras.
Prueba de Kruskal-Wallis:

Cuando los datos no seguian una distribucién normal o las varianzas no eran homogéneas,
se optd por realizar una prueba de Kruskal-Wallis, una prueba no paramétrica similar al
ANOVA. Esta prueba también posibilitd la comparacion de medias entre los grupos vy la

identificacion de diferencias significativas.
Interpretacion de los resultados:

En caso de que la hipotesis nula fuera confirmada en las pruebas (indicando que no existian
diferencias significativas), se concluyé que no habia diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras. En cambio, si la hipétesis nula fue rechazada (indicando
diferencias significativas), se procedi6 a realizar pruebas de correlacién para determinar qué
grupos eran diferentes y cuales eran iguales. La eleccién del estadistico de correlacion

dependi6 de si los datos mostraban o no normalidad.
Pruebas de Correlacion:

Posteriormente, se realizaron pruebas de correlacion para explorar relaciones especificas

en los datos. Se llevaron a cabo dos analisis de correlacion:
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Una correlacion entre los niveles de materia organica y la abundancia de cepas proteoliticas,

con el fin de evaluar si existe una relaciéon entre la cantidad de materia organica en el

ambiente y la presencia de bacterias con actividad proteolitica.

Otra correlacion entre los niveles de materia organica y el indice enzimatico para analizar si

la materia organica esta relacionada con la actividad enziméatica en el ecosistema acuatico.
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9. RESULTADOS Y DISCUCIONES

9.1 Descripcidon de los puntos de muestreo.

Las playas donde se obtuvieron las muestras se encuentran en el corredor turistico
Veracruz-Boca del Rio, a excepcion de Farallon, que corresponde a una playa
preservada del municipio de Actopan, y Antdn Lizardo, ubicada en el municipio de
Alvarado. Los demés puntos se encuentran en la delimitacién de la zona central de
Veracruz, en donde de acuerdo con Lango-Reynoso et al. (2019) se ha observado que
las caracteristicas originales de estas playas han sido alteradas debido a la

urbanizacién y a su promociéon como destino turistico.

Se han identificado diversas actividades antropogénicas que han tenido lugar a lo largo
de la Costa Central de Veracruz, y su impacto en la calidad ecoldgica del litoral ha sido
documentado por Garcia-Salgado (2005). EI Cuadro 2 presenta estos impactos,

mostrando como han deteriorado la calidad del ambiente costero.

Cuadro 2. Evaluacién de impactos ambientales en las diferentes ciudades costeras

del Centro de Veracruz.

Descarga
. Pescay Agricult Indust  Turismoy Puert Desarrollo Presencia Destruccion Mo
Ciudad ) ] ) de Aguas
Acuacultura ura ria Recreacion os Urbano de Basura del Habitad da
Residuales
Veracruz 2 0 3 3 5 4 4 2 5 2
Boca del
. 3 0 0 4 0 2 3 4 4 4
Rio
Antén
. 3 1 0 1 1 1 4 1 3 1
Lizardo

Escala de los impactos 0 = Sin presencia 1 = Ligero 2 = Moderado 3 = Intenso 4 = Severo 5 = Extremo

9.1.1 Playa Farallon
La playa de Farallon se encuentra ubicada en el municipio de Actopan, en la Costa de
Veracruz, es una playa que se destaca por su belleza natural y su condicién de playa

preservada.
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Posee una extensa franja de arena, seguida por guijarros y rocas que se encuentran en
constante movimiento por las corrientes y el oleaje. Su entorno estd rodeado de
vegetacion costera y cuenta con una gran diversidad de flora y fauna. Se considera a
Farallon una playa preservada debido a que su estado de conservacion se encuentra
relativamente intacto y tiene una falta de desarrollo humano a gran escala. A diferencia

de otras playas de la zona que han experimentado modificaciones por el ser humano.

Esta condicion preservada se debe principalmente a su ubicaciéon remota, su acceso
limitado y que presenta una profundidad considerable cerca de la linea de costa. La
playa no cuenta con mucha infraestructura turistica ni con una gran afluencia de

visitantes, lo que ha permitido preservar su ecosistema y mantener su aspecto natural.

La eleccién de esta playa como blanco en esta investigacion se debido a su condicion
de playa preservada y a su falta de exposicion de fuentes conocidas de contaminacion.
Al seleccionarla se busca establecer una referencia base para comparar la abundancia
y calidad de las enzimas proteoliticas generadas por bacterias en el sedimento, en
contraste con los otros sitios de muestreo en donde se sospecha que estan afectados

por contaminacion antropogénica.

Dado que no hay una presencia significativa de actividades humanas en su playa, se
espera que los niveles de bacterias con actividad proteolitica sean minimos. Esto
proporciona una base de comparacién para evaluar la calidad del sedimento costero en
las otras playas que si estan expuestas a diferentes fuentes de contaminacion organica,
como descargas de aguas residuales, desechos de pesca, actividades recreativas o

flujo de aguas pluviales contaminadas.
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Figura 14 Playa preservada de Farallén.

9.1.2 Playa de Antepuerto

La playa de Antepuerto se encuentra ubicada la zona central de Veracruz, se ubica en
la zona urbana y es una de las areas costeras mas importantes de la region debido a
su ubicacion estratégica dentro del puerto de Veracruz, siendo este uno de los puertos

mas importantes del pais.

La playa esta caracterizada por un ambiente animado y concurrido, es un punto de
encuentro popular tanto para turistas como para residentes, especialmente durante las
temporadas vacacionales y fines de semana. Se puede encontrar una gran variedad de
servicios y facilidades en sus alrededores, como restaurantes, bares, hoteles y areas

de descanso.

Es importante destacar que, debido a su ubicacion, la playa del antepuerto esté sujeta
a ciertos impactos ambientales relacionados con la actividad portuaria, como la
presencia de sedimentos, la alteracion de las corrientes marinas y la presencia de
desechos solidos. También uno de los principales problemas de contaminacién en esta
playa es la descarga de aguas residuales provenientes de las areas urbanas que han
generado un aumento considerable en su volumen dado por el crecimiento urbano y la

alta densidad poblacional.

Por otro lado Lango-Reynoso et al. (2019) mencionan que en Antepuerto de Veracruz

se han producido modificaciones en el transporte de arenas a lo largo de la costa. Esta
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zona es histéricamente una de las ciudades mas antiguas de América y con la llegada
de los espafioles, fue también una de las primeras en modificar su linea de costa. Como
resultado el mayor impacto antropogénico actual en esta area se atribuye a las zonas
portuarias y la descarga de aguas residuales.

En relacién con la sensibilidad a la contaminacion, Schlacher et al. (2008) sefialan que
las playas protegidas suelen ser mas sensibles a la contaminacién en comparacion con
aquellas que estan expuestas. Esto se debe a que las playas protegidas, al estar
resguardadas de las corrientes y el oleaje, tienen menor capacidad de dilucién y
dispersion de los contaminantes, lo que aumenta su vulnerabilidad a los impactos

negativos.

Figura 15 Vista del Puerto de Veracruz.

9.1.3 Playa de Villa del Mar

La playa de Villa del Mar también esta situada en la zona urbana, por lo que goza de
una gran afluencia del turismo debido a su ubicacién privilegiada. Es comun encontrar
en esta playa palapas, comercios, lanchas y una gran cantidad de visitantes disfrutando
de sus servicios e instalaciones. Se encuentra enclavada entre dos escolleras de rocas,
lo que alteran el movimiento de sedimentos y se observa un gradiente de usos y
actividades recreativas que disminuye a medida que se avanza hacia el sur (Pérez,
2012; Sanchez Dominguez, 2015).

El turismo en la playa de Villa del Mar es una parte fundamental de su dinamica, ya que

cuenta con una amplia de actividades y servicios para los visitantes. A lo largo de la
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playa, se pueden encontrar hoteles, resorts, restaurantes, bares y tiendas. Ademas de

ofrecer diversas actividades recreativas.

La presencia de bafistas y turistas en la playa pueden dar lugar a la deposicion de
desechos humanos, como orina y heces, que contienen proteinas provenientes de la
actividad metabdlica del cuerpo humano, ademas el consumo de alimentos en la playa
genera residuos, como restos de comida, envases de alimentos y utensilios de cocina

desechables, que contienen proteinas provenientes de los alimentos consumidos.

Siendo esta una de las playas mas antiguas y concurridas de la zona, se han registrado
casos de contaminacién bacteriana de origen entérico (Gardufio, 2000). Esto se
atribuye a la presencia de actividades humanas intensivas, como el turismo y la
urbanizacion, que contribuyen a la introduccion de contaminantes al medio ambiente
costero.

Ademas, se ha investigado que la presencia de las escolleras tiene un impacto en las
variables ambientales que afectan las actividades turisticas y la composicién y
diversidad de este entorno, tienen a tener un doble efecto: el de erosion por una parte
y la acrecién o aumento de sedimento por otra (Valadez Rocha, 2013). Es probable que
la alteracion de los procesos naturales, como el flujo de sedimentos y la dinamica de

las corrientes, influya en la calidad y la salud del ecosistema costero de Villa del Mar.

Figura 16 Playa de Villa del Mar en temporada de turismo.
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9.1.4 Playa de Mocambo

La playa de Mocambo posee poca pendiente y se ubica entre dos espigones, por lo que
la corriente litoral es paralela a la linea de costa (Sanchez Dominguez, 2015). Esta no
colinda directamente con la zona urbana, aunque se encuentra muy cerca de un parque

acuatico.

Esta playa posee una gran cantidad de puestos de comida que se encuentran a lo largo
de la costa en comparacién con los otros sitios de muestreo. Estos puestos ofrecen una
variedad de alimentos y bebidas, sin embargo, esta concentracion de puestos de

comida puede tener un impacto en la calidad del agua y los sedimentos de la playa.

Los desechos generados por los puestos de comida, como restos de comida
contribuyen al aumento de proteinas en la playa. Estos desechos pueden ser
arrastrados por el viento o las corrientes hacia el agua y los sedimentos costeros, lo

gue potencialmente afecta la calidad ecolégica de la playa.

Valadez Rocha (2013) ha reportado la presencia de Enterococos por encima del limite
maximo permitido, reportdndose una mayor cantidad de estos en la época de estiaje.

9.1.5 Playa de Boca del Rio

Esta playa se encuentra en la desembocadura del Rio Jamapa, la cual ha
experimentado modificaciones debido a la construccibn de escolleras para la
conservacion de la playa Santa Ana, alterando el movimiento natural del sedimento,

reteniéndolo y erosionando las areas (Lango-Reynoso et al., 2019).
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En esta zona litoral, se puede observar un desarrollo significativo de infraestructura
urbana, turistica y cultural. Sin embargo, este desarrollo ha generado impactos
antropogénicos, especialmente asociados al turismo y la descarga de aguas residuales,

asi como la destruccion del habitat (Ortiz-Lozano et al., 2015)

El Rio Jamapa es parte integral de la playa recibiendo un gran aporte de sedimentos
epicontinentales provenientes de sistemas fluviales cercanos. Esta entrada de agua
tiene un impacto en la composicién y caracteristicas del entorno costero, como lo son
nutrientes, provenientes de aguas residuales tratadas como no tratadas. Los
compuestos nitrogenados y fosfatados son algunos de los principales contaminantes
del agua en esta area. Estos nutrientes estan fuertemente influenciados por el régimen
pluvial, con las mayores descargas ocurriendo entre julio y octubre (Aké-Castillo et al.,
2014).

La combinacidn de la desembocadura del Rio Jamapa, el desarrollo urbano vy turistico,
la presencia de pesca y la descarga de aguas residuales, generan un impacto

significativo en la calidad del agua y de los sedimentos en esta playa.

Es relevante sefialar que el sedimento de esta playa se ve significativamente
influenciado por las estaciones climaticas. Durante los periodos de lluvias, la playa
experimenta una reduccion drastica en su tamafo, llegando a ser de tan solo uno a dos
metros, mientras que, en la estacion de estiaje, se amplia considerablemente a mas de

10 metros.
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igura 18 Playa de Boca I Rio, en dos temporads Iiméticas ifeent, estiaje
derecha y lluvias izquierda.

9.1.6 Anton Lizardo

La playa de Antén Lizardo posee un ambiente mas tranquilo y menos concurrido. Esto

se debe en parte a la limitada infraestructura turistica en la zona, también tiene una

estrecha relacion con la actividad pesquera. Los pescadores locales utilizan estas

aguas para capturar una variedad de especies marinas,

La Playa de Antén Lizardo se ubica en el pueblo del mismo nombre. Aunque
experimenta una alta afluencia turistica en ciertas épocas del afio, la mayor parte del
tiempo permanece relativamente tranquila, con poca afluencia de visitantes. Uno de sus
rasgos distintivos es la presencia de numerosas embarcaciones que descansan en la
arena. Estas embarcaciones a menudo son reconocidas por la variedad de artes de

pesca que llevan a bordo.

El arroyo Giote se ubica en las proximidades de la playa de Anton Lizardo, este arroyo
no es tan prominente como otros cuerpos de agua en laregion, pero su presencia puede

tener un impacto significativo en la dindmica de la playa y en la vida marina circundante.

Durante la temporada de lluvias, la playa se llena de residuos y materiales arrastrados
por los rios, incluyendo madera y basura, que son depositados en la playa. El aumento
del agua en el arroyo Giote durante este periodo conduce a una conexion mas intensa

con el mar, lo que contribuye a la interaccién con la playa.
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Figura 19 Playa de Anton Lizardo durante la temporada de lluvias. En la foto de la
izquierda, se puede observar el arroyo Giote en el fondo.

9.2 Sedimento

Se decidié tomar muestras Unicamente del sedimento y no de la columna de agua
debido a varias razones. En primer lugar, se ha observado que las mayores
concentraciones de bacterias se encuentran en el sustrato, es decir, en el sedimento.
Esto se debe a que las bacterias tienen una mayor capacidad de adherirse al sedimento,
lo que les proporciona resguardo contra condiciones ambientales adversas y la

depredacion por parte de otros organismos.

Ademas, el sedimento ofrece a las bacterias una mayor disponibilidad de alimento en
comparacion con la columna de agua. Al acumularse en el sedimento, se forma una
capa de material organico en descompaosicion que sirve como fuente de nutrientes para
las bacterias. Esto les proporciona una mayor cantidad de alimento y favorece su

crecimiento y actividad metabdlica.
Botello et al. (2005) respaldan esta idea al sefialar que las bacterias presentes en el

sedimento exhiben una mayor concentracion y diversidad, debido a que obtienen

resguardo de las condiciones ambientales adversas y a la depredacion.
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9.3 Materia Orgéanica

Como se puede apreciar en la Figura 20 se registraron porcentajes promedio de materia
organica en sedimentos. En Farallon los porcentajes variaron entre 0.37% y 0.15%, en
Antepuerto se encontraron valores de 0.30% y 0.06%, Villa del Mar mostro valores de
0.29% y 0.9% de y finalmente Mocambo obtuvo valores 0.49% y 0.08%. En todas estas
playas se observé que el mayor contenido de materia organica se registré durante la
temporada de nortes, mientras que la menor cantidad se presenté en la temporada de
estiaje. La temporada de lluvias se encontré en un punto intermedio entre estas dos
temporadas. Estos porcentajes de materia organica por debajo de 0.5% coinciden con
los reportados por Gonzéalez (2002) en zonas intermareales para la zona del alto Golfo

de California presente en playas arenosas.

Los porcentajes promedio de materia organica para las playas de Boca del Rio y Anton
Lizardo se distribuyen de la siguiente manera: Boca del Rio registra un 0.27% en la
temporada de lluvias y un 0.20% en la temporada de estiaje. Por su parte, Antdn Lizardo
presenta un 0.32% en la temporada de lluvias y un 0.08% en la temporada de estiaje.
Esta variacion esta relacionada con la ubicacion geogréafica de estas playas, ya que se
encuentran en la zona sur de los puntos de muestreo e interaccionan con fuentes

pluviales.

Durante la temporada de lluvias en estas playas, se produce un aumento marcado en
la cantidad de materia organica. Esto se debe a la interaccidon de estas playas con
fuentes fluviales epicontinentales, como el Rio Jamapa para Boca del Rio y el Arroyo
Giote para Anton Lizardo. Estas fuentes fluviales transportan una mayor cantidad de
materia organica e inorganica que se acumula en el sedimento, lo que provoca el

incremento durante la temporada de lluvias (Bueno Zamora, 1978)

Por otro lado, en las demas temporadas, la cantidad de materia organica tiende a ser
mas constante en el caso de Boca del Rio. Mientras que en Anton Lizardo la interaccién
con un arroyo intermitente, da un aumento de materia organica que solo se refleja
durante la temporada de lluvias y disminuye en las demas estaciones, similar a lo

observado en las otras playas en temporada de estiaje.

Este fendmeno destaca la influencia significativa de las condiciones climaticas y la
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interaccion con las fuentes fluviales en la composicién de la materia organica en los
sedimentos costeros de estas playas. Ademdas, dado que se trata de zonas
intermareales o de transicion, también entran en juego otros factores importantes, como
la composicion del sedimento (tamafio de grano, forma, composicién mineral6gica) y
las fuerzas fisicas a las que estan expuestos (mareas, oleajes y corrientes). Asimismo,
las areas expuestas a la atmdésfera también desempefian un papel crucial, ya que estan
sujetas a influencias del aire (Carranza-Edwards, 1994)

Porcentaje de Materia Organica en Sedimento Costero
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0.300
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Faralléon Antepuerto Villadel Mar Mocambo Boca del Rio Anton
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M Lluvias M Nortes M Estiaje

Figura 20 Porcentaje de materia organica en sedimento costero en los seis puntos de

muestreo durante las tres temporadas climéticas.

Se realiz6 una prueba de Levene para evaluar la igualdad de varianzas
(homocedasticidad de Varianza) para saber qué tipo de andlisis era necesario realizar
paramétrico 0 no paramétrico. Se analizo el porcentaje de materia organica (variable
dependiente) encontradas en cada sitio de muestreo y temporadas climéticas (variables

independientes), este analisis se llevé a cabo con el programa Statistica 7, en donde
tenemos:

Ho: P>0.05 Los grupos tiene varianzas iguales y no existen diferencias significativas
estadisticamente.

Ha: P<0.05 los grupos tienen varianza diferente y si existen diferencias significativas
estadisticamente

Se obtuvo una P<0.05 (valor de F 5.2281, valor de p 0.000001) por lo tanto Ho se
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rechaza y Ha se acepta por lo que existen diferencias significativas entre las varianzas
lo que no cumple con el supuesto homocedasticidad de varianzas, por lo que se realiz6

una prueba no paramétrica.

Se realizaron pruebas no parameétricas Kruskal-Wallis para observar si existen

diferencias significativas entre las variables espacio-temporales.
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Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Farallén Antepuerto  Villa del Mar Mocambo Boca del Rio  Antén Lizardo

Sitios
Figura 21 Efecto combinado del porcentaje de materia organica en los seis sitios de

muestreo durante las tres temporadas climéaticas.

Cuadro 3 Valores medios de la unidad de medida del porcentaje de materia
organica encontradas en playas de Veracruz durante tres

temporadas climaticas y en seis sitios de muestreo.
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. i Villa del Boca del Anton
Temp/Sitio Farallon Antepuerto Mocambo , ,
Mar Rio Lizardo

Lluvias 0.34+0.10 0.21+0.06 0.24+0.05 0.12+0.10 0.28+0.04 0.33+0.10
Nortes 0.37+0.05 0.31+0.09 0.29+0.02 049+0.04 0.21+0.10 0.27 +0.19
Estiaje 0.16 £0.12 0.07+0.05 0.10+0.03 0.08+0.03 0.21+0.08 0.09 +0.08

Como se puede observar en la Figura 22, existe una diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de materia organica durante las tres temporadas climéaticas
(lluvias, nortes y estiaje) KW-H(2,72) = 29.2206, p = 0.0000005. De acuerdo con el
Cuadro 4 el mayor porcentaje se encuentra en la temporada de nortes, con un valor de
0.32 = 0.13 segqguido por la temporada de lluvias con 0.25 £ 0.11 y finalmente la
temporada de estiaje con 0.12 + 0.08. Estos valores forman tres grupos claramente

distintos en términos de contenido de materia organica.

En este contexto, los resultados indican que las temporadas climaticas (el parametro
independiente) ejercen una influencia significativa en el contenido de materia organica
(el parametro dependiente). En otras palabras, las estaciones del afio tienen un efecto

en la cantidad de materia organica presente en los sedimentos costeros.

Segun Valdor y Pérez (2017), el porcentaje de materia organica en la costa esti
influenciado por cuatro factores principales: la cantidad de agua que filtra la arena, el
tiempo que el agua permanece en contacto con la arena, el contenido organico presente
en la columna de agua y la temperatura que regula la tasa metabdlica de los organismos
descomponedores. En relacion con los resultados, se observd que durante la
temporada de estiaje existe una disminucion significativa en el contenido de materia
organica en las playas costeras, la cual esta relacionada con la reduccién de
escorrentias y el aumento de la actividad metabdlica ya que las tasas enzimaticas estan
reguladas en las comunidades microbianas por la temperatura. En contraste, durante
la temporada de nortes existe un incremento en el porcentaje de materia organica, lo
gue podria atribuirse al aumento de la cantidad de agua filtrada en la arena debido al

aumento del oleaje provocado por los vientos.
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Cuadro 4 Valores medios de la unidad de medida del porcentaje de materia organica

de las playas de Veracruz durante tres temporadas climaticas.

Temporada Lluvia Nortes Estiaje
0+D.S 0.25+0.112 0.32+0.13° 0.12 + 0.08°¢

Valores con superindice a representa valores de medias de grupos iguales

0.40
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KW-H(2,72) = 29.2206, p = 0.0000005
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Figura 22 Grafica de caja Wisher de porcentaje de materia organica con respecto a las

temporadas climaticas.
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Cuadro 5 Prueba de Bonferroni para porcentaje de materia organica con respecto a las

temporadas climaticas.

MS=0.0072, df=54.00

Temporada  Lluvias Nortes Estiaje
Lluvias 0.013412 0.000005
Nortes 0.013412 0.000000

Estiaje 0.000005 0.000000

La Figura 23 revela que no se aprecian diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al porcentaje de materia organica entre los seis sitios de muestreo KW-H(5,72)
= 3.6352, p = 0.6030, lo que sugiere que la cantidad de materia organica en la zona
intermareal no parece depender significativamente de las condiciones ambientales o de

la influencia antropogénica en su entorno.

Dado que al tratarse de playas arenosas poseen un tamafio de grano similar, por lo que
se podria esperar que su capacidad para retener materia organica no varie
significativamente entre ellas, a menos que exista una fuente puntual de contaminacion.
Es importante recordar que también la materia organica disuelta se origina en el mar en
concentraciones significativas y tiene multiples fuentes, tanto de origen antropogénico
como natural. Esta materia organica a menudo se concentra debido a la accién de las
olas, formando una espuma amarilla que se acumula en las playas y sirve como
alimento para diversas especies (Valdor y Pérez, 2017). Por lo tanto, no es
sorprendente encontrar cantidades similares de materia organica en la Playa Farallén,

gue se considera preservada en términos de contaminacion.

En la Figura 23 y el Cuadro 6 se observa que las playas de Antepuerto (0.19 + 0.12%),
Villa del Mar (0.21 + 0.09%) y Boca del Rio (0.23 + 0.08%) muestran una menor
variabilidad en los datos de porcentaje de materia organica, posiblemente debido a las
diferentes presiones tanto antropogénicas como naturales que enfrentan de manera
constante a lo largo del afio. En el caso de Antepuerto y Villa del Mar, al estar ubicadas
dentro del puerto de Veracruz, estdn continuamente expuestas a aguas residuales
procedentes de la urbanizacion circundante, a los desechos portuarios vy

ocasionalmente al turismo en el caso de Villa del Mar. Por otro lado, la playa de Boca
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del Rio se encuentra junto al Rio Jamapa, el cual, aunque experimenta variaciones en
su caudal a lo largo del afio, siempre transporta una carga constante de materia

organica.

En contraste, las playas de Mocambo (0.23 + 0.20%) y Antén Lizardo (0.23 = 0.16%)
presentan una mayor variabilidad en los porcentajes de materia organica, esta
variabilidad se puede explicar de la siguiente manera: en el caso de Mocambo, la playa
experimenta fluctuaciones debido al turismo, con temporadas altas y bajas de visitantes,
ademas, no esta tan influenciada por la urbanizaciéon circundante, lo que contribuye a
su variabilidad. En el caso de Antdn Lizardo, la dispersién de datos se debe a la
interaccion con el Arroyo Giote, el cual es intermitente aportando materia organica a la
playa, también se ha observado una acumulacién de residuos vegetales en la playa
durante la temporada de lluvias, como se ilustra en la Figura 19 lo que aporta una gran

cantidad de materia organica proveniente del continente.

Por dltimo, la concentracién de materia organica en la playa de Farallon (0.29 + 0.13%)
muestra una dispersion de datos intermedia, pero destaca por tener la media mas
elevada. Esto puede explicarse en funcién de la geomorfologia particular de la playa.
Aunque se trata de una playa arenosa, su perfil se encuentra mas elevado en
comparacion con otras playas. Como se ha mencionado previamente, esta playa
presenta una gran profundidad a pocos metros de la orilla, y el desnivel entre la zona
intermareal y el mar es bastante pronunciado. Estas caracteristicas favorecen una
mayor filtracién de materia organica en la playa de Farallbn en comparacion con otras
playas que no poseen un desnivel tan marcado lo que es un factor principal de aumento
de concentracion de materia organica segun Valdor y Pérez (2017). Ademas, al estar
ubicada en una zona expuesta con corrientes de viento, se podrian generar surgencias
ricas en materia organica que también contribuyen al aumento en su concentracion,
pero para poderlo corroborar se debe hacer una andlisis a largo plazo del patr6n local
del viento y ver si existe una marcada persistencia direccional (Castro y Contreras,
1992).
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Figura 23 Grafica de caja Wisher de porcentaje de materia organica con respecto a los

sitios de muestreo.

Cuadro 6 Valores medios de la unidad de medida del porcentaje de materia
organica de las playas de Veracruz de Veracruz en seis sitios de

muestreo.

. i Villa del Boca del Anton
Sitios  Farallon  Antepuerto Mocambo ) )
Mar Rio Lizardo

0+D.S 0.29+0.13* 0.19+0.128 0.21+0.092 0.23+0.20® 0.23 +0.082 0.23+0.162

Valores con superindice a representa valores de medias de grupos iguales
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9.3.1 Correlacién entre el porcentaje materia organica y la abundancia de

bacterias con actividad proteolitica y el indice enzimatico

Para analizar la correlacion entre la materia organica y la abundancia de cepas con
actividad proteolitica y el indice enzimético, se empled la correlacién de Spearman. Esta
eleccién se basé en los resultados de la prueba de Homogeneidad de Varianza de
Levene’s, que indicaron que los datos no cumplian con los supuestos de normalidad
necesarios para un analisis paramétrico. Para realizar la prueba de correlacién se utilizo

el programa Jamovi 2.3.2.1. de acceso libre.

Correlacion entre materia organica y la abundancia de bacterias con actividad

proteolitica

Para la correlacion de Spearman se tiene los siguientes supuestos:
HO: Coeficiente de correlacion =0, P > 0.05

Ha: Coeficiente de correlacion # 0, P < 0.05

Cuadro 7 Matriz de Correlaciones entre porcentaje de materia organica y la

abundancia de bacterias con actividad proteolitica.

_ Abundancia de
Porcentaje de

bacterias
M.O. N
proteoliticas
_ Rho de
Porcentaje de M.O. —
Spearman
valor p —
Abundancia de bacterias Rho de
» -0.110 —
proteoliticas Spearman
valor p 0.359 —
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Cuadro 7 Matriz de Correlaciones entre porcentaje de materia organica y la

abundancia de bacterias con actividad proteolitica.

_ Abundancia de
Porcentaje de

M.O.

bacterias

proteoliticas

En la matriz de correlaciones entre porcentaje de materia organica y la abundancia
de bacterias con actividad proteolitica, se observ6 una correlacion de -0.110, que es
negativa. De acuerdo con Martinez Ortega et al. (2009), esta correlacién se clasifica
como escasa 0 nula en la escala, lo que indica que no existe una relacién lineal

apreciable.

El valor p fue mayor que 0.05, lo que lleva a aceptar la hipétesis nula. En
consecuencia, podemos concluir que estadisticamente no existe una relacion
significativa entre las variables, es decir, entre el porcentaje de materia organica y la

abundancia de bacterias proteoliticas

En la Figura 24, se observa que tanto la grafica del porcentaje de materia organica
como la de la abundancia de bacterias proteoliticas no siguen una distribucién
normal. Ambos graficos exhiben una marcada dispersion de los datos, lo que indica
gue las observaciones estadn ampliamente distribuidas. Esta falta de normalidad en
la distribucion de datos resalta la variabilidad significativa en el porcentaje de materia
organica y la abundancia de bacterias proteoliticas en las muestras de sedimentos

costeros.

La presencia de tal dispersion en los datos sugiere que multiples factores pueden
estar influyendo en estas mediciones y que se trata de un sistema complejo. Esta
variabilidad podria deberse a una serie de factores que no han sido considerados

para este estudio.
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Porcentaje de M.C Abundancia

Cerr Porcentaje de M.O.

Abundancia

Figura 24 Graficas de distribucion del porcentaje de materia organica y la abundancia

de bacterias con actividad proteolitica.

9.3.2 Correlacion entre materia organicay indice enzimatico de bacterias
con actividad proteolitica

Para la correlacion de Spearman se tiene los siguientes supuestos:
HO: Coeficiente de correlacién =0, P > 0.05

Ha: Coeficiente de correlacion # 0, P < 0.05

Cuadro 8 Matriz de Correlaciones entre porcentaje de materia organica y el indice

enzimatico.
Porcentaje de  indice
M.O. Enzimatico
Porcentaje de M.O. Rho de Spearman —
valor p —
indice Enzimatico Rho de Spearman -0.079 —
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Cuadro 8 Matriz de Correlaciones entre porcentaje de materia organica y el indice

enzimatico.

Porcentaje de  indice

M.O. Enzimatico

valor p 0.435 —

De manera similar, en la matriz de correlaciones entre el porcentaje de materia
organica y el indice enzimatico, se observé una correlacion de -0.079, la cual es
negativa. Segun la escala de correlacibn mencionada por Martinez Ortega et al.
(2009), es una correlacién que se clasifica como escasa o nula, lo que sugiere la

ausencia de una relacion lineal apreciable entre ambas variables.

El valor p resulté es mayor que 0.05, lo que conduce a la aceptacion de la hipétesis
nula. Por lo tanto, podemos concluir que estadisticamente no existe una relacion
significativa entre las variables analizadas, es decir, entre el porcentaje de materia

organica y la abundancia de bacterias proteoliticas

Porcentaje de M.O. indice Enziméatico

1' Faorcentaje de M.O

indice Enzimético

80



Figura 25 Graficas de distribucion del porcentaje de materia organica el indice

enzimatico.

En la Figura 25, se aprecian las distribuciones del porcentaje de materia organica y el
indice enziméatico, en ambas representaciones graficas muestran que no siguen una
distribucion normal. Ademas, se nota una alta dispersion de los datos en el grafico que

relaciona el indice enzimatico con el porcentaje de materia organica.

También, Li et al. (2017), determind concentraciones de carbono organico y nitrégeno
utilizando un analizador de CHNS/O y llevo a cabo correlaciones con la abundancia de
especies de bacterias con actividad proteolitica. Sus resultados coinciden con los
obtenidos, ya que no encontré correlaciones significativas entre los indices o la
composicion de la diversidad bacteriana y las concentraciones de carbono organico y

nitrégeno.

El hecho de que no se haya observado una correlacion significativa entre el porcentaje
de materia organica y la abundancia de bacterias con actividad proteolitica, asi como
con su indice enzimatico, puede atribuirse a varios factores. En primer lugar, el
porcentaje de materia organica se consideré como una medida indirecta o de referencia
para estimar la cantidad de nitr6geno presente en el ambiente. Es importante recordar
gue la materia organica, segun la definicion de Darnell (1967), engloba una amplia
gama de materiales biogénicos en varios estados de descomposicion microbiana,

representando un recurso potencial de energia para los consumidores.

La materia organica esta compuesta por diversos componentes, como nutrientes,
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos organicos, y sus
proporciones pueden variar significativamente que se encuentran biodisponibles para
los organismos bentdnicos y que rapidamente son mineralizados (Galbis Valiente,
2014). Esta variabilidad en la composicidon de la materia organica puede ser la razén
subyacente de la falta de correlacidon entre el porcentaje de materia organica y la
abundancia, asi como el indice enzimatico de las bacterias con actividad proteolitica.
La cantidad de bases nitrogenadas contenidas en la materia organica y que pueden ser

degradadas por estas bacterias es desconocida a partir de estos resultados.

Es importante considerar que en esta zona no solo estan presentes bacterias con
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actividad proteolitica, sino que existen otros mecanismos de secrecion por parte de
bacterias hidroliticas que participan en la degradacién de materia organica que
coexisten en la misma comunidad bacteriana. Ademas de la degradacién de proteinas,
existen bacterias que se especializan en la degradacion de otros compuestos organicos

presentes en esta zona costera (Rodas, 2016).

Ademas, la investigacion sobre la competencia y la ecologia dentro de comunidades
bacterianas ha sido limitado hasta el momento, del Giorgio y Williams (2005) resaltan
la necesidad de realizar estudios enfocados en la comprension de los ciclos de
nitrégeno y carbono en las playas. Es posible que haya interacciones mas complejas y
mecanismos de regulaciéon que aun no se comprenden completamente. Las bacterias
no operan de manera aislada, sino que interactiian y compiten dentro de un ecosistema

microbiano diverso(Li et al., 2017).

En este contexto, es fundamental llevar a cabo investigaciones mas detalladas y
especificas para comprender la dinamica de estas comunidades bacterianas en la
degradacion de diferentes compuestos organicos y cOmo estas interacciones afectan la
ecologia microbiana en el ambiente costero. En este sentido se resalta la importancia
de obtener una comprensién mas profunda del metabolismo de las playas que ya ha
sido resaltada por lo que Valdor y Pérez (2017). Lo que contribuird a obtener una vision
mas completa de los procesos biogeoquimicos en estas zonas y cOmo contribuyen a la

transformacién de la materia organica.

Finalmente, es importante sefialar que existen otros factores, como los mencionados
por Sospedra Ciscar (2011), que desempefian un papel crucial en la disponibilidad de
nutrientes en los ecosistemas costeros. Estos factores incluyen la radiacion solar, la
temperatura del agua, la presencia de organismos bentonicos, las propiedades
fisicoquimicas del agua y la compaosicién, asi como la granulometria de los sedimentos,
la cual no ha sido de gran interés para este estudio. Todos estos elementos, en su
conjunto, proporcionan informacién valiosa para comprender la funcion que desempefia
el ambiente costero, ya sea como un sumidero que retiene nutrientes o0 como una fuente

gue los libera al entorno marino.
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9.4 Parametros de Referencia

Como se menciond anteriormente, se recopilaron algunos parametros de referencia en
cada uno de los sitios, incluyendo el pH, la temperatura y la conductividad del agua.
Estos parametros son fundamentales para evaluar la calidad ambiental y la salud de los
ecosistemas costeros, ya que proporcionan informacion crucial sobre las condiciones
fisicas y quimicas del entorno marino. En cuanto al pH, no se registraron variaciones
significativas en ninguna de las playas o temporadas climaticas. Por otro lado, la
temperatura del agua mostré fluctuaciones, oscilando entre 24°C y 33°C. Es importante
destacar que estas variaciones de temperatura se deben a la hora del dia en que se
tomaron las muestras y se mantienen dentro del rango tipico de las condiciones

climéticas registradas, por lo que no se considero un factor significativo en este estudio.

Por otro lado, es importante destacar que la conductividad absoluta del agua de mar se
basa en la cantidad de iones disueltos por unidad de volumen (lo que conocemos como
salinidad) y en la movilidad de estos iones, que a su vez depende de factores como la
temperatura y la presion. La conductividad se mide en mS/cm (mili-Siemens por

centimetro).

Durante el estudio, se observé una disminucion en la conductividad del agua en Boca
del Rio en comparacién con los otros lugares, especialmente durante la temporada de
lluvias. Este fenbmeno se debe a la descarga del Rio Jamapa, que aporta agua dulce
y disminuye la salinidad en esa area. También se not6 una disminucibn menos
pronunciada en la temporada de nortes. En contraste, durante la temporada de estiaje,

la conductividad en Boca del Rio se igual6 a la de los otros sitios.

9.4 Proporcion de abundancia de bacterias con actividad proteolitica

De cada uno de los sitios y temporadas se contabilizo la cantidad de bacterias presentes
en el sedimento en la diluciéon 103, también se obtuvo la cantidad de bacterias que
presentan actividad proteolitica y se realizé una proporcion entre la abundancia que hay
de bacterias proteoliticas en comparacion con todas las bacterias que crecieron en el
medio R2A obteniendo asi la proporcion de abundancia de bacterias proteoliticas

encontradas en cada sitio y temporada.
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Se realiz6 una prueba de Levene para evaluar la igualdad de varianzas
(homocedasticidad de Varianza), se analizé la abundancia de cepas proteoliticas
(variable dependiente) encontradas en cada sitio de muestreo y temporadas climaticas

(variables independientes).

Ho: P>0.05 Los grupos tiene varianzas iguales y no existen diferencias significativas
estadisticamente.
Ha: P<0.05 los grupos tienen varianza diferente y si existen diferencias significativas

estadisticamente.

Se obtuvo una P<0.05 (valor de F: 3.3718 y valor de p: 0.00034) por lo tanto Ho se
rechaza y Ha se acepta por lo que existen diferencias significativas entre las varianzas
lo que no cumple con el supuesto homocedasticidad de varianzas, por lo que se realizé
una prueba no paramétrica.

Se realizaron pruebas no paramétricas.
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Figura 26 Efecto combinado de la proporcién de bacterias proteoliticas en las tres

temporadas climaticas en los seis sitios de muestreo.
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Cuadro 9 Valores medios de la unidad de medida de la abundancia de colonias de
bacterias proteoliticas aisladas de la playa de Veracruz durante tres

temporadas climaticas y seis sitios de muestreo.

Temp / ) Villa del Boca del Anton
N Farallon  Antepuerto Mocambo _ _
Sitio Mar Rio Lizardo

Lluvias 1.51+1.76 10.13 +5.86 2.08 +4.17 2.12+248 12.24+13.03 1.67+3.33
Nortes 20.00+28.28 11.46+1573 4.36+5.04 7.78 £ 9.69 15.74 + 5.08 0.00 + 0.00

Estiaje 0.00+0.00 1250+18.93 27.71+26.90 16.94+16.86 0.00+£0.00 20.00 +21.60
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20 |
KW-H(2,72) = 0.7337, p = 0.6929
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Figura 27 Grafica de caja Wisher de la proporcion de bacterias proteoliticas con

respecto a las temporadas climaticas.

Cuadro 10 Valores medios de la unidad de medida de la abundancia de colonias de
bacterias proteoliticas aisladas de playas de Veracruz durante tres

temporadas climéaticas.
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Temporada Lluvia Nortes Estiaje
0+D.S 4,96 +7.22° 9.89+14.242 12.86 + 18.62°

Valores con el mismo superindice representa valores de medias de grupos iguales

Se realizo una prueba de Kruskal-Wallis entre la proporcién de bacterias proteoliticas con
respecto a las tres temporadas climaticas lluvia, nortes y estiaje para determinar si las

medianas de estos grupos son diferentes teniendo que:

Ho: P>0.05 todas las muestras provienen de la misma poblacion (distribucion).

Ha: P<0.05 al menos una muestra proviene de una poblacion con una distribucién distinta.

En la Figura 27, se aprecia que al analizar la proporcion de bacterias proteoliticas en relacion
con las temporadas climaticas, se obtuvo un valor KW-H(2,72) = 0.7337, p = 0.6929. Estos
resultados indican que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Sin
embargo, se puede notar una tendencia creciente entre los valores promedio de la unidad
de medida, como se muestra en el Cuadro 10, donde durante la temporada de lluvias se
obtuvo un valor de (4.96 + 7.229), durante la temporada de nortes se registro (9.89 + 14.24?)
y en la temporada de estiaje se obtuvo (12.86 + 18.62%). Por lo tanto, la media de proporcion
de bacterias proteoliticas muestra una tendencia a ser menor durante la temporada de lluvia,
aumentar en la temporada de nortes y alcanzar niveles significativamente mayores en la

temporada de estiaje.

Esta variacion estacional podria explicarse por la constante aportacion de fuentes
nitrogenadas al sistema costero durante la temporada de lluvias, lo que resulta en una
proporcion relativamente estable de bacterias proteoliticas. Segun mencionan Torres y
Calva (2004), durante los episodios de lluvia, cuando el flujo de escorrentias se
incrementa, las bacterias se re-suspenden y su cantidad en la columna de agua
aumenta y en el sedimento se mantiene mas estable. Por el contrario, las bacterias
tienden a presentar una mayor concentracion en el lecho de sedimentos de los
ecosistemas debido a su unién con las particulas de terrigenas. Estas particulas, junto

con las bacterias, son depositadas en el sedimento durante las épocas de sequia, es
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por ello que se puede notar un aumento en su abundancia.

Se realizo una prueba de Kruskal-Wallis entre la proporcién de bacterias proteoliticas
con respecto a los seis sitios de muestreo Farallon, Antepuerto, Villa del Mar, Mocambo,

Boca del Rio y Anton Lizardo teniendo que:

Ho: P>0.05 todas las muestras provienen de la misma poblacion (distribucion).
Ha: P<0.05 al menos una muestra proviene de una poblacion con una distribucion

distinta.

En la Figura 28, se aprecia que al analizar la proporcidn de bacterias proteoliticas en relacion
con los sitios de muestreo, se obtuvo un valor KW-H(5,72) = 4.0131, p = 0.5475. Estos

resultados indican que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Como se puede observar en el Cuadro 11, todos los sitios de muestreo mostraron una
desviacion estandar que oscilé entre 10.15 y 18.85. Contrariamente a las expectativas
iniciales, las medias no experimentaron una variacion significativa como se esperaba
debido a que en los sitios existe un comportamiento diferenciado de las caracteristicas
espaciales que influyen en la cantidad de energia liberada por las olas en la playa.
Factores como el aumento en la altura de las olas o la intensidad de las mismas, que
desempefian un papel crucial en una cadena alimentaria compleja, las condiciones en
la capa intermareal de arena son altamente variables y dinAmicas, especialmente en las
playas tropicales, que se caracterizan por albergar una gran variedad de especies (Feng
et al.,, 2016; Schlacher et al., 2008). Sin tomar en cuenta los problemas de
contaminacion que surge por las actividades antropogénicas como es el caso de las
playas de Villa del Mar y Antepuerto en las que el volumen del agua portuaria presenta
una escasa renovacion por lo cual no es capaz de asimilar la alta cantidad de residuos
gue son capturados por esta, por lo que aparecen sustancias ajenas a estas (Camara,
1989)

Por otro lado, las playas de Villa del Mar, Mocambo y Antén Lizardo son destinos
turisticos ubicados en el centro de Veracruz. Durante la época de Semana Santa, estas
playas experimentaron un aumento en la afluencia turistica, lo que probablemente

deberia influir en el aporte de nutrientes al sistema costero. Cabe mencionar que estos
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nutrientes no se pudieron medir de manera precisa, este incluyendo la urea, que se

encuentra en diferentes proporciones en la orina, el sudor y las heces humanas.

Glibert et al. (2006), han sefalado la relacion entre el enriquecimiento de urea en las
zonas costeras y las modificaciones en las comunidades microbianas que se benefician
de este nutriente. Asimismo Aké-Castillo et al. (2014) han destacado que el aumento en
la concentracion de compuestos que contienen urea puede ser un factor en la
eutrofizacién de las comunidades microbianas costeras, ya que la urea tiende a ser
asimilada mas rapidamente que otros compuestos nitrogenados, por lo tanto se
esperaria una diferencia significativa estadisticamente de la abundancia de bacterias

proteoliticas en estas tres playas.

En el caso de Boca del Rio, que presenta la menor desviacion estandar la cual se
encuentra asociada como se mencion6 anteriormente, con la influencia del rio Jamapa.
Debido a esta influencia, el ingreso de nutrientes en este punto se considera mas
constante, lo que resulta en una menor variabilidad en la abundancia de cepas
proteoliticas. Hakspiel-Segura et al. (2015) mencionan que la limitacién de nutrientes
parece ser el factor principal que regula la abundancia bacteriana en el ambiente
planctonico. Sin embargo, cuando existe un suministro constante de proteinas, cabria
esperar la presencia de una zona de alta productividad de enzimas proteoliticas, por lo
que nos dice que el rio aporta la suficiente cantidad de fuentes nitrogenadas durante

las tres temporadas climaticas para que la abundancia sea mas constante en esta zona.
Finalmente, la playa preservada de Farallon si muestra una mayor desviacion estandar

pero la menor media de los seis sitios, claramente se encuentra influenciada por las

temporadas climaticas de la zona.
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Figura 28 Grafica de caja Wisher de la proporcion de bacterias proteoliticas con

respecto a los sitios de muestreo.

Cuadro 11 Valores medios de la unidad de medida de la abundancia de colonias
de bacterias proteoliticas aisladas de playas de Veracruz de los seis

puntos de muestreo.

N _ Boca del Anton
Sitios  Farallon  Antepuerto Villa del Mar Mocambo ) _
Rio Lizardo

0+D.S 7.17+17.59% 11.36+13.252 11.38+18.852 8.95+12.062 9.33+10.15% 7.22+14.832

Valores con mismo superindice representa valores de medias de grupos iguales
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Figura 29 Porcentaje de bacterias con actividad proteolitica con respecto a las
temporadas climaticas.
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Figura 30 Porcentaje de bacterias con actividad proteolitica con respecto los sitios de

muestreo.

En los ecosistemas costeros, las bacterias son influenciadas por diversos factores
ambientales como la temperatura, la radiacion solar, la sedimentacion, la depredacion
y la exposicion a sustancias toxicas. Estos factores colectivamente aumentan su tasa
de mortalidad (Torres y Calva, 2004). En consonancia con esto, al observar las Figuras
29 y 30, podemos identificar graficamente que la playa de Boca del Rio presenta la
mayor abundancia de bacterias con actividad proteolitica, especialmente durante la

temporada de estiaje. Por lo tanto, si se busca obtener una alta abundancia de estas
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bacterias para un estudio de diversidad especifico en torno a alguna playa, se

recomendaria realizarlo en la playa de Boca del Rio durante la temporada de estiaje

Por otro lado, si se llegara a presentar un aumento significativo de la contaminacién
basada en proteinas en la zona costera central de Veracruz y se quisiera llevar a cabo
una bioremediacion de manera eficiente, seria aconsejable considerar la utilizacién de
organismos obtenidos localmente en el mismo lugar afectado o donde se encuentre una
mayor abundancia de bacteria y presente las mismas condiciones climéticas que en
este caso seria la playa de Boca del Rio. Esto se alinea con lo mencionado por Curi
(2014), quien destaca que el uso de bacterias aisladas autdctonas de los sitios
afectados ofrece diversas ventajas. Estos microorganismos presentan una adaptacion
minima o nula a las condiciones locales y poseen caracteristicas que les ayudan a

sobrevivir y prosperar en el entorno especifico.

9.5 indice Enzimético
El comportamiento de la actividad proteolitica se analiz6 con el indice Enzimatico, en
donde 101 colonias de bacterias presentaron produccidon de proteasas extracelulares

en las muestras de sedimento costero obtenido de diferentes sitios.

Se realiz6 una prueba de Levene’s que evaluar la igualdad de varianzas para saber
gué tipo de analisis era necesario realizar paramétrico o no paramétrico. Se analizo el
indice Enzimaético (variable dependiente) respecto a los sitios de muestreo y las

temporadas climaticas (variable independiente).

Ho: P>0.05 Los grupos tiene varianzas iguales y no existen diferencias significativas
estadisticamente.
Ha: P<0.05 los grupos tienen varianza diferente y si existen diferencias significativas

estadisticamente.

Se obtuvo una P<0.05 (valor de F 3.0544 y valor de p 0.00037) por lo tanto Ho se
rechaza y Ha se acepta por lo que existen diferencias significativas entre las varianzas
lo que no cumple con el supuesto homocedasticidad de varianzas, por lo que se realizo

una prueba no paramétrica.
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Se realizaron pruebas no paramétricas para observar si existen diferencias

significativas entre las variables espacio-temporales.
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Figura 31 Efecto combinado de indice Enzimatico en las tres temporadas climaticas en

los seis sitios de muestreo.

Cuadro 12 Valores medios de la unidad de medida del indice Enzimatico de
bacterias proteoliticas aisladas de playas de Veracruz durante tres

temporadas climaticas y seis sitios de muestreo.

N i Villa del Boca del Anton
Temp/Sitio  Farallbn  Antepuerto Mocambo ) _
Mar Rio Lizardo

Lluvias 1.51+1.76 10.13+583 2.08+4.17 212+248 12.24+13.03 1.67+3.33
Nortes 20.00+28.28 11.46+15.73 4.36+5.04 7.78+9.69 1574+5.08 0.000.00

Estiaje 0.00+0.00 1250+18.93 27.71+26.90 16.94+16.86 0.00+0.00 20.00 +21.60
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Se realizo una prueba de Kruskal-Wallis entre el indice Enzimatico con respecto a las

tres temporadas climaticas lluvias nortes y estiaje teniendo que:

Ho: P>0.05 todas las muestras provienen de la misma poblacién (distribucion).
Ha: P<0.05 al menos una muestra proviene de una poblacion con una distribucién

distinta.

Como se puede apreciar en la Figura 32, el valor obtenido de la prueba de medias fue
KW-H(2,101) = 0.364, p = 0.8336. Esto indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los indices Enzimaticos y las tres temporadas
climaticas. Los valores medios y la desviacién estdndar muestran una tendencia
descendente. Como se observa en el Cuadro 13 durante la temporada de lluvias, se
registré el mayor promedio (0.91 + 0.94), seguido de la temporada de nortes (0.88 *
0.73), siendo la temporada de estiaje la que present6 el valor mas bajo (0.81 + 0.63).
Por lo tanto, se puede afirmar que durante la temporada de lluvias se presenta la
maxima cantidad de enzimas generadas por bacterias con actividad proteolitica, y que
la cantidad de enzimas secretadas por estos microorganismos disminuye a medida que

se acerca la temporada de estiaje.

Las medias de todas las muestras presentaron un IE por debajo de 1 considerando que
para determinar una buena seleccion de actividad enziméatica el indice enzimatico debe
ser mayor o igual a 2 (Lealem y Gashe, 1994) por lo que se dice que en la zona central
de Veracruz no se encontré6 una temporada en particular que aumentara el indice
enzimético por lo que tanto las variaciones fisicoquimicas que se encuentran dentro del
ambiente no influye de manera significativa el aumento o disminucién de secrecion de

enzimas extracelulares por bacterias con actividad proteolitica.

Por otro lado, se observa una tendencia contrapuesta entre el indice Enzimatico y la
abundancia de cepas proteoliticas en funcion de las estaciones climéticas. El indice
Enzimatico muestra un patrén en el que es mas alto durante la temporada de lluvias,
disminuye en la temporada de nortes y alcanza su punto mas bajo en la temporada de

estiaje.

En contraste, la abundancia de cepas proteoliticas sigue una tendencia inversa: es
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menor en la temporada de lluvias, aumenta en la de nortes y alcanza su maximo nivel

durante la temporada de estiaje.

Estos resultados sugieren que, durante las diferentes temporadas climaticas, se
establece un equilibrio entre la cantidad de bacterias presentes en el ambiente y la
cantidad de enzimas que secretan. Considerando que un area acuética es saludable
cuando sus condiciones biolégicas se encuentran balanceadas (Pérez, 2012) en este
contexto esto podria indicar la presencia de un equilibrio constante en la degradacion
de proteinas en el entorno. Es decir, las condiciones estacionales parecen influir en la
actividad enzimética y en la abundancia de las bacterias proteoliticas de manera
equilibrada. Aungque no se encontré una correlacion positiva entre el indice enzimatico
y la abundancia de bacterias en relacién al porcentaje de materia organica en la zona
costera, parece que estas Ultimas si se ven influenciadas por la cantidad de fuentes

nitrogenadas presentes en el ambiente.

Por lo que es importante tener en cuenta que las tres temporadas climaticas (norte,
lluvias y estiaje) jugaron un papel crucial en el desarrollo de la actividad proteolitica.
Estas temporadas presentaron diferentes caracteristicas fisico-quimicas y también
hubo cambios en las actividades humanas en el area de estudio debido al turismo y las

temporadas de veda.

En resumen, este estudio propone una estrategia de regulacién de la secrecion de
enzimas proteoliticas que no se habia descrito previamente. Esta regulacion parece
estar influenciada por las estaciones climaticas y merece un analisis mas detallado en
futuras investigaciones centradas en el metabolismo y la regulacién de la materia

organica en los entornos marinos.
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Figura 32 Grafica de caja Wisher del indice Enzimatico con respecto a las temporadas

climaticas.

Cuadro 13 Valores medios de la unidad de medida del indice Enzimético de colonias de
bacterias proteoliticas aisladas de playas de Veracruz durante tres

temporadas climéaticas.

Temporada Lluvia Nortes Estiaje

0+D.S 0.91 +0.942 0.88 +0.73? 0.81+0.632

Valores con el mismo superindice representa valores de medias de grupos iguales

Se realizo una prueba de Kruskal-Wallis entre el indice Enzimatico con respecto a los
seis sitios de muestreo Farallén, Antepuerto, Villa del Mar, Mocambo, Boca del Rio y

Anton Lizardo teniendo que:

Ho: P>0.05 todas las muestras provienen de la misma poblacion (distribucion).
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Ha: P<0.05 al menos una muestra proviene de una poblacién con una distribucién

distinta.

En la Figura 33, se aprecia que al analizar el indice Enzimatico en relacion con los sitios
de muestreo, se obtuvo un valor KW-H(5,101) = 6.4218, p = 0.2673. Estos resultados
indican que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Los valores del indice Enzimatico, como se muestra en el Cuadro 14, exhibieron
variaciones en las medias y desviaciones estandar en cada uno de los sitios de
muestreo. Estos valores fueron los siguientes: Farallén (0.74 = 0.96), Antepuerto (0.99
+ 0.83), Villa del Mar (0.89 + 0.66), Mocambo (0.76 + 0.51), Boca del Rio (1.09 £ 0.81)
y Anton Lizardo (0.61 + 0.70). A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los sitios de muestreo y el indice Enzimatico, se puede observar que
la mayor actividad proteolitica bacteriana se registr6 en Boca del Rio, seguido por
Antepuerto, Villa del Mar y Mocambo. Estos sitios estan ubicados en la zona interurbana
de Veracruz centro y Boca del Rio, y esta mayor actividad parece estar relacionada con
las actividades pesqueras y urbanas presentes en sus alrededores. Estas actividades
econdmicas generan presiones antropogénicas que impactan los servicios ambientales
de la zona costera central de Veracruz las cuales son actividades que impactan en la

economia local (Lango-Reynoso et al., 2019; Sanchez Dominguez, 2015).
En contraste, los extremos mas alejados que se encuentran en contacto con un mar

mas abierto, como Farallbn y Antén Lizardo, muestran medias mas bajas en

comparacion con los sitios mencionados anteriormente.
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Figura 33 Grafica de caja Wisher del indice Enzimético con respecto a los sitios de

muestreo.

Cuadro 14 Valores medios de la unidad de medida del indice Enzimatico de colonias
de bacterias proteoliticas aisladas de playas de Veracruz de los seis

puntos de muestreo.

" , _ Boca del Antén
Sitios  Farallon  Antepuerto Villa del Mar Mocambo _ _
Rio Lizardo

0+D.S 0.74+0.962 0.99 +0.832 0.89 +0.662 0.76 £+0.51* 1.09+0.81* 0.61+0.70%

Valores con el mismo superindice representa valores de medias de grupos iguales

Dos cepas presentaron un indice Enzimatico (IE) mayor a dos teniendo por lo que tienen

una eficiente producciéon de enzimas extracelulares segun Lealem y Gashe (1994), una
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fue encontrada en la Temporada de Lluvias en la playa de Farallén con un IE=2.666 y
la segunda en la Temporada de Estiaje en la playa de Villa del Mar en marea alta con
un IE=2.333. Estas dos cepas presentaron un mayor halo de actividad enzimética luego
de 5 dias de incubacién a 35°C; sin embargo, el comportamiento de las demas cepas
encontradas es mas homogéneo con bajos indices enzimaticos. Este resultado es
coincidente con el reportado por Sanchez et al. (2004) quienes analizaron proteasas
extracelulares por bacterias marinas aisladas de aguas contaminadas con efluentes

pesqueros encontrando solamente una cepa con alta actividad proteolitica.

Encontrar Unicamente dos colonias bacterianas con un alto indice enzimético podria
deberse a la variacién en la actividad proteolitica extracelular. Esta variacion puede
existir no solo entre diferentes cepas, sino incluso dentro del mismo género bacteriano
como sugieren Estevao y Pucci (2005). Por lo tanto, estas colonias podrian ser
calificadas como "variantes" ya que, desde una perspectiva poblacional, su capacidad
para secretar una cantidad significativamente mayor de enzimas extracelulares se

considera una caracteristica inusual o atipica dentro de la misma poblacion.

Sabiendo de que las bacterias son una fuente atractiva de enzimas proteoliticas debido
a su cultivo eficiente y facilidad de manipulaciéon, combinado con la comprension de que
las especies de las playas pueden abarcar amplios rangos geograficos en respuesta a
diferentes condiciones morfolégicas y climaticas, como se ha sefialado por Schlacher
etal. (2008), abre la posibilidad de considerar estas dos colonias para posibles estudios
para aplicaciones biotecnoldgicas. Estas aplicaciones pueden incluir el uso de estas
bacterias en la produccibn de enzimas proteoliticas de interés industrial o,
potencialmente, en procesos de biorremediacion si la zona central de Veracruz

experimenta un aumento en la contaminacion debida a fuentes nitrogenadas.
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Figura 34 Conexiones entre investigaciones realizadas en bacterias con actividad

proteolitica en ambientes marinos y salados.

En la Figura 34 se representa las relaciones y conexiones entre diversas
investigaciones relacionadas con bacterias que poseen actividad proteolitica en
ambientes marinos y salinos. Los datos de esta figura se obtuvieron de
https://researchrabbitapp.com, Como se puede apreciar y como se mencioné al
principio, existen pocas investigaciones enfocadas en el estudio de este tipo de
bacterias que se encuentran de forma libre e interactlan constantemente con el
ambiente. También se puede observar que no existe conexidn entre estas
investigaciones, lo cual se debe a que se centran en la busqueda de cepas con alto
indice Enzimético para su uso en biotecnologia, como es el caso de (Prihanto et al.,
2020; Sanchez et al., 2004; Tropeano et al., 2013; Vazquez et al., 2008), mientras que
la investigacion de Li et al. (2017) es pionera en determinar la diversidad de estos

microorganismos en toda una bahia.

Es la primera investigacion registrada que intenta examinar el metabolismo en la zona
intermareal de las playas durante diferentes temporadas y en sitios expuestos a

diversas actividades antropogénicas.
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10. CONCLUSION

A pesar de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la
abundancia y el indice enzimatico de las bacterias con actividad proteolitica en relacion
al tiempo y la ubicacién en la zona central de Veracruz, este estudio se considera
pionero. Es el primero en comparar la variacién de este tipo de bacterias entre diferentes
estaciones y sitios de muestreo, centrandose en el metabolismo presente en el

sedimento de la zona intermareal.

Este enfoque propone la posible utilizacion de estos microorganismos como
bioindicadores. Aunque no se han identificado diferencias estadisticas significativas,
esto no determina si pueden o no ser eficaces como bioindicadores. Seria beneficioso
investigar areas conocidas por estar contaminadas por desechos organicos que se
encuentre mas presente las proteinas para poder comparar su presencia y actividad en

esas zonas.

En este sentido, debido a que existe una alta diversidad de bacterias marinas que se
encuentran en esta zona, se tiene dificultad para la cuantificacibn y monitoreo de las
bacterias comunmente utilizadas como indicadoras, debido a las altas que imperan en
el Estado. Por lo cual se intentaba determinar si el analisis de bacterias con capacidad
proteolitica podia ser un nuevo indicador de la contaminacion a base de productos

nitrogenados en la zona tropical mexicana.

Por otro lado, el hecho de que solo dos colonias presenten un alto indice enzimatico
sugiere que la zona central de Veracruz se mantiene en un estado de equilibrio en lo
gue respecta a la contaminacion de origen proteico, independientemente de la

temporada climatica en la que nos encontremos.

Este hallazgo sugiere que, a pesar de las variaciones estacionales, la zona central de
Veracruz mantiene una saludable bioestabilidad en términos de contaminacién proteica.
Esto tiene importantes implicaciones para la conservacion de los ecosistemas costeros
en laregion, ya que sugiere que las actividades humanas no estan teniendo un impacto
significativo en la presencia de estas bacterias proteoliticas, lo que es un indicio positivo

para la calidad del agua y la salud ambiental en la zona. Sin embargo, se necesita una
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investigacién adicional para confirmar estos resultados y comprender mejor las

dinamicas detras de esta aparente estabilidad.
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11. RECOMENDACIONES

Para obtener una comprension mas completa del ciclo biogeoquimico del nitrégeno en
la zona central de Veracruz y su relacion con las bacterias con actividad proteolitica, se
sugiere llevar a cabo un estudio de correlacion entre la abundancia y el indice
enzimatico de estas bacterias y el contenido de nitrégeno total en el ambiente. Se
recomienda utilizar el método de Kjeldahl para la medicion precisa del nitrégeno total.
Esta investigacion proporcionaria informacion valiosa sobre como estas bacterias
responden a las variaciones en los niveles de nitrégeno y como podrian influir en el ciclo

biogeoquimico del nitrégeno en esta region costera.

Ademaés, se sugiere llevar a cabo un estudio similar en una zona que experimente una
alta descarga de fuentes nitrogenadas, ya sea debido a la actividad pesquera intensiva
0 a la presencia de mataderos con liberacion de sanguaza. Este enfoque permitiria
comparar los resultados con los obtenidos en la zona central de Veracruz, donde se ha
observado una aparente estabilidad en la actividad proteolitica bacteriana. El contraste
entre estas dos areas podria revelar diferencias significativas y proporcionar una
comprension mas profunda de como las fuentes de nitrégeno afectan a las bacterias

proteoliticas en diferentes contextos.

Por otro lado, es importante sefialar que esta investigacioén se basé en la abundancia
de las colonias de bacterias que presentan actividad proteolitica, considerandolas como
una poblacién dnica. Un paso crucial para futuras investigaciones seria realizar un
analisis de la diversidad bacteriana en cada una de las playas y evaluar si esta
diversidad varia segun el sitio de obtencion de las muestras y las condiciones de la

temporada climatica.
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