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RESUMEN

Antes de las actividades antropogénicas, el océano costero global era un sistema autétrofo neto,
a partir de la actividad humana y el cambio de la tierra se han alterado drasticamente el transporte
de sedimentos y bioelementos a la zona costera, propiciando un debate sobre si esta zona es
autétrofa o heterotrofa. Se realizd un estudio exploratorio de cinco playas arenosas de la zona
costera central del estado de Veracruz; tres playas urbanas (Antepuerto, Villa del Mar y
Mocambo), dispuestas sobre un gradiente de actividades antropogénicas en la Zona
Metropolitana de Veracruz (ZMV) y dos playas naturales, no urbanizadas (Farallén y Arroyo Giote)
alejadas de la ZMV. Lo anterior, con la finalidad de conocer las concentraciones y caracteristicas
bioquimicas de los grupos bacterianos heterétrofos encontrados durante dos temporadas
contrastantes en la region, estiaje y lluvias. Al mismo tiempo, se ofrece un amplio panorama de
lo que se encuentra al estudiar a fondo la parte microbiolégica de los sedimentos marinos;
ademas de conocer la influencia de dicho gradiente antropogénico sobre la capacidad bacteriana.
Se recolectaron muestras de sedimentos marinos superficiales en cada sitio utilizando un
nucleador de 60 cm?, mismas que se llevaron al laboratorio para su preservaciéon por medio de la
técnica de microcosmos. Se realizaron diluciones seriadas con solucion madre de fosfatos para
cuantificar la concentraciéon de grupos heterétrofos (UFC/g), siguiendo la técnica de Cuenta en
Placa y, mediante andlisis estadisticos, se determind el factor con mayor efecto sobre la
concentracion obtenida. Asimismo, se aislaron cultivos puros en medio TSA y, haciendo uso de
una bateria de pruebas diversas, se analizaron las capacidades metabdlicas, enzimaticas y de
tolerancia a la salinidad y temperatura para determinar las caracteristicas bioquimicas de los
grupos aislados. Dentro de los resultados obtenidos, se encontraron concentraciones mas altas
en dos playas urbanas, Mocambo y Villa del Mar (2.9E+06 UFC/10 g y 2.6E+06 UFC/10g,
respectivamente). Los estadisticos mostraron que el factor sitio ejerce mayor efecto sobre las
concentraciones de bacterias heterétrofas que el factor temporada, mientras que, la
caracterizacion bioquimica demostro la capacidad de las bacterias heterétrofas a adaptarse a las
condiciones del medio al responder positivamente a la gran mayoria de las pruebas a las que
fueron sometidas. La presencia de bacterias heterotrofas demostré ser un reflejo del grado de
perturbacion antropogénica que presenta cada playa, teniendo tendencia a concentrarse
principalmente en aquellas cercanas al nacleo urbano, por otra parte, fue evidente que el
gradiente de perturbacién antropogénica no influyd en la diversidad de -caracteristicas
bioguimicas, lo que conlleva a plantear el estudio de las playas de forma individual.

Palabras clave: bacterias heterétrofas, bioquimica, playas, zona costera.



ABSTRACT

Prior to anthropogenic activities, the global coastal ocean was a net autotrophic system, human
activity and land change have drastically altered the transport of sediments and bioelements to
the coastal zone, leading to debate on whether this zone is autotrophic or heterotrophic. An
exploratory study of five sandy beaches in the central coastal zone of the state of Veracruz was
carried out; three urban beaches (Antepuerto, Villa del Mar and Mocambo), arranged on a gradient
of anthropic activities in the Veracruz Metropolitan Area (ZMV) and two undeveloped natural
beaches (Farallon and Arroyo Giote) far from the ZMV. The above, in order to know the
concentrations and biochemical characteristics of the heterotrophic bacterial groups found during
two contrasting seasons in the region, dry season and rainy season. At the same time, a broad
panorama of what is found when studying in depth the microbiological part of marine sediments
is offered; in addition to knowing the influence of said anthropogenic gradient on bacterial capacity.
Samples of superficial marine sediments were collected at each site using a 60 cm3 corer, which
was taken to the laboratory for preservation using the microcosm technique. Serial dilutions were
made with phosphate stock solution to quantify the concentration of heterotrophic groups (UFC/g),
following the Plate Count technique and, through statistical analysis, the factor with the greatest
effect on the concentration obtained was determined. Likewise, pure cultures were isolated in TSA
medium and, using a battery of diverse tests, the metabolic, enzymatic and tolerance to salinity
and temperature capacities were analyzed to determine the biochemical characteristics of the
isolated groups. Among the results obtained, higher concentrations were found in two urban
beaches, Mocambo and Villa del Mar (2.9E+06 CFU/10g and 2.6E+06 CFU/10g, respectively).
The statistics showed that the site factor exerts a greater effect on the concentrations of
heterotrophic bacteria than the season factor, while the biochemical characterization
demonstrated the ability of heterotrophic bacteria to adapt to environmental conditions by
responding positively to the vast majority of the tests to which they were subjected. The presence
of heterotrophic bacteria proved to be a reflection of the degree of anthropogenic disturbance that
each beach presents, with a tendency to concentrate mainly on those close to the urban nucleus,
on the other hand, it was evident that the anthropogenic disturbance gradient did not influence the
diversity of characteristics. biochemical, which leads to consider the study of the beaches
individually.

Keywords: heterotrophic bacteria, biochemistry, beaches, coastal zone.
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I. INTRODUCCION

Las regiones costeras son espacios ampliamente variables en caracteristicas fisicas,
geomorfologicas, bibticas y climéticas que, sumado a su gran belleza para el ojo humano, su alta
accesibilidad y los mudltiples servicios ecosistémicos que ofrecen, son preferidas como sitios
recreativos y de vivienda para la creciente poblacion humana (Martinez et al., 2007). Desde un
enfoque ecoldgico-econdmico, los sistemas costeros incluyen servicios de regulacién como la
estabilizacion de la costa, la regulacion de nutrientes, el secuestro de carbono, la desintoxicacion
de aguas contaminadas y la eliminacion de desechos; servicios de aprovisionamiento como el
suministro de alimentos, recursos energéticos y productos naturales; servicios recreativos tales
como medios de vida costeros, transporte maritimo, turismo y recreacion nacionales e
internacionales (Béné et al., 2011). Convirtiéndose estos servicios costeros de gran valor, no solo
para las comunidades locales que viven en la zona (especialmente en los paises en desarrollo),
sino también para las economias nacionales y el comercio mundial (Peterson & Lubchenco, 1997;
Martinez et al., 2007; Béné et al., 2011; Defeo et al., 2021).

Existe evidencia que sugiere que la degradacion del habitat y la calidad del agua, asi como los
cambios en la estructura y la abundancia de las pesquerias, han sido el resultado de aumentos
en el desarrollo comercial y residencial, agricultura, ganaderia, suelo y pérdida de sedimentos
(Werner & Blanton, 2019). Dado que los recursos de las zonas costeras son atractivos para las
personas, las costas del mundo son puntos focales para las actividades humanas (Culliton et al.,
1990; Martinez et al., 2007; Yan et al., 2020), como la pesca, acuicultura, agricultura, silvicultura,
mineria, petroquimica, energia eléctrica, portuaria, urbanismo, turismo y recreacién (DOF, 2018).

La zona costera experimenta una severa presion antropica cuyo efecto sinérgico la pone en
riesgo; si bien, los fenébmenos naturales moldearon el medio costero en el pasado, el futuro sera
definido por procesos naturales y antropogénicos operando de manera conjunta (Werner &
Blanton, 2019), adquiriendo relevancia los estudios de monitoreo y evaluacion ambiental de la
costa; sin embargo, estos se han centrado en los cambios morfolégicos y en el uso del suelo, asi
como en los efectos ecoldgicos, ambientales y socioeconémicos del cambio (Boak & Turner,
2005). Las actividades humanas y la erosién han alterado los patrones espaciales y del uso del
suelo provocando grandes cambios en la estructura y el valor del ecosistema costero (Murray et
al., 2019; Yan et al., 2020; Bushra et al., 2021). Se alteran las condiciones limite de las marejadas
ciclénicas con pérdida de habitats y erosién (Wang et al., 2016; Smith et al., 2021); asimismo, se
vierten contaminantes como aguas residuales industriales y municipales (Yu et al., 2021)
afectando el valor del servicio ecosistémico de la costa (Wang et al., 2021).

La zona costera se ha convertido en un reservorio de contaminantes que pueden ser toxicos y
peligrosos para la biota y la salud humana (Aguilar, 2010), o que pueden cambiar las condiciones
ambientales e hidrol6gicas como temperatura, pH y salinidad. En el caso de los microorganismos
se puede propiciar que ciertos grupos se adapten a sobrevivir a pesar de estos cambios drasticos
(Martinez-Alonso & Gaju, 2005) adquiriendo relevancia ecolégica al ser capaces de degradar
compuestos contaminantes dentro de los sistemas ambientales conformando un frente contra
dicho deterioro (Kieft et al., 1997; Boschker et al., 2001; Pucci et al., 2009).



Las bacterias como reguladores del flujo de material contaminante dentro de un sistema
ambiental tienen la capacidad de detectar cambios externos y responder en consecuencia,
ajustando su comportamiento a sefiales especificas como alteraciones en la temperatura y
limitacion de nutrientes o modificando su entorno local para facilitar el crecimiento, demostrando
su versatilidad metabdlica y su adaptabilidad a condiciones variantes (Semenov, 2022). Las
bacterias al igual que otros microorganismos suelen presentar cambios en la composicién de sus
comunidades a lo largo de ciertos periodos de tiempo, estas se adaptan a las condiciones
ambientales prevalecientes provocando una rotacion de especies, por lo que patrones
estacionales son capaces de regir y producir la floracién de una gran diversidad bacteriana
(Yannarell & Kent, 2009). Es de gran importancia conocer la diversidad de microorganismos que
habitan los ambientes costeros presionados, ya que permite evaluar la resistencia que ellos tienen
a las perturbaciones antropogénicas y si son capaces de degradar materiales contaminantes
usandolos como fuente de energia (Martinez-Alonso & Gaju, 2005; Gémez-Garcia et al., 2006).

El estudio de la variacién espacio-temporal de bacterias heterétrofas en una zona presionada por
actividades antropogénicas, ademas de brindar informacion sobre la distribucion cuantitativa,
provee conocimientos sobre los cambios en el estado de dicho espacio, al ser comparada la
abundancia de estas bacterias durante diferentes periodos. Se genera una linea base de
informacion precedente para futuras investigaciones que contemplen el deterioro de la zona
costera desde un enfoque microbiolégico y para la implementaciéon de un posterior programa de
monitoreo ambiental. Es por esto, que el objeto de estudio en este trabajo de investigacion fueron
las bacterias heterotrofas, se analizaron sus caracteristicas bioguimicas para la generacion de
conocimiento aplicable a potencial biotecnolégico y se obtuvieron las concentraciones de la
presencia durante las temporadas de lluvias y estiaje.



Il. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 Zona costera

La zona costera es el espacio en donde ocurre la interaccién entre continente y el mar y, en
consecuencia, se produce una mezcla de agua dulce con agua salada; estando expuesta asi a
un estado de cambio constante, la cual varia de forma natural de acuerdo al régimen de corrientes
y olas, climay la actividad biol6gica (Steer et al., 1997; Millennium Ecosystem Assessment, 2005).
Una definicion mas completa que involucra a la actividad humana como principal responsable de
alterar la ecologia y el desmejoramiento en la salud de sistemas ambientales dentro de una zona
costera es:

“Zona costera es la franja de tierra firme y espacio oceanico adyacente (agua y
tierra sumergida), en la cual la ecologia terrestre y el uso del suelo afectan
directamente la ecologia del espacio ocednico y viceversa. La zona costera es una
franja de ancho variable que bordea los continentes, los mares interiores y los
grandes lagos. Funcionalmente, es la amplia interfase entre tierra y agua donde
los procesos de produccién, consumo e intercambio ocurren a altas tasas de
intensidad. Ecolégicamente, es un area de dinamica actividad biogeoquimica,
pero con limitada capacidad para sostener varias formas de uso humano.
Geograficamente, la frontera terrestre de la zona costera es necesariamente vaga.
Los océanos pueden afectar el clima hasta muy adentro de la tierra” (Ketchum,
1972). Obtenido de Steer et al. (1997).

Por lo tanto, las zonas costeras son uno de los entornos mas complejos del planeta porque todos
los procesos terrestres, marinos y atmosféricos interactian para darles forma. Constituyéndose
al mismo tiempo como areas de transicion entre los principales biomas y, encontrandose entre
las mas productivas y diversas del mundo, con un alto valor ecoldégico y econdémico (Iglesias et
al., 2015).

2.1.1 Contaminacion de la zona marino-costera

El término de contaminacion costera responde a la introduccién de sustancias o cualquier forma
de energia en el medio ambiente costero, que produzca o pueda producir efectos adversos en el
ecosistema debido a cambios en sus caracteristicas fisicas, quimicas y/o biol6gicas (GESAMP,
1980; Béné et al., 2011; Botero et al., 2018); sin embargo, en la actualidad, la definiciébn es mas
amplia y se incluye el evitar poner en riesgo a la salud publica, el impedimento para realizar
actividades recreativas, el bienestar econémico y la conservacion y utilizacién de estos espacios
dentro de los objetivos del desarrollo sostenible (Naciones Unidas, 2014).

Dentro de las principales fuentes de contaminacién marino-costera destacan las descargas de
basura de los vertederos a lo largo de la costa o riberas de los rios, el vertido de basura en las
playas; el turismo y el uso recreativo de las costas; las actividades del sector pesquero y los
astilleros de desguace. Por otra parte, las inundaciones y otros sucesos relacionados con las
tormentas drenan la basura hacia el mar, donde se hunde hasta el fondo o es arrastrada por los



remolinos costeros y las corrientes oceanicas. Asi como también, los aparejos de pesca
abandonados, perdidos o descartados, la actividad de navegacion y los vertidos legales e ilegales
(Appah, 2022).

2.1.2 Sectores de impacto en la zona costera

El acelerado desarrollo socioecondmico constituye un factor de presion ambiental, que parte de
la explotacion en exceso de los recursos naturales y los efectos que ocasionan los desechos
derivados de la actividad humana. El cuadro 1 muestra el impacto tanto de dafios como de
cambios fisicos, quimicos y bioldgicos que experimentan las zonas costeras al estar expuestas a
diversas actividades antrépicas.

Cuadro 1. Sectores que influyen en el deterioro de la zona costera y sus fuentes de impacto.

Impacto o acumulacién de

Actividad Fuente
compuestos
. Quimicos derivados de pesticidas, Escorrentia
Agricola - o
herbicidas y fertilizantes
Acuicola Expansion descontrolada Actividad acuicola
Forestal Introduccién de sedimentos Dragados, erosion y escorrentia
Introduccién de metales pesados Efluentes industriales, descargas urbanas,
Industrial rellenos sanitarios, depésitos de basuras
peligrosas
Afectacion de habitats intermareales y Obras de construcciéon (corredores de
Infraestructura obstruccion de flujos naturales de agua desarrollo, nicleos comerciales,
carreteras, puentes, aeropuertos, etc.)
Mineria Erosion y recesion del frente de playa Extraccién de arena
Portuaria Petréleo, hidrocarburos y productos Derrame, fuga, descargas industriales y
quimicos téxicos escorrentia
Reduccion de biodiversidad, Desarrollo turistico y recreativo
Turismo y agotamiento de recursos, riesgos a la
recreacion salud humana, acumulacién de
nutrientes y exceso de patdgenos
. Basura, desechos quimicos, fecales, Escorrentia, cauces de rios, descarga de
Asentamientos . .. . . P . .
lixiviados y otros derivados de residuales, agricolas e industriales
humanos . : o
actividades socioecondmicas
., Erosion, cambios naturales en el flujo Obras de proteccion
Construccion . . .
de corrientes, cambios en el nivel del

costera
mar

Fuente: Elaboracion propia a partir de Clark (1995); Steer et al. (1997); Ver et al. (1999); Escobar
(2002); Baisre (2008); Lopez (2021).

2.1.3 Biogeoquimica de las costas

La zona costera es el receptaculo inmediato de practicamente todos los sélidos y solutos
transferidos de la tierra al mar, pero también tiene interacciones bidireccionales importantes con
el océano abierto, incluida la exportacion neta de carbono, metales traza y micronutrientes (Cowie
& Woulds, 2011). Las actividades humanas se han convertido en un factor geolégico cada vez
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MAas importante con respecto a la zona costera a través de cuatro perturbaciones ambientales
principales (Ver et al., 1999):

1) Emisiones de carbono (C), nitrégeno (N) y azufre (S) por la guema de combustibles fésiles.

2) Cambios en las actividades de uso de la tierra que resultan en emisiones de C gaseoso,
mayores cargas disueltas y de particulas, transporte de materia organica y
retroalimentaciones a la produccion bioldgica.

3) Aplicacion de fertilizantes inorganicos que contienen nitrégeno y fosforo.
4) Descargas de aguas residuales que contienen C, N y fosforo (P) organicos reactivos.

De acuerdo con Rabouille et al. (2001), el modelo biogeoquimico de los ciclos elementales
Carbono, Nitrégeno y Oxigeno en el océano costero describe la dinAmica de los procesos de
transferencia y sus interacciones (produccién primaria, mineralizacién, deposicion de sedimentos
y enterramiento).

2.1.4 Ciclo del carbono en las zonas costeras

Debido a la poca profundidad de la zona costera, una parte muy significativa de la produccion
primaria se transfiere a los sedimentos. La alta tasa de sedimentacion de material detritico de
origen continental aumenta, al mismo tiempo, la tasa de conservacion de C organico en
sedimentos marinos (Wollast, 1993). Al ser regiones de mayor productividad biol6gica en
comparacion con las aguas superficiales oceanicas promedio, los convierte en un reservorio
importante en el ciclo global del carbono (figura 1).



Intercambio de CO»
con la atmosfera

Ei 'FiZT | +Fi2 Fus
Entrada desde tierra | Intercambio a la
—_ T l superficie del océano
CO; —

Ciclo del carbono ~ |
inorganico

Fiz e
Acumulacién 2 5
de CaCO; en Afloramiento
sedimentos e Foz costero
Dic Absorcion
Remineralizacion fotosintética
F04
Fo1 Intercambio a la
Entrada desde tierra k v superficie del océano
> . T ——
Ciclo del carbono |
Fos organico Fuos
Acumulacion .
do C Afloramiento
© Lrorg O costero

sedimentos

Figura 1. Ciclo del carbono en la zona costera. Principales reservorios y flujo de carbono organico
e inorganico. Elaborado a partir de Ver et al. (1999).

El reservorio de carbono inorganico intercambia CO; con la atmdsfera (xFi;) y recibe entradas de
carbono inorgéanico disuelto de la tierra a través de los rios, la escorrentia superficial y el flujo de
agua subterranea (Fi1), del CO liberado por la precipitacién de carbonato de calcio y a través del
transporte desde las profundidades océano (Fis). Las salidas de carbono inorganico se realizan a
través de la salida neta de agua de la zona costera (Fis), deposicion y acumulacion de carbonato
de calcio, formado en la zona costera, en sedimentos costeros (Fiz), y uso de CO; en la
fotosintesis (Fo2). El ciclo del carbono inorganico esta vinculado al ciclo orgénico a través de
procesos de reduccion y oxidacién impulsados biol6gicamente, correspondientes a la produccion
primaria (Fo2) y respiracion y descomposicion (Foic, en donde DIC es carbono inorganico disuelto).
De manera analoga al ciclo del carbono inorganico, hay aportes de carbono organico desde la
tierra (disuelto y en particulas, Fo1) y por transporte de carbono organico disuelto desde las
profundidades del océano, esto se conoce como afloramiento costero (Fos). La eliminaciéon de
carbono orgénico de la zona costera se realiza a través de la salida neta al mar abierto (Fos); la
acumulacién en los sedimentos costeros (producidas in situ y derivados de la tierra, Fo3); y
respiracion y descomposicion o remineralizacion (Foic) (Ver et al., 1999).



2.2 Playas

El término playa se define cominmente como “la acumulacién de sedimentos no consolidados
que esté limitada por la linea de marea baja en el margen hacia el mar y por el limite de la accién
de las olas de tormenta en el lado hacia tierra”y como “la porcién estrecha de una costa que se
extiende desde la profundidad de cierre (la profundidad a la que la accion de las mareas y las
olas deja de causar un movimiento significativo de sedimentos hacia la tierra/hacia el mar en el
fondo del mar) tierra adentro hasta que se encuentra un cambio abrupto en la pendiente 0 un
limite fisico” (Daniels, 1999).

Las playas son un entorno extremadamente dinamico en donde la arena y el agua estan siempre
en movimiento (Chapman, 1983; McLachlan & Defeo, 2017), estan sujetas a un alto nimero de
presiones humanas y condiciones climaticas que fisicamente alteran sus tres funciones basicas:
ser reserva de biodiversidad, proveer proteccion a la costa y reunir las necesidades de recreacion
humana (James, 2000). Por su parte, Ariza et al. (2010) mencionan tres premisas sobre la
importancia que tienen las playas como sistema ambiental:

o Son ecosistemas con todas las funciones ecoldgicas y la estructura de cualquier otro
ecosistema costero y, en varias ocasiones, con fuertes vinculos con dunas, praderas de

pastos marinos y arrecifes de coral.

o Son la defensa mas natural ante eventos climaticos extremos, protegiendo las zonas del
interior y recuperandose como ejemplo de resiliencia.

o Son la unidad de produccidon mas valiosa sobre cualquier ecosistema en el mundo.

La figura 2 muestra las caracteristicas gue cominmente presentan las playas de arena.

Playa sumergida Zona de rompiente Zona intermareal Supraplaya Dunas
Formacion Zona de
de bancos vaivén

de olas

Nivel
freatico

i@ | (]
L ‘“ .,

Duna con
vegetacion

{
4|y ]
! Barra Barra
exterior Canal interior

Linea de deriva de

Marca de Marca de tormenta
agua baja agua alta

Figura 2. Playa tipica de arena. Elaborado a partir de McLachlan & Brown (2006).



2.2.1 Tipo de playas
Las playas se clasifican formas distintas de acuerdo con su dominio de olas (figura 3):

Zona de rompiente

Playa disipativa
Arenas finas

Zona de rompiente

Playa intermedia

4
w

Playa reflectiva

«

Arenas gruesas

Figura 3. Tipo de playas. Desde un estado reflexivo (parte inferior de la figura) hasta un estado
disipativo (parte superior de la figura). Elaborado a partir de Bermudez et al. (2003).

Un estado reflexivo se produce cuando las condiciones son tranquilas y/o se presentan
sedimentos gruesos, los cuales se almacenan en la playa intermareal y en la costa; se
caracterizan por no tener zona de surf y la aparicion de olas muy cercanas justo en la cara de la
playa, poseen cuspides y ondulaciones cortas causadas por las olas de borde y generalmente la
amplitud de marea es pequefia. La cara de la playa se caracteriza por un escalén en la orilla
inferior (donde las olas entrantes y el reflujo chocan y depositan sedimentos) y por una berma (o
plataforma) sobre el talud intermareal. La energia de las olas se refleja en esa cara de la playa,
a medida que las olas mas grandes cortan una playa y esparcen sus sedimentos para formar una
zona de surf, una playa tan reflexiva da paso a una serie de formas intermedias. Por su parte, un
estado disipativo se caracteriza por olas lo suficientemente fuertes y sedimentos suficientemente
finos, la playa es plana y se encuentra erosionada al maximo, ademas, el sedimento se almacena
en una amplia zona de surf con posibles bancos de arena paralelos a la playa. Aqui, la energia
de las olas se disipa en la zona de rompientes en lugar de reflejarse en la cara de la playa
(McLachlan & Brown, 2006).

2.2.2 Sedimentos

El cuerpo arenoso de una playa consiste en granos de sedimento y los espacios porosos entre
ellos, constituyendo estos Ultimos el sistema intersticial. Este sistema lacunar es importante como
héabitat para organismos y para la filtracion de agua de mar. Las particulas de sedimento que
definen el sistema intersticial suelen ser mezclas de varias fuentes, que a menudo han sido
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reelaboradas e incorporadas previamente a lo largo del tiempo geoldgico en una serie de
ambientes costeros (McLachlan & Defeo, 2017). En medios marinos, los sedimentos tienen la
capacidad de acumular altas concentraciones de sustancias toxicas provenientes de las
actividades antropogénicas (Aguilar, 2010), en consecuencia, la alteracion de sedimentos por la
entrada de sustancias no deseadas produce algunos efectos negativos en las propiedades de las
zonas costeras, afecta a la biodiversidad, la oceanografia, la dinamica de las playas y a la
distribucion de la vida marina en su habitat (Escobar, 2002; Aguilar, 2010).

2.2.3 Sistema intersticial

Los sistemas intersticiales fueron descritos por Pearse et al. (1942), como "grandes sistemas
digestivos y de incubacién" debido a su rol en la mineralizacion de materiales organicos y el
reciclaje de nutrientes. Gran parte de la liberacion de nutrientes puede ser regulada y regida por
la salida y difusion del agua, pero las tormentas que reelaboran el sedimento también son fuerzas
importantes para la liberacién episddica de nutrientes almacenados. La mayor parte de la
mineralizacién del material organico ocurre en la primera parte del proceso de filtracion y los
componentes mas refractarios se descomponen mas lentamente. Por lo tanto, la actividad
microbiana se concentra cerca de la zona de entrada donde comienzan las vias de percolacion
intersticial. De acuerdo con Cowie & Woulds (2011) y Voss et al. (2011) las playas de la zona
costera son un sumidero y no una fuente de nitrégeno y fosforo para el océano abierto. Sin
embargo, a largo plazo, las playas deben estar en equilibrio y devolver al mar todos los nutrientes
que reciben. Cuanto mas vigorosa sea la circulacion de agua intersticial y mas rapida sea la tasa
de lavado, menores seran las concentraciones de nutrientes y viceversa (McLachlan & Brown,
2006).

2.2.5 El oxigeno en un sistema intersticial

Fenchel & Riedl (1970) nombraron a las playas expuestas “ventanas de alta energia” debido a
las grandes fuerzas hidrodinamicas que actian sobre ellas y que las mantienen constantemente
oxigenadas a diferencia de aquellas que se encuentran protegidas y que propician condiciones
de anoxia influenciada por una menor hidrodinAmica (menor energia). La disponibilidad de
oxigeno generalmente disminuye en la arena, es por esto que dentro del sistema intersticial es
crucial para determinar el estado redox de los nutrientes, la distribucion vertical de condiciones
redox y niveles de actividad microbioldgica (McLachlan & Brown, 2006). La figura 4 representa
las diferencias de la actividad redox en dos playas con diferente energia de oleaje, una mas
intensa que otra.
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Figura 4. Gradiente quimico en a) playa de arena fina con baja energia, capas reducidas de bajo
oxigeno y disipativas; b) playa de arena gruesa completamente oxigenada de alta energia del
tipo intermedio o reflexiva. Obtenido de McLachlan & Turner (1994).

La alta demanda biolégica de oxigeno en arenas finas contribuye a la baja disponibilidad de
oxigeno. Por lo que, cuanto mayor fina sea la arena menor sera su permeabilidad y su volumen
de filtracion, por ende, mayores seran las poblaciones microbianas retenidas y, en consecuencia,
la demanda de oxigeno es mayor a diferencia de aquellos sistemas intersticiales con arenas
gruesas (McLachlan & Brown, 2006). Fenchel & Ried! (1970) definen tres zonas redox, la primera
€s una capa superior oxigenada con arena "amarilla"; la segunda es una zona de transicion gris
o discontinuidad de potencial redox (RPD), donde el oxigeno se vuelve limitante y se produce un
cambio de condiciones oxidantes a reductoras; y la tercera es una capa reducida o negra
decolorada por sulfuros de hierro y distinguida por compuestos téxicos reducidos como H,S y
NHa.

2.2.6 Nutrientes en los sedimentos de playas

El material organico que ingresa a las playas esta constituido por materia organica disuelta (DOM)
0 materia organica particulada (POM), principalmente derivado de nitrdgeno en forma de nitrato
o0 amoniaco o derivado del fésforo en forma de fosfato, los cuales ingresan por filtracion del agua.
Cuanto mas vigorosa sea la circulacién de agua intersticial y mas rapida sea la tasa de lavado,
menores seradn las concentraciones de estos nutrientes (playas expuestas). De manera
representativa se muestran las interacciones entre los ciclos de nitrégeno y fésforo con relacion
a la presencia de oxigeno.
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Figura 5. Interaccion de los ciclos de nitrégeno y fosforo en funcion de las concentraciones de
oxigeno en la zona costera. Elaborado a partir de Voss et al. (2011).

Las zonas costeras son presionadas por el exceso de aportes de nutrientes, ya que forman la
zona de transicion entre el medio terrestre y el marino (Voss et al., 2011). La demanda de oxigeno
es particularmente alta en los sedimentos ricos en materia organica, los procesos y las
condiciones redox en los sedimentos costeros son importantes para el ciclo y el destino del
nitrégeno y el fésforo, asi como del carbono (figura 5).

2.3 La playa como sistema ambiental

La importancia ecosistémica de las playas se resume en la capacidad que tienen para brindar
servicios de recreacion; comida; disipacién de olas y amortiguacién asociada contra tormentas y
aumento del nivel del mar; asimilacion de materiales organicos y contaminantes; mantenimiento
de la biodiversidad, asi como sitios de cria y anidacién para diversos taxones, como peces,
tortugas marinas, aves playeras y mamiferos marinos; almacenamiento de agua en acuiferos de
dunas y descarga de aguas subterraneas; y filtracion de agua y mineralizacion y reciclaje de
nutrientes, mismos que estan condicionados por presiones antropogénicas préximas o distales
que parten de impactos ecoldgicos y socioecondmicos (Defeo et al., 2009; Barbier et al., 2011).
El MEA (2005) reconoce la importancia de los servicios ecosistémicos para el bienestar humano,
especialmente al promover un desarrollo urbano sostenible y resiliente (Avendario et al., 2020).
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Figura 6. Las playas de arena como sistemas socioecold6gicos, mostrando sus principales
componentes biofisicos y sociales, servicios ecosistémicos, asi como los principales impulsores
y presiones que las afectan. Obtenido de Defeo et al. (2021).

La figura 6 refleja la interaccién entre los elementos biofisicos (biota y medio ambiente) y
humanos (econdmico, cultural, ético y sociopolitico) que en desequilibrio pueden llegar a ser
impulsores de cambios repentinos e irreversibles en la funcién y estructura del ecosistema de
playas, al mismo tiempo, muestra como un creciente desarrollo antrépico junto con el aumento
de eventos naturales, ejercen presion sobre la costa.

2.4 Perturbacion antropogénica

La perturbacion antropogénica puede entenderse como la introduccion de sustancias o de
energia en un medio ambiente, ya sea de forma directa o indirecta por accion del hombre, que
en su momento desencadene o pueda llegar a desencadenar dafios a los recursos y a la vida de
organismos vivos presentes en este, riesgos para la salud humana, deterioro de la calidad del
agua, o como un impedimento para seguir realizando actividades que cominmente se hacen en
ese espacio (Escobar, 2002). Rubio (2016) indico que la palabra perturbacion como una serie de
incidencias en el ambiente capaces de alterar la disponibilidad de los recursos pudiendo llegar a
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irrumpir en el equilibrio de un ecosistema, poniendo a prueba la capacidad de las especies de
persistir en un espacio perturbado. Para hacer referencia al grado de perturbacion que sufre un
ecosistema debido a las presiones que los seres humanos generan sobre este, usualmente es
utilizado el concepto de calidad ambiental (Aguilar, 2010). Y este término por su parte, puede
entenderse como un estado de equilibro entre la naturaleza y los procesos fisicos, geoquimicos
y biolégicos derivados de la accion humana (RGPEIA, 2004).

2.5 Teoria de la evolucién de las especies

La adaptacion es un término que se puede definir como la capacidad que tienen los organismos
en adoptar las caracteristicas del entorno y adaptar las propias para poder sobrevivir y
mantenerse en un espacio determinado (Celis-Bustos et al., 2017). La teoria de la seleccion
natural de Charles Darwin, en el area de la microbiologia es tomada como base para poder
explicar la evolucion de las bacterias a lo largo del tiempo y su capacidad para adquirir ciertos
rasgos que les den las caracteristicas de persistir en ambientes con cierto grado de estrés. Esta
teoria va de la mano con la Teoria de adaptacion de Lamarck de 1809 para tratar de explicar
como se da la evolucion de las especies, la cual se basa principalmente en que la evolucion de
los organismos esté influenciada por cambios fenotipicos y genotipicos derivados de variaciones
en el ambiente y que estos cambios se van transfiriendo de forma hereditaria (Koonin & Wolf,
2009).

2.6 Teoria de la homeostasis

La homeostasis es un término empleado para explicar la evolucion de las especies, acufiado por
Walter Cannon, tomando como base los estudios realizados por Claude Bernard (siglo XIX) sobre
los medios internos fisiolégicos, los cuales se identifican como aquellos medios en donde las
variables son constantes permitiendo que la vida en ella pueda desarrollarse (Gonzéalez, 2008).
En su monografia La Sabiduria del Cuerpo publicado en 1932, Cannon conceptualiza la palabra
homeostasis para hacer referencia a aquellos procesos fisiolégicos que en forma de un conjunto
coordinado se encargan de mantener a un medio interno constante, regulando los impactos del
ambiente y la respuesta de los organismos. Dejando claro que la homeostasis implica dinamismo
por su variacién siempre constante (Aréchiga, 2000). Para Betancourt & Asencio (2016) cada
especie en un entorno representa un papel importante en el desarrollo ecosistémico, ciertas
especies, mediante reacciones quimicas y bioldgicas intentan mantener el equilibrio entre ellos
mismos y el ambiente por medio de mecanismos fisiologicos, esto es, mantienen un flujo
energético entre las variables externas (usualmente conocido como estrés) e internas.

2.7 Bacterias hetero6trofas

Las bacterias son uno de los eslabones mas importante para el flujo de la materia organica en el
ecosistema marino (Azam et al., 1983; Cole et al., 1988). En el mar, se encuentran distribuidas
en toda su extensién, tanto vertical como horizontalmente en la columna de agua (Cifuentes et
al., 2003), y su concentracion suele ser mayor en las zonas costeras debido al aporte de las
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escorrentias y los rios (Seoanez, 2000). Las bacterias heterétrofas obtienen energia de la
oxidacion de compuestos organicos, los carbohidratos (en particular la glucosa), los lipidos y las
proteinas son los compuestos que se oxidan con mayor frecuencia. Todas las bacterias
heterotrofas requieren compuestos organicos preformados. Estos compuestos que contienen
carbono y nitrégeno son sustratos de crecimiento, que se utilizan tanto de forma aerdbica como
anaerdbica (Jurtshuk, 1996).

Evans (2004) clasificé a las bacterias heterétrofas como exclusivos degradadores de materia
organica. Para Azam et al. (1983) y Montes et al. (2021) constituyen un grupo muy importante
por su actividad degradadora y mineralizadora que forma parte de la capacidad de
autodepuracién del ecosistema marino, ponen a disposicion de los productores primarios
elementos nutritivos y el sustrato utilizado lo transforman en biomasa microbiana. Es por esto,
que el proceso de degradaciéon de la materia organica se considera la actividad fundamental de
las bacterias heterétrofas (Miravet-Regalado, 2003) por su papel central en el flujo de materia
organica (Azam et al., 1983; Cole et al., 1988; Evans, 2004; Montes et al., 2021), el reciclaje de
nutrientes y la geoquimica de sedimentos, entre otros. Ademas, se encargan de transferir energia
hacia los siguientes niveles troficos del ecosistema y ser una fuente de amplia biodiversidad (de
la Rosa & Gonzalez-Farias, 1995; Kirchman, 2000).

2.8 Usos de bacterias en la biotecnologia

Los microorganismos juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura y funcién
del ecosistema. El uso de microorganismos y/o sus metabolitos en industrias biotecnoldgicas
representa un proceso sostenible y eficiente con un gran ndmero de aplicaciones plausibles
(Torres-Ledn et al., 2023). Las bacterias constituyen la mayor parte de los microorganismos y
poseen potencial en muchas aplicaciones importantes, desde la limpieza ambiental hasta el
descubrimiento de farmacos (Das & Dash, 2015). Mediante el desarrollo de técnicas
biotecnoldgicas se propicia la identificacion rapida de moléculas novedosas, la nomenclatura
precisa de microorganismos o la mejora de cepas de especies conocidas que parten de la
participacién de técnicas de manipulacion genética. Las bacterias se utilizan también en la
sintesis de diversas sustancias quimicas, moléculas de combustible, polimeros industriales y
cepas genéticamente modificadas que son importantes para el medio ambiente debido a su
capacidad de descomposicién o adsorcién (Maurya et al., 2021), ademas de la produccion de
alimentos y aplicaciones industriales (Vitorino & Bessa, 2017).
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. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Antecedentes

Por su capacidad mineralizadora, el reciclaje de nutrientes y su interaccién con los diferentes
niveles tréficos (Azam et al., 1983; Montes et al., 2021), en varios paises del mundo, se han
utilizado a las bacterias heterotrofas para conocer cambios en el estado de un ambiente
presionado por fuerzas ajenas a este durante un periodo dado; variaciones en la concentracion
de estas bacterias y el incremento de la tasa de mineralizacion son indicadoras de un cambio
gradual de las condiciones ambientales, reflejando el impacto ambiental que ha tenido lugar
(Seoanez, 2000). La escorrentia de agua dulce, la transferencia de nutrientes y materia organica
derivados de asentamientos humanos que llegan a los ecosistemas costeros a través de la
descarga de rios ejercen influencia sobre las concentraciones de bacterias, ademas de otros
factores como la temporalidad climéatica y condiciones ambientales que afectan parametros
fisicoguimicos induciendo a que cada ecosistema presente una dindmica diferente (Chénard et
al., 2019). Ejemplo de esto, son los trabajos realizados por:

Algunos estudios han demostrado lo anterior, tal como reportaron Prasad et al. (2015) en donde
examinaron la influencia de la descarga de rios y aguas residuales urbanas en la abundancia de
bacterias heterétrofas a lo largo de la costa este de India, los resultados obtenidos mostraron que
la presencia de bacterias heterétrofas presentaba una relacion lineal de acuerdo con la magnitud
de descarga, y al mismo tiempo, observaron que las concentraciones no estaban influenciadas
por la descarga directa de agua dulce, pero si por el uso recreativo, la industria naviera, las
actividades pesqueras, las aguas residuales domésticas e industriales.

Dos afios mas tarde Montes et al. (2021) determinaron las concentraciones de bacterias
heterétrofas y Vibrio de muestras de agua de la Zona Arrecifal Los Cébanos en El Salvador, los
resultados obtenidos fueron atribuidos a aportes nutrimentales de nitrogeno y fésforo
provenientes de aguas de recambio de granjas camaroneras y actividades domésticas y
comerciales; encontraron que la dinamica de bacterias heterotrofas se relaciona directamente
con la temperatura, la salinidad y la turbidez en los sitios estudiados; ademas, corroboraron lo
expuesto por Aldunate et al. (2018) quienes reportaron que las variaciones en la velocidad del
viento influyen en la diversidad de comunidades bacterianas derivado de las diferencias en las
concentraciones de oxigeno.

Srinivas et al. (2021) utilizaron bacterias heterétrofas indicadoras (Escherichia coli y
Enterococcus) y patégenas (Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogens, Escherichia coli
cepa 0O157:H7, Shigella dysenteriae y Vibrio parahaemolyticus ) aisladas de dos Islas cercanas
a la costa de India, para determinar la influencia de las actividades antropogénicas sobre su
abundancia y distribucion, ademas lograron identificar que el conteo de heterétrofas varia con
respecto al habitat, durante la floracion del fitoplancton o a los cambios estacionales.

Estudios recientes realizados en playas del estado de Veracruz abarcan problematicas puntuales,
como la contaminacion fecal o calidad ambiental en playas que son utilizadas con fines turisticos
y/o de recreacion (Sanchez-Dominguez et al., 2015; Pastenes-Felizola, 2017); aislamiento de
aguellas bacterias con capacidad degradadora de hidrocarburos, principalmente por las
actividades portuarias y de extraccion del petréleo (Diaz-Torres, 2018; Narciso-Ortiz et al., 2020;
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Sandoval-Herazo et al., 2020); el uso de bioindicadores de contaminacién en la zona costera
(Garcia, 2017; Carvajal-Gémez, 2018) y el estudio en relacion a la presencia de metales pesados
(de la Cruz-Sanchez, 2018). No existe algun reporte en especifico que nombre las caracteristicas
bioquimicas de las bacterias heteroétrofas contenidas en los sedimentos; sin embargo, los ultimos
trabajos si inducen a la presencia de heterotrofas en estos sitios.

En relaciéon a esto, Pérez-Ruiz (2012) e Hidalgo-Rodriguez (2017) destacaron la diversidad y
composicion de organismos en el ambiente intermareal de las playas del estado como
consecuencia de altas cargas de material organico contenida en los sedimentos finos dentro de
las estructuras de proteccion; Gardufio & Pérez (2000) reportaron contaminacion microbiolégica
animal y humano, valores que durante el estudio del 2012 rebasan el maximo permisible, mientras
tanto, Landeros-Sanchez et al. (2012) sugieren que actividades antropicas como la ganaderia, la
agricultura, la pesca, la acuicultura y derivados de la industria han producido deterioro de la
calidad del agua en los sistemas de la red hidroldgica en la zona, alterando las concentraciones
de parametros fisicoquimicos y bioldgicos llegando a sobrepasar de igual forma los limites
permisibles por normas mexicana (Landeros-Sanchez et al., 2012). Garcia-Fuentes et al. (2014)
reportaron valores altos de bacterias patégenas y metales pesados (Zamudio-Aleman et al.,
2014). Por su parte Valadéz-Rocha (2013) encontré que las playas urbanas eran méas vulnerables
a sufrir cambios en sus dindmicas sedimentarias por los efectos de obras de proteccion. Dichas
obras ejercen cambios en los sedimentos, provocando impactos negativos sobre los habitats
marinos adyacentes (Pérez-Ruiz, 2012; Valadéz-Rocha, 2013).

3.2 Area de estudio

La superficie del estado de Veracruz abarca un 3.7% de todo el pais, tiene colindancia al lado
norte con Tamaulipas y el Golfo de México; al lado este con el Golfo de México, Tabasco y
Chiapas; y al lado sur con Chiapas y Oaxaca; mientras que al oeste con Puebla, Hidalgo y San
Luis Potosi. Conforme al INEGI (Instituto Nacional Estadistica y Geografia), la temperatura media
anual del estado es de 23°C y la maxima promedio de 32°C, presentandose una minima de 13°C
en el mes de enero. El clima en la regién es del tipo calido y himedo con lluvias abundantes en
el verano y parte del otofio y una estacion seca corta en los meses de abril a mayo (Salas-Pérez
& Granados-Barba, 2008). La precipitacion media es de 1 500 mm anuales, durante el verano.
Veracruz comprende un extenso litoral que consta de 745 km, aproximadamente el 29.3% de la
costa del golfo de México, ademas, cuenta con 11 cuencas hidroldgicas que drenan directamente
al Golfo, entrando en contacto con la zona marina por medio de rios y lagos y drenando su agua
hacia la plataforma continental. El viento en el golfo de México sopla con direccidn este-sureste
en otofio-primavera y con direccion este-noroeste durante primavera-invierno (Salas-Pérez &
Granados-Barba, 2008). La dinamica de los vientos presenta tres patrones diferentes en todo el
afo, en invierno los vientos llegan a alcanzar una velocidad de 140km/h desde el norte a lo largo
de todo el estado, mientras que en verano (suradas) ocurre lo contrario y estos alcanzan hasta
80 km/h; el tercer patron se presenta cuando hay cambio de direccion del viento, cuando esto
sucede los vientos se alinean con direccion de este a oeste y generan corriente superficiales
hacia el sur y norte del estado, al sur hacia Coatzacoalcos y al Norte hacia Tampico,
paralelamente (Ortiz-Lozano et al., 2010).
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.1 Situacion Problematica

En los afios 90’s, cerca del 60% (5,500 millones) de la poblacién mundial habitaba las costas o
zonas aledafias a ésta (PNUMA,1992; Wang et al., 2016). Para el afio 2100, se estima que este
porcentaje aumentara un 15% (11,000 millones), siendo mayor este incremento en paises en vias
de desarrollo. Como resultado de este incremento poblacional, se tendrd una mayor demanda del
espacio para vivir, trabajar y desarrollar actividades productivas (Culliton et al., 1990; Steer et al.,
1997). En efecto, esta demanda de recursos naturales para satisfacer sus necesidades sera
mayor y, en consecuencia, el aumento de la presion antrépica sobre los ecosistemas costeros
(Ruiz-Fernandez et al., 2014).

Los ambientes costeros estan continuamente expuestos a contaminacion por medios externos,
el crecimiento poblacional junto con el arribo de zonas urbanas y el desarrollo industrial que se
tiene actualmente son precursores de grandes impactos ambientales, lo que deriva en deterioro;
contaminacién por residuos urbanos, agricolas e industriales; sobreexplotacién de los recursos
naturales y pesqueros e, incluso, conflictos por los espacios y recursos disponibles (Ruiz-
Fernandez et al, 2014; SEMARNAT, 2018). En términos particulares, las principales
problematicas de las que se han establecido registros y que favorecen a la contaminacion de las
playas dentro de las zonas costeras son aquellas que parten de las actividades portuarias,
turisticas, pesqueras y el mal manejo que se tiene de estos recursos. Dentro de estas categorias,
destacan aquellos procesos que involucran la demanda de recursos costeros para usos turisticos
los cuéales funcionan como zonas de recreacion y a su vez son generadoras de un alto desarrollo
economico y hotelero con el fin de satisfacer las necesidades de este sector (Herrera & Suarez,
2005).

Por otra parte, los derrames de hidrocarburos se van acumulando y distribuyendo en el ambiente
hasta producir contaminacion (Sandoval-Herazo et al., 2020), su eliminaciéon puede ser natural,
pero resulta ser muy lenta, por lo que la recuperacién de una zona contaminada puede durar
muchos afios (Martinez-Alonso & Gaju, 2005). Ademas, los efluentes industriales y domésticos
de las descargas residuales contienen concentraciones de sustancias téxicas que afectan la
calidad de las aguas costeras (Echeverri-Jaramillo et al., 2010; Yu et al., 2021). Los nutrientes
contenidos en las aguas residuales y la escorrentia en las tierras costeras son factores que
producen eutrofizacién y, por consiguiente, esto afecta a las actividades de pesca, pues la tasa
poblacional de las especies se ven reducidas (Polania, 2010). La contaminacion fecal es otra
problemética que tiene gran impacto y pone en peligro la integridad y salud de los usuarios de
estos recursos (Badilla-Aguilar & Mora-Alvarado, 2019).

4.2 Delimitacion del problema

Por los grandes atractivos que ofrecen, hoy en dia las playas del estado de Veracruz son de las
mas visitadas en todo el Golfo de México. La estructura que presenta la costa, asi como sus
recursos, propicia a que se le dé un uso distinto dependiendo la zona, por lo que podemos
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identificar espacios destinados a actividades de turismo y recreacion, asi como otras generadoras
de valor monetario (Ortiz-Lozano et al., 2010). Ademas, con el aumento de la demanda de
turistas, se fueron modificando las estructuras urbanas, ejemplo de ello: la ampliacion del bulevar,
remodelacion del Malecon y del acuario, construccion de zonas hoteleras y centros comerciales
(Gallegos-Jiménez, 2008). Con el arribo de asentamientos humanos y un crecimiento urbano-
portuario desordenado se han generado cambios importantes en la zona costera, dando lugar a
conflictos ambientales que ponen en riesgo a las playas y coadyuvan a su deterioro (Cataneo-
Nieto, 2017). Es por esto, que se muestra (figura 7) como los problemas politicos, econémicos y
sociales impactan a los ecosistemas marinos, condicionando la falta de estrategias para la
mitigacién de las causas que originan el deterioro en la calidad de las playas.
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Figura 7. Esquema de la situacion problematica en playas.
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4.3 Planteamiento del Problema

En el esquema anterior (figura 7), se observan los factores con influencia en el desarrollo de esta
investigacion, los cuales se ubican dentro de los planos ambiental, tecnolégico y socioecondmico.
A lo largo del proyecto, se aborda el estudio microbiolégico de las playas, especificamente, se
explora la capacidad que tienen las bacterias heterétrofas de utilizar diversos compuestos que
tienen su origen en las actividades antropogénicas que se realizan en zonas aledafas, asi como
al uso y manejo que se tiene de las playas.

4.4 Vacio del conocimiento

Conforme a la busqueda de investigaciones realizadas acerca de las playas del estado de
Veracruz, se observo que no existe algun trabajo en especifico que nombre las caracteristicas
bioquimicas de las bacterias contenidas en los sedimentos. Los Ultimos estudios, abarcan
probleméaticas puntuales como la contaminacion fecal en playas que son utilizadas con fines
turisticos y/o de recreacion; aislamiento de aquellas bacterias con capacidad degradadora de
hidrocarburos, principalmente por las actividades portuarias y de extraccion del petréleo, asi como
de la presencia de metales pesados.

4.5 Frontera del conocimiento

Existe informacion sobre organismos en sedimentos marinos con caracteristicas que fueron
adquiriendo a partir de su exposicion y adaptabilidad al entorno. El rol que juegan las bacterias
en un ecosistema es importante, ya que son capaces de degradar compuestos contaminantes de
origen organico (Kieft et al., 1997, Boschker et al., 2001; Pucci et al., 2009). Para su crecimiento,
aprovechan a los contaminantes como fuente esencial de carbono logrando, al mismo tiempo, la
biodegradacién por medios microbianos (Gomez-Garcia et al., 2006). La diversidad de especies
microbianas, entre ellos los grupos heterétrofos y su capacidad de metabolizar compuestos,
resultan ser vitales para la eliminacion de contaminantes (Pucci et al., 2009).

4.6 Justificacion

Las bacterias heterétrofas se han vuelto relevantes en los UGltimos afios, ya que dentro de sus
caracteristicas integran alta resistencia a compuestos tdxicos, resistencia a cambios en el
ambiente y una capacidad degradadora significativa (Abalos et al., 2004). Baisre (2008) explica
que, debido a la naturaleza de las fuentes y las rutas de transporte, la mayoria de los
contaminantes que entran al medio marino a partir de fuentes terrestres, son liberados cerca de
la costa donde son reciclados y atrapados; es por esto que la zona costera representa una reserva
genética con el potencial de ser utilizada en sectores como medicina y biotecnologia (Martinez et
al., 2007). Contar con estos conocimientos permite generar propuestas biotecnoldgicas para la
resolucion de probleméticas ambientales (Martinez-Trujillo & Garcia-Rivero, 2012), ademas,
caracterizar a los organismos involucrados en el proceso de biodegradacion resulta de gran
importancia para comprender, evaluar y desarrollar estrategias de biorremediacion (Echeverri-
Jaramillo et al., 2010; Barrios-San Martin et al., 2012). Este estudio, al ser de tipo exploratorio,
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brindara informacion sobre las caracteristicas bioguimicas de un panorama méas amplio de lo que
se encontraria al estudiar a fondo la parte microbiol6gica de los sedimentos marinos. También
permitira conocer la influencia de un gradiente antropogénico en donde se desarrollan diversas
actividades sobre las capacidades de una bacteria. Ademas, serd un aporte metodoldgico
precedente para futuras investigaciones en playas de la zona costera central de Veracruz.

4.7 Pregunta de investigacion

¢En qué playas de la de la zona costera central de Veracruz existirA mayor concentracion y
actividad bioguimica de bacterias heterétrofas durante las temporadas de estiaje y lluvias?
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V. HIPOTESIS

La concentracion y actividad bioguimica de los grupos bacterianos heterétrofos encontrados en
las playas de la zona costera central de Veracruz sera un reflejo del grado de perturbacion
antropogénica que se presente durante las temporadas de estiaje y lluvias debido a la incidencia
de actividades humanas, siendo mayor en aquellas cercanas al nucleo urbano.

21



VI. OBJETIVOS

6.1 General

Conocer la variacion de las concentraciones y caracteristicas bioquimicas de los grupos
bacterianos heterétrofos encontrados en playas de la zona costera central de Veracruz con
diferente grado de perturbacién antropogénica durante las temporadas de estiaje y lluvias.

6.2 Especificos

OP;
Cuantificar la concentracién de los grupos bacterianos heterétrofos encontrados en las muestras
de sedimento durante las temporadas de estiaje y lluvias.

OP;
Identificar el factor (temporada climatica o sitio) que tiene mayor efecto sobre las variaciones de
las bacterias heterétrofas.

OP3

Determinar las caracteristicas bioquimicas de los grupos bacterianos heterétrofos por medios
fenotipicos durante las temporadas de estiaje vy lluvias.

22



VIl. MATERIAL Y METODOS

7.1 Seleccién de los sitios de estudio

Los sitios fueron seleccionados atendiendo a un gradiente de perturbacion presente en las playas
de la zona costera del estado de Veracruz, derivado del aumento de las actividades
antropogénicas, las cuales se evidencian en los trabajos realizados por Siemens et al. (2006)
guienes mostraron el crecimiento urbano en la zona costera terrestre y el deterioro de servicios
ecosistémicos brindado por el sistema de dunas costeras; ademas de otros estudios como los de
Bernal-Ramirez & Granados-Barba (2008) en donde se clasifican los espacios naturales dentro
de la costa, Valadéz-Rocha (2013) quien proporciona informacion sobre el aumento en
infraestructura y una acelerada presion en las playas, hasta Cataneo-Nieto et al. (2019) en donde
se documentan los cambios ocurridos en la zona litoral de la ZMV durante 2007 a 2016.

De acuerdo con el gradiente de perturbacion antropogénica que se haido trazando en los ultimos
afos, se eligieron tres playas de la zona urbana central del estado: Antepuerto, Villa del Mar y
Mocambo, ademas de dos playas rurales de contraste ubicadas a las afueras del ndcleo urbano,
Faralldén, a una distancia aproximada de 71 km al noroeste del puerto de Veracruz y Arroyo Giote,
a 27 km hacia el sureste (figura 8).
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Figura 8. Ubicacion de los sitios de muestreo. Elaborado en ArcGIS.
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7.1.1 Descripcién de los sitios de estudio

La estructura que presenta la costa de Veracruz, asi como sus recursos, propicia a que se le dé
un uso distinto a las diferentes zonas que existen (Ortiz-Lozano et al., 2010), por lo que podemos
identificar espacios destinados a actividades recreativas, turisticas, portuarias, pesqueras y
aquellas otras generadoras de valor monetario (SAnchez-Dominguez et al., 2015; Cataneo-Nieto,
2017). Considerando esto, ademas de la intensidad de incidencias humanas, su ubicacion y
colindancia con el nucleo urbano, en el cuadro 2 se resumen las diferencias entre cada una de

las playas estudiadas durante la investigacion.

Cuadro 2. Diferencias entre las playas estudiadas en base a sus incidencias antropogénicas.

Farallon Antepuerto Villa del Mar Mocambo Arroyo Giote
Colindancia Alejado De manera De manera No Alejado
al nucleo directa directa directamente
urbano
Sin Escolleras Escolleras Escolleras Sin estructuras
Estructuras y
., estructuras de de proteccion
de proteccion -
proteccion
Natural Presencia de Restaurantes,  Restaurantes, Lanchas de
Formacion de  embarcaciones palapas palapas pesca
dunas turisticas, turisticas,
Usos lanchas de lanchas de
pescay para pescay para
turismo turismo
(moderado)
Influencia Minima Nula Masiva Moderada- Minima
turistica (Pequefios (No se permite  (Durante todo Masiva (Pequefios
. y grupos por la entrada a el afio) (Por periodos) grupos por
recreativa : . .
periodos) turistas) periodos)
Actividades Actividad Descarga de Incremento en Construccion
agricolas y portuaria, aguas la tasa de areas
pecuarias desarrollo residuales, poblacional, residenciales,
Otros aledafias urbanoy actividad descargade  desembocadura
hotelero, portuaria 'y aguas del Arroyo
factores que . .
. descarga desechos residuales, Giote y
influyen en el . L - o
pluvial y organicos actividad actividades
estado de las
basura pesqueray ganaderas
playas . o
relacionados aledafias
con la

destruccion de

habitats

Elaborado a partir de revision bibliografica y observaciones durante los muestreos (Pérez-Ruiz, 2012; Sanchez-
Dominguez et al., 2015; Hidalgo et al., 2016; Cataneo-Nieto, 2017).
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7.2 Muestreo

La recoleccién de las muestras se realizé en los meses en donde se presentaron las variaciones
climaticas de estiaje y lluvias conforme a lo reportado en INEGI (2021). Los muestreos se
realizaron durante la bajamar en los dias de menor variacién de marea, dicha informacion fue
obtenida a partir de la Estacién Mareografica Nacional. Aunado a lo anterior, Schlacher et al.
(2008) hacen mencion que durante la bajamar existe una mayor retencion de casi todos los
organismos en el sedimento, ya que se encuentran enterrados y son menos méviles, ademas de
que las caracteristicas estructurales de la playa son mas evidentes.

Ambos muestreos se realizaron en las mafianas a partir de las 7 h. Durante el primer muestreo
realizado en el mes de mayo (temporada de estiaje) se presentd una variaciéon promedio de
temperatura de 26 a 32°C, se observé la presencia de actividad pesquera y turistica mayormente
en las playas de Villa del Mar y Mocambo. Mientras que en el segundo muestreo realizado en
septiembre (temporada de lluvias) las mediciones mostraron una variacién promedio en la
temperatura del sedimento de 26 a 28°C, la actividad turistica presentada durante estos dias fue
minima ya que por las mafianas hubo influencia de lloviznas cortas, sin embargo, se observé la
presencia de pequefias lanchas pesqueras en la playa Arroyo Giote. A través de la imagen que
se muestra a continuacién, se puede observar las diferencias morfolégicas y estructurales que
acompafan a cada una de las playas estudiadas.

Figura 9. Playas de la zona costero central de Veracruz. A) Farallén, B) Antepuerto, C) Villa del
Mar, D) Mocambo, E) Arroyo Giote.
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7.2.1 Recoleccion y transporte de las muestras

Se recolectaron 60 cm?® de tres muestras de arena de las playas seleccionadas (por triplicado),
las cuales formaban parte de los sedimentos marinos superficiales. La recoleccién de muestras
se realiz6 sobre tres transectos perpendiculares a la linea de costa con una separacion de 5 m
entre cada uno. Se consideraron tres niveles de marea dentro del limite intermareal (alta, media
y baja) en funcién de la morfologia de la playa (figura 10).
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Figura 10. Ubicacion de transectos a diferentes niveles de marea.

Las muestras se recolectaron con una jeringa plastica de 60 mL, utilizada a manera de nucleador,
que se inserté verticalmente sobre el sedimento en cada uno de los puntos previamente marcados
(figura 11). Las muestras fueron depositadas en bolsas de plastico estériles de la marca Nasco
WHIRL-PAK y colocadas en una hielera a una temperatura aproximada de 4°C (APHA, 1989),
para ser transportadas y analizadas en el Laboratorio de Investigacion de Recursos Marinos
(LIRA) perteneciente al Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio.

Figura 11. Proceso de recogida de muestra. A) Toma de muestra con nucleador, B) Vertido de
muestra en bolsa estéril, C) Muestras recolectadas depositadas en hielera.

7.3 Trabajo de laboratorio

Se describe la metodologia empleada para cumplir con los objetivos propuestos en la
investigacion, se explica a detalle cada una de las partes del experimento, los materiales, equipos,
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condiciones de trabajo, medios utilizados y las pruebas bioquimicas realizadas. La figura de abajo
nos muestra un resumen de estas etapas.

Trabajo de
laboratorio

Mantenimiento de
muestras

Preenriquecimiento

Cuantificacién Caracterizacion
bacteriana bacteriana

|
[ |
Siembra en medio
Método de cuenta no selectivo y Identificacién por
en placa resiembra de medios fenotipicos
cultivos puros

Pruebas
—  bioquimicas y
enzimaticas

Pruebas de
— salinidad y
temperatura

Figura 12. Diagrama de actividades realizadas en la fase experimental del proyecto.

7.4 Mantenimiento de las muestras

Previo al andlisis de las muestras, se realiz6 un mantenimiento de ellas para su uso controlado a
lo largo de la fase experimental. Se empled la técnica de microcosmos el cual se basa en una
prueba de incubacién prolongada, que consiste en brindar a las muestras las condiciones
necesarias que tendrian naturalmente mediante una simulacion artificial de su habitat a escala
laboratorio, permitiendo observar lo que pasaria con los grupos bacterianos dentro de un
ecosistema real y sus interacciones con sustancias téxicas. Ademas, el microcosmos resulta util
para conocer los efectos de las actividades antropogénicas sobre los ecosistemas naturales
(Sanchez et al., 1987).
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Los pasos para la realizacion de la técnica de microcosmos consistieron en lo siguiente: para
cada muestra de sedimento marino recolectado, fue necesario esterilizar a 121°C durante 15 min
(autoclave marca AESA), un total de 90 ml de agua destilada con 3% de NaCl, que es la
concentracion de sal contenida en el agua del mar de acuerdo con Ramirez et al. (2004). Una
vez hecho esto, se procedié a colocar 10 g de muestra previamente pesado en una balanza
analitica de la marca ADAM, en la disolucién ya estéril, se sellaron los frascos de manera no tan
hermética y se guardaron en hieleras a condiciones del ambiente de tal manera que no estuvieran
expuestas a la luz del sol (figura 13).

Figura 13. Técnica de microcosmos. A) Solucion salina, B) Pesado de muestra, C) Vaciado de

muestra en solucion salina.

7.5 Andlisis microbioldgico de las muestras

7.5.1 Preenriquecimiento

Dos aspectos importantes durante los andlisis microbiolégicos son el pH y la osmolaridad. Por lo
que es preciso que el pH sea controlado, especialmente cuando se involucran reacciones
bioquimicas, ya que a un pH inadecuado los reactantes podrian variar o incluso no ejecutarse.
Del mismo modo, resulta esencial el control de la osmolaridad, sobre todo al trabajar con células
vivas, puesto que las membranas plasmaticas de las células reaccionan segun la concentracion
de solutos en la que se encuentren. Diluyentes isoténicos como la solucion salina o solucién
salina tamponada con fosfato son utilizados sistematicamente en la preparacion de suspensiones
de células microbianas, en donde las sales contenidas en estos liquidos proporcionan un medio
isotonico capaz de mantener la integridad y viabilidad de las células, utilizado principalmente para
la suspensioén y dilucién de microorganismos no exigentes (SOPs, 2008).

En tubos de ensayo medianos se colocaron 9 mL de solucion reguladora de fosfatos diluida
(técnica de preparacion en el Apéndice 1), los cuales se esterilizaron a 121°C en la autoclave
durante 15 min, posterior a esto se espero6 a que se enfriaran y se adicioné a cada uno 1 mL de
muestra de los frascos que habian sido guardados anteriormente en las hieleras, se rotularon y
se incubaron (incubadora marca Memmerk) durante 24 h a 35°C (figura 14).
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Figura 14. Tubos preenriquecidos con solucién reguladora de fosfatos.

7.5.2 Cuantificacion bacteriana

Para dar respuesta al Objetivo 1 de esta investigacion, se empleé la técnica de Cuenta en Placa,
descrita en la NOM-092-SSA1-1994, la cual es utilizada para poder estimar la cantidad de
microorganismos aerobios viables en una muestra. Para muestras con cargas bacterianas muy
altas es necesario realizar una serie de diluciones, por lo que el primer paso en este analisis fue
el determinar la dilucion 6ptima a emplear por cada playa, tomando como modelo alguno de los
tubos preenriquecidos anteriormente con solucién reguladora de fosfato (figura 15) y ejecutando
la técnica descrita en la norma.

1mL 1mL 1mL

F g ST ST oK

Tubos con 9

T 1 mL de
E solucién Se selecciona la dilucién
reguladora de ' “ ‘ que contenga un intervalo
» fosfato o de crecimiento entre 25-
Trat_)eyo a 1:100 1:1000 1:10000 250 colonias
condiciones
estériles 1:10 4 ‘v ‘v

Muestra con 90 mL

- - - - -
de soluci6n salinay -W. '%’ T ETGN
10 g de sedimento s ~ T F Tseess

._.-4__, —~ T

Placas incubadas durante 48 h a 35°C

Figura 15. Procedimiento para la eleccion de la dilucion 6ptima a emplear en la técnica de Cuenta
en Placa. Elaborado en BioRender.

Logrado lo anterior, se prosigui6é a preparar el medio Cuenta en Placa (técnica de preparacion en
el Apéndice 2). Las muestras preenriquecidas en los tubos de ensayo con las diluciones 6ptimas
y el agar preparado se llevaron a la campana de extraccioén que con anticipacion era esterilizada
con luz UV, del mismo modo se procedi6 a encender el mechero para tener un ambiente estéril
y poder trabajar alrededor de la flama. Con ayuda de pipetas estériles se tomaron alicuotas de 1
mL de muestra y se depositaron en el centro de las placas, inmediatamente se vertia sobre ellas
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el agar cuenta en placa preparado, se cerraban y se realizaban movimientos circulares para que
la muestra se homogenizara con el agar (6 movimientos circulares contrarios a las manecillas del
reloj, 6 a la inversa, 6 de arriba a abajo y 6 de derecha a izquierda) , ya por Gltimo se rotulaban
para una mejor identificacion y se llevaban a incubacion durante 48 h a 35°C, cada muestra se
realizé por duplicado (figura 16).

oy el

Tubo con Colocar 1 mL de Verter el medio
dilucion  muestra en el centro de preparado
requerida una caja Petri estéril
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Crecimiento de colonias
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Mezclar y esperar Incubar 48 h/35°C
solidificacion

Figura 16. Ejecucion de la técnica Cuenta en Placa para el conteo de colonias. Elaborado en
BioRender.

Pasado el tiempo de incubacién, se realizd el conteo en cada placa, los datos finales fueron
reportados en UFC (Unidades Formadoras de Colonias) por 10 g de sedimento. En la figura
siguiente se muestra el procedimiento y el crecimiento bacteriano de un sitio estudiado.

Figura 17. Conteo del creimiento bacteriano. A)Técnica de conteo, B) Crecimiento en medio
Cuenta en Placa perteneciente a la playa Farallon, C) Duplicado.

7.5.3 Caracterizacién bacteriana

Se realiz6 una caracterizacion bacteriana de las muestras, por lo cual fue necesario iniciar con el
aislamiento de bacterias, dicho proceso se describe a continuacion.
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Es importante tener el volumen de muestra a estudiar para saber las cantidades de polvo a pesar,
en este andlisis en particular se utiliz6 agar TSA (Agar Soya Tripticaseina) el cual se caracteriza
por ser un medio del tipo no selectivo, lo que nos permite aislar la mayor cantidad de grupos
bacterianos. El agar se preparo6 siguiendo las instrucciones del envase (Apéndice 2) y se adicion6
el 3% de NaCl, el medio preparado fue esterilizado en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Después de terminado este proceso, se esper6 a que la temperatura descendiera a
aproximadamente 45°C para poder verter en placas Petri estériles, esto se realiz6 en la campana
de extraccion previamente esterilizada y al lado de un mechero. Se dej6é pasar un tiempo para
que el agar dentro de las placas solidificara, con ayuda de un asa bacteriol6gica se tomoé la
muestra del tubo preenriquecido (se agité vigorosamente) y se inoculé haciendo estrias en la
superficie del agar TSA. Posteriormente, se cerraron las placas, se voltearon y se transportaron
a la incubadora para que a partir de aqui los grupos de bacterias aislados comenzaran a
desarrollarse durante un periodo de 24 h a 35°C (figura 18).

=
— BE& —
g, - Esterilizar a Enfriar hasta una
Medio TSA 121°C, durante temperatura
preparado 15 min aproximada a 45°C
Trabajo a
condiciones
estériles
FZNY - )
— \=2Y) — ) ] —
. oy 9
Verter el medio preparado Introducir asa o Crecimiento de colonias
y esperar solidificacion bacteriolégica en la Incubar 24 W/a5°C en la superficie del agar

muestra y realizar estriado

Figura 18. Procedimiento para el aislamiento de colonias. Elaborado en BioRender.

Transcurrido este tiempo, se agruparon de manera visual a las colonias que compartian rasgos
morfoldgicos similares para separarlas de aquellas que fueran distintas al resto, las
caracteristicas observadas fueron: tamafio (pequefas: < 1 mm, medianas: 1-3 mm y grandes: >3
mm), forma (circulares, ovaladas o forma indefinida), color (cremas, blanquecinas y amarillentas),
superficie (planas, rellenas y/o transparentes u opacas), textura (resecas o viscosas) de acuerdo
con Koneman (2008). A continuacion, se muestra un ejemplo de como se identificaron las
colonias en una misma placa para proceder a aislar cultivos puros (figura 19).
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Figura 19. Bacterias aisladas en el proceso de siembra. Descripcion: A) Colonia grande,
amarillenta, aparentemente circular, resecay plana, con textura en el interior, B) Colonia mediana,
circular, crema, viscosa rellena, C) Colonia pequefia, circular, crema, viscosa rellena.

Todas las colonias seleccionadas fueron aisladas para tener cultivos puros, esto conllevo a la
preparacion de placas con medio TSA, en donde se resembraron los grupos identificados
estriando la superficie del agar, las placas se incubaron a las mismas condiciones anteriores
(figura 20).

Figura 20. Aislamiento de cultivos puros en cajas Petri. A) Crecimiento de una colonia aislada de
color crema con textura viscosa, B) Crecimiento de una colonia aislada de color amarillento con
textura viscosa, C) Crecimiento de una colonia aislada de color crema con textura reseca.

7.5.3.1 Identificacién bacteriana

Con los cultivos puros aislados, se realiz6 una bateria de pruebas para poder conocer las
caracteristicas bioquimicas, enzimaticas, de temperatura y de resistencia a diferentes
concentraciones de sal, perteneciente a las bacterias en los diferentes sitios de muestreo (cuadro
3). Dichas determinaciones se mencionan en la tabla de abajo, los pasos para la preparacion
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de los reactivos utilizados se describen en el Apéndice 1 y la preparacion de los medios en el

Apéndice 2.

Cuadro 3. Productos y reactivos utilizados en la caracterizacion bioquimica de los sitios de

estudio.
L Nombre de productos y Marca del Método
Anélisis ) -
reactivos utilizados producto empleado
Presenua_de la enzima - Tiras reactivas de oxidasa Merck
oxidasa
Presencia de la enzima Producto
- H,0, (Peroxido de hidrogeno farmacéutico
catalasa
UFI|I.2aCIOI’I de citrato como - Agar Citrato de Simmons BD Bioxon
Unica fuente de carbono
. ) ) ] MacFaddin (2003)
Fermentacion de hidratos de - Difco™ Triple Sugar Iron Agar .
BD Bioxon
carbono (TSI)
- Medio RM-VP (Rojo de metilo y
Habilidad de las bacterias Voges- Proskauer)
para producir compuestos - Indicador Rojo de Metilo BD Bioxon
estables &cidos o neutros - a- Naftol al 5%
- KOH al 40%
Descarboxilacion de
Ornitinay movilidad de la - Difco™ MIO medium BD Bioxon
bacteria
— - . - . Ferndndez-Olmos
Descarboxilacion de Lisina - Agar de Hierro y Lisina (LIA BD Bioxon
xilaci isi g i y Lisina (LIA) iox et al. (2010)
Prueba de temperatura - Agar Soya Tripticaseina (TSA) MCD LAB
APHA (1989)
Pruebas de salinidad - Agar Soya Tripticaseina (TSA) MCD LAB

- Cloruro de Sodio (NaCl)

Nota: En la preparacion de medios de cultivo y agares se adiciond 3% de NaCl, excepto en las pruebas de salinidad
en las que se ocuparon diferentes concentraciones.

7.5.3.2 Pruebas bioquimicas y enziméticas

A continuacion, se explica la metodologia para la realizacion de estas pruebas (figura 21), las
cuales fueron trabajadas a condiciones estériles en la campana de extraccion y al lado de un
mechero de bunsen.

Determinacion de la enzima Oxidasa. Con la ayuda del asa bacteriolégica, se tomé una colonia
del cultivo puro y se coloco en el centro de un portaobjetos, se procedié a frotar con una tira
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indicadora de oxidasa justo en la parte impregnada con el reactivo, se observé la respuesta
inmediata en el cambio de coloracién de la tira.

Determinacion de la enzima Catalasa. Del mismo modo que en la prueba oxidasa, se colocé la
colonia sobre un portaobjeto y con una pipeta estéril se agregé 1 gota de H,0,, inmediatamente
se observo la reaccion.

Utilizacion de Citrato como Unica fuente de carbono. Para cada colonia aislada, se prepar6 un
tubo con 4 mL de Agar Citrato de Simmons, solidificado de forma inclinada para tener dos fases:
aerobia y anaerobia. Se inocul6 realizando estriado Unicamente la superficie del agar y se incub6
a 35°C durante 48h.

Fermentacién de hidratos de carbono. Se prepararon tubos con 4 mL de medio TSI (los
requeridos por cada sitio), solidificados de forma inclinada para tener dos fases: aerobia y
anaerobia. Con un asa de punta se inocul6 por picadura en el fondo y estriado en la superficie
del agar, se incubd a 35°C durante 18 a 24 h.

Para todas aquellas colonias que mostraron la capacidad de fermentar hidratos de carbono, se
les realiz6 otra bateria de pruebas adicionales.

- Descarboxilacién de la Lisina. Se prepararon tubos con 4 mL de medio LIA, siguiendo los
mismos pasos que en el TSI, estos fueron inoculados por picadura y estria, e incubados
a 35°C durante 18 a 24 h.

- Descarboxilacion de la Ornitina. Se utilizé el medio MIO para esta determinacién, un agar
semisélido el cual fue inoculado por picadura e incubado a 35°C durante 48 h. Como la
movilidad es independiente a la fermentacién de hidruros de carbono, esta prueba se
realizé para todos los aislados.

- Formacién de productos estables acidos. Se prepararon tubos con medio MR-VP por
duplicado para una misma colonia, los cuales fueron inoculados por agitacién del asa en
el medio liquido, se dejaron incubando a 35°C durante 48 h. Después de transcurrido este
tiempo, se procedio a realizar las determinaciones, en el primer tubo se agregaron 5 gotas
de indicador Rojo de metilo, se agitd y se observd un cambio de coloracién en el tubo.

- Formacién de productos finales neutros. Para el segundo tubo inoculado con la misma
colonia, se agreg6 3 gotas del reactivo a- Naftol al 5% y posteriormente, 2 gotas de KOH
al 40%, se agitdé y se dejo reposar de 15 a 20 minutos hasta observar el cambio de
coloracion.

En el Apéndice 3 se presenta una galeria de imagenes con las respuestas observadas en cada
uno de estos andlisis.
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capacidad de 10 mL cada medio solidificar

Figura 21. Procedimiento para preparar bateria de pruebas en tubos de ensayo. Elaborado en
BioRender.

7.5.3.3 Pruebas de temperatura y salinidad

Se realizaron sembrando sobre la superficie del agar TSA, cada tubo con 4 mL del medio. El
proceso de preparacion de estos tubos fue similar al mostrado en la figura 21. La diferencia radico
en las cantidades de NaCl afadido y las temperaturas de incubacion. Para temperatura, el
analisis se realiz6 a 7°C (por refrigeracién) y a 42°C (mediante incubacion) durante 24 h, para
salinidad se usaron concentraciones minimas de sales 0% y 10% de NaCl, los cuales se
incubaron a 35°C durante 24h. La figura 22 muestra un ejemplo del crecimiento bacteriano para
las pruebas de tolerancia a la temperatura y salinidad.

Figura 22. Crecimiento bacteriano sobre la superficie del medio TSA.

7.6 Pruebas bioquimicas

A partir de aqui, se describe de manera breve el fundamento de cada una de las pruebas dentro
de la bateria de bioquimicas seleccionada.

7.6.1 Oxidasa

Esta prueba se utiliza para determinar la presencia de la actividad oxidasa, cuya reaccion se debe
a un sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno
molecular produciéndose agua o H,0,, todas las bacterias aerobias y anaerobias facultativas son
oxidasa positiva (MacFaddin, 2003; Bou et al., 2011).
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7.6.2 Catalasa

La enzima catalasa cataliza la descomposicion del H,0, en oxigeno y agua, por lo que el
metabolismo del H,0, esta regulado principalmente por esta enzima (Kaushal et al., 2018), el cual
se produce como consecuencia de la reduccion del oxigeno y cuya acumulacién resulta ser toxica
(Bou et al., 2011). Es una enzima oxidorreductasa, ya que desempefia un papel crucial en la
extincién de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Acta como antioxidante y protege a la
célula contra el estrés oxidativo, se encuentra en una amplia gama de organismos aerobios y
anaerobios. Ademas, desempefia un papel en el mantenimiento de la homeostasis redox de la
célula como parte del sistema de respuesta antioxidante.

En el cuadro 4 se describe la aplicacion biotecnoldgica de la enzima catalasa en diferentes
industrias y/o sectores, de aqui que se puedan considerar los resultados obtenidos en este

andlisis para el estudio de la capacidad catalasa de los sedimentos marinos.

Cuadro 4. Aplicaciones biotecnoldgicas de la enzima catalasa.

mEE5TE D Aplicacion Referencias
Sector
Textil Blanqueo de textiles antes del tefiido Amorim et al. (2002); Loncar &
(eliminacién del H,0,) Fraaije (2015)
Eliminacién del oxigeno residual después del
Alimentaria envasado, usando catalasa en combinaciéon con Lon¢ar & Fraaije (2015)
una glucosa oxidasa
Farmacéutica Medicamentos y mascarillas Grigoras (2017)
Indicador de la degradacion de hidrocarburos en
Ambiental el suelo Kaushal et al. (2018)
Bioindicadores de contaminacion
Biosensores para deteccion de H,0, basados en
catalasa para la generacion (.je una sefial Akyilmaz & Kozgus (2009): Fiité
(detectar la leche en mal estado; monitorear el ) .
. . et al. (2012); Shamsipur et al.
efecto de los inhibidores o activadores sobre la
g . (2012)
actividad de la catalasa y determinar su
concentracion)
Tecnoléaico Biocorrosion de metales influenciado por  Busalmen et al. (2002); Baeza
9 Escherichia coli et al. (2013)
Tratamiento de aguas residuales (eliminacion Grigoras (2017)
del H,0,)
Fabricacion de micropeces impulsados por
enzimas que se basan UGnicamente en la Orozco et al. (2013)

actividad de catalasa y se utilizan para pruebas
de toxicidad de muestras de agua

7.6.3 Citrato de Simmons

La prueba del Citrato de Simmons se realiz6 para conocer si los grupos de bacterias heterétrofas
eran capaces de utilizar citrato de sodio como su Unica fuente de carbono, siendo asi que un
organismo capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono también utiliza las sales de
amonio como su Unica fuente de nitrégeno. Las bacterias extraen el nitrégeno de las sales de
amonio con produccién de amoniaco, lo que conduce la a la alcalinizacién del medio y obtencion
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de hidréxido de amonio (MacFaddin, 2003). Una prueba diagnéstica positiva se basa en la
generacion de subproductos alcalinos del metabolismo del citrato. Cuando se utiliza un acido
orgénico como el citrato como fuente de carbono y energia, finalmente se producen carbonatos
y bicarbonatos alcalinos (MacWilliams, 2009). Entre las bacterias con estas caracteristicas se
encuentran: Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia, Pseudomonas, Citrobacter y algunas
especies de Salmonella (MacFaddin, 2003).

De acuerdo con Magni et al. (2008) el citrato esta presente en los jugos, la leche y los vegetales;
ademas puede ser agregado como conservante de los alimentos (durante la fabricacion de
derivados carnicos como jamones, chorizos y embutidos). Es asi que la principal aplicacion de
bacterias que metabolizan el citrato se da en la industria de alimentos puesto que es utilizado en
la fermentacién de productos lacteos y algunos otros como el vino, la cerveza y salchichas (Magni
et al., 2008). Ademas, los compuestos volatiles producidos por la fermentacion de citrato en la
leche como el diacetilo y la acetoina, son importantes para el desarrollo del sabor en los productos
lacteos fermentados (Sender et al., 2002).

7.6.4 Fermentacion de hidratos de carbono

Los hidratos de carbono de clasifican en: 1) monosacéridos, aldehidos, polihidroxilados o
cetonas; 2) polisacéaridos u oligosacaridos; 3) alcoholes polihidricos y ciclitoles. La glucosa es un
monosacérido de seis carbonos, mientras que la lactosa y sacarosa son disacaridos compuestos
por dos unidades de monosacaridos, glucosa mas otro monosacarido.

Sacarosa — Glucosa + fructosa
Lactosa — Glucosa + sacarosa

Los polisacéaridos, trisacaridos y disacaridos son moléculas demasiado complejas para penetrar
en una célula bacteriana para su degradacion. Para ser metabolizados por una especie en
particular, es necesario catabolizarlos a monosacaridos menos complejos por permeasas para
su posterior incorporacion en el interior de la célula. La fermentacion es un proceso metabdlico
anaerobio de oxidacién-reduccion, en el cual un sustrato organico actia como el aceptor final de
hidrégeno (aceptor de electrones) en lugar de oxigeno. La fermentacién de sustratos organicos
como los hidratos de carbono da por resultado productos finales reducidos u oxidados
(MacFaddin,2003).

7.6.4.1 Productos derivados de la fermentacion de la glucosa

Algunas bacterias pueden fermentar la glucosa en anaerobiosis, otras la oxidan; algunas otras
pueden utilizar ambos mecanismos para su metabolismo, mientras que existen quienes no
pueden utilizarla por ninguno. La principal via fermentativa de degradacién de glucosa es la via
de Embden-Meyerhof-Parnas (MacFaddin, 2003).

7.6.4.2 Lisinay Ornitina de bacterias fermentadoras de glucosa

La descarboxilacion es un proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas descarboxilasas
especificas atacan los aminoéacidos en su carboxilo terminal (COOH) para formar una amina o
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una diamina y dioxido de carbono. Existen numerosas enzimas descarboxilasas, cada una
especifica para un sustrato dado. El aminoacido L-lisina es descarboxilado para formar
cadaverina (una diamina) y €0, por la accion de la enzima especifica lisina descarboxilasa
(Mgller, 1955; Cantarow & Schepartz, 1962). Mientras que, el aminoacido L-Ornitina es
descarboxilado por la enzima ornitina descarboxilasa para formar la diamina putrescina y €0,
(Cantarow & Schepartz, 1962). Estas enzimas son adaptativas o inducidas, al solo formarse
cuando un microorganismo es cultivado en un ambiente acido en presencia de un sustrato
especifico y los productos de descarboxilacion cambian el pH a limites alcalinos (MacFaddin,
2003).

Actualmente, la fermentacién microbiana es un método prometedor, sostenible y respetuoso con
el medio ambiente para producir L-lisina y L-ornitina (Wu et al., 2020). Es por esto que, se estudia
la construccion de vias metabolicas no naturales que podrian tener un potencial econdmico para
el futuro, mediante el desarrollo de tecnologias emergentes como la ingenieria metabdlica y la
biologia sintética (Lee & Wendisch, 2017; Cheng et al., 2018). La biofabricacion de Lisina a
menudo emplea cepas mutantes o modificadas para producir Lisina a través de la fermentacion,
como por ejemplo el uso de cepas modificadas de Escherichia coli (Nagai et al., 2009). L-lisina
tiene un valor comercial significativo como aditivo para piensos para promover el crecimiento de
los animales, incluidos los cerdos y las aves de corral; también se usa como aditivo en alimentos
para peces, porgue la lisina es generalmente el primer aminoacido esencial limitante en muchas
fuentes de proteinas utilizadas en los alimentos para estos organismos (Hua, 2013; Ikeda, 2017).
Por su parte L-Ornitina, es un valioso aminoacido no proteico, tiene una amplia gama de
aplicaciones en las industrias farmacéutica y alimentaria (Wu et al., 2020; Zhang et al., 2018). Se
produce por fermentacion microbiana utilizando Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae o
Corynebacterium glutamicum (Mitsuhashi, 2014).

7.6.4.3 Productos estables acidos o neutros de bacterias fermentadoras de glucosa

Los productos finales acidos se producen por diferentes vias metabdlicas de la fermentacion de
la glucosa y dependen principalmente de la concentracion de iones de hidrégeno. Todos los
organismos entéricos presentan una reaccion rojo de metilo positiva, con pH de 4.2-6.3 para
productos estables acidos (Bou et al., 2011); sin embargo, con una incubacion prolongada estos
microorganismos contintan con la produccion de acidos, lo que origina un pH terminal de 4.2 o
menos (MacFaddin, 2003). De aqui que se mida la capacidad de la bacteria para mantener los
productos acidos estables por la via acido mixta. Del mismo modo, se utiliza la via de
fermentacion butanodidlica (prueba de Voges-Proskauer) para la produccion de productos finales
neutros como el acetilmetilcarbinol, a partir de un pH de 6 o mayor (MacFaddin, 2003).

7.6.5 Resistencia a la temperatura

El control de la temperatura es un factor clave en cualquier proceso que involucre
microorganismos, de acuerdo al crecimiento de bacterias a diferentes temperaturas, estas se
clasifican en: psicréfilos que crecen a temperaturas menores a 10°C, mesofilos que se desarrollan
entre los 10 y 50°C, termofilos que proliferan entre los 50 y 75°C y por ultimo los hiperterméfilos
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gue se desarrollan a temperaturas superiores a 75°C (Navas et al., 2010). Muchas especies
bacterianas implicadas en la biodegradacion son mesdfilas (Schiraldi & de Rosa, 2015).

Independientemente del tipo de microorganismo, éstos siempre tienen un rango de temperatura
Optimo bastante estrecho para el crecimiento. Si se cultiva a una temperatura inferior a la 6ptima,
el crecimiento se produce lentamente, lo que da como resultado una tasa reducida de produccion
celular y sintesis de productos. Por otro lado, si la temperatura de crecimiento es demasiado alta,
no solo se producira la muerte, sino que la expresion de proteinas o la sintesis de metabolitos
también se veran seriamente afectadas (Zhong, 2011).

7.6.6 Resistenciaa 0% y 10% de NacCl

Una gran cantidad de microorganismos, llamados haléfilos, son capaces de vivir en presencia de
concentraciones altas de sal, esto se debe a que durante su evolucién han desarrollado diversas
propiedades de adaptacion a dichos ambientes (Soria, 2004). Los microorganismos haléfilos se
clasifican en funcién de la cantidad de sal que requieren para su desarrollo y crecimiento. Se
consideran como halotolerantes aquellos que tienen la capacidad de tolerar la salinidad, haléfilos
débiles aquellos que soportan concentraciones entre 0.5-10% de NacCl, haléfilos moderados entre
10-20% de NaCl y haléfilos extremos arriba del 20% (Ramirez et al., 2004).

Los microorganismos halotolerantes o halofilos, capaces de vivir en ambientes salinos, ofrecen
multitud de aplicaciones reales o potenciales en diversos campos de la biotecnologia, por
ejemplo: los halotolerantes juegan un papel importante en la biotecnologia alimentaria para la
produccion de alimentos fermentados y complementos alimenticios (Margesin & Schinner, 2001).
Ademads, las bacterias moderadamente haldéfilas tienen el potencial para aplicaciones
prometedoras, ya que muchos de ellos no solo producen compuestos de interés industrial
(enzimas, polimeros y osmoprotectores), sino que también poseen propiedades fisiologicas Utiles
que pueden facilitar su explotacién con fines comerciales. Son faciles de cultivar y sus requisitos
nutricionales son simples: la mayoria puede utilizar una amplia gama de compuestos como Unica
fuente de carbono y energia (Ventosa et al., 1998).

7.7. Descripcion del analisis de los datos
7.7.1 Calculo de la concentracion de heterétrofas aerobias

Se selecciond la diluciébn que mostré un crecimiento entre un rango de 25-250 UFC/10 g (NOM-
092-SSA1-1994), las cantidades de colonias que se desarrollaron en placas pertenecientes a un
mismo sitio y temporada climética fueron promediadas y multiplicadas por el factor de dilucion,
posteriormente, las medias obtenidas fueron organizadas en una tabla y graficadas para su
discusién, el cuadro 5 ejemplifica como se llevé a cabo la seleccién de la dilucion éptima para su
conteo.

39



Cuadro 5. Procedimiento de seleccion de la diluciéon optima.

Sitio Diluciones
10 102 103
Antepuerto >250 182 3
Antepuerto >250 216 2
duplicado

Nota: Como los valores se encuentran dentro del rango, se promedian los datos de la dilucion 10-2.
Siendo asi, que la expresion general quedo6 dada por la siguiente ecuacion:

S, +S,

10%
X

Donde:

S:= Numero de colonias del sitio en estudio
S,=Duplicado del niumero de colonias del sitio en estudio
X=Factor de la dilucién 6ptima

7.7.2 Determinacion del factor con mayor influencia sobre las concentraciones de
bacterias heterotrofas

Los métodos de andlisis planteados inicialmente para dar respuesta al Objetivo 2 estuvieron
dentro de los procedimientos de ANOVA, el cudl es una prueba paramétrica que nos permite
conocer las variaciones entre dos 0 mas grupos asi como también la influencia que ciertos
factores (variables de respuesta) tienen entre si (Smalheiser, 2017), y la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis (K-W) muy similar al ANOVA pero que difiere de ella al no asumir una
distribucién normal de los datos (Xia, 2020), la selecciéon de un método en especifico quedo sujeto
al comportamiento y homogeneidad de las concentraciones bacterianas obtenidas durante el
estudio; mientras que el factor con mayor efecto se determind mediante analisis de varianza,
empleando una prueba de hipotesis y detectando diferencias estadisticas significativas entre los
datos. El analisis estadistico, la correlacion de las variables de respuesta temporadas climaticas
y sitios muestreados, ademas de la construccion de los graficos presentados en este documento
fueron realizados en el programa Statistica de StatSoft.

7.7.3 Integracion de datos de las caracteristicas bioquimicas

Se realiz6 un concentrado en Excel del nimero de grupos aislados por cada sitio de estudio y de
las respuestas positivas a cada bioquimica realizada, la informacién fue agrupada por temporada
climética y se realizaron graficos individuales en el software OriginPro 2023 que muestran la
abundancia de enzimas, la tasa de degradacion de cierto nutriente, y la resistencia a la
temperatura y salinidad presentadas en cada playa; ademas, se realizaron dos graficos globales
con estos valores que muestran las variaciones porcentuales entre los sitios durante las dos
temporadas climaticas.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8. 1 Concentracién de bacterias heter6trofas

Para dar respuesta al Objetivo 1 propuesto al inicio de esta investigacion, se realiz6 el conteo de
bacterias aerobias heterotrofas de los sitios estudiados durante las temporadas de estiaje y
lluvias, siendo UFC/ 10 g la unidad usada para determinar la concentracion mostrada en cada
una de las playas. El cuadro 6 muestra el promedio de las concentraciones de heterétrofas
encontradas en cada sitio durante ambas temporadas climaticas.

Cuadro 6. Promedio de la variable respuesta UFC/10 g por playa durante las temporadas de
estiaje y lluvias.

Sitio Farallon Antepuerto Villa del Mar Mocambo Arroyo
Giote
Temporada UFC/10 g

Estiaje 9.3E+05 2.0E+06 1.8E+06 8.9E+05 1.8E+06

Lluvias 2.4E+05 3.8E+05 2.6E+06 2.9E+06 1.3E+06

Las concentraciones mas altas se presentaron durante la temporada de lluvias en las playas de
Mocambo (2.9E+06 UFC/10 g) y Villa del Mar (2.6E+06 UFC/10 g), mientras que las mas bajas
se presentaron en Farallén (2.4E+05 UFC/10 g) y Antepuerto (3.8E+05 UFC/10 g) en la misma
temporada climatica, siendo estos valores aiun mas bajos que los presentados por Farallén
(9.3E+05 UFC/10 g) y Mocambo (8.9E+05 UFC/10 g) durante el estiaje, encontrandose Farall6n
como Unica playa con las concentraciones mas bajas durante las dos temporadas. De acuerdo
con Montes et al. (2021) la concentraciéon de bacterias heterotrofas puede verse afectada por la
disponibilidad materia organica del sitio, ademas de que estos valores suelen ser mayores en las
zonas costeras debido a los aportes por escorrentia y rios.

La figura 23 muestra graficamente las concentraciones de bacterias heter6trofas presentadas
durante las temporadas climaticas de estudio.

41



3.5E6

3E6

2.5E6 |

2E6 |

UFC/ 10 g

1.5E6

1E6

SE5 .
-o— Estiaje

—& Lluvias

Farallon Antepuerto Villa del Mar Mocambo Arroyo Giote
SITIOS

Figura 23. Concentracién de bacterias aerobias heterétrofas durante las temporadas de estiaje
y lluvias.

Farallon fue inicialmente seleccionada como playa de contraste al ser la mas alejada al nacleo
urbano, es considerada como natural, por lo que se pensaba presentaria menor cantidad de
bacterias heteroétrofas por tener poco aporte antropogénico de materia organica (Bertasi et al.,
2007; Rodil et al., 2007). Pérez-Ruiz (2012) sugiere usar Farallon como una playa de referencia
para evaluar perturbaciones naturales e inducidas. Rodil etal. (2007) encontraron que las
concentraciones de materia organica eran significativamente diferentes cuando se comparaban
playas protegidas y expuestas, ya que las bajas condiciones hidrodinamicas de las playas
protegidas favorecen el asentamiento de sedimentos finos ricos en materia organica. Es asi como
también se puede inferir que por la gran hidrodindmica que presenta esta playa la concentracion
de heterotrofas es menor.

Antepuerto, por su parte, presentd una concentracion mas alta en la temporada de estiaje que en
lluvias; a diferencia de las otras playas este sitio es el mas pequefio y colindante con el malecon
y no se encuentra influenciado directamente por turistas, sin embargo, si presenta influencia de
un desarrollo urbano y hotelero, ademas de una descarga pluvial y el movimiento cercano de
embarcaciones. Dichos desechos generados por embarcaciones se presentan principalmente por
el aporte de contaminantes en forma de materia organica (Secretaria de Desarrollo Regional,
2004). Se consultaron los estadisticos de la Marina (Secretaria de Marina, 2022) del movimiento
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mensual de carga en buques de los meses en los que se realizaron los muestreos y se encontrd
gue en el mes de septiembre perteneciente a la temporada de lluvias la actividad portuaria fue
menor a los registrados en el mes de mayo perteneciente a estiaje, este podria ser un factor para
explicar como es que la concentracion de heterétrofas fue menor en lluvias que en estiaje.

Villa del Mar y Mocambo son playas muy similares entre si, ambas comparten una gran demanda
de turistas, ademas cuentan con antecedentes de altas cantidades de materia organica (Pérez-
Ruiz, 2012; Sanchez-Dominguez et al., 2015; Hidalgo-Rodriguez, 2017) y son las que mas se
encuentran expuestas a actividades antropogénicas diversas debido a su cercania con el nicleo
urbano, de aqui que se consideren como modificadas por la construccion de escolleras debido a
un acelerado crecimiento humano (Siemens et al., 2006; Valadéz-Rocha, 2013). Las escolleras
promueven el depdésito de arena en las playas y disipan la energia del oleaje (Bernal-Ramirez &
Granados-Barba, 2008), viéndose afectado el efecto hidrodindmico mencionado anteriormente,
convirtiéndose estas grandes barreras de retencion en una fuerte influencia de la acumulacién de
material organico. Las altas tasas de material organico son indicativos no directos del grado del
deterioro del sitio (Brown & McLachlan, 1990). Particularmente, en Villa del mar la corriente litoral
es hacia el sur y esto, en conjunto con el oleaje refleja una fuerte sedimentacién de materiales
finos y materia organica (Lizarraga-Arciniega et al., 2007; Pérez-Ruiz, 2012). Por otra parte,
Trojanowski & Bigus (2013) explican que las precipitaciones favorecen el aumento de vegetacién
y estas a su vez el incremento de materia organica en las zonas costeras que llegan a través de
la descarga de los rios, es por esto que podria considerarse otro factor por el que se obtuvieron
concentraciones mayores de heterétrofas en época de lluvias, ya que estas playas pudieron verse
afectadas con el aporte de sedimentos terrigenos de los rios Papaloapan, La Antigua y Jamapa
( Salas-Pérez & Granados-Barba, 2008; Ortiz-Lozano & Bello-Pineda, 2012). Pérez-Espana &
Vargas-Hernandez (2008) indican que la tasa de sedimentacion promedio anual es de 250 g m=
dial, lo que es un indicativo de mayor presencia de materia organica en playas localizadas cerca
del nacleo urbano.

Arroyo Giote tanto en estiaje como en lluvias presentd concentraciones medias, con muy poca
diferencia entre ellas y, al igual que Farallén, es una playa rural no modificada. La diferencia entre
sus concentraciones podria deberse a que en Arroyo Giote predomina la pesca como actividad
econdémica, ademas de que se realizan actividades ganaderas en zonas colindantes, tiene
influencia no tan directa del nicleo urbano; sin embargo, es mas cercana que en Farallén y recibe
el aporte intermitente por parte de un arroyo con el mismo hombre. La interaccion de las corrientes
del sur, cerca de donde se ubica este sitio, son generadoras de un giro ciclénico, cuyo movimiento
vertical produce resuspension de sedimentos incrementando la cantidad de material cerca de la
superficie (Salas-Monreal et al., 2009).

8.2 Identificacion del factor con influencia en las concentraciones de bacterias
heter6trofas

Se contemplaron dos factores que pueden influir sobre la concentracién de bacterias heterotrofas
en los sitios muestreados: la temporalidad climética y el sitio de acuerdo con su proximidad al
nucleo urbano.
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8.2.1 Andlisis estadistico (temporalidad climética y sitio muestreado)

Para dar respuesta al objetivo 2, se realiz6 un analisis estadistico de las concentraciones
mostradas en el cuadro 6, usando como variable de respuesta UFC/ 10 g y como variables
independientes a los sitios y las temporadas climéticas. Para poder determinar cuél de estos dos
factores ejerci6 una mayor influencia sobre la concentracion de bacterias heterétrofas se
analizaron los datos mediante el programa Statistica.

Como primer paso, se recurrié a usar Levene’s (ANOVA) una prueba de homogeneidad de
varianzas el cual muestra el comportamiento de los datos, para lo cual se empled una prueba de
hipétesis cuya respuesta quedd dada de la siguiente manera:

Ho: Sip=0.05 Las varianzas son homogéneas, no existen diferencias estadisticas significativas
entre los sitios y las temporadas, por lo tanto, los datos son paramétricos.

Ha: Si p<0.05 Las varianzas no son homogéneas, si existen diferencias estadisticas
significativas entre los sitios y las temporadas, por lo tanto, los datos no
son paramétricos.

Esta prueba mostr6 diferencias estadisticas significativas en la interrelacion de las variables, por
lo que se aceptd la Ho (hipbtesis nula) y se rechazé la Ha (hipotesis alterna), siendo p < 0.05. A
partir de aqui se descarta la prueba de ANOVA ya que los datos no son paramétricos y se
prosiguié a realizar la prueba de varianza mediante Kruskal-Wallis.

8.2.2 Estadisticos descriptivos

Debido a que los datos no siguen una distribucién normal, se usoé la prueba de Tukey para poder
conocer en qué valores se encontraban las diferencias estadisticas significativas, a continuacion,
se muestran los estadisticos descriptivos arrojados por esta prueba (cuadro 7 y cuadro 8).

Cuadro 7. Estadistico descriptivo de la concentracion de bacterias heter6trofas (UFC/10 g)
durante dos temporadas climaticas.

Estiaje Lluvias

1.5E+06 + 1.3E+062 1.5E+06 + 3.0E+062

Nota: Valores de medias con subindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas.

Al analizar las temporadas climaticas como Unica variable y al comparar las varianzas entre
estiaje y lluvias se encontrd que no existen diferencias estadisticas significativas (cuadro 8), por
lo que los datos fueron agrupados en un solo grupo (superindice a), siendo sus medias muy
similares. De aqui que se pueda decir que este factor no ejerce presion alguna sobre las
concentraciones de bacterias heterétrofas en las playas.
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Cuadro 8. Estadistico descriptivo de la concentracion de bacterias heteroétrofas (UFC/10 g) de
los sitios muestreados.

Farallon Antepuerto Villa del Mar Mocambo Arroyo Giote
5.9E+05 + 1.2E+06 + 2.2E+06 + 1.9E+06 + 1.6E+06 +
7.4E+052 9.6E+05P 3.3E+06" 2.3E+06" 2.8E+062°

Nota: Valores de medias con subindices diferentes muestran diferencias estadisticas significativas.

Con respecto a los sitios, se encontraron tres agrupaciones denotadas con los superindices a, b
y ab. Las cargas de bacterias heterotrofas presentadas en las playas Antepuerto (1.2E+06 +
9.6E+05 UFC/10 g), Villa del Mar (2.2E+06 + 3.3E+06 UFC/10 g) y Mocambo (1.9E+06 + 2.3E+06
UFC/10 g) no mostraron diferencias estadisticas significativas entre si. Farallon es la playa que
presentd una menor carga en ambas temporadas climaticas, teniendo diferencias estadisticas
significativas con las tres playas anteriores. Por su parte, Arroyo Giote no presento diferencias
estadisticas significativas con ninguna de las playas (cuadro 9). De esta manera, se puede decir
gue el factor sitio ejerce mayor efecto sobre las concentraciones de bacterias heterétrofas que el
factor temporada.

8.2.3 Graficos estadisticos

Se realiz6 la construccién de los gréficos de caja a partir del modelo Kruskal-Wallis, en donde se
representan las concentraciones de heterétrofas en los sitios y las temporadas climaticas. Se
muestra de manera préctica las variaciones presentadas en cada factor. Estando condicionada
la variable respuesta por las siguientes hipétesis:

Ho: Sip=>0.05 No existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
con relacion a la variable de respuesta.

Ha: Sip<0.05 Siexisten diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
con relacion a la variable de respuesta.

Nota: Se llamo tratamiento a cada variacion climatica dentro del factor temporada y a cada playa dentro del factor sitio.

La figura 24 muestra la variacion de la concentracion de bacterias heterétrofas entre las
temporadas climaticas.

45



2.2E6 - -
KW-H(1,180) = 7.0112, p > 0.05

2E6 |

1.8E6 |

______________ —_—_——————tt————————— 3

1.6E6 |

UFC/ 10 g
]

1.4E6 |

1.2E6

1E6 | 1

O Media [] Media+ES T Media+1.645*ES

8E5 - -
Estiaje Lluvias

TEMPORADA
Figura 24. Gréfica de cajas de la relacién concentracion de bacterias heter6trofas en funcion de
la temporada en donde “a” representa similitud entre los datos.

El gréafico de la figura 24 estd dado por la ecuacion: KW-H (1-180) =7.0112, siendo p>0.05, con
un porcentaje de confianza del 95%. Se puede observar que la presencia de heteré6trofas es
mayor en lluvias, sin embargo, no es tan grande para decir que es significativamente diferente a
estiaje. Por lo que la Ho es aceptada al no existir diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos y por tanto la Ha se rechaza.

La figura 25 muestra la variacion de la concentracién de bacterias heterotrofas entre los sitios
muestreados.
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Figura 25. Relacion de la concentracién de bacterias heterétrofas en funcién del sitio, en donde
“a” agrupa a las cajas con datos similares y “b” agrupa a las cajas con datos similares que se
diferencian de “a”.

Este grafico estd dado por la ecuacién: KW-H (4,180) = 20.3153, siendo p<0.05, con un
porcentaje de confianza del 95%. A partir de la figura 25 se puede apreciar de mejor manera la
influencia que ejercen las playas sobre las concentraciones heterétrofas, aqui ocurre lo contrario
al gréfico anterior, puesto que la variacién entre ellas es mayor y es por esto por lo que, al existir
diferencias estadisticas significativas entre las playas la Ho es rechazada, por lo tanto, se acepta
la Ha.

8.3 Determinacion de las caracteristicas bioquimicas de los grupos bacterianos

heterotrofos
8.3.1 NUmero de aislados por sitio de muestreo

El Objetivo 3 surge con el proposito de poder conocer las caracteristicas de los grupos
bacterianos heterétrofos en las playas de la zona costera central de Veracruz, las cuales podrian
ser aprovechadas biotecnol6gicamente y estudiadas més a fondo en investigaciones futuras, por
lo que se recurrié al empleo de métodos fenotipicos para la realizacion de pruebas degradativas,

47



enzimaticas, de temperatura y de resistencia a diferentes concentraciones de sal. El cuadro 9
detalla el nUmero de grupos de bacterias aisladas por cada sitio estudiado durante las temporadas
de estiaje y lluvias.

Cuadro 9. Numero de aislados en los diferentes sitios de estudio durante estiaje y lluvias.

Sitios Estiaje Lluvias
Faralléon 16 24
Antepuerto 27 26
Villa del Mar 20 20
Mocambo 26 27
Arroyo Giote 20 19

Los grupos bacterianos heterotrofos fueron aislados de acuerdo con las diferencias morfolégicas
en forma, tamafio, color, superficie y textura, presentandose un mayor numero de grupos con
caracteristicas diferentes en las playas de Antepuerto y Mocambo con 27 y 26 grupos de bacterias
respectivamente y, con menor numero, en playa Farallébn donde solo se aislaron 16 grupos
durante la temporada de estiaje. Por su parte, en la temporada de lluvias, el mayor de niUmero de
aislados se presenté en las mismas playas que en la de estiaje, ahora Mocambo con 27 vy
Antepuerto con 26 grupos, mientras que Arroyo Giote fue la playa con menor nimero de bacterias
heterétrofas con caracteristicas fisicas diferentes, solo 19 grupos.

La figura 26 compara los porcentajes del nUmero de bacterias heter6trofas aisladas en los
diferentes sitios de muestreo, no se observa una diferencia amplia en estos valores durante las
dos temporadas de andlisis, estando estos dentro de un rango de 16%-24%.

21%
24%

19%
23%

23% 22%

Faralion Farallon
Antepuerto Antepuerto
17% = Mocambo i
- Villa del Mar 17% Vil del Mar
Estiaje * Arroyo Giote Lluvias = Arroyo Giote

Figura 26. Porcentaje de grupos heterétrofos aislados para las temporadas de estiaje y lluvias.




8.3.2 Diversidad bioquimica

El cuadro 10 muestra de manera general un concentrado de la cantidad respuestas presentadas
por las bacterias heterétrofas al ser analizadas con la bateria de pruebas propuesta en la seccion
de materiales y métodos.

Cuadro 10. Respuesta de las bacterias heterétrofas a la bateria de pruebas realizadas

> o > o
s & 3. § S22/ s g 3. £ 2g¢g
Playas T & =22 § E8| T & == § E8
i z S e < & £ 5 g <°
< <
Pruebas Estiaje Lluvias
Oxidasa 10 24 15 23 17 21 19 17 22 7
Catalasa 13 25 17 20 17 23 22 20 24 19
Citrato 10 21 14 12 9 14 21 12 19 11
Fermentacion 2 1 9 2 4 11 17 3 23 7
Productos acidos 1 0 7 0 3 5 12 1 10 2
Productos neutros 0 1 2 0 1 6 4 0 7 0
Lisina descarboxilasa 1 1 6 1 2 7 11 1 15 4
Ornitina descarboxilasa 0 0 8 1 3 4 9 3 20 1
Temperatura 42°C 9 16 20 16 14 23 26 15 27 19
NaCl 0% 12 19 20 19 16 24 24 15 27 19
NaCl 10% 3 15 8 16 7 18 26 5 9 14

Nota: Los numeros naturales indican la cantidad de grupos de bacterias heter6trofas con respuesta positiva a cada
prueba.

Se observa que las caracteristicas con mayor presencia en las bacterias heterétrofas fueron su
capacidad de poseer enzimas oxidasa y catalasa, metabolizar citrato y crecer en medios con
concentraciones de sales al 0 y 10%, ademas del crecimiento a una temperatura de 42°C. La
prueba de temperatura a 7°C considerada a inicios del estudio no mostr6 respuesta de
crecimiento por parte de las bacterias, por lo que se descart6 de la bateria de bioquimicas. Por
su parte, la capacidad fermentativa de las bacterias fue variable entre las temporadas,
obteniéndose una mayor presencia en la temporada de lluvias, de aqui que las pruebas
complementarias de este andlisis también registraran variabilidad en sus respuestas.

A partir del andlisis bioquimico, las bacterias heterotrofas demostraron su capacidad de degradar
ciertos sustratos incorporados en los medios para la realizacion de las pruebas, las respuestas
positivas demuestran la exposicion y adaptabilidad que han tenido en ambientes impactados. Se
muestran los porcentajes totales de bioquimicas de cada prueba realizada durante ambas
temporadas climéaticas (figura 27 y 28).
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Figura 27. Variacion porcentual de bioquimicas durante la temporada climatica de estiaje. En
donde Ox: Oxidasa, Cat: Catalasa, Cit: Citrato, HC: Hidratos de carbono y Temp: Temperatura.
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Figura 28. Variacion porcentual de bioquimicas durante la temporada climética de lluvias. En
donde Ox: Oxidasa, Cat: Catalasa, Cit: Citrato, HC: Hidratos de carbono y Temp: Temperatura.

En general, las respuestas en cuanto a bioquimicas mostradas por los grupos aislados
presentaron porcentajes muy altos, tal es el caso de la presencia de enzimas oxidasa y catalasa
presentes en todas las playas durante las dos temporadas de andlisis y la capacidad de
desarrollarse en un medio de 42°C y 0% de sales; los porcentajes obtenidos en las pruebas de
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degradacién de hidratos de carbono, utilizacion de citrato y desarrollo con un 10% de NacCl fueron
mas variables.

Durante el estiaje, se observd que las bacterias aisladas en Villa del Mar dieron positivo a los
siete andlisis realizados con una respuesta minima del 45%, tal como se describié en secciones
anteriores esta playa se ve influenciada por una mayor presién antropogénica debido a su
cercania con el nacleo urbano, la cual deriva de una amplia gama de actividades humanas. Al
considerar este mismo porcentaje para la temporada de lluvias, fueron tres las playas en
presentar una respuesta similar: Antepuerto y Mocambo dos playas urbanas, y Farallon una playa
rural en donde no hay registros de una posible presion antropogénica directa. Por su parte, las
bacterias aisladas en Arroyo Giote, mostraron su capacidad de utilizar citrato como Unica fuente
de carbono, degradar carbohidratos, desarrollarse a 42°C y crecer en un medio sin sales, sin
embargo, el porcentaje para la degradacién de hidratos de carbono que mostraron fue bajo
durante ambas temporadas.

En espacios con influencia de fuerzas externas las bacterias se vuelven mas selectivas por su
adaptacion a las condiciones del entorno (Celis-Bustos et al., 2017). Es asi que se infiere que en
las playas urbanas como Villa del Mar, Mocambo y Antepuerto se han desarrollado poblaciones
de bacterias dominantes producto de las caracteristicas de los sitios. Por otra parte, Pérez-Ruiz
(2012) clasifican a Farallon como un sitio totalmente expuesto a viento y oleaje que inducen
inestabilidad al ambiente, y al mismo tiempo, el oleaje complica el establecimiento de especies
no adaptadas al medio (Méndez et al., 1985), por lo que se esperaria una menor diversidad
bioquimica de las bacterias, sin embargo, este no fue el caso y las respuestas mostradas por los
grupos de heterdtrofas permite ver su capacidad para metabolizar diferentes sustratos y
adaptarse a condiciones diferentes.

Yannarell & Kent (2009) afirman que patrones estacionales son capaces de regir y producir la
floracion de una gran diversidad bacteriana, con cambios en sus comunidades provocando
rotacion de especies. A partir de las diferencias porcentuales de las capacidades bioquimicas de
los aislados durante dos temporadas en donde las condiciones ambientales fueron diferentes, asi
como las actividades humanas realizadas en cada sitio variantes durante el transcurso del
estudio, las bacterias heterétrofas demostraron su versatilidad metabdlica y su adaptabilidad a
diferentes condiciones.

Cada uno de los resultados presentados en el cuadro 10 se describen a detalle en las siguientes
secciones.

8.3.3 Pruebas metabdlicas y enzimaticas (resultados)

Dentro de la microbiologia estas pruebas son descritas como técnicas que permiten determinar
las caracteristicas metabdlicas de las bacterias en cuestion. Algunas suelen ser rapidas ya que
se centran en evaluar enzimas preformadas, dando lecturas con duracion de unos pocos
segundos hasta algunas horas (ejemplo, oxidasa y catalasa). Otras requieren de una incubacion
gue va desde las 18 a las 24 h, tiempo en el que se da el crecimiento bacteriano en el medio, a
este segundo grupo pertenecen la mayor parte de las pruebas que detectan componentes

51



metabdlicos o aquellas que determinan la sensibilidad de una bacteria a una sustancia dada tras
su cultivo en medios de identificacién que contienen el sustrato a metabolizar (Fernandez-Olmos

et al., 2010).

8.3.3.1 Determinacion de la presencia de la enzima Oxidasa

La figura 29 presenta los valores de los porcentajes obtenidos de la presencia de la enzima
oxidasa por parte de los grupos heterétrofos aislados.
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Figura 29. Porcentajes de la presencia de la enzima oxidasa.

El grafico de la figura 29 muestra valores altos en la presencia de la enzima oxidasa, siendo
mayores en Farallén (88%), Villa del Mar (85%) y Mocambo (81%) durante la temporada de
lluvias, mientras que durante la temporada de estiaje o son en las playas Antepuerto (89%),
Arroyo Giote (85%) y Mocambo (88%). Las demas playas mostraron un rango medio del 63 al
75% durante las dos temporadas, mientras que Arroyo Giote fue la playa que presenté menor
presencia de esta enzima durante la temporada de lluvias. Los porcentajes faltantes para
completar el 100% en el gréfico, podrian deberse a la presencia de bacterias anaerobias.

El ciclo del azufre de los sedimentos marinos esta impulsado principalmente por la reduccion
disimilatoria de sulfato a sulfuro por parte de microorganismos anaerébicos, Jgrgensen et al.
(2019) explicaron que la reduccion microbiana de sulfato a sulfuro es una via terminal
predominante de mineralizacion de materia organica en el lecho marino andxico. De acuerdo a
algunas investigaciones, la reduccion de sulfato también ocurre en las capas superiores de los
sedimentos que se caracterizan geoquimicamente por la reduccion de hierro siendo incluso mas
altas en esta zona (Thamdrup et al., 1994). El sulfato, los 6xidos de Fe y los 6xidos de Mn sirven
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como aceptores de electrones en la degradacion respiratoria de la materia organica mediada por
bacterias heterétrofas (Postgate, 1984; Lovley, 1991).

8.3.3.2 Determinacion de la presencia de la enzima Catalasa

El gréafico de la figura 30 muestra la actividad de la enzima catalasa en los grupos de bacterias
heterétrofas aisladas.
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Figura 30. Porcentajes de la presencia de la enzima catalasa.

No se observa mucha diferencia entre la presencia de esta enzima en los cinco sitios estudiados
durante las dos temporadas climaticas y que estos valores fueron altos, siendo > 77%. Todos los
grupos aislados en las playas Villa del mar y Arroyo Giote durante la temporada de lluvias integran
dentro de sus capacidades esta enzima y, ademas, ambas playas con el 85% dieron positivo a
catalasa durante el estiaje. Mientras que los otros sitios estudiados durante el estiaje presentaron
catalasa positiva en Farallén (81%), Antepuerto (93%) y Mocambo (77%), respectivamente; en
cambio, durante las lluvias estos valores fueron mayores en Farallon (96%) y Mocambo (89%) y
menor en Antepuerto (85%).

Como esta enzima se encuentra en los organismos aerdbicos y anaerébicos, no es inusual que
se presente con mayor frecuencia en comparacion a otras enzimas. Lo que permite que la
catalasa sea utilizada en muchas aplicaciones, incluyendo el procesamiento de alimentos,
textiles, papel, industria farmacéutica y también en el campo de la biorremediacién (Beers & Sizer,

1952).
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8.3.3.3 Determinacion del metabolismo del citrato

La figura 31 muestra las respuestas positivas obtenidas de la prueba del metabolismo de citrato
como Unica fuente de carbono.
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Figura 31. Porcentajes de la capacidad degradadora de citrato como Unica fuente de carbono.

La utilizaciéon del citrato como Unica fuente de carbono y sales de amonio como fuente de
nitrégeno presentd rangos visibles de variacion en algunas playas, como por ejemplo Mocambo
y Arroyo Giote. En la primera playa solo el 46% de los grupos aislados mostraron este
metabolismo durante el estiaje, mientras que en lluvias el 70% de las bacterias heterétrofas dieron
positivo a esta prueba; en la segunda playa se registr6 una diferencia de 13% entre las
temporadas climaticas, siendo menor en estiaje (45%) que en lluvias (58%). La diferencia
porcentual de las playas Farallébn, Antepuerto y Villa del mar, fue menor que las anteriores
(diferencias<10%), siendo Antepuerto la playa que registré mayor actividad en la degradacion de
este sustrato durante las dos temporadas.

Con respecto a las sales de amonio, éstas tienen su origen de forma natural en la descomposicion
de materia organica, o es inducida en la produccion de compuestos nitrogenados con procedencia
de las aguas residuales, del uso de fertilizantes en la agricultura y de los efluentes industriales
(Céardenas-Calvachi & Sanchez-Ortiz, 2013).

8.3.3.4 Determinacion del metabolismo de los hidratos de carbono

En la figura 32 se presentan los porcentajes obtenidos de la degradacién de hidratos de carbono
(glucosa, lactosa y sacarosa).
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Figura 32. Porcentajes de la degradacién de los hidratos de carbono.

La distribucién de las bacterias heterétrofas capaces de fermentar los hidratos de carbono es muy
variable en todos los sitios de estudio, incluido entre las temporadas climaticas. Se obtuvieron
porcentajes mas altos de fermentacion durante lluvias en las playas Farallén (46%), Antepuerto
(65%), Mocambo (85%) y Arroyo Giote (37%). Este metabolismo se presentd en menor
proporcion en Villa del mar (15%) durante esta misma temporada, en comparacion con la
temporada de estiaje en donde se observo la mayor actividad durante toda la temporada, siendo
ésta de 45%.

Para las demas playas estudiadas en estiaje, los valores estuvieron igual y por debajo del 20%.
No hay un factor directo que ayude a entender por qué el metabolismo de la degradacién de
hidratos de carbono fue muy variable entre los sitios; sin embargo, el obtener valores mas altos
durante el periodo de lluvias, tanto en Antepuerto como en Mocambo, podria relacionarse con el
efluente de residuales, las escorrentias con cargas de sustratos ricos en carbohidratos y la
dinamica durante esta temporada.

8.3.3.5 Determinacion de la descarboxilacion de Lisina y Ornitina de bacterias
fermentadoras de glucosa

En el cuadro 11 se muestran los valores obtenidos de respuestas positivas por parte de los grupos
de bacterias heterdtrofas aisladas capaces de descarboxilar la Lisina y/o Ornitina.
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Cuadro 11. Namero de grupos bacterianos capaces de descarboxilar la Lisina y Ornitina.

Playas - e _ o - = . o

o o [} _ Q % w o o () _ Qo ° o

T 2 =& § g5/ T 3 =& § ¢@gs

3 e = 3 O @ g = 3 < ©

Positivos Estiaje Lluvias

Pruebas 2 1 9 2 4 11 17 3 23 7
Lisina 1 1 6 1 2 7 11 1 15 4
Ornitina 0 0 8 1 3 4 9 3 20 1

La playa Villa del Mar fue quien mostr6é una mayor cantidad de grupos bacterianos fermentadores
de glucosa capaces de descarboxilar la Lisina y Ornitina durante la temporada de estiaje con 6 y
8 positivos respectivamente, mientras que, en la temporada de lluvias,15 dieron positivo a Lisina
y 20 a Ornitina, seguido de Antepuerto con 11y 9, y Farallon con 7 y 4. Es asi que, la mayor
presencia de estas enzimas se dio durante la temporada de lluvias.

8.3.3.6 Determinacién de productos estables acidos o neutros de bacterias fermentadoras
de glucosa

En el cuadro 12 se muestran los valores obtenidos de respuestas positivas por parte de los grupos
de bacterias heterétrofas aisladas que producen compuestos estables acidos o neutros.

Cuadro 12. Numero de grupos bacterianos que generan productos estables acidos y neutros.

- o _ o - g _ o
0 S S5 E Se|s S S5 E e
Playas T o ss 8 °eo| ® o s 8 2=
5 g2 5T 8 =<29lg & 5T g8 <9
i = > 2 L c > S
< <C
Positivos Estiaje Lluvias
Pruebas 2 1 9 2 11 17 3 23 7
If’rpductos estables 1 0 7 0 3 5 12 1 10 2
acidos
Productos neutros 0 1 2 0 1 6 4 0 7 0

De acuerdo al cuadro 13 la mayoria de los grupos bacterianos fermentadores de glucosa fueron
capaces de producir productos estables acidos y neutros con pH por arriba del 4.2 por medio de
las vias metabdlicas acido mixta y de fermentacion butanodidlica, en algunas playas como
Farallon y Mocambo se reporta la formacion de productos finales acidos no estables con un pH
de 4.2 o menor en al menos un grupo aislado, estos valores no demuestran variaciones muy
grandes, lo que nos demuestra la capacidad que tienen los grupos aislados para mantener la
alcalinidad del medio y a las vez mantener a los productos derivados del metabolismo de la
bacteria en una escala de pH que va desde lo estable hasta lo neutro. Lo mismo sucede en la
temporada de lluvias ya que dichas playas no muestran rangos de variacion muy grande, sin
embargo en la playa Arroyo Giote solo 2 de los 7 grupos heterotrofos aislados fueron capaces de
mantener estos productos estables sin formacién de productos neutros, aunque retomando el
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gréafico de la figura 32, solo el 37% del total de los aislados dieron positivos a la fermentacion de
glucosa, lo que tampoco representaria una preocupante acidificacion del medio, pero si una
tendencia a pH bajo.

8.3.4 Pruebas de tolerancia a la temperatura y salinidad

Como ya se menciond en una seccion pasada, se realizaron incubaciones a 7°C y 42°C, para
conocer la capacidad de los grupos bacterianos heterotrofos a crecer a diferentes temperaturas,
sin embargo, a una temperatura de 7°C, las bacterias no fueron capaces de desarrollarse por lo
que en la seccidén siguiente solo se muestra el crecimiento a 42°C. Ademas, se realizaron pruebas
de tolerancia a la salinidad, con la finalidad de conocer la capacidad de los grupos aislados de
desarrollarse en medios con 0% y 10% de NaCl.

8.3.4.1 Capacidad de los grupos aislados para crecer a diferentes temperaturas

La figura 33 muestra la tolerancia que tienen los grupos de bacterias aisladas a crecer a una
temperatura de 42°C.

[ |Estiaje
Bl uvias

100% - 96% 100% 100% 100% 100%

. 5%
75% 700/
| 62%
569 59%

50% -~

% Temperatura a 42°C

25%

0%

Farallon  Antepuerto Villa del Mar Mocambo Arroyo Giote

Sitios

Figura 33. Porcentajes del crecimiento bacteriano a 42°C.

A partir del grafico de temperatura (figura 31) se observa que hubo una mejor respuesta durante
la temporada de lluvias en comparacion con el estiaje ya que en varias playas (Farallon,
Antepuerto, Mocambo y Arroyo Giote) mas del 95% de los aislados pudieron desarrollarse en un
periodo de incubacion a 42°C. La Unica playa que present6 esta tendencia durante el estiaje fue
Villa del Mar, los demas sitios muestreados presentaron un rango de crecimiento del 55%-75%,
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este panorama muestra que la mayoria de los grupos aislados tienen la capacidad de resistir
altas temperaturas.

8.3.4.2 Capacidad de los grupos aislados para crecer en un medio con 0% y 10 de NacCl

Las figuras 34 y 35 muestran la tolerancia que tienen los grupos de bacterias aisladas a crecer
en un medio salino con concentraciones de 0% y 10% de NacCl.
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100%

80%
5%

50% -
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Farallon  Antepuerto Villadel Mar Mocambo Arroyo Giote
Sitios

Figura 34. Porcentajes del crecimiento bacteriano con 0% de NacCl.

Los porcentajes obtenidos para este analisis de tolerancia mostrados en la figura 34 indican que
los grupos de bacterias aislados fueron capaces de crecer en un medio sin sales, con un
porcentaje minimo de crecimiento que va del 70% hasta un maximo alcanzado del 100%, para
las playas de Farallon, Mocambo y Arroyo Giote en la temporada de lluvias y para Villa del Mar
durante el estiaje.

En cambio, el grafico de la figura 35 muestra una mayor variacién entorno a las respuestas
positivas obtenidas entre los diferentes sitios de muestreo y durante las diferentes temporadas
climaticas, tal es el caso mas notorio de Farallébn que durante el estiaje el 8% de los aislados
fueron capaces de crecer en un medio adicionado con un 10% de NaCl y en lluvias el 75%. Para
la playa Arroyo Giote se repitié esta tendencia, obteniéndose un crecimiento del 28% en estiaje
y del 74% en lluvias. La Unica playa en la que el total de los aislados fueron capaces de tolerar
esta concentracion de sales fue Antepuerto durante lluvias.
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Figura 35. Porcentajes del crecimiento bacteriano con 10% de NaCl.




IX. CONCLUSIONES

La mayor parte de cargas bacterianas altas de heterotrofas se encontraron en playas ubicadas
en la ZMV, tal es el caso de Antepuerto y Villa del Mar (2.0E+06 UFC/10 g y 1.8E+06 UFC/10 g,
respectivamente) durante el estiaje; y de Villa del Mar y Mocambo (2.6E+06 UFC/10 g y 2.9E+06
UFC/10 g, respectivamente) durante lluvias. Al mismo tiempo, las concentraciones mas bajas las
presentd Farallon durante las dos temporadas de estudio (9.3E+05 UFC/10 g en estiaje y 2.4E+05
UFC/10 g en lluvias). Desde un panorama general, estos valores permitieron visualizar como un
espacio con un creciente desarrollo urbano presenta una mayor presion sobre aquellos que ain
conservan sus caracteristicas naturales.

Factores como la cercania al nlcleo urbano, la realizacién de actividades con fines econdmicos
y recreativos diversos que originan material organico contaminante y que debido a las estructuras
de proteccién costera quedan retenidos en los sedimentos, influyen en el deterioro de la zona. Se
suman a estos, factores ambientales como el oleaje, las corrientes, el viento, los eventos
climatoldgicos, la hidrodinamica de las playas y la escorrentia como portadores de material
contaminante externo y/o como contribuyentes de un reacomodo espacial de dicho sustrato que
es esencial para el metabolismo de las bacterias. Asi mismo, al presentar una mayor influencia
sobre las concentraciones bacterianas, el factor sitio demostré que el grado de perturbacion
antropogénica que presenta cada playa fue un reflejo de las diferencias morfologicas,
estructurales y de uso entre ellas.

Los resultados obtenidos fueron muy interesantes en cuanto diversidad bioquimica, puesto que
los aislados mostraron su capacidad de metabolizar distintos sustratos, presentar enzimas
diversas y tolerar los rangos de temperatura y concentracion de sales a los que fueron expuestos.
Este estudio provee informacién valiosa para la realizacion de nuevas investigaciones de la zona
costera de Veracruz en donde se pretenda usar como objeto de estudio a las bacterias
heterétrofas, es por esto, que se precisa la importancia de un monitoreo constante en donde se
consideren las temporalidades climaticas y las caracteristicas particulares de cada playa para el
establecimiento de patrones de la diversidad bacteriana intermareal.
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X. RECOMENDACIONES

Incorporar el monitoreo de la presencia y distribucion de bacterias heterotrofas como un indicador
de contaminacion antropogénica en playas de la Zona costera de Veracruz, para lo cual se
recomienda:

O

Realizar determinaciones periédicas de la concentracion de bacterias heterétrofas.
Observar la dindmica de heterétrofas al correlacionarlas con pardmetros fisicoquimicos
(OD, temperatura, salinidad, turbidez del agua) y determinar cual de estos ejerce mayor

efecto sobre las concentraciones encontradas.

Puntualizar los factores en cada sitio de estudio que podrian estar influenciando la
diversidad bioquimica de las bacterias.

Estudiar la biogeoquimica (C-H-O-N-P-S) de las playas para poder entender el
metabolismo de los aislados.

Realizar correlaciones de las bacterias heterétrofas en los diferentes sitios de acuerdo con
la abundancia de nutrientes encontrados.

Generar un modelo biogeoquimico que ayude entender el comportamiento de estas
bacterias en funcién a un gradiente de perturbaciéon antropogénica.
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APENDICE 1. PREPARACION DE REACTIVOS

SOLUCION REGULADORA DE FOSFATOS

Sol. Concentrada:

Fosfato de sodio monobéasico 34.0g
Agua destilada 1000.0 mL

1. Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH al 7.2 con una solucion de

NaOH 1Ny llevar a 1 litro con agua destilada.
2. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C.
3. Conservar en el refrigerador.

Sol. Diluida:

1. Tomar 1.25 mL de la solucién concentrada y llevar a 1 litro con agua (solucion de

trabajo).
2. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL segun se requiera.
3. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C.

4. Ilgualar pH y volumen final al que se tenia al inicio.

INDICADOR ROJO DE METILO

Ingredientes:

Rojo de metilo 01lg
Etanol al 95% 200.0 mL

1. Disolver 0.1 g de rojo de metilo en 300 mL de alcohol etilico (etanol) al 95%.

2. Agregar 200 mL de agua destilada a la mezcla de alcohol-indicador.

a-NAFTOL al 5%

Ingredientes:

a-Naftol (1-Naftol) 50¢
Etanol al 95% 100.0 mL
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1. Disolver el a-Naftol en menos de 100 ml de etanol al 95%.
2. Transferir la solucion a un frasco graduado de 100 mL y llevarlo a 100 mL con etanol al
95%.

KOH 40%
Ingredientes:

KOH 40.0¢
Agua destilada 100.0 mL

1. Presar con rapidez el KOH vy disolver en menos de 100 mL de agua en un vaso de
precipitado. Este reactivo es altamente higroscépico.

Colocar el recipiente en un bafio de agua fria para controlar la temperatura.

Enfriar y transferir la solucion KOH a una botella color &mbar.

4. Conservar de 2-3 semanas.

wn
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APENDICE 2. PREPARACION DE AGARES Y MEDIOS DE CULTIVO

AGAR CUENTA EN PLACA
Se hace uso de las técnicas de conteo de bacterias, generalmente para conocer la diversidad y
composicion microbiana, se caracteriza principalmente porgue el crecimiento de células viables

(capacidad de division y formacién de otras células) da paso a la generacion de colonias.

Férmula aproximada por litro:

Peptona de caseina 50¢
Extracto de levadura 25¢
D (+)-Glucosa 10g
Agar-agar 140¢g

pH final= 7.0+0.2
Preparacion:

1. Pesar 22.5 g del polvo para 1 litro de agua (realizar conversion para el volumen a
preparar).

2. Agitar hasta obtener una mezcla lo mas homogénea posible y medir pH.

3. Si el pH observado se encuentra por debajo del requerido, agregar algunas gotas de
NaOH 1 N y volver a comprobar el valor, en caso de que todavia no se cumpla con las
condiciones solicitadas, repetir este paso hasta alcanzar lo establecido.

4. Agregar 3% de NacCl (realizar operacién para el volumen a preparar).

5. Colocar el matraz en una parrilla, agitar hasta que el agar preparado hierva y observar
que las paredes de dicho matraz se encuentren limpias.

6. Sellar con un tapén de algodoén, gasa y papel estraza.

7. Esterilizar en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

TSA (SIEMBRA Y RESIEMBRA EN PLACAS PETRI)

Formula aproximada por litro:

Peptona de Caseina 15.09
Peptona de Soya 50¢
Cloruro de Sodio 509
Agar Bacteriolégico 15.09

pH final= 7.31£0.2
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Preparacion:

1. Pesar 40 g del polvo para 1 litro de agua (realizar conversién para el volumen a preparar).
2. A partir de aqui, los pasos son los mismo que los realizados en la preparacion del Agar
Cuenta en Placa.

TSI-LIA-CITRATO DE SIMMONS-TSA (TUBOS PARA BIOQUIMICAS)

Férmula aproximada por litro:

TSI CITRATO DE SIMMONS
Extracto de Carne 3.0g Fosfato Dihidrogenado de Amonio 10g
Extracto de Levadura 30g Fosfato Dipotasico 10g
Digerido Pancreatico de Caseina 1509 Cloruro de Sodio 50¢g
Peptona de Proteosa No. 3 509 Citrato de Sodio 20g
Dextrosa 109 Sulfato de Magnesio 029
Lactosa 10.0g Agar 15.0g
Sacarosa 10.0g Azul de Bromotimol 0.08 g
Sulfato Ferroso 0.2g pH final= 6.90.2
Cloruro de Sodio 50¢g
Tiosulfato de Sodio 0.3g LIA
Agar 12049 Peptona de Gelatina 50g¢g
Rojo fenol 0.024 Extracto de Levadura 3.0g
pH final= 7.410.2 Dextrosa 10g
L-Lisina 10049
TSA Citrato de Amonio Férrico 0.05¢g
*Formula en la seccion anterior. Tiosulfato de Sodio 0.04g¢g
Parpura de Bromocresol 0.02g
Agar 135¢g

pH final= 6.7+0.2

Preparacion:

1.

Pesar la cantidad del polvo para 1 litro de agua (realizar conversion para el volumen
a preparar).

Agitar hasta obtener una mezcla lo mas homogénea posible y medir pH.

Agregar 3% de NaCl (realizar operacion para el volumen a preparar). Para las pruebas
de salinidad, la cantidad de NaCl sera pesado en base al porcentaje de la prueba,
Colocar el matraz en una parrilla, agitar hasta que el agar preparado hierva y observar
que las paredes de dicho matraz se encuentren limpias.

Verter 4 mL de medio en tubos de vidrio pequefios.

Esterilizar en la autoclave a 121°C durante 15 minutos, excepto para la prueba de LIA
que requiere un tiempo de 12 min.
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7. Solidificar de forma inclinada a manera que se forme un bisel con el agar.

MIO Y MR-VP (TUBOS PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS

Formula aproximada por litro:

MIO

Extracto de Levadura 3.0g¢g

Peptona 10.0g

Triptona 10.0g

L-Ornitina HCI 50¢g

Dextrosa 10g

Agar 2.0g 1. Se repiten los mismos pasos de la

Purpura de Bromocresol 0.02 g Ppreparacion anterior hasta el punto 6, la

pH final= 6.5+0.2 diferencia se centra, en que estos tubos se

enfrian sobre una gradilla MR-VP
verticalmente, ya que MR-VP tiene Peptonatamponada 709
una consistencia liquida, mientras que Fosfato Dipotasico 5.0¢
MIO es semisalido. Dextrosa 509

pH final= 6.940.2
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APENDICE 3. GALERIA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS Y ENZIMATICAS

Prueba para oxidasa. Cuando una bacteria posee un sistema citocromo oxidasa, al entrar en
contacto con una tira reactiva oxidasa esta cambiara a color azul o purpura.

Prueba para catalasa. Cuando una bacteria catalasa positivo interacciona con peroxido de
hidrégeno se liberan burbujas de gas.

Prueba para citrato. A) La bacteria metaboliza el citrato, la respuesta es observada con el
crecimiento bacteriano y cambio a una coloracion azul, B) El citrato no es metabolizado por la
bacteria.
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Prueba para la fermentacion de hidratos de carbono. A) Degradacion de glucosa, lactosa y
sacarosa representada con una coloracién amarilla en todo el tubo, B) Degradacion solo de
glucosa observada con una coloracién amarilla en el fondo del tubo, C) La bacteria no tiene la
capacidad de degradar hidruros de carbono, D) Reaccion atipica presente en bacterias aerobias
estrictas.

F

Prueba para la descarboxilacién de la Lisina. A) Una coloracion morada en todo el tubo es

indicativa de la enzima lisina, B) Coloracién amarillo en el fondo indica que la bacteria no es capaz
de descarboxilar.
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Prueba para la descarboxilacién de la Ornitina. Lectura: A) Una coloracion morada indica
descarboxilacién de Ornitina positiva y la falta de turbidez en el tubo indica movilidad negativa, B)
Una coloracion amarilla indica que no hay descarboxilacién de la Ornitina, tampoco hay movilidad,
C) Descarboxilacion de la Ornitina y movilidad de la bacteria positiva.

Prueba para la formacién de productos finales &cidos. A) Una coloracion roja producida por el
indicador rojo de metilo demuestra la capacidad de una bacteria para producir y mantener
estables los productos finales &cidos a partir de la fermentacion de la glucosa, B) Una coloracion
gue torna a amarillo demuestra lo contrario.

Prueba para la formacion de productos finales neutros. A) Cuando los reactivos a- Naftol y KOH
interactan con la bacteria y la coloracién del medio liquido cambia a rojo, la prueba Voges-
Proskauer es positiva; B) Cuando cambia a amarillo se demuestra que no se producen productos
finales neutros por lo que la prueba Voges- Proskauer es negativa.
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