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« Life on Earth is such a good story you cannot afford to miss the beginning...
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RESUMEN

Los manglares son una de las principales fuentes naturales de emision de metano hacia la
atmosfera. Este gas es producido biol6gicamente exclusivamente por arqueas metanogénicas,
cuya actividad es promovida por las condiciones anaerobias que generalmente estan
relacionadas con los periodos de inundacion y las altas tasas de acumulacion de materia
organica. Sin embargo, en manglares en buen estado una gran parte de este metano se
encuentra almacenado en los sedimentos y puede ser consumido por bacterias
metanotrdficas, cuya actividad se ve favorecida por la presencia de neumatoforos y otros
factores como la bioturbacion, que oxigenan la superficie de los sedimentos y ayudan a
disminuir las emisiones hacia la atmosfera. Actualmente, existe poca informacion sobre la
presencia y actividad de estos microorganismos en sedimentos de manglares de la Peninsula
de Yucatéan. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar la estructura, composicion y
actividad potencial de comunidades de arqueas metanogénicas y bacterias metanotroficas en
sedimentos asociados a Avicennia germinans en tres sitios con acciones de restauracion:
manglar restaurado de Progreso cerca del sitio conservado (PC), manglar restaurado de
Progreso cerca de la carretera (PR) y manglar restaurado de Yucalpetén (YR). En cuanto a
los factores abidticos de los sedimentos superficiales se encontraron principalmente
diferencias en el potencial redox y los niveles de N y P total. Los andlisis bioinformaticos del
gen 16S rRNA indicaron que la diversidad alfa en los 3 sitios fue similar. Sin embargo, la
estructura de las comunidades microbianas presentd diferencias significativas, debido
principalmente a grupos de bacterias sulfatoreductoras como Desulfotignum,
Desulfosarcinaceae y Desulfocapsaceae. Ademas, las secuencias del gen mcrA indicaron
dominancia de arqueas metanogenicas metilotréficas principalmente del orden
Methanosarcinales. Sin embargo, también se detectaron secuencias relacionadas con los otros
tres tipos de metabolismo metanogénico en el sitio PC. Finalmente, con base en el analisis
de gPCR, se registrd que las bacterias metanotréficas pueden estar mejor representadas en el
sitio PC, contribuyendo a una mejor oxidacion bioldgica del metano en este sitio. Este estudio
contribuye con la comprension de comunidades metanogénicas y metanotroficas en
manglares, que sera de gran importancia para futuros estudios de los niveles de emisiones de

metano en manglares de la Peninsula de Yucatan.



ABSTRACT

Mangroves are one of the main sources of methane emissions to the atmosphere. This gas is
biologically produced exclusively by methanogenic archaea, whose activity is promoted by
the anaerobic conditions that are generally related to flooding periods and high accumulation
rates of organic matter. However, in conserved mangroves a great part of this methane is
stored in the sediments and can be consumed by methanotrophic bacteria, whose activity is
favored by the presence of pneumatophores and other factors like bioturbation, that
oxygenate the surface of the sediments and help reduce the emissions to the atmosphere. At
present, there is scarce information about the presence and activity of these microorganisms
in mangrove sediments from the Yucatan Peninsula. Therefore, the objective of this work
was to analyze the structure, composition, and potential activity of methanogenic archaeal
and methanotrophic bacterial communities in sediments associated to Avicennia germinans
in three sites with restoration actions: restored mangroves from Progreso close to the
conserved site (PC), restored mangroves from Progreso close to the highway (PR) and
restores mangroves from Yucalpetén (YR). Regarding the abiotic factors from the superficial
sediments, we mainly found differences in the redox potential and the levels of total N and
P. The bioinformatic analysis of the 16S rRNA gene showed that the alpha diversity in the 3
sites was similar. However, the structure of the microbial communities showed significant
differences, mainly due to groups of sulfate reducing bacteria such as Desulfotignum,
Desulfosarcinaceae and Desulfocapsaceae. Moreover, sequences of the mcrA gene showed a
dominance of methylotrophic methanogenic archaea mainly from the Methanosarcinales
order. However, sequences related to the other three metabolisms were also detected in the
PC site. Finally, based in the qPCR analysis, we registered that the methanotrophic bacteria
are better represented in the PC site, contributing to a better biological methane oxidation in
this site. This study contributes to the comprehension of methanogenic and methanotrophic
communities in mangroves, which will be of great importance for future studies of methane

emission levels in mangroves of the Yucatan Peninsula.
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INTRODUCCION

Los manglares son ecosistemas de tipo humedal caracterizados por ser ricos en carbono y
altamente productivos (Gao et al., 2021). Estos sistemas tienen la capacidad de almacenar
carbono a largo plazo en forma de biomasa por encima y por debajo del suelo, teniendo un
rol importante en la mitigacion del cambio climatico (Cameron et al., 2019). Ademas, los
manglares secuestran una gran cantidad de carbono en los suelos debido a sus condiciones
anaerobias y las altas tasas de acumulacién de materia organica. Sin embargo, estas
condiciones también promueven la produccion de gases de efecto invernadero como el
metano, el cual puede ser liberado nuevamente a la atmdsfera. EI metano es un gas de efecto
invernadero con un potencial de calentamiento global mas de 25 veces mayor al del CO, en
un periodo de 100 afios (Zheng et al., 2018). La sintesis y el consumo de este gas puede
ocurrir por actividad microbiana (Upadhyay et al., 2020). Las arqueas metanogénicas
producen metano bajo condiciones anaerobias y, posteriormente, este puede ser oxidado de
forma anaerobia, por metanétrofos anaerobios (en su mayoria arqueas, aunque también hay
bacterias del orden Methylomirabilales), o principalmente de forma aerobia, por bacterias

metanotroficas (Arai et al., 2021).

Se ha reportado que la degradacion de manglares genera mayores emisiones de gases de
efecto invernadero al provocar cambios en la diversidad de comunidades microbianas y en
las rutas metabolicas que estas llevan a cabo (Padhy et al., 2022). Ademas, la entrada de
nutrientes por actividades antrépicas promueve las condiciones anaerobias y una mayor
disponibilidad de sustratos para la metanogénesis. Se ha visto que manglares afectados por
actividades antrdpicas cuentan con emisiones de metano de hasta 14 veces mayores a las de

manglares no perturbados (Zheng et al., 2018).

A pesar de que los humedales son una de las principales fuentes naturales de metano hacia la
atmosfera, existe mucha incertidumbre sobre la magnitud de las emisiones de este gas en
sedimentos de manglares y su contribucion al cambio climéatico. Ademas, pocos estudios se
han enfocado en identificar la abundancia, estructura y composicion de las comunidades

metanotroficas y metanogénicas en estos sedimentos (Shiau & Chiu, 2020).



En este trabajo se analiz6 la estructura, composicion y actividad de comunidades de arqueas
metanogénicas y bacterias metanotroficas en sedimentos de manglares restaurados de la
Peninsula de Yucatan, con el fin de aportar informacion sobre la diversidad de
microorganismos y las potenciales emisiones de metano en sedimentos de manglares, lo cual
puede ser atil dentro de las estrategias de mitigacion de gases de efecto invernadero y

conservacion de estos ecosistemas.



MARCO TEORICO

Metano: gas de efecto invernadero

El metano es uno de los principales gases de efecto invernadero (GEI). Este gas, junto con el
didxido de carbono, el 6xido nitroso, los compuestos halogenados, el ozono troposférico y el
vapor de agua, absorben la radiacion infrarroja proveniente de la Tierra.
Desafortunadamente, su aumento en la atmosfera desde la Revolucion Industrial ha
contribuido a acelerar el cambio climéatico (Ballesteros & Aristizabal, 2007). Después del
diéxido de carbono, el metano cuenta con las mayores tasas de emisiones a nivel global. Se
estima que su concentracion atmosférica fue de 1895.7 ppb durante el 2021, lo cual es

aproximadamente 162% mayor que los niveles preindustriales (NOAA, 2022).

El metano es mas eficiente que el CO, en capturar la radiacién infrarroja. De hecho, cuenta
con un potencial de calentamiento global 25 veces mayor al CO, en un periodo de 100 afios.
El metano es emitido a partir de diversas fuentes naturales y antrépicas (Tabla 1). Las
principales fuentes antropicas son la fermentacion entérica del ganado, la produccion y
distribucion de gas natural y petréleo, y los vertederos. Por otro lado, la mayor fuente natural
de metano son los humedales. Otras fuentes naturales con menores emisiones incluyen las

termitas, los océanos, los sedimentos, entre otros (Ballesteros & Aristizabal, 2007).

Tabla 1. Principales fuentes de emisiones de metano durante el afio 2021.

Tipo Fuente Emisiones (Mt)
Agricultura 141.4
o Energia (gas, petréleo, etc.) 135.2
Antropico (~60%o)

Vertederos 73

Quema de biomasa 7.3

Humedales 194

Natural (~40%o)

Otras 39

Mt= Megatoneladas. Fuente: (IEA, 2022)

El metano se origina de forma bioldgica o no bioldgica. EI metano no biologico es liberado

por volcanes o el subsuelo, generado bajo grandes temperaturas y presiones. Estos procesos



geoldgicos involucran la transformacion de rocas que son derretidas con calor y agua. Sin
embargo, el 90-95% del metano liberado a la atmosfera es producido de forma bioldgica, por
accion de microorganismos llamadas arqueas metanogénicas. De igual manera, el metano
puede ser degradado de forma bioldgicay no bioldgica. Alrededor del 90% de la degradacion
ocurre de forma no bioldgica por reacciones quimicas debido a la radiacién ultravioleta en la
tropdsfera y estratdsfera, que son las capas mas bajas de la atmdsfera. Por otro lado, de forma
biolégica la conversion del metano a CO, es llevada a cabo por bacterias y arqueas

metanotroficas (Cadena Rodriguez, 2021).

Humedales costeros: ecosistemas de carbono azul

Los humedales se definen segin la Convencion Internacional de RAMSAR como
“ecosistemas tanto naturales como artificiales que se encuentran permanente o
temporalmente inundados, ya sea por aguas dulces, salobres o salinas, estancadas o corrientes
Yy, que incluyen regiones riberefias, costeras 0 marinas, que no excedan los seis metros de
profundidad”. Estos ecosistemas actuan como interfase entre los ecosistemas terrestres y
acuaticos o marinos. Son ecosistemas ricos en biodiversidad, altos en productividad y
cuentan con una gran variedad de servicios ecosistémicos. Dentro de los humedales costeros
destacan los manglares, las marismas y los pastos marinos (Hernandez & Moreno-Casasola
Barceld, 2018); estos son conocidos como ecosistemas de carbono azul, debido a que
secuestran GEI y almacenan mas carbono organico a largo plazo que otros ecosistemas,
cumpliendo un rol fundamental en la mitigacion del cambio climatico (Herrera-Silveiraet al.,
2020).

La remocion de CO, atmosférico por medio de la fotosintesis para su transformacion en
biomasa vegetal y, posteriormente, su acumulacion como materia organica en suelos se
conoce como secuestro de carbono. Esta capacidad que tienen los humedales es debido a su
alta productividad por encima, y por debajo del suelo, a las condiciones andxicas y a las altas
tasas de sedimentacion. Sin embargo, mayor acumulacién de carbono implica también
mayores emisiones de carbono en forma de gases como el CO, y el metano, productos de la
descomposicion de la materia organica; estimandose que los humedales contribuyen con

aproximadamente con el 40% de las emisiones de metano a nivel mundial (Zheng et al.,



2018). Por lo tanto, el hecho de que un humedal actie como fuente o sumidero de carbono
depende principalmente de factores como la disponibilidad de carbono, las tasas de
descomposicion de la materia organica, los periodos de inundacion y la temperatura. Por ello,
el cambio climatico actia como una perturbacion adicional a los humedales, ya que provoca
cambios en la temperatura, en la precipitacion y en el nivel del mar, lo cual se espera que
tenga como consecuencia cambios en la capacidad funcional y en la localizacion geogréfica

de estos ecosistemas (Upadhyay et al., 2020).

Manglares como fuente y sumidero de gases de efecto invernadero

Los manglares son ecosistemas intermareales conformados por arboles y arbustos con
adaptaciones a altos niveles de salinidad y a periodos de inundacién constante. Se
caracterizan por ser ecosistemas con una alta productividad primaria, por tener sedimentos
anaerobios y por tener un gran contenido de carbono organico en los suelos; de hecho, logran
acumular de 3 a 5 veces mas carbono por hectarea que otros tipos de bosques terrestres
(Chuang et al., 2017). Ademaés, cuentan con otros servicios ecosistémicos como proteccion
contra tormentas y huracanes, prevencion de la erosion costera, regulacion de la calidad del
agua, reciclaje de nutrientes y provision de habitat para diversas especies (Herrera-Silveira
etal., 2020).

A pesar de que los manglares tan solo ocupan el 0.5% de las areas costeras globales,
contribuyen con un 10-15% (24 Tg C y!) al almacenamiento de carbono en los sedimentos
costeros y exportan 10-11% del carbono terrestre particulado al océano, jugando un papel
importante en la mitigacion del cambio climatico (Alongi, 2014). Sin embargo, el carbono
almacenado puede ser liberado de nuevo a la atmésfera en forma de productos gaseosos como
el CO, y el metano. Al ser humedales, los manglares son considerados como una de las
principales fuentes de metano a la atmdsfera, emitiendo entre 177-284 Tg CH, y!, lo cual
corresponde al 40% de las emisiones totales de metano (Zheng et al., 2018). Por lo tanto, los
manglares pueden ser fuentes o sumideros de GEI dependiendo de la compleja interaccion
entre la produccion autotrofica, la respiracion en las raices y la respiracion heterotréfica
microbiana y de la macrofauna. Ademas, la magnitud y direccién de los flujos de GEI varian

en multiples escalas temporales y espaciales y son controlados por variables biogeoquimicas



que interactian a escala local, regional y latitudinal (Zheng et al., 2018). Por ejemplo, el
cambio de uso de suelo se ha reconocido como el conductor més significativo de emisiones

de GEI en manglares (Cameron et al., 2021).

Los manglares, a pesar de todos los beneficios que aportan, se encuentran dentro de los
ecosistemas mas amenazados a nivel mundial, lo cual es resultado de su fragilidad natural,
asi como de los diversos impactos antropicos a los que se ven expuestos (Herrera-Silveira
et al., 2020). Asi, estos ecosistemas se ven principalmente amenazados por el cambio de uso
de suelo, la deforestacion, el cambio climatico, el aumento en el nivel del mar y las especies
invasoras (Biswas & Biswas, 2021). Estas amenazas, ademas de disminuir la cobertura de
los bosques de manglar, promueven la produccién y emision de GEI. Se sugiere que las
emisiones de CO,, junto con el aumento en el nivel del mar y el aumento de temperatura
causados por el calentamiento global, son la mayor amenaza para los manglares en las
proximas decadas. Ademas, estos son considerados factores de aceleracion de las emisiones
de GEI, ya que aceleran los ciclos de carbono en los suelos de manglares (Arai et al., 2021).

Flujos de metano en manglares

La sintesis y la oxidacion de metano en los manglares es llevado a cabo por comunidades de
microorganismos metanogénicos y metanotréficos, respectivamente. Los niveles de
inundacion, asi como las altas tasas de acumulacion de materia organica, promueven las
condiciones anaerobias en la columna del sedimento y, por lo tanto, los procesos de
metanogénesis, acetogénesis y sulfato-reduccion que generan gases de efecto invernadero
como CHy, CO, y H,S, respectivamente. Una vez que el metano es producido en el suelo,
existen tres vias principales para su liberacion a la atmosfera: a través de la interfase suelo-
atmosfera, agua-atmosfera y planta-atmosfera. Esto quiere decir que los arboles y arbustos
de manglares son capaces de transportar y emitir el metano producido en el suelo a traves de

difusion o transporte por el xilema (Gao et al., 2021).

No todo el metano producido en los sedimentos de manglares es liberado a la atmosfera. En
las zonas mas superficiales del sedimento pueden existir condiciones aerobias gracias a la
presencia de estructuras como los neumatéforos y a la actividad de organismos como

cangrejos que, al hacer sus madrigueras, ayudan a oxigenar el sedimento, lo cual se conoce
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como bioturbacion. Estas condiciones permiten que ocurra la oxidacion aerobia del metano
y se evita que una gran parte de este sea liberado a la atmosfera (Lyimo & Pol, 2002) (Fig.
1a). Sin embargo, las perturbaciones antropicas alteran las emisiones de metano ya que el
aumento del ingreso de nutrientes y/o la destruccion de los arboles del manglar provoca que
aumenten las condiciones anaerobias del sedimento, por lo que se espera que en manglares

perturbados aumenten las emisiones de metano (Zheng etal., 2018) (Fig. 1b).
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Figura 1. Flujos de metano en manglares a) conservados y b) perturbados. Elaboracién propia.

Metanogeénesis

Las arqueas metanogénicas son un grupo de microorganismos que habitan en condiciones
estrictamente anaerobias y obtienen energia al reducir compuestos de C1y C2, que incluyen
CO,, formato, acetato, metanol, etanol, metil-aminas y metil-sulfuros, para producir el gas
metano. El metano es el producto final de la descomposicion anaerobia de la materia organica
y su sintesis es catalizada por una serie de enzimas, siendo la metil coenzima M reductasa
(MCR) clave para el proceso, ya que reduce metil coenzima M a metano. El gen que codifica
la subunidad a de esta enzima (mcrA) es utilizado como marcador molecular para el estudio

de las comunidades de arqueas metanogeénicas (Evans et al., 2019).

Segun el sustrato que utilizan, estos microorganismos se clasifican en: hidrogenotrdéficas, las
que utilizan H, y CO,; acetoclasticas, las que utilizan el acetato; metilotroficas, las que
utilizan compuestos metilados; y metilotréficas dependientes de H,, las que utilizan H, y

compuestos metilados (Evans et al., 2019).

Para llevar a cabo la metanogénesis estos organismos requieren condiciones extremadamente

reducidas, con un potencial redox menor a -200 mV, condicién que se genera tras la

reduccion de otros aceptores terminales de electrones como O,, NO3 y SOZ. Por lo tanto,



son abundantes en ecosistemas como los sedimentos de humedales, los arrozales y los
vertederos; ademas de estar presentes en la microbiota de rumiantes y termitas (Chowdhury
& Dick, 2013). En humedales naturales de agua dulce tienden a dominar las arqueas
metanogénicas hidrogenotroficas y acetoclasticas, mientras que, en humedales costeros,
debido a la gran abundancia de organismos sulfatoreductores, y a que estos compiten por
sustratos como el hidrégeno y el acetato con las arqueas metanogénicas, son méas abundantes
las arqueas metanogénicas metilotréficas, ya que utilizan un sustrato no competitivo (Arai
etal., 2021).

Oxidacion anaerobia del metano

Los metandtrofos anaerobios se han observado en dos tipos de microorganismos: i) arqueas
metanotroficas anaerobias (ANME), vy ii) bacterias del orden Methylomirabiliales; ambos
grupos utilizan el metano como aceptor electrénico al reducir directamente iones inorganicos

o al transferir electrones a otros microorganismos (Wu et al., 2011).

Las arqueas ANME llevan a cabo una metanogénesis hidrogenotréfica inversa, ya que
cuentan con el complejo MCR al igual que las arqueas metanogeénicas (Evans et al., 2019).
La presencia de estas arqueas ha sido reportada principalmente en sedimentos andxicos
marinos y en suelos sumergidos y se estima que este proceso consume del 5-20% del flujo

neto atmosférico de metano (Chowdhury & Dick, 2013).

Al ser organismos anaerobios, las arqueas ANME utilizan aceptores de electrones
alternativos al oxigeno (Guerrero-Cruz et al., 2021), donde se ha observado que este proceso
se acopla con otros procariontes para completar los pasos de transferencia electronica. Un
ejemplo es la oxidacion anaerobia del metano (AOM) acoplada a reduccion de sulfatos (S-
DAOM). Este es un proceso metabolico donde se obtiene energia gracias al consorcio
sintrofico entre arqueas ANME y bacterias sulfatoreductoras. Sin embargo, investigaciones
recientes han sugerido que este proceso puede ser realizado por arqueas ANME de manera
independiente, mientras que, por el contrario, el metano no puede ser utilizado directamente
como un donador de electrones por las bacterias sulfatoreductoras, a menos que esté asociado

con arqueas ANME. La sulfato-reduccion utiliza cominmente el hidrogeno como donador



de electrones y se encarga de reducir el sulfato a &cido sulfhidrico, el cual después puede

precipitar con iones metalicos como el hierro.

También existe la AOM acoplada a diferentes compuestos sulfurados como aceptores de
electrones. Las arqueas ANME que llevan a cabo S-DAOM pueden utilizar también azufre
elemental o tiosulfato como aceptores finales de electrones para la AOM. Por otro lado, esta
la AOM acoplada a reduccion de nitritos y nitratos (N-DAOM). Esta ocurre en arqueas
ANME que acoplan la AOM con desnitrificacion, ya sea reduciendo el nitrito a xido nitrico,
el cual después es convertido a nitrdgeno y oxigeno y a su vez el oxigeno es utilizado para
oxidar el metano a CO,; o utilizando el nitrato como aceptor terminal de electrones para
liberar nitrito, el cual posteriormente se reduce a nitrégeno. También existe la AOM acoplada
a reduccion de hierro y manganeso, los cuales son utilizados como aceptores de electrones.
Sin embargo, en sedimentos marinos y salobres probablemente ocurre en un porcentaje muy
bajo, ya que el sulfato es el anibn mas dominante en agua marina. Finalmente, se han descrito
otros posibles aceptores de electrones como el arsénico, selenio, bromato y cromo (Bhattarai
etal., 2019).

Filogenéticamente, los grupos ANME han sido agrupados en 3 clados distintos, llamados
ANME-1, ANME-2 y ANME-3, los cuales estan basados en el andlisis del gen 16S rRNA.
Todos los grupos estan relacionados filogenéticamente con distintos grupos de arqueas
metanogénicas. Los clados ANME-2 y ANME-3 estan agrupados dentro del orden de los
Methanosarcinales, mientras que los ANME-1 pertenecen a un nuevo orden dentro de la clase
Methanomicrobia (Kevorkian et al., 2021). El clado ANME-1 se subdivide en los grupos
ANME-1ay ANME-1b, el clado ANME-2 se subdivide en 4 grupos: ANME-2a, ANME-2b,
ANME-2c y ANME-2d, mientras que el clado ANME-3 no cuenta con subdivisiones
(Bhattarai et al., 2019).

Las arqueas ANME estan ampliamente distribuidas en habitats marinos como los sistemas
de emanaciones frias, las ventilas hidrotermales y los sedimentos ricos en materia organica.
Los factores que controlan la distribucion de estos microorganismos son principalmente la
disponibilidad de metano y de sulfato u otros aceptores terminales de electrones. También
influyen otros factores como la temperatura, la salinidad y la alcalinidad (Bhattarai et al.,

2019). En humedales costeros, los ANME estan dominados por metanétrofos sulfato
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dependientes (Arai et al., 2021), aunque no existen muchos estudios al respecto. Aunque se
encuentran en bajas abundancias en estos ecosistemas, existe evidencia de que pueden
disminuir las emisiones de metano hasta en un 50%, consumiendo hasta 200 Tg CH, y!
(Valenzuela et al., 2017).

Por otro lado, estd la AOM por bacterias del orden Methylomirabiliales. Esta ocurre
Unicamente en bacterias que acoplan la AOM con la reduccion de nitrito a NO y la
dismutacion de NO, el cual después es convertido a nitrogeno molecular y oxigeno, donde
este Gltimo es utilizado para oxidar el metano a CO,. Esta ruta al momento se ha afiliado a
bacterias del orden Methylomirabilales como Candidatus Methylomirabilia oxyfera (Wu
etal., 2011), C. Methylomirabilis sinica, C. Methylomirabilis limnetica y C.
Methylomirabilia lanthanidiphila (Peres et al., 2023), principalmente encontradas en zonas

minimas de oxigeno con presencia de metano, como sedimentos de agua dulce.

Oxidacion aerobia del metano

Las bacterias metanotréficas son microorganismos aerobios que obtienen energia a través de
la oxidacion aerobia del metano. Habitan cominmente en suelos o sedimentos bajo la
superficie, donde el metano es producido. Debido a esto, estas bacterias juegan un papel muy
importante en mitigar las emisiones de metano hacia la atmosfera. Estos organismos utilizan
la enzima metano monooxigenasa (MMO), la cual cataliza la oxidacion de metano a metanol,
el primer paso para la degradacion de metano. Esta enzima se encuentra en dos formas
distintas: una forma particulada unida a la membrana (pMMO) y una forma soluble
citoplasmatica (SMMO). Posteriormente, la enzima metanol deshidrogenasa oxida el metanol
a formaldehido. La pMMO es una enzima que contiene hierro 'y cobre, mientras que lasMMO
es una enzima que contiene un sitio di-hierro como centro catalitico (Farhan Ul Haque et al.,
2018; Guerrero-Cruz et al., 2021). Los genes pmoA y mmoX son los méas utilizados como
marcadores moleculares para el estudio de bacterias metanotréficas, el primero codifica la
subunidad o de la enzima pMMO (Chowdhury & Dick, 2013) y el segundo codifica la
subunidad del sitio activo de la enzima SMMO (Farhan Ul Haque et al., 2018).

Las bacterias metanotroficas se dividen en tres grupos de acuerdo con la ruta de asimilacion

del carbono que utilizan: las tipo | pertenecen a la clase Gammaproteobacteria y utilizan la
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ruta de la ribulosa monofosfato, algunas familias representativas son Methylococcaceae y
Methylothermaceae; las tipo Il pertenecen a la clase Alphaproteobacteria y utilizan el ciclo
de la serina, algunas familias representativas son Methylocystaceae y Beijerinckiaceae; y las
tipo X pertenecen al filo Verrucomicrobiay llevan a cabo el ciclo de Calvin-Benson-Bassham
(CBB) e incluye a la familia Methylacidiphilaceae (Guerrero-Cruz et al., 2021). Todos los
grupos de bacterias metanotréficas poseen la enzima pMMO, a excepcion de los géneros
Methylocella y Methyloferula dentro de las proteobacterias, que poseen exclusivamente la
enzima SMMO. Los metandtrofos que contienen la enzima pMMO utilizan el cobre como
metal catalitico en la oxidacion del metano. Por otro lado, en los que contienen tanto la
enzima pMMO como la sSMMO, la presencia de cobre suprime la expresion de SMMO
(Guerrero-Cruz et al., 2021).

Los metanotrofos tipo | tienden a dominar en ambientes naturales con suficientes nutrientes
y sustratos, es decir, cuando existe una alta concentracion de oxigeno y baja concentracion
de metano; mientras que, los tipo Il tienden a ser abundantes en ambientes con recursos
limitados con una gran afinidad por los nutrientes y los sustratos, es decir cuando existe una
baja concentracién de oxigeno y una alta concentracion de metano. Por otro lado, los
metandtrofos tipo X se han encontrado exclusivamente en ambientes extremos como zonas

volcanicas y geotermales (Arai et al., 2021; Guerrero-Cruz et al., 2021).

Se estima que la oxidacion aerobia del metano es el proceso que domina la captura del metano
en humedales al oxidar entre el 43-90% de la produccion neta de metano en estos
ecosistemas. Al finalizar este proceso, el carbono del CH, se convierte a CO, 0 se asimila en
la biomasa celular de estos microorganismos (Chowdhury & Dick, 2013; Valenzuela et al.,
2017).
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ANTECEDENTES

Comunidades metanotrdéficas y metanogénicas en sedimentos de manglares

Los estudios que se han realizado para medir los flujos de metano en manglares son limitados.
Ademas, pocos consideran la actividad de comunidades metanotroficas y metanogeénicas,
cuyas abundancias relativas juegan un papel importante en los flujos netos de metano que
van desde el suelo hacia la atmdsfera y la proporcion de metanotréficos:metanogénicos es un
indicador que puede utilizarse para predecir el flujo neto del metano en un sistema (Padhy
etal., 2022). Las emisiones de metano estan fuertemente controladas por los niveles de
oxigeno en el suelo, que promueven la oxidacién aerobia del metano por parte de las bacterias
metanotrdficas. Por ejemplo, en experimentos que utilizan metilfluoruro como un inhibidor
de metanotrofia se mostré que las emisiones de metano en ausencia de suelos oxidados serian
de 5 a 10 veces mayor. Globalmente, se estima que las bacterias metanotréficas consumen

del 7-10% de las emisiones netas anuales de metano (Chowdhury & Dick, 2013).

En un estudio realizado en zonas de manglares de India se observd que la actividad
metanotrofica, independientemente de la ruta metabdlica, es mayor en manglares
conservados que en manglares degradados y la ruta dominante es la de la via de la serina. Por
otro lado, la actividad metanogénica presentd diferencias segun el tipo de ruta metabdlica.
Por ejemplo, la ruta acetoclastica fue la dominante y esta fue mayor en manglares
conservados, mientras que, la ruta hidrogenotréfica fue mayor en manglares degradados.
Ademas, la proporcion metanotréficos:metanogénicos fue mayor en manglares conservados,
lo cual significa menores emisiones de metano (Padhy et al., 2022). En estos sitios se observé
que la actividad metanogénica y metanotréfica se ve directamente afectada por el
metabolismo del azufre y del nitrogeno, asi como por las condiciones fisicoquimicas del
suelo como la salinidad, el pH y el contenido de carbono organico en humedales costeros
(Padhy et al., 2022).

En un estudio realizado en zonas de manglares de Singapur se observ6 una mayor diversidad
de arqueas metanogénicas en las capas superficiales del sedimento en las localidades
afectadas por actividades antropicas, esto debido al enriquecimiento organico en la
superficie, lo cual implica una mayor produccion de metano en estos sedimentos. En la

mayoria de las muestras dominaron grupos de arqueas metanogénicas metilotréficas, lo cual
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era de esperarse debido a su capacidad para utilizar sustratos no competitivos. Sin embargo,
los tres tipos de metabolismo pueden coexistir en estos sedimentos, ya que se observaron
también grupos acetoclasticos e hidrogenotroficos. En este estudio se encontré que la
temperatura y la concentracién de NO3, Co y Ni explican la mayoria de las variaciones
espaciales en las comunidades metanogénicas. Se observo que el aumento en la temperatura
estimula el crecimiento de arqueas metanogeénicas e incluso puede inducir un cambio de
metabolismo acetocléstico a una combinacion de acetocléstico e hidrogenotrofico. Por otro
lado, el NOj3 inhibe la produccion de metano ya que afecta el recambio de los precursores de
la metanogénesis, como el H, y el acetato, y de los oxidantes como el sulfato y el hierro (Jing
et al., 2016).

En un estudio realizado en zonas de manglares de Taiwan se detecté una mayor actividad
metanotréfica en manglares chaparros, comparado con manglares de franja. Esto debido a la
diferencia en la frecuencia de la marea entre ambos sitios, ya que los manglares chaparros se
encuentran a una mayor elevacion y se inundan solo en temporadas de marea alta; mientras
que, los manglares de franja se encuentran a elevaciones bajas y ocurren ciclos de marea
diariamente. Estas variaciones en el patron de mareas provocan que existan diferencias en el
potencial redox y menos oxigeno disponible en manglares de franja. Sin embargo, la
abundancia absoluta de bacterias metanotréficas fue mayor en manglares de franja y se
encontré que en ambos sitios dominaron las bacterias metanotroficas tipo | sobre el tipo 11
(Shiau et al., 2018).

En general, las emisiones de metano dependen de la actividad metanotrofica y metanogénica
de los microorganismos en los sedimentos, la cual a su vez se ve influenciada por las

caracteristicas fisicoquimicas del ambiente en el que se encuentran.

Factores que afectan los flujos de metano en manglares

Los flujos de metano se ven afectados por diversos factores naturales y antrépicos (Fig. 2).
En general, distintos estudios sugieren que la magnitud de los flujos de metano esta
determinada principalmente por factores como la penetracion de oxigeno en el sedimento, la
salinidad y la disponibilidad de donadores y aceptores de electrones (Wang et al., 2018; Arai
etal., 2021; Cameron et al., 2021).
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La oxigenacion del sedimento permite la actividad de bacterias metanotroficas, es decir,
aumenta la oxidacién de metano. La disponibilidad de oxigeno se ve favorecida por la
distribucion espacial heterogénea de las raices aéreas de arboles de manglar y las madrigueras
creadas por cangrejos (Arai et al., 2021); mientras que se puede ver afectada negativamente
por perturbaciones antropicas como la tala de arboles, ya que, al dejar el area descubierta de
raices, existe una menor aireacion en el sedimento y entonces se acumula metano y sulfuros

toxicos, volviendo el area inhabitable para plantas y animales (Lyimo & Pol, 2002).

Por otro lado, se ha visto que la salinidad y el potencial redox se correlacionan de manera
negativa con la produccion de metano. En zonas con menor salinidad disminuye la reduccion
de sulfato, lo cual crea condiciones mas favorables para las arqueas metanogénicas. Mientras
que, en zonas con mayor salinidad existen mayores niveles de sulfato y aumenta la presencia
de bacterias sulfato-reductoras, que compiten con las arqueas metanogénicas por el mismo
sustrato (Cameron etal., 2021). El potencial redox se utiliza como una medida para
caracterizar el estado de oxidacion-reduccion de los sistemas ambientales. En sistemas
oxidados el potencial redox sera positivo, mientras que, en ambientes reducidos este sera
negativo (Sendergaard, 2009). En general, los aceptores de electrones son reducidos durante
los periodos de humedad y son regenerados durante los periodos de sequia. Se ha visto que
la presencia de neumatdforos aumenta el potencial redox en el suelo y la concentracion de

sulfato, lo cual inhibe las emisiones de metano (Wang et al., 2018).

Cabe destacar que la estacionalidad juega un rol importante en los flujos de metano, ya que
provoca variaciones en las variables anteriormente mencionadas. En temporada de lluvias,
aumentan los periodos de inundacién, lo cual provoca que disminuya la salinidad, la
disponibilidad de oxigeno y el potencial redox, ya que hay un ambiente mayormente
reducido. Mientras que, en temporadas de sequia, disminuyen los periodos de inundacién, lo
cual provoca que aumente la salinidad, la disponibilidad de oxigeno y el potencial redox, ya
gue hay un ambiente mayormente oxidado. Ademas, el nimero de neumatoforos varia
estacionalmente en algunos bosques de manglar, lo cual puede ser un factor importante en

las dindmicas a largo plazo de la actividad metanogénica y metanotréfica (Arai et al., 2021).

Otras variables que se ha mencionado que pueden tener efectos en los flujos de metano son

la temperatura, el pH, la textura del suelo o sedimento, la cantidad de materia organica, el
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contenido de N y P; asi como las actividades antrépicas y los efectos del cambio climatico,
tales como el aumento de temperatura, el aumento en el nivel del mar y los cambios en la
precipitacion. Las emisiones de metano son generalmente mayores durante temporadas con
mayor temperatura, debido a que esto favorece el aumento en la actividad microbiana. Existe
evidencia de que la produccién de metano incrementa con la temperatura, sin embargo, no
se han encontrado evidencias de que el consumo de metano también incremente con la
temperatura (Al-Haj & Fulweiler, 2020).

Por otro lado, se ha visto que la produccion de metano incrementa conforme el pH disminuye
y se aproxima a los niveles 6ptimos para metandgenas (alrededor de 6.7). Por lo tanto, la
disminucion del pH del sedimento debido a la acidificacion del océano tiene el potencial de

promover las emisiones de metano en los suelos de manglares (Arai et al., 2016).

La textura del suelo también puede tener un efecto en las emisiones de metano ya que el tipo
de grano determina el traspaso y la captura del gas metano producido en el suelo. Los granos
mas finos como la arcilla tienen mayor capacidad de retencion, mientras que, granos mas

gruesos como la arena tienen mayor capacidad de infiltracion (Lekphet et al., 2005).

En cuanto a la materia organica, cuando esta se encuentra de manera abundante en los
sedimentos puede reducir la competencia entre bacterias sulfato-reductoras y arqueas
metanogénicas al proporcionar més sustrato competitivo y/o proveer mas sustrato no
competitivo. Ademas, las plantas al realizar fotosintesis depositan materia organica labil en
el sedimento alrededor de las raices, brindando sustrato para estimular la produccion de
metano. Se ha visto que existe correlacion positiva entre las tasas de produccién de metano
y la concentracion de materia organica labil en sedimentos de manglares y de marismas
saladas (Al-Haj & Fulweiler, 2020).

En condiciones naturales los manglares son ricos en carbono, pero estan limitados en
nutrientes como nitrégeno y fdsforo; entonces, la entrada de nutrientes provocada por la
contaminacion antrdpica incrementa tanto los procesos metabdlicos microbianos, como las
condiciones anaerobias del suelo, lo cual promueve la produccién de metano y su liberacién
desde los suelos hacia la atmdsfera. Ademas, la destruccion de los bosques de manglar tiene
como consecuencias, entre otras, la disminucion en la oxigenacion del sedimento y aumento

de la temperatura (Romero-Uribe et al., 2022). Estos factores sugieren que en manglares
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degradados aumente la produccion y liberacién de metano y, efectivamente, se ha visto que
manglares afectados por actividades antropicas cuentan con emisiones de hasta 14 veces
mayores a las de manglares no perturbados, sin embargo, existen muy pocos estudios al
respecto (Zheng et al., 2018).

LW,
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/|\
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4
lluvias T temperatura T secas T

ulas gruesasT

intervencion -particulas finas
antrépica

oxigenacién potencial redox salinidad PH acido

+ - + - + -
contenidoT
oxidacion de metano
produccién/liberacion de metano

Figura 2. Factores naturales y antropicos que actian como controladores de los flujos de metano.
Los signos indican un aumento (+) o disminucion (-) del factor natural o antrépico. Las flechas hacia
arriba indican un aumento y las flechas hacia abajo indican una disminucion en la

produccion/liberacion de metano (naranja) o en la oxidacion de metano (azul). Elaboracion propia.
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En el estudio realizado por Romero-Uribe et al. (2022), observaron que, los principales
factores que controlan los flujos de metano son la salinidad estacional y la disponibilidad de
NO3, NO3y SOZ en el suelo, favorecido por los altos niveles del agua y la temperatura en
ausencia de neumatoforos. Ademas, se vio que la interaccion entre la estacion y el nivel de
degradacidn afecta de manera relevante los flujos de metano, existiendo mayor liberacion de
este gas en temporada de lluvias y en zonas de manglar degradado, teniendo una diferencia
de hasta 9 veces en comparacién con los flujos de metano en las zonas de manglar conservado
(Romero-Uribe et al., 2022).

La informacidn sobre la contribucion de las emisiones de metano a partir de manglares al
potencial total de calentamiento global aun es limitada. Se sabe que, en comparacién con
otros humedales, los manglares emiten cantidades negligibles de metano debido a la alta
presencia de sulfato en los sedimentos de manglar, lo cual permite que las bacterias sulfato-
reductoras desplacen a las arqueas metanogénicas. Sin embargo, si las actividades antropicas
contintan al ritmo actual sin medidas de proteccion, en el futuro estos ecosistemas podrian
convertirse en fuentes principales de emisiones de metano y perder su habilidad para

almacenar carbono (Zheng et al., 2018).

En escenarios de cambio climatico se prevé que disminuya la capacidad de los manglares de
ser sumideros de gases de efecto invernadero ya que los efectos del cambio climatico
coinciden con los factores que promueven las emisiones de metano como el aumento de
temperatura, las alteraciones en los patrones de lluvia, los cambios en la salinidad, el aumento
en el nivel del mar y las variaciones en el hidroperiodo (Romero-Uribe et al., 2022). Por lo
tanto, la proteccion, restauracion y regeneracion de manglares son cuestiones globales clave
en escenarios de cambio climéatico. Sin embargo, para poder justificar esto es necesario
realizar estudios sobre el efecto de la degradacion de manglares en los ciclos biogeoquimicos
involucrados en las emisiones de GEI llevados a cabo por comunidades microbianas (Al-Haj

& Fulweiler, 2020).

Manglares de la Peninsula de Yucatan
México cuenta con el 6% del total de manglares a nivel mundial, lo cual lo coloca en el cuarto

lugar en extension de estos ecosistemas por debajo de Indonesia, Australia y Brasil. En el
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estudio mas reciente en el 2020, se estimé una superficie total de 905,086 ha de manglares
en México, distribuidas a lo largo de 17 estados de la republica y de las cuales el 55% se
registran en la Peninsula de Yucatan (CONABIO, 2021; Osorio-Olvera et al., 2023).

Las especies de manglares que predominan en el pais son Rhizophora mangle (mangle rojo),
Laguncularia racemosa (mangle negro), Avicennia germinans (mangle blanco) y
Conocarpus erectus (mangle botoncillo). Todas las especies de mangle estan listadas en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 con la categoria de Amenazadas (Acosta Velazquez et al.,
2013). La especie Rhizophora mangle es la especie de mangle que se encuentra en las
condiciones de mayor inmersion, y se considera una especie pionera en los limites terrestres
y marinos, con tolerancia a niveles de inundacion de 0 a 0.60 m y salinidades menores a 40
g kg!. Dentro de sus mecanismos de adaptacion, R. mangle cuenta con un mecanismo de
exclusion de sales a partir de la transpiracion cuticular de las hojas, asi como un complejo
sistema de raices aéreas, Ilamados zancos, que parten del mismo tronco o de las ramas
laterales y bajan para anclarse y sostenerse en el sedimento. Ademas estas raices cuentan con
protuberancias sobre la epidermis llamadas lenticelas, que permiten captar el oxigeno
atmosférico y una gran cantidad de taninos con capacidad antioxidante y de resistencia a la

pudricion (Agraz-Hernandez, 2006; Nufiez Farfan et al., 1997).

La especie Avicennia germinans se encuentra en las condiciones de menor inmersién del
suelo, en las mareas mas altas y de mayor salinidad, con tolerancia a niveles de inundacion
de 0 a 0.60 m y salinidades mayores a 60 g kg'!. Dentro de sus mecanismos de adaptacion
presentan un mecanismo de secrecion de sales a través de glandulas excretoras en la
superficie de las hojas, asi como raices aéreas llamadas neumatoforos y lenticelas, que le
permiten capturar el oxigeno atmosférico y tolerar tiempos de residencia bajo condiciones
hipdxicas. Es la especie de manglar mas resistente a las condiciones extremas de salinidad,

hipoxia y sequia prolongada (Agraz-Hernandez et al., 2022).

La especie Laguncularia racemosa se encuentra en las condiciones de mayor inmersién del
suelo, mayor tiempo de residencia del agua y de menor salinidad, con tolerancia a niveles de
inundacion de 0 a0.30 my salinidades de 25 a 35 g kg™!. Presenta un mecanismo de excrecion
de sales a través de glandulas y lenticelas en sus neumatoforos para captar el oxigeno

atmosférico. Finalmente, la especie Conocarpus erectus se encuentra ocasionalmente en
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condiciones de inmersion del suelo y zonas de baja salinidad, con tolerancia a niveles de
inundacion <0.1 m y salinidades <30 g kg!. Al igual que las otras especies presenta un

mecanismo de excrecion de sales a través de glandulas (Agraz-Hernandez, 2006).

Actualmente, los estudios sobre los flujos de metano en manglares de la Peninsula de Yucatan
son escasos. Chuang et al. (2017) realizaron estimaciones sobre los flujos de metano en
lagunas costeras (Chelem, Celestin y Términos) de la Peninsula de Yucatan con mediciones
de las concentraciones de metano disuelto en agua superficial en los afios 2000-2002. A pesar
de las altas concentraciones de sulfato y de la alta salinidad, se registraron altas tasas de
produccion de metano en los sedimentos de manglares de Yucatan. El metano se acumula en
el agua intersticial a profundidades bajas debido al alto contenido de materia organica en el
sedimento y el uso de sustratos no competitivos por arqueas metanogénicas. En estas lagunas
costeras se observaron concentraciones de 25 a 8378 nM de metano disuelto en aguas
superficiales. Ademas, se encontré que la concentracion de metano es mayor en areas
expuestas a contaminantes, lo cual se explica debido a que con la entrada de nutrientes se
favorecen las condiciones anaerobias y aumenta la metanogénesis. Con estos datos los
autores lograron estimar las emisiones totales atmosféricas anuales de agua de lagunas en
México, la cual fue de 0.17 Tg CH, y'!, y podria representar entre el 7'y 11% de las emisiones
totales de humedales a la atmdsfera. Sin embargo, este es un célculo limitado ya que esta
basado Unicamente en la informacién de 3 lagunas del pais, por lo que es importante realizar

mas estudios al respecto (Chuang et al., 2017).

Por otro lado, Agraz-Hernandez et al. (2020) realizaron un estudio para estimar la cantidad
de emisiones de metano en suelos de distintos bosques de manglares a lo largo de la costa de
Campeche (Laguna de Términos, Rio Champoton y Reserva de la Bidsfera Los Petenes). Se
registraron variaciones en las emisiones de metano de los distintos sitios debido a las
diferencias en las dindmicas de carbono de la superficie del sedimento. Se encontro que las
mayores emisiones de metano fueron de 673.24 + 922 mg m?2 h™' y fueron registradas en el
bosque de manglar de la Laguna de Términos, lo cual ocurre como consecuencia del ingreso
contante de nutrientes de origen terrigeno, la actividad antropica y el gradiente topografico.
Ademas, se encontrd que los niveles de metano se relacionaron inversamente con el pH del

suelo. Sin embargo, el estudio se ve limitado ya que los datos fueron obtenidos solo en
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temporada de lluvias, por lo que el secuestro de carbono y las emisiones de metano podrian
ser diferentes a lo largo del afio y ser influenciadas por otros pardmetros fisicoquimicos
(Agraz-Hernandez et al., 2020).

Ambos estudios concuerdan en que la entrada de nutrientes en los ecosistemas costeros
resulta en un aumento en las emisiones de metano. Ademas de que la cantidad de metano
emitida en estos sitios se ve influenciada por distintas variables fisicoquimicas, asi como por

las presiones antropicas a las que se ven expuestos los ecosistemas.

Finalmente, solamente se detectaron un par de estudios donde analizan la composicion de
microorganismos en bosques de manglares de la Peninsula de Yucatan. Gomez-Acata et al.
(2023) evaluaron la composicion y estructura de las comunidades microbianas en sedimentos
de distintos tipos ecoldgicos de manglares (franja, cuenca y chaparro) de Celestin. Dentro
de los distintos tipos ecoldgicos encontraron metabolismos asociados como sulfato-
reduccidn, nitrato-reduccion, desnitrificacion, oxidacion de H, y oxidacion de azufre. A
pesar de que con el analisis del gen 16S rRNA no se lograron identificar microorganismos
metanotroficos o metanogénicos, los autores hipotetizan que miembros del filo
Bathyarchaeota podrian desempefiar un papel fundamental en el ciclo del metano en estos
ecosistemas de manglares, ya que esté reportada en la literatura su capacidad de produccién
de metano utilizando compuestos metilados (Gomez-Acata et al., 2023). Por otro lado,
Navarrete-Euan et al. (2021) realizaron un estudio de las comunidades microbianas en zonas
costeras de la Peninsula de Yucatdn conservadas (ElI Palmar y Bocas de Dzilam) y
contaminadas (Sisal y Progreso). Detectaron una mayor diversidad de microorganismos en
zonas conservadas. Ademas, observaron que los cambios en las variables fisicoquimicas que
ocurren a lo largo del afio y entre distintos afios tienen un mayor impacto en la estructura de
las comunidades microbianas, que las variaciones causadas por impactos antrépicos. En
todas las localidades se registré la presencia del metabolismo del metano, del azufre, entre
otros utilizando un software de prediccion de capacidades metabolicas. Ademas, se encontro
que la abundancia relativa del metano y el azufre fue similar en todas las localidades. Sin
embargo, no se menciona qué microorganismos son los responsables de realizar este

metabolismo (Navarrete-Euan et al., 2021).
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Se puede observar que hacen falta estudios de los microorganismos relacionados a los flujos
de metano en manglares de la Peninsula de Yucatan. Debido a que estos microorganismos se
encuentran en abundancias muy bajas, para su identificacion es necesario utilizar marcadores
moleculares especificos de su actividad, ya que utilizando el gen 16S rRNA solamente se

identifican los taxa mas abundantes.
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JUSTIFICACION

La Peninsula de Yucatan cuenta con una extension de manglares de aproximadamente
544,169 ha, lo cual corresponde al 55% de la extension en todo el pais (CONABIO, 2022).
Estos ecosistemas se encuentran dentro de las principales fuentes naturales de metano hacia
la atmdsfera y se cree que estas emisiones pueden aumentar con la destruccion y/o
contaminacion de estos ecosistemas. En América, se ha estimado una tasa anual de
deforestacion de manglares entre 0.16-0.22%, y en Yucatan se reportaron en 2021 alrededor
de 20 mil hectéareas de manglar degradado, lo cual se estima que representa una pérdida del
20% de la cobertura total de manglares (Osorio-Olvera et al., 2023). Actualmente, casi no
existen investigaciones en la Peninsula de Yucatdn sobre las emisiones de metano en
sedimentos de manglares ni sobre como estas emisiones contribuyen al presupuesto global

de metano a nivel mundial.

Algunas zonas de manglar perturbadas en la Peninsula de Yucatan se registran dentro de los
sitios de Progreso Antiguo y Curva Yucalpetén. En estos sitios, con el proceso de
restauracion, se establecieron plantas de la especie A. germinans de manera natural (Teutli
Hernandez et al., 2020); lo cual es comdn en otros sitios restaurados al ser la especie de
manglar mas resistente a las condiciones extremas de salinidad, hipoxia y sequia prolongada
(Agraz-Hernandez et al., 2022). Ademas, la presencia de los neumat6foros en esta especie
acttia como un conducto para las emisiones de metano (Kreuzwieser et al., 2003), por lo que
los sedimentos asociados a esta especie son un buen punto de estudio para investigar a las

comunidades microbianas implicadas en los flujos del metano.

Las comunidades microbianas que habitan en los sedimentos de manglares juegan un papel
importante en los ciclos biogeoquimicos, en el recambio de la materia organica, en la
disponibilidad de nutrientes, y en la mineralizacion y remocién de contaminantes (Padhy
etal., 2022). El ciclo biogeoquimico del carbono en estos sitios incluye procesos de
transformacion como la sintesis y la oxidacion del metano, los cuales son llevados a cabo,
respectivamente, por comunidades de microorganismos metanogénicos y metanotroficos
(Shiau & Chiu, 2020). El estudio de estas comunidades resulta relevante debido a que reflejan
las potenciales emisiones de metano en el ecosistema; la relacion entre la actividad

metanotrofica y metanogénica puede funcionar como un indicador para predecir el flujo neto
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de metano en el sistema (Padhy et al., 2022). Ademas, se ha visto que algunos miembros de
estas comunidades cuentan con potenciales aplicaciones biotecnoldgicas como por ejemplo,
la biorremediacion de contaminantes y la produccion de biopolimeros de importancia
industrial como el biodiesel y el bioplastico (Guerrero-Cruz et al., 2021). Sin embargo, muy
pocos estudios se han enfocado en estudiar la composicion y la actividad de las comunidades
metanotroficas y metanogenicas en sedimentos de manglares. En la Peninsula de Yucatan
estos grupos de microorganismos han sido muy poco estudiados, y hasta ahora no se

encuentran reportados en estos sitios.

El conocimiento de las comunidades involucradas en los flujos de metano en sedimentos
sirve como guia para desarrollar estrategias dentro de los esfuerzos de restauracion de
manglares y para mitigar las emisiones de gases de efecto invernadero hacia la atmosfera.
Ademas, al comparar la presencia y actividad de estos microorganismos se puede obtener
informacion sobre la variabilidad que puede existir entre sitios restaurados y se puede
determinar si el sitio ha recuperado el servicio ecosistémico de capacidad de almacenamiento
de gases de efecto invernadero, en este caso el metano, sumando asi a las acciones de

monitoreo del tiempo de recuperacién de los servicios ecosistémicos en los manglares.
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HIPOTESIS

Existiran diferencias en la estructura y numero de copias de genes funcionales de
comunidades metanogénicas y metanotroficas en sedimentos asociados a Avicennia
germinans de tres sitios restaurados, y dichas diferencias podrian estar relacionadas con las
estimaciones de las variables ambientales de cada uno de los sitios. Ademas, sera posible
estimar una mayor produccion de metano y menor oxidacion de este gas por actividad
microbiana en los sedimentos de manglares de los sitios con una menor recuperacion aparente

en comparacion con los de una mayor recuperacion aparente.
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OBJETIVOS

General

Determinar la estructura, composicion y actividad de comunidades de arqueas metanogénicas
y bacterias metanotréficas en sedimentos asociados a Avicennia germinans en una laguna
costera de la Peninsula de Yucatan, México, con acciones previas de restauracion del

manglar.

Especificos

1. Caracterizar las comunidades microbianas en sedimentos asociados a Avicennia
germinans en una laguna costera de la Peninsula de Yucatan, México, en tres sitios
con acciones de restauracion, a traves de la secuenciacion de los genes 16S rRNA,
mcrA, pmoA y mmoX.

2. Analizar el efecto de las variables ambientales sobre la estructura y composicion de
comunidades microbianas en sedimentos asociados a Avicennia germinans en una
laguna costera de la Peninsula de Yucatan, México, en tres sitios con acciones de
restauracion.

3. Cuantificar la actividad potencial metanogénica y metanotrdfica, con base en el
namero de copias de genes funcionales, en sedimentos asociados a Avicennia
germinans en una laguna costera de la Peninsula de Yucatan, México, en tres sitios

con acciones de restauracion, utilizando los marcadores moleculares mcrA y pmoA.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

La Peninsula de Yucatéan se ubica al sureste de México e incluye los Estados de Campeche,
Yucatan y Quintana Roo. Cuenta con un gradiente climatico que es de tipo semiarido en el
norte (<400 mm al afio) a himedo en el sur (>1400 mm al afio). Presenta tres estaciones
climaticas: secas (marzo-mayo), lluvias (junio-octubre) y nortes (noviembre-febrero). El
suelo es de tipo karstico, superficial, poroso y delgado con una alta permeabilidad, por lo
tanto, no existen corrientes de aguas superficiales, sino que existe un extenso acuifero

subterraneo que descarga agua a la costa (Cinco-Castro & Herrera-Silveira, 2020).

En este trabajo se seleccionaron dos localidades que corresponden a Progreso Antiguo y
Curva Yucalpetén, seleccionadas con base en el Programa API-Progreso “Monitoreo de sitios
en restauracion de manglares en la costa Norte de Yucatan”, los cuales han sido considerados
sitios afectados por distintas presiones naturales y antrépicas y donde se han llevado a cabo
acciones de restauracion ecologica (Moreno Martinez, 2022). Ambas localidades se vieron
afectadas con la construccién de la via de comunicacion Mérida-Progreso, debido a que
modificé el flujo y escurrimiento superficial entre los dos lados de esta, ocasionando el
azolvamiento de los canales naturales y consecuentemente modificd el hidroperiodo del
lugar. Asimismo, los largos periodos de inundacion en el sitio propiciaron condiciones
hipersalinas (>10%), que causO pérdida de la vegetacion original. Las acciones de
restauracion ecologica y rehabilitacion del sitio degradado se llevaron a cabo a partir del 2010
y consistieron en: rehabilitar los canales naturales de marea y construir 2118 m de canales
nuevos, se removieron escombros y se realizd la nivelacion topografica con centros de
dispersion y con la deposicion del material resultante de los canales en los sitios de mayor

profundidad observada en el mapa topografico (Teutli Hernandez et al., 2020).

Progreso Antiguo

El Puerto de Progreso se localiza al norte de la Peninsula de Yucatan, a 32 kilometros de la
Ciudad de Mérida, entre los 21° 16° 48”* Ny 89° 40’ 12°” O. El clima predominante es calido
subhimedo, presenta temperaturas entre los 21.3 y 30.4°C, una precipitacion media anual de
638 mm y una evaporacion media de 1694.1 mm al afio. La zona de manglar es de tipo
ciénega y presenta especies como R. mangle y A. germinans, ademas de especies pioneras

como Batis maritima y Salicornia virginica (Teutli Hernandez et al., 2020). La zona de
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restauracion y monitoreo se ubica al este sobre la carretera Mérida-Progreso y esta dominada
por A. germinans, mientras que la zona conservada se ubica al sur de la zona restaurada y

estd dominada por R. mangle (Moreno Martinez, 2022).

Curva Yucalpetén

El Puerto de Yucalpetén se ubica al noroeste de la Peninsula de Yucatan entre los 21° 16’
31’ Ny 89°42’ 27 O. El clima predominante es calido subhumedo, presenta temperaturas
entre los 21.3 y 30.4°C, una precipitacion media anual de 638 mm y una evaporacion media
de 1694.1 mm al afio. La zona de manglar es de tipo chaparro y presenta especies como R.
mangle y A. germinans (Herrera-Silveira et al., 2012). La zona de restauracion y monitoreo

se ubica al oeste del Corredor industrial (Moreno Martinez, 2022).

Disefio de muestreo

Durante la temporada de lluvia (octubre) se tomaron muestras por triplicado de sedimentos
superficiales (0—5 cm) asociados a neumatoforos de la especie de mangle Avicennia
germinans en cada uno de los siguientes puntos de muestreo: una zona de manglar restaurado
en Curva-Yucalpetén (YR), en las coordenadas 21° 16' 12.6282" N y 89° 42' 47.82528" O;
una zona de manglar restaurado en Progreso Antiguo cercano a la carretera (PR), en las
coordenadas 21° 16' 1.9866" Ny 89° 39' 35.6166" O; y una zona de manglar restaurado en
Progreso Antiguo cercano a la zona conservada (PC), en las coordenadas 21° 15' 54.61812"
Ny 89° 39' 27.54" O (Fig. 3).
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Figura 3. Mapa con los sitios de muestreo. PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado),

PR= Progreso-Restaurado (cerca de la carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado. Elaborado en el
Software QGIS 3.22.5.

El tamafio de muestra total fue de 9, es decir 3 por cada sitio (Ej. PC1, PC2, PC3); todos los
sedimentos fueron tomados cerca de la vegetacion, especificamente en neumatéforos de la
especie A. germinans y fueron colectados directamente utilizando tubos Falcon o bolsas
herméticas.
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Medicidn de variables fisicoquimicas del agua superficial
Se utilizé el equipo multiparametro YSI para cuantificar in situ la temperatura, el pH, la
salinidad y el oxigeno disuelto de la columna de agua y se utilizd un potenciometro para

medir el potencial redox del sedimento (Fig. 4).

Figura 4. Equipos utilizados para la medicion de variables fisicoquimicas en campo: multipardmetro

YSI (izquierda) y potenciometro (derecha).

Se colectaron muestras del sedimento en bolsas de cierre hermético o en tubos con RNA later
para preservar el material genético y se mantuvieron a 4°C para analizar posteriormente en
el laboratorio. Una vez en el laboratorio, las muestras de sedimento se colocaron en charolas
para dejar secar. Una vez secas, se tamizaron utilizando un tamiz de malla fina.
Posteriormente, se realizé la determinacion del contenido de materia organica en sedimentos
por el método de Jackson (1964), el cual se obtiene a partir de los siguientes calculos
(Jackson, 1964):
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(1.8)

% Materia organica=

T=ml de solucion de FeSO, utilizados en la titulacion de muestra
S=ml de solucion de FeSO, utilizados en la titulacioén del blanco
W= Peso de la muestra en gramos

Se realizd la determinacion de fosforo total segun el método de Strickland & Parsons (1972),
en el cual a las muestras se le afiade un reactivo de digestidn, asi como un reactivo mixto, se
lee la absorbancia a 885 nm en un espectrofotometro y el fosforo total en ppm se obtiene a

partir de los siguientes calculos (Strickland & Parsons, 1972):

Fésforo fotal _ Ap*F*Vt*30.9
6sforo total en ppm= M
b 300
 Es-Eb

Es=Promedio de las absorbancias de los estandar
Eb= Promedio de las absorbancias de los blancos
Ap= Absorbancia promedio de las réplicas de las muestras
V= Volumen de agua afiadida a la muestra
gM= Gramos de muestra analizados

Se realiz0 el analisis de la textura con el método de Hidrometro Bouyoucos para determinar
el contenido de arena, limo y arcilla, en el cual, la cantidad de materia en suspension a un
tiempo dado se mide con el hidrometro. Después de 40 s las particulas de 0.05 mm y mayores
se depositan en el fondo, mientras que después de 2 h cualquier particula mayor de 2 um ya

se ha depositado y quedan en suspension solo las arcillas (Bouyoucos, 1927).

Los contenidos de carbono y nitrogeno total se determinaron por el método de combustion
seca, cada muestra se coloco en un autoanalizador elemental (Flash EA-1112), la muestra es
calcinada a 1800°C, transformandola en una muestra de gases que pasan por diferentes
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columnas y finalmente por una cromatografia de gases. Las concentraciones en porcentaje se

detectaron a través de un software (Sollins et al., 1999; Thermo-Scientific, 2007).

Extraccion de DNA de sedimentos

A partir de las muestras de sedimento preservadas con RNA later se pesaron 0.25 g y se
realizo la extraccion de DNA utilizando el kit Powersoil DNA isolation (Mobio Labs Inc.).
La calidad del DNA extraido fue verificada por electroforesis en geles de agarosa al 1%y las
concentraciones finales fueron cuantificadas por Qubit® 3.0 de Life Technologies (HS
dsDNA) (Cotta et al., 2019).

Secuenciacién de amplicones

Para la caracterizacion de las comunidades de bacterias y arqueas se llevo a cabo la
amplificacion por PCR y posterior secuenciacion de los amplicones de los genes 16S rRNA,
mcrA, pmoA y mmoX, para lo cual se utilizaron los primers con adaptadores para Illumina

listados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Primers utilizados para amplificacion por PCR y posterior secuenciacion Illumina

de los amplicones de los genes 16S rRNA, mcrA, pmoA y mmoX.

Gen Primer Secuencia (5°-3") pb Referencia
5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAA
515F-Y
16S GAGACAGGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3' 411 (Parada et al.,
rRNA 926R 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAA 2016)
GAGACAGCCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3'
mlas-mod- 5- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG
F ACAGGGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA-3' (Angel et al.,
mcrA 469
mcrA-rev- 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAA 2012)
R GGACAGCGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT-3'
ALSOF 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATA
AGAGACAGGGNGACTGGGACTTCTGG-3' 493
ABS2 5'- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATA
R AGAGACAGGAASGCNGAGAAGAASGC-3' (Sengupta &
mo
P ALSOF 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATA Dick, 2017)
AGAGACAGGGNGACTGGGACTTCTGG-3' 461
AB50 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATA
AGAGACAGACGTCCTTACCGAAGGT-3'
5. TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAA
mmoXLF
GAGACAGGAAGATTGGGGCGGCATCTG -3 450
moXLR 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAG (Farhan UI
AGACAGCCCAATCATCGCTGAAGGAGT-3'
mmoX Haque et al.,
5. TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAA
mmoXLF2 2018)
GAGACAGTGCGCGACGCCAARAAG-3' 389
5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAG
mmoXLR
AGACAGCCCAATCATCGCTGAAGGAGT-3'

Las secuencias de los primers incluyen los adaptadores para lllumina (subrayado). pb= pares de bases.

Se llevé a cabo una primera reaccion de PCR para cada gen de la siguiente manera:

Para el gen 16S rRNA se realiz6 una reaccion con 10 ul de Master Mix (High-Fidelity), 0.5

ul de cada primer a 10 uM, 2 ul de DNA 'y se complet6 con agua estéril para llegar a 20 ul.

El programa se llevé a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo las siguientes

condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 2 min, seguido de 25 ciclos de 95°C
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por 45 s, 52°C por 45 s como temperatura de alineacion y 68°C por 90 s como elongacion y
finalmente, una extension final a 68°C por 5 min (Parada et al., 2016).

Para el gen mcrA se realiz6 una reaccién con 10 ul de Master Mix (High-Fidelity), 2.5 ul de
cada primer a 10 uM, 1 ul de DNA y se completd con agua estéril para llegar a 20 ul. El
programa se llevd a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo las siguientes
condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 5 min, seguido de 5 ciclos
touchdown de 95°C por 30 s, 60-55°C por 45 s como temperatura de alineacion,
disminuyendo 1°C en cada ciclo y 72°C por 1 min como elongacion, seguido de 35 ciclos de
95°C por 30 s, 54.5°C por 30 s 'y 72°C por 1 min y finalmente, una extensioén final a 72°C
por 5 min (Angel et al., 2012).

Para el gen pmoA se realiz6 un PCR semi-anidado que consistié en una primera reaccion de
PCR con 12.5 ul de GoTaq Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 1 ul de cada primer
A189F/A682 a 10 uM, 2 ul de DNA y se completé con agua estéril para llegar a 25 pul.
Posteriormente, utilizando el resultado del primer PCR como templado, se realizd una
segunda reaccién de PCR con 10 ul de Master Mix (High-Fidelity), 1 ul de cada primer
A189F/A650 a 10 uM, 3 ul de templado y se complet6 con agua estéril para llegar a 20 ul.
Ambas reacciones se llevaron a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo las
siguientes condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 94°C por 5 min, seguido de 20
ciclos touchdown de 94°C por 30 s, 62-52°C por 30 s como temperatura de alineacion,
disminuyendo 0.5°C en cada ciclo y 72°C por 30 s como elongacién, seguido de 15 ciclos de
94°C por 30 s, 52°C por 30 s 'y 72°C por 30 sy finalmente, una extension final a 72°C por
10 min (Serrano-Silva et al., 2014).

Para el gen mmoX se realiz6 un PCR semi-anidado que consistio en una primera reaccion de
PCR con 12.5 ul de GoTag Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 1 ul de cada primer
mmoXLF/mmoXLR a 10 uM, 2 ul de DNA y se completd con agua estéril para llegar a 25
ul. Posteriormente, utilizando el resultado del primer PCR como templado, se realizd una
segunda reaccién de PCR con 10 ul de Master Mix (High-Fidelity), 1 ul de cada primer
mmoXLF2/mmoXLR a 10 uM, 3 ul de templado y se completd con agua estéril para llegar
a 20 ul. Ambas reacciones se llevaron a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo

las siguientes condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 3 min, seguido de 10
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ciclos touchdown de 94°C por 20 s, 70-61°C por 20 s como temperatura de alineacion,
disminuyendo 1°C en cada ciclo y 72°C por 20 s como elongacion, seguido de 25 ciclos de
94°C por 20 s, 60°C por 20 sy 72°C por 20 s y finalmente, una extensién final a 72°C por 5
min (Farhan Ul Haque et al., 2018).

Posteriormente, las reacciones se purificaron con perlas AMPure XP para eliminar primers
libres y especies de dimeros de primers. Después, se realizd una segunda reaccién de PCR
para afiadir los indices y generar las librerias para la secuenciacion utilizando el protocolo
Illumina TruSeq DNA library. Cada reaccion contenia 12.5 ul de Master Mix (High-Fidelity),
2 ul de cada indice, 5 ul del producto de PCR purificado y 3.5 ul de agua estéril para un total
de 25 pl. El programa se llevo a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo las
siguientes condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 3 min, seguido de 8 ciclos
de 95°C por 30 s, 52°C por 30 s como temperatura de alineacion y 72°C por 30 s como

elongacion y finalmente, una extension final a 72°C por 5 min.

Posteriormente, las reacciones se volvieron a purificar con perlas AMPure XP y se
cuantificaron por Qubit® 3.0 de Life Technologies (HS dsDNA) para después llevar todas
las muestras a una misma concentracion. Las muestras se secuenciaron en la plataforma

Illumina MiSeq (2 x 300 bp paired-end reads).

Adicionalmente, se realizé la cuantificacion de algunas de las bandas obtenidas en los geles

de electroforesis utilizando el programa ImageJ.

gPCR
Se realiz6 la cuantificacion de los genes marcadores mcrA y pmoA por qPCR para la
cuantificacion del potencial genético metanogénico y metanotréfico, respectivamente. Se

utilizaron los primers listados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Primers utilizados para gPCR de los genes mcrA 'y pmoA.

Gen | Primer Secuencia (5°-3") pb Referencia
MLF 5-GGTGGTGTMGGATTCACACA
mcrA RTAYGCWACAGC-3' 470 | (Lietal., 2022)
MLr 5-TTCATTGCRTAGTTW GGRTAGTT-3'
A189F 5-GGNGACTGGGACTTCTGG-3'
Mb661R 5'-CCGGMGCAACGTCYTTACC-3' 4
A189F 5-GGNGACTGGGACTTCTGG-3' (Serrano-Silva
pmoA 493
A682 5-GAASGCNGAGAAGAASGC-3' etal., 2014)
A189F 5-GGNGACTGGGACTTCTGG-3'
A650 5-ACGTCCTTACCGAAGGT-3' Aol

pb=pares de bases.

Previo a la cuantificacion se realizd la curva estandar. Para esto, se amplifico un control
positivo de cada gen por PCR utilizando las siguientes condiciones: Para el gen mcrA se
realizé una reaccion de PCR con 10 ul de Master Mix (High-Fidelity), 2.5 ul de cada primer
MLf/MLr a 10 uM, 1 ul de DNA y se completé con agua estéril para llegar a 20 ul. El
programa se llevd a cabo en un Termociclador Applied Biosystems bajo las siguientes
condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C
por 1 min, 55°C por 45 s como temperatura de alineacion 'y 72°C por 1 min como elongacién,
seguido una extension final a 72°C por 5 min (Li et al., 2022). Para el gen pmoA se realiz6
un PCR anidado que consistié en una primera reaccion de PCR con 12.5 ul de GoTaqg Master
Mix (Promega, Madison, WI, USA), 1 ul de cada primer A189F/A682 a 10 uM, 2 ul de DNA
y se completd con agua estéril para llegar a 25 ul. Posteriormente, utilizando el resultado del
primer PCR como templado, se realiz6 una segunda reaccion de PCR con 12.5 ul de Master
Mix, 1 ul de cada primer A189F/mb661+A650 a 10 uM, 3 ul de templado y se completd con
agua estéril para llegar a 25 ul. Ambas reacciones se llevaron a cabo en un Termociclador
Applied Biosystems bajo las siguientes condiciones: un paso inicial desnaturalizante a 94°C
por 5 min, seguido de 20 ciclos touchdown de 94°C por 30 s, 62-52°C por 30 s como

temperatura de alineacion, disminuyendo 0.5°C en cada ciclo y 72°C por 30 s como
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elongacion, seguido de 15 ciclos de 94°C por 30 s, 52°C por 30 sy 72°C por 30 s y
finalmente, una extension final a 72°C por 10 min (Serrano-Silva et al., 2014).

Posteriormente, las reacciones se purificaron con perlas AMPure XP para eliminar primers
libres y especies de dimeros de primers. Después se procedio a hacer una clonacion utilizando
el protocolo del kit ClonJet de ThermoScientific, el cual consiste en una reaccion de ligacion
para unir el producto de PCR al vector pJET1.2/blunt y, posteriormente, una reaccién de
transformacion por choque térmico donde se utilizaron las células competentes E. coli Mix
& Go de Zymo Research. Se colocaron 50, 100 y 200 ul de las células transformadas en
medio de cultivo LB con ampicilina, ya que el vector contiene un gen de resistencia a la
ampicilina, para asegurar que solo crecieran colonias transformadas. Se incubaron durante
48 h a 37°C y, posteriormente, se picaron las colonias que crecieron y se resuspendieron en
5 ul de agua ultrapura, para utilizar como templado en una reaccion de PCR con el mismo
protocolo de ligacion para confirmar la transformacion de las colonias que crecieron. Las
colonias transformadas se colocaron en medio liquido LB con ampicilina, se incubaron otras
24 h a 37°Cy, posteriormente, se les realizo la extraccion del plasmido con el protocolo del
kit ZyppyTM Plasmid Miniprep de Zymo Research. Se realiz6 un PCR con el protocolo de
ligaciény, posteriormente, se realizé la purificacion del producto de PCR con perlas AMPure
XP. La purificacion se cuantific en Qubit® 3.0 de Life Technologies (HS dsDNA).

Para realizar la curva estandar se utilizaron los calculos basados en el tutorial “Creating
Standard Curves with Genomic DNA or Plasmid DNA Templates for Use in Quantitative
PCR” de Applied Biosystems (Tablas 4 y 5).
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Tabla 4. Diluciones utilizadas para la curva estdndar del gen mcrA.

# Fuente de Concentracion Volumen Volumen Volumen Concentracion # Final de copias

Dilucién DNA Inicial (pg/pl) de DNA de Agua Final (ul) Final (pg/pl) por reaccidn de Copiasiyl

(ul) (uh PCR

1 Stock 5.37E+03 9.59 90.41 100 5.15E+02 1,000,000,000 | 500,000,000
2 Dilucién 1 5.15E+02 10.00 90.00 100 5.15E+01 100,000,000 50,000,000
3 Dilucién 2 5.15E+01 10.00 90.00 100 5.15E+00 10,000,000 5,000,000
4 Dilucién 3 5.15E+00 10.00 90.00 100 5.15E-01 1,000,000 500,000
5 Dilucién 4 5.15E-01 10.00 90.00 100 5.15E-02 100,000 50,000
6 Dilucién 5 5.15E-02 10.00 90.00 100 5.15E-03 10,000 5,000
7 Dilucion 6 5.15E-03 10.00 90.00 100 5.15E-04 1,000 500
8 Dilucién 7 5.15E-04 10.00 90.00 100 5.15E-05 100 50
9 Diluci6n 8 5.15E-05 10.00 90.00 100 5.15E-06 10 5
10 Diluci6n 9 5.15E-06 10.00 90.00 100 5.15E-07 1 0.5
11 Dilucion 10 5.15E-07 10.00 90.00 100 5.15E-08 0.1 0.05

Cada dilucion se realiz6 por triplicado para realizar la curva estandar.

Tabla 5. Diluciones utilizadas para la curva estandar del gen pmoA.

# Fuente de Concentracion Volumen Volumen Volumen Concentracion # Final de_copias
Dilucién DNA Inicial (pg/pl) de DNA de Agua Final (ul) Final (pg/pl) por reaccion de Copias/ul
(ul) (nD PCR
1 Stock 7.25E+03 2.35 97.65 100 1.70E+02 1,000,000,000 | 500,000,000
2 Dilucion 1 1.70E+02 10.00 90.00 100 1.70E+01 100,000,000 50,000,000
3 Dilucién 2 1.70E+01 10.00 90.00 100 1.70E+00 10,000,000 5,000,000
4 Dilucién 3 1.70E+00 10.00 90.00 100 1.70E-01 1,000,000 500,000
5 Dilucion 4 1.70E-01 10.00 90.00 100 1.70E-02 100,000 50,000
6 Dilucion 5 1.70E-02 10.00 90.00 100 1.70E-03 10,000 5,000
7 Dilucién 6 1.70E-03 10.00 90.00 100 1.70E-04 1,000 500
8 Dilucion 7 1.70E-04 10.00 90.00 100 1.70E-05 100 50
9 Dilucion 8 1.70E-05 10.00 90.00 100 1.70E-06 10 5
10 Dilucién 9 1.70E-06 10.00 90.00 100 1.70E-07 1 0.5
11 Dilucién 10 1.70E-07 10.00 90.00 100 1.70E-08 0.1 0.05

Cada dilucion se realiz6 por triplicado para realizar la curva estandar.
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Para cada gen se generaron las diluciones por triplicado y se realizaron las reacciones de
gPCR de la siguiente manera: Para el gen mcrA se realiz6 una reaccién de 12.5 ul con 6.25
ul de Qiagen Master Mix, 1 ul de cada primer, 3.25 ul de agua estéril y 1 ul de DNA. El
programa se llevo a cabo en un Termociclador Rotor Gene bajo las siguientes condiciones:
un paso inicial desnaturalizante a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s,
55°C por 45 s como temperatura de alineacion y 68°C por 45 s como elongacion y donde se
produce la adquisicién, seguido una extension final a 81°C por 8 s (Freitag et al., 2010). Para
el gen pmoA se realiz6 una reaccion de 12.5 ul con 6.25 ul de Qiagen Master Mix, 1 ul de
cada primer (A189/mb661), 1.25 ul de agua estéril y 3 ul de DNA. El programa se llevo a
cabo en un Termociclador RotorGene bajo las siguientes condiciones: un paso inicial
desnaturalizante a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s, 64°C por 45 s
como temperatura de alineacién y 68°C por 45 s como elongacion y donde se produce la
adquisicion, seguido una extension final a 86.5°C por 16 s (Freitag et al., 2010). Las curvas
de disociacion se adquirieron en un rango de 50-95°C para el gen mcrA (Deutzmann et al.,
2011) y en un rango de 60-95°C para el gen pmoA (Steinberg & Regan, 2009).

Una vez generada la curva estandar para cada gen, se procedié a llevar las muestras a una
concentracion de 3.55 ng/ul para amplificar el gen mcrA 'y a una concentracion de 4.89 ng/ul
para amplificar el gen pmoA. Las muestras se amplificaron por triplicado por gPCR

utilizando las mismas condiciones que las de la curva estandar.

Anélisis bioinformaticos y estadisticos

Las secuencias demultiplexadas obtenidas de la secuenciacion Illumina fueron importadas al
flujo de trabajo de QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). El filtrado de
calidad, el trimming y el denoising se llevaron a cabo utilizando el plugin DADA2 (Divisive
Amplicon Denoising Algorithm 2), con el método “consensus” para la remocion de quimeras.
La asignacion de ASVs (Amplicon Sequence Variants) se realizd con la base de datos
genética SILVVA 138 para el gen 16S rRNA, mientras que, para el resto de los genes se utiliz6

la base de datos de UniProt.

Se utilizo el ambiente de R para la remocion de cloroplastos, mitocondrias y secuencias sin

asignar con las paqueterias phyloseq y MetagMisc (McMurdie & Homes, 2013; Mikryukov,
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2023). Posteriormente, se estandarizaron las lecturas a la menor profundidad de
secuenciacion y se utilizo la paqueteria MicrobiotaProcess (Xu & Yu, 2022) para realizar
curvas de rarefaccion y graficos de abundancias relativas, para los cuales se separaron las

secuencias de bacterias y arqueas para obtener los taxa mas abundantes de cada Dominio.

Para analizar las variables ambientales y las medidas de alfa diversidad se utilizé la
paqueteria boot (Canty & Ripley, 2022) para calcular los intervalos de confianza Bootstrap
no paramétrico utilizando el método de sesgo corregido y acelerado (BCa, B= 10,000) con
nivel de confianza del 95%. Adicionalmente, se realizé un Triangulo Textural de Sheppard
con los datos de textura utilizando la paqueteria Ternary (Smith, 2017). También se realiz6
la prueba de Kruskall-Wallis con correccién de Dunn para determinar diferencias entre sitios
utilizando la paqueteria microeco y ggplot2 (Wickham, 2016; Liu et al., 2021). Con estas
mismas paqueterias se realiz6 un andlisis de redundancia basado en distancias (dbRDA) para
determinar diferencias en la diversidad beta (distancias Bray-Curtis) y se realizo el analisis
discriminante lineal con efecto del tamafio (LEFSE) utilizando un nivel de confianza del 95%

(0=0.05) para determinar los taxa significativos de cada uno de los distintos sitios.

Se construy6 un arbol filogenético con las secuencias no asignadas del gen mcrA utilizando
como referencia algunas de las secuencias asignadas y secuencias obtenidas del NCBI. A
partir de las secuencias en formato FASTA, se realiz6 la alineacion utilizando el software
ClustalW vy el arbol filogenético se construy6 utilizando el software MEGA7 (Kumar et al.,
2016) con el método de méaxima verosimilitud basado en el modelo Tamura-Nei (Tamura &
Nei, 1993). La robustez de las topologias del arbol inferido se evalué mediante Bootstrap con
10,000 remuestreos de los datos. Finalmente, para la visualizacion y exportacion del arbol se

utiliz6 la herramienta iTOL (Interactive Tree of Life).
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RESULTADOS

Variables ambientales

Las muestras de los tres sitios tuvieron temperatura similar, siendo la minima de 31.93°C en
el sitio PR y la mayor de 32.38 °C en el sitio PC. Los tres sitios presentaron condiciones de
salinidad mayores a la del agua de mar, siendo la menor de 36.48 UPS en el sitio PC y la
mayor de 43.69 en el sitio YR. El sedimento fue alcalino en los 3 sitios, con un pH de 8 en
los sitios PC 'y PRy un pH de 12 en el sitio YR. El nivel de oxigeno disuelto fue menor en el
sitio YR, de 5.91 mg/L, y mayor en el sitio PR, de 8.16 mg/L. Finalmente, los tres sitios
contaron con niveles distintos del potencial redox, teniendo un ambiente mayormente
reducido en el sitio PR con -248 mV, seguido del sitio YR con -157 mV y un ambiente
mayormente oxidado en el sitio PC con 17 mV (Tabla 6).

Tabla 6. Valores encontrados de distintas variables ambientales en manglares restaurados.

o Salinidad Oxigeno Potencial redox
Sitio | Temp (°C) pH )
(UPS) disuelto (mg/L) (mV)
PC 32.38 8.61 36.48 8.07 17
PR 31.93 8.22 38.43 8.16 -248
YR 32.09 12.38 43.69 591 -157

PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado.

Determinaciones fisicoquimicas

Para las variables analizadas en laboratorio se observo que el sitio YR tuvo el menor
contenido promedio de N total (0.83%), y el sitio PC el mayor (1.42%). De igual manera, el
contenido promedio de C total fue menor en el sitio YR (13.99%), y mayor en el sitio PC
(16.56%). El contenido promedio de materia organica fue menor en el sitio YR (6.79%), y
mayor en el sitio PR (9.89%). El contenido promedio de P total fue menor en el sitio PR

(2.57 umol/g), y mayor en el sitio YR (4.81 umol/g) (Fig. 5).
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Figura 5. Comparacion de variables fisicoquimicas encontradas para cada sitio. A) Nitrégeno total.
B) Fésforo total. C) Carbono total. D) Contenido de materia organica. PC= Progreso-Restaurado
(cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la carretera), YR= Yucalpetén-
Restaurado. En el grafico las cajas muestran la mediana, el primer cuartil (Q1) en la parte inferior de
la caja y el tercer cuartil (Q3) en la parte superior de la caja; las lineas representan los intervalos de

confianza al 95% estimados por el método Bootstrap (BCa, B=10,000).

En cuanto a la textura, en general los tres sitios mostraron un alto contenido de arena y un
bajo contenido de arcilla. El sitio PC mostrd una mayor variacion entre las muestras, mientras
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que los sitios PRy YR fueron méas homogéneos. El contenido de arena promedio fue menor
en el sitio YR (57.17%), y mayor en el sitio PR (76.48%); el contenido promedio de limo fue
menor en el sitio PR (9.76%), y mayor en el sitio YR (28.87%) y el contenido promedio de
arcilla fue menor en el sitio PR (13.77%), y mayor en el sitio PC (15.07%). Lo anterior indica
que el sitio PC mostrd una textura arena arcillosa, el sitio PR una textura arenosa y el sitio

YR una textura arena limosa (Fig. 6).

Progreso-C
Progreso—-R Arena
Yucalpeten-R 1090 «©

Figura 6. Triangulo Textural de Sheppard con el contenido de arena, limo y arcilla (%) para cada
sitio. Progreso-C= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), Progreso-R= Progreso-

Restaurado (cerca de la carretera), Yucalpetén-R= Yucalpetén-Restaurado.
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Debido a que fueron pocas réplicas por sitio, al realizar la prueba de Kruskall-Wallis con
correccion de Dunn no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
entre los sitios para las variables anteriormente mencionadas (Anexo 1). Sin embargo, al
analizar las estimaciones obtenidas de los intervalos de confianza, se observo que el sitio YR
difiere de los otros dos sitios en cuanto al contenido de N y P total. Ademas, el sitio PC es
diferente de los demas en cuanto al contenido de C total, mientras que, el sitio PR se distingue
por su contenido de arena en comparacion con los otros sitios. Por ultimo, se determind que
los sitios PR y YR presentan diferencias en cuanto al contenido de materia organica y limo
(Anexo 2).

Composicion de comunidades microbianas

16S rRNA

Después de haber aplicado los filtros de calidad y eliminacion de lecturas de cloroplastos,
mitocondrias y no asignadas, se obtuvieron un maximo de 5457 lecturas y un minimo de
4055. Al obtener las curvas de rarefaccion con la normalizacion de los datos se observé que
las diversidades alfa y la riqueza no lograron llegar a una asintota en todas las muestras, lo

cual indica que hizo falta un mayor esfuerzo de secuenciacion (Fig. 7).
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Figura 7. Curvas de rarefaccion para a) la riqueza y b) la diversidad de especies en cada muestra.
PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado.

Se registraron un total de 1837 ASVs, de las cuales el 89% correspondieron a bacterias y el
11% correspondieron a arqueas. Las ASVs se asignaron taxondmicamente con confiabilidad

a 53 fila, 104 clases, 185 6rdenes, 230 familias, 273 géneros y 20 especies.

Los sitios no presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a riqueza y
diversidad (p>0.05) (Anexo 3). En el sitio PC se observo una riqueza promedio de 327 ASVs,
siendo este el sitio con la menor riqueza y un valor de indice de Shannon de 5.34; en el sitio
PR se observé una riqueza promedio de 349 ASVs y un valor de indice de Shannon de 5.45
siendo este el sitio con la mayor diversidad y riqueza; y en el sitio YR se observé una riqueza
promedio de 310 ASVs y un valor de indice de Shannon de 5.22, siendo este el sitio con
menor diversidad (Fig. 8). Asimismo, con las estimaciones obtenidas de los intervalos de

confianza se encontro que los sitios son similares en cuanto a la riqueza, sin embargo, el sitio
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PR es distinto al sitio YR en cuanto a la diversidad obtenida por el indice de Shannon (Anexo
4).
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Figura 8. Comparacién de los valores de a) riqueza de ASVs e b) indice de Shannon para cada sitio.
PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la
carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado. En el gréfico las cajas muestran la mediana, el primer cuartil
(Q1) en la parte inferior de la caja y el tercer cuartil (Q3) en la parte superior de la caja; las lineas
representan los intervalos de confianza al 95% estimados por el método Bootstrap (BCa, B=10,000).

En cuanto a la diversidad beta, con el analisis dbRDA se observé que el primer eje explicd
el 39.3% de la variacion y el segundo eje explica el 23.4% de la variacion (Fig. 9). Las
variables que explican en mayor medida la variabilidad en las comunidades microbianas son
el P total, el C total y el contenido de arena (Tabla 7). Ademas, con la prueba de bondad de
ajuste se encontrd que el factor sitio explica de manera estadisticamente significativa la

variacion en la estructura de las comunidades microbianas (R*=0.9623, p=0.004).
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Figura 9. Analisis de Redundancia basado en distancias (dbRDA) utilizando el indice de Bray-Curtis.
Sitios: Progreso-C= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), Progreso-R= Progreso-

Restaurado (cerca de la carretera), Yucalpetén-R= Yucalpetén-Restaurado.
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Tabla 7. Resultados de la influencia de las variables ambientales en la estructura de las

comunidades microbianas segun el analisis doRDA.

Vector dbRDA1 dbRDA2 R? Pr (>r)

MO -0.99834 -0.05751 0.34 0.309
P total 0.99949 0.03207 0.77 0.019
N total -0.83825 -0.54529 0.47 0.196
C total -0.24852 -0.96863 0.62 0.062
Arena -0.96715 0.25419 0.60 0.092

Limo 0.97856 -0.20594 0.54 0.128
Arcilla 0.34767 -0.93762 0.16 0.579

MO= Materia organica. Nimero de permutaciones: 999.

En cuanto a la composicion de bacterias, los fila mas abundantes fueron Bacteroidota (24.04
— 54.08%), Desulfobacterota (7.74 — 17.11%), Spirochaetota (2.69 - 16.92%) y
Proteobacteria (1.38 — 9.81%); mientras que, las clases mas abundantes fueron Bacteroidia
(18.72 — 32.97%), Rhodothermia (3.77 — 30.58%), Desulfobacteria (3.3 — 14.08%) y
Spirochaetia (2.69 — 14.72%). En cuanto a la composicion de arqueas, los fila mas abundantes
fueron Halobacterota (0.2 — 2.54% del total de la comunidad procariota), Nanoarchaeota
(0.34 — 2.74%), Asgardarchaeota (0.56 — 2.17%) y Thermoplasmatota (0.02 — 1.5%);
mientras que, las clases mas abundantes fueron Halobacteria (0.2 — 2.49%), Nanoarchaeia
(0.34 — 2.74%), Lokiarchaeia (0.25 — 0.94%) y Thermoplasmata (0.02 — 1.5%) (Fig. 10).
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Figura 10. Abundancias relativas (%) a nivel de filo y clase de las comunidades de (a y b) bacterias
y (c y d) arqueas. Se muestran los datos por triplicado para cada uno de los sitios de muestreo. PC=

Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la carretera),
YR= Yucalpetén-Restaurado.

Para el analisis de abundancias diferenciales (LEFSE) no se realizd ningun ajuste en los

valores de p debido a que al corregirlo con cualquier método no se encontraban diferencias
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significativas entre sitios. Al realizar la prueba con un nivel de confianza del 95% y sin
correccion del valor de p, se encontraron 64 taxa significativamente diferentes entre los sitios.

Se registro un score LDA minimo de 3.1y uno maximo de 4.67 (Fig. 11).
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Figura 11. Valores LDA de los taxa diferenciales de cada sitio. Grupos: Progreso-C= Progreso-
Restaurado (cerca del sitio conservado), Progreso-R= Progreso-Restaurado (cerca de la carretera),

Yucalpetén-R= Yucalpetén-Restaurado.

El sitio PC se diferencid de los otros por tener mayor abundancia de bacterias, por lo tanto,
una menor abundancia de arqueas que los otros dos sitios y por una mayor abundancia del
género Desulfotignum y la familia Amoebophilaceae. El sitio PR destacé principalmente por
una mayor abundancia de la familia Desulfosarcinaceae, dentro del orden Desulfobacterales

y la clase Desulfobacteria; y por una mayor abundancia de la clase Desulfobacterota. El sitio
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YR se distingue de los otros por una mayor abundancia del género Tangfeifania, la familia
Prolixibacteraceae y de la familia Desulfocapsaceae, dentro del orden Desulfobulbales y la

clase Desulfobulbia.

mcrA

Después de haber aplicado los filtros de calidad y eliminacion de lecturas no asignadas se
obtuvo un maximo de 19305 lecturas y un minimo de 1596. Al obtener las curvas de
rarefaccion con la normalizacion de los datos se observa que la diversidad alfa y la riqueza
llegan a una asintota en la mayoria de las muestras, sin embargo, en tres de las muestras

(PC2, YR2 y YR3) hizo falta un mayor esfuerzo de secuenciacion (Fig. 12).
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Figura 12. Curvas de rarefaccion para a) la riqueza de ASVs y b) la diversidad de especies en cada
muestra. PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de

la carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado.
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Se registraron un total de 224 ASVs, asignados con confiabilidad a un total de 3 fila, 5 clases,
6 ordenes, 5 familias y 10 géneros. En cuanto a la composicién, el filo mas abundante fue
Euryarchaeota, el cual estuvo presente en todas las muestras. Se encontré también el filo
Candidatus-Thermoplasmatota, en 5 de las muestras y en los tres sitios; y el filo Candidatus-
Verstraetearchaeota se encontrd solo en una muestra del sitio PC. Sin embargo, se observé
que del 21-80% de las secuencias no se asignaron a ningun filo (Fig. 13a). A nivel de clase,
Methanomicrobia fue la més abundante y estuvo presente en todas las muestras; seguido de
la clase Thermoplasmata, presente en los tres sitios, pero no en todas las muestras. Las clases
Methanobacteria y Candidatus-Methanomethylicia solo estuvieron presentes en una muestra
del sitio PC y la clase Candidatus-Methanofastidiosa solo estuvo presente en una muestra del
sitio YR (Fig. 13b). A nivel de orden, el méas abundante fue el de Methanosarcinales, el cual
estuvo presente en todas las muestras, seguido del orden Methanomassilicoccales, el cual
estuvo presente en los tres sitios, pero no en todas las muestras. Los Ordenes
Methanotrichales, Methanobacteriales y Candidathus-Methanomethylicales estuvieron
presentes solo en una muestra del sitio PC. El orden Methanomicrobiales solo estuvo presente
en una muestra del sitio PC y en una del sitio YR (Fig. 13c). El género mas abundante fue
Methanolobus, el cual estuvo presente en todas las muestras, seguido del género
Methanohalobium, presente Unicamente en el sitio YR y el género Methanothrix, presente
unicamente en el sitio PC. Otros géneros como Methanobacterium, Methanosarcina y
Candidatus-Methanosuratincola se encontraron Gnicamente en el sitio PC. Mientras que, los
géneros Methanosalsum y Methanococcoides se encontraron Unicamente en el sitio YR. Los
géneros Methanohalophilus y Methanomicrobium se encontraron en ambos sitios (Fig. 13d).
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Figura 13. Abundancias relativas (%) a nivel de a) filo, b) clase, c) orden y d) género de las
comunidades de arqueas metanogenicas. Se muestran los datos por triplicado para cada uno de los
sitios de muestreo. PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado
(cerca de la carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado.

Debido a que se observaron muchos grupos sin asignacion taxonémica mas alla de dominio
o filo, se construyd un arbol filogenético utilizando secuencias de referencia de los taxones
que se lograron asignar hasta género y algunas secuencias obtenidas del NCBI, basado en las
utilizadas por Garcia-Maldonado et al (Garcia-Maldonado et al., 2015) (Fig. 14).
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Figura 14. Arbol filogenético con los ASVs no asignados. Las secuencias de referencia corresponden
a las secuencias asignadas hasta género dentro de este estudio (verde) y secuencias obtenidas del
NCBI (azul), con el nimero de acceso de GenBank en paréntesis. El resto de las secuencias
corresponden a las secuencias con asignacion hasta el filo Euryarchaeota (negro) y a las secuencias
con asignacion hasta el dominio Archaea (azul). Se utiliz6 como grupo externo una secuencia
ambiental relacionada a arqueas metanotroficas anaerobias grupo 1 (rojo). Los colores en las ramas
indican los 8 distintos clados en los que se agruparon las secuencias. Los asteriscos representan
valores Bootstrap >60%. La escala representa 0.08 cambios por aminoécido.

Se encontr6 un clado que no estuvo relacionado filogenéticamente con ninguno de los grupos

de referencia de manera cercana y se observa en el arbol del ASV62 al ASV70 (rojo). El
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siguiente clado que se observa del ASV2 al ASV63 estuvo mayormente asociado al género
Methanosalsum (naranja oscuro). EI ASV66 estuvo mayormente asociado al género
Methanococcoides (naranja claro). Los ASV 64 y 73 estuvieron cercanamente asociados a
Methanomicrobium y Methanolobus (amarillo). Los ASV 76, 69, 67 y 68 formaron un clado
y se encontraron mayormente asociados al género Methanohalobium (verde claro). El
ASV40 estuvo mayormente asociado a Methanocella paludicola y al género Methanothrix
(verde). Finalmente, se formo un clado que se observa del ASV50 al ASV49 y estuvo
mayormente relacionado con el género Methanobacterium (turquesa) y otro clado que se
observa en el arbol del ASV39 al ASV42 y estuvo mayormente relacionado con
Methanocaldococcus jannaschii (azul).

pMoA

Para el gen pmoA se lograron obtener amplicones solo de cuatro de las nueve muestras: tres
del sitio PC y una del sitio YR (Fig. 15). Sin embargo, no fue posible realizar la secuenciacién
debido a que la mayoria de las bandas observadas eran muy tenues y después de la primera
purificacion ya no se observaba el producto por electroforesis.

MPM PCl1 PC2 PC3 PR1 PR2 PR3 YRl YR2 YR3 Cil+ B

% |

—
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Figura 15. Visualizacién de la amplificacion del gen pmoA por electroforesis en gel de agarosa al
1%. MPM= Marcador de Peso Molecular de 1 kb. PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio
conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado, CTL+=

Control positivo. B= Blanco (Control sin templado). La flecha indica el tamafio esperado de 461 pb.
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Se utilizé el programa ImageJ para cuantificar las bandas de las muestras que amplificaron
el gen pmoA y se obtuvo el nimero de pixeles de cada una con la imagen gel de electroforesis
(Tabla 8). Se observo que el sitio PC presenta una densidad promedio de 11798.41 pixeles,
mientras que, para el sitio YR el gen amplificé Gnicamente en una de las muestras y se obtuvo
una densidad de 5691.024 pixeles.

Tabla 8. Cuantificacion de las bandas obtenidas del gen pmoA en el gel de electroforesis.

Muestra Numero de pixeles
PC1 19359.472
PC2 9913.007
PC3 6122.752
YR2 5691.024

PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado.

Se realiz6 una prueba para intentar secuenciar la muestra PC1 sin hacer la primera
purificacion, es decir, afiadiendo los indices directamente después del PCR anidado. Sin
embargo, se observo que la calidad de las muestras fue muy baja y al realizar la alineacion
de las secuencias con la base de datos fue muy poco significativa, haciendo que la asignacién
taxonOmica arrojara grupos que no correspondian a bacterias metanotréficas. El Unico grupo

que se logro asignar fue la clase Verrucomicrobiae, dentro del filo Verrucomicrobiota.

Al analizar la tabla de abundancias obtenida por la secuenciacion del gen 16S rRNA, se
encontraron dos grupos de bacterias metanotroficas con abundancias menores al 1% (0.15 —
0.07%) (Tabla 9). La familia Methylacidiphilaceae estuvo presente en una muestra del sitio
PC y una del sitio YR y la familia Methylomirabilaceae estuvo presente Unicamente en una

muestra del sitio PR.
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Tabla 9. Abundancia relativa de bacterias metanotroficas encontradas con el gen 16S rRNA.

Taxa Abundancia relativa (%)
PC1 | PC2 | PC3 | PR1 | PR2 |PR3| YRl | YR2 | YRS
Methylacidiphilaceae | 4.9 1.5
. 0 0 0 0 0 0 0
() x10° x107
Methylomirabilaceae 7.4
0 0 0 0 . 0 0 0 0
(f) X107

PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado; f= familia.

mmoX
No fue posible realizar la amplificacién del gen (datos no mostrados), lo cual puede ser
debido a que no esta presente en ninguna de las muestras 0 que se encuentra en muy bajas

abundancias para ser detectado.

Cuantificacién de la actividad potencial metanogénica y metanotrofica
Se obtuvieron las curvas estandar para los marcadores moleculares mcrA y pmoA utilizando
las diluciones entre 500 y 50,000,000 numero de copias por ul (Fig. 16). Para el gen mcrA se

obtuvo la ecuacion CT= -3.905*log(conc)+35.999 y un coeficiente de determinacién
R?=0.99 y para el gen pmoA se obtuvo la ecuacién CT= -4.248*log(conc)+37.301 y un

coeficiente de determinacion R?=0.99.
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Figura 16. Curva estandar CT para cuantificacion por gPCR de los genes: a) mcrA y b) pmoA. CT=

ciclo umbral.
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En la cuantificacion del nimero de copias de ambos genes a partir de las muestras de los tres
sitios se observé la formacion de dimeros de primers en algunos de los ensayos,
introduciendo sesgo a los resultados. Debido a esto, solo se muestran los resultados de
algunas muestras para cada uno de los genes. Para el gen mcrA se obtuvo el mayor nimero
promedio de copias en dos muestras del sitio YR (1143.5 y 425 copias/ul, respectivamente),
seguido del sitio PC1 con 308.5 copias/pl y finalmente el sitio PR2 con 243.05 copias/pl
(Tabla 10).

Tabla 10. Numero de copias del gen mcrA obtenidas por gPCR.

Sitio CT Copias/pl
26.97 205
PC1
25.79 412
25.85 397
PR2
28.38 89.1
24.76 757
YR2
23.56 1530
26.79 228
YR3
25.09 622

PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado. CT= ciclo umbral.

Por el lado contrario, para el gen pmoA se obtuvo el mayor nimero promedio de copias en
dos muestras del sitio PC (2400 y 1255 copias/ul, respectivamente), seguido del sitio PR2
con 1043.5 copias/pl y finalmente el sitio YR3 con 41.05 copias/pl (Tabla 11).
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Tabla 11. Numero de copias del gen pmoA obtenidas por gPCR.

Sitio CT Copias/pl
23.44 1830
PC1
22.55 2970
24.18 1230
PC3
24.09 1280
24.95 807
PR2
24.1 1280
30.43 415
YR3
30.47 40.6

PC= Progreso-Restaurado (cerca del sitio conservado), PR= Progreso-Restaurado (cerca de la

carretera), YR= Yucalpetén-Restaurado. CT= ciclo umbral.
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DISCUSION

Con los resultados obtenidos en este trabajo se cumplié una gran parte de los objetivos
planteados: i) se analizd la relacion entre las variables ambientales y las comunidades
microbianas, encontrando que estan mayormente influenciadas por el contenido de fosforo y
carbono total, asi como por la textura del sedimento; ii) se caracterizaron las comunidades
microbianas en los sedimentos superficiales de los distintos sitios, con limitaciones en cuanto
a los genes pmoA y mmoX, por lo que se necesitardn mas estudios para lograr describir las
comunidades de bacterias metanotréficas en estos sitios; y, finalmente, iii) se cuantifico el
potencial genético para la produccién y oxidacion de metano en muestras de los distintos
sitios a partir del nimero de copias obtenidas de los genes mcrA y pmoA, encontrando

diferencias entre ellos.

Se pudo confirmar la hipotesis planteada, ya que a partir de la secuenciacion del gen mcrA
se registraron diferencias en la composicion de arqueas metanogeénicas en los distintos sitios.
Mientras que, a pesar de las limitaciones, con la secuenciacion del gen 16S rRNA se lograron
identificar algunos grupos de bacterias metanotroficas, los cuales tuvieron distintas
abundancias en los sitios de estudio. Sin embargo, hace falta mas informacion para inferir si

existe una mayor liberacion de metano en estos sitios.

Una de las preguntas que surgieron en este trabajo fue si los sitios, a pesar de haber tenido
las mismas acciones de restauracion en un mismo intervalo de tiempo, presentaban
variabilidad entre las condiciones ambientales y la composicion de la microbiota. Se observé
que los sitios PC y PR mostraron una mayor similitud para la mayoria de las variables
fisicoquimicas; Unicamente el contenido de carbono total y el potencial redox mostraron
valores mas similares entre los sitios PR y YR (Fig. 5, Tabla 6). En cuanto a la microbiota,
los tres sitios mostraron diferencias en su estructura (Fig. 9); los sitios PC y PR compartieron
un mayor porcentaje de ASVs en comun (16.6%), mientras que los sitios PR y YR tuvieron
el menor porcentaje de ASVs en comun (3.8%) (Anexo 5). En cuanto a la comunidad de
arqueas metanogénicas, se encontré que los sitios PC y YR contaron con algunos grupos
exclusivos y otros grupos compartidos (Fig. 13). Finalmente, en cuanto a la comunidad de
bacterias metanotroficas, dentro de los pocos grupos detectados se detectd una familia
compartida entre los sitios PC y YR (Tabla 9). Lo anterior indica que, los sitios restaurados
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no siguen la misma trayectoria y existe una heterogeneidad entre los sitios. Sin embargo, es

necesario comparar mas sitios con esta condicion.

Factores abidticos en sedimentos superficiales de manglares

Las zonas de manglar se ven influenciadas por distintos factores ambientales que regulan su
estructura y funcidn, estos factores se organizan en: gradientes de recursos, los cuales
contribuyen en la productividad de los manglares; gradientes reguladores, que influyen en el
crecimiento de los manglares; y el hidroperiodo, el cual esta determinado por el nivel, tiempo
y frecuencia de la inundacion (Twilley & Rivera-Monroy, 2005). Dentro de los gradientes de
recursos que se analizaron en este trabajo se encuentra el contenido de materia organica, el
contenido de nutrientes (carbono, fésforo y nitrégeno total) y la textura (contenido de arena,

limoy arcilla) (Fig. 5y 6).

Los tres sitios mostraron un contenido similar de materia organica (Fig. 5D). El sitio YR
cont6 con un contenido promedio ligeramente menor de carbono total y materia organica que
los sitios de Progreso, lo cual puede estar asociado a su tipo ecoldgico, debido a que estos
arboles son de menor tamafio y esto puede contribuir a una menor acumulacion de materia

organica.

Los sitios presentan un menor contenido de materia organica comparado con otros sitios
(Sanders et al., 2012; Moreno Martinez, 2022; Gomez-Acata et al., 2023), a excepcion de
manglares restaurados de Vietnam (Dung et al., 2016), lo cual puede indicar una baja
actividad metanogénica al haber un menor aporte de material organico autéctono y por lo
tanto poca disponibilidad de sustrato para la metanogénesis. Ademas del hecho de la alta
salinidad observada en estos sitios, que favorece la actividad sulfatoreductora y aumenta la

competencia entre bacterias sulfatoreductoras y arqueas metanogénicas.

El contenido de carbono total analizado incluye carbono orgéanico e inorgéanico. En la
Peninsula de Yucatan, al estar caracterizada por condiciones karsticas, existe un gran aporte
de material inorganico proveniente de organismos calcareos y de procesos de disolucion de
carbonatos, por lo que se puede esperar que un componente importante del carbono total

observado sea de tipo inorganico (Twilley et al., 2018; Saderne et al., 2019). En otros trabajos
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realizados en Progreso y Curva Yucalpetén se ha reportado que una cuarta parte del carbono
total almacenado en el sedimento corresponde a carbono inorgénico (Moreno Martinez,
2022).

Se encontrd que los sitios analizados cuentan con un contenido de carbono total dentro del
rango de otros sitios (Lovelock et al., 2014; Sidik et al., 2019; Moreno Martinez, 2022;
Gomez-Acata et al., 2023). Incluso, a pesar de ser restaurados, los tres sitios muestran
mayores niveles de carbono total en comparacion con los sedimentos de manglares
conservados en Australia (Lovelock et al., 2014), lo cual muestra que con la restauracion se
recupera la habilidad de almacenamiento de carbono en los sedimentos. Sin embargo, seria
importante analizar los porcentajes de carbono organico e inorganico para obtener resultados

mas claros.

Debido a las condiciones karsticas de la Peninsula de Yucatan, el aporte de nutrientes como
nitrégeno y fosforo es principalmente interno. El principal aporte externo es por las excretas
de aves (guano) y por descargas de agua subterraneas. Ademas, al carecer del aporte de
nutrientes por la descarga de rios, los manglares de estos sitios se caracterizan por estar
limitados en fosforo (Twilley et al., 2018).

Se encontro que los sitios PC y PR contaron con cantidades de nitrdgeno total mayores al
1%, lo cual es mayor a lo reportado en otros sitios (Lekphet et al., 2005; Rivera-Monroy
etal., 2017; Agraz-Hernandez et al., 2020; Moreno Martinez, 2022). Se ha reportado que
estos sitios se caracterizan principalmente por tener sedimentos inorganicos “Sascab”, ya que
fueron usados como deposito del material de dragado proveniente del Puerto de Yucalpetén
y la Pista de canotaje (Herrera-Silveira, 2012), por lo que de ahi pudiera venir el aporte de
nitrégeno. El sitio YR tuvo el menor contenido de nitrégeno de los tres sitios (Fig. 5A). Esto
se podria explicar porque el manglar de tipo chaparro esta caracterizado por tener un déficit
de nutrientes, el cual limita su desarrollo y capacidad de almacenamiento de carbono en
biomasa (Zaldivar-Jimenez etal., 2010). Sin embargo, este sitio contd con el mayor
porcentaje promedio de fésforo total en el sedimento (Fig. 5B), lo cual puede implicar que
exista un aumento de nutrientes por contaminacion antrépica o porque este sitio sea

seleccionado por aves para su anidacion. Los tres sitios presentan niveles de P total similares
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a los observados en manglares perturbados de Brasil (Mater et al., 2004) y niveles mas bajos
comparados con manglares perturbados de India y Bangladesh (Madhav et al., 2022).

El nitrogeno y el fosforo actian como nutrientes limitantes que pueden regular la
productividad en los ecosistemas. Un alto contenido de materia organica puede estar asociado
a un alto contenido de nitrogeno, ya que el proceso de nitrificacion se hace mas lento y
permite que este se acumule. Por otro lado, se ha reportado que el contenido de fosforo puede
incrementar en suelos mas acidos y reducidos y también se ha relacionado a baja salinidad,
la cual facilita la acumulacién de P en el suelo (Torres et al., 2018). Los sitios analizados
cuentan con niveles altos de pH y salinidad (Tabla 6), lo cual podria explicar los bajos niveles
de P total observados y este puede actuar como nutriente limitante, disminuyendo la

productividad en estos sitios.

En los sitios de estudio los suelos tuvieron un mayor porcentaje de arena comparado a otros
sitios (Lekphet et al., 2005; Nyangon et al., 2019; Sulochanan et al., 2022), lo cual sumado a
las altas temperaturas y la alta diversidad de microorganismos encontrada, permite una rapida
degradacidon de la materia organica y evita que se acumule. La textura del suelo es un factor
importante en la estabilizacion y acumulacién de la materia organica. Un mayor contenido
de materia organica se ha asociado a sitios con dominancia de arcillas y limos, debido a que
estas particulas finas, de menor tamafio y menor porosidad pueden absorber la materia
organica que se incorpora al suelo, protegiéndola de la descomposicién por microorganismos
(Zhou et al., 2019). De los tres sitios, el sitio PR tuvo el mayor porcentaje de arenay el menor
porcentaje de limo y arcilla (Fig. 6), por lo que pudiera ser el sitio mas propenso a una rapida

degradacion de materia organica y liberacion de GEI.

Dentro de los gradientes reguladores que se analizaron en este trabajo se encuentra la
temperatura, la salinidad, el pH y el potencial redox (Tabla 6). Se observo que los sitios
tuvieron valores distintos a los de otros sitios estudiados para la mayoria de las variables. Se
observo, por ejemplo, una mayor temperatura en comparacion a otros sitios (Lekphet et al.,
2005; Joson et al., 2021; Moreno Martinez, 2022), lo cual puede deberse a que en los sitios
restaurados existe una menor cobertura vegetal, la cual protege contra la radiacion solar y
hace que la incidencia de los rayos solares sea menos directa en el suelo y agua superficial

(Banerjee et al., 2018). También se registraron valores altos de salinidad comparado con
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otros sitios (Joson et al., 2021; Moreno Martinez, 2022; Padhy et al., 2022), lo cual pudo
deberse a que estos sitios cuentan con el aporte de agua salada de la Laguna de Chelem que

puede llegar a ser hipersalina (Herrera-Silveira & Morales-Ojeda, 2010).

Al igual, se observaron niveles de pH mas alcalinos en los sitios estudiados comparados con
otros sitios (Lekphet et al., 2005; Joson et al., 2021; Moreno Martinez, 2022; Padhy et al.,
2022). Se ha reportado que niveles alcalinos de pH en manglares se puede atribuir a factores
como la actividad del fitoplancton, por la degradacion de bicarbonato; mientras que un pH
acido se atribuye a la liberacion de &cidos organicos por la descomposicion de la materia
orgénica (Oxmann et al., 2010; Kumar et al., 2017). Por otro lado, otros estudios reportan
que un mayor pH refleja una rapida descomposicidén de materia organica (He et al., 2018), lo
cual contribuye a explicar los niveles bajos de contenido de materia organica observada en
estos sitios. Ademas, en sitios donde existe una mayor acumulacion de materia organica junto
con la inundacién provocan suelos altamente reducidos y esto deberia disminuir el pH (Zhou

et al., 2019), lo cual no fue el caso en estos sitios.

Finalmente, el potencial redox en el sitio PC alcanza niveles mas positivos que otros sitios
(Lekphet et al., 2005; Joson et al., 2021; Moreno Martinez, 2022). Este sitio cuenta con un
mayor desarrollo de vegetacion de la especie A. germinans, cuyos neumatoforos ayudan a
oxigenar el sedimento y esto se ha visto que puede favorecer la actividad de bacterias
metanotréficas (Arai et al., 2021). Mientras que en los otros sitios se observd un potencial
redox negativo, lo cual se ha visto que favorece la actividad de arqueas metanogénicas.

Es importante mencionar que estas condiciones ambientales fueron observadas durante una
temporada especifica. A lo largo de las distintas temporadas existen variaciones en las
condiciones ambientales. Ademas, el hidroperiodo en estos sitios varia espacial y
temporalmente, lo cual afecta directa o indirectamente algunas variables ambientales como
las condiciones de salinidad y el potencial redox, asi como algunos procesos como la
descomposicion de materia organicay la captura de carbono a largo plazo (Moreno Martinez,
2022). Sumado al hecho de que en los ecosistemas de manglar pueden ocurrir cambios en los
procesos microbianos y fisioldgicos incluso en una escala de minutos u horas (Alongi, 2002).

Debido a esto, es importante considerar en futuros estudios un muestreo donde se midan estas
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variables durante distintos periodos estacionales para observar el comportamiento de las
variables ambientales y la actividad microbiana a largo plazo.

Comunidades microbianas en los sedimentos de manglares

Dado que las bacterias y arqueas juegan un papel vital en los ciclos biogeoquimicos y la
transformacion de nutrientes en manglares (Ghizelini et al., 2012), era esperado que los tres
sitios contaran con una alta diversidad microbiana debido a que estos ecosistemas
proporcionan nutrientes y condiciones dptimas para la colonizacién microbiana. Los valores
elevados de potencial redox, los niveles de salinidad, la gran reserva de materia organica y
las tasas de reciclaje de nutrientes de estos ecosistemas facilitan que abunden los recursos
microbianos, haciéndolos hotspots para la diversidad microbiana (Palit et al., 2022).

Dentro de las clases de bacterias mas abundantes en los tres sitios se encontraron Bacteroidia,
Desulfobacteria, Spirochaetia, Anaerolineaea y Cyanobacteria (Fig. 10b). Estas también han
sido reportadas como las méas abundantes en otras zonas de manglares de México, Brasil,
India y Malasia; los primeros 4 taxa tienen un papel importante en procesos como la
descomposicion de la materia organica, y la clase Cyanobacteria en la productividad
primaria a través de la fotosintesis oxigénica (Zhang et al., 2017; Mai et al., 2021; Palit et al.,
2022; Gomez-Acata et al., 2023). Por otro lado, la clase Rhodothermia tuvo una gran
abundancia en todos los sitios, pero en estudios previos no se ha reportado dentro de las mas
abundantes en otras zonas de manglar. Los miembros de esta clase son bacterias aerobias
quimiotroficas y se han reportado principalmente en lagos hipersalinos y ambientes con
temperaturas elevadas (Munoz et al., 2016; Cinar & Mutlu, 2020).

A niveles taxondmicos mas bajos se detectaron principalmente géneros de bacterias que
también se han reportado en sedimentos de manglares de otros sitios (Anexo 6), como
Spirochaeta_2, las cuales participan en la oxidacion del azufre (Muwawa et al., 2021); SB-5,
que se han detectado en sedimentos superficiales de manglares contaminados con aceites
(Iturbe-Espinoza etal.,, 2022); y Phaeodactylibacter, que son bacterias aerobias
quimioheterotroficas (GOmez-Acata et al., 2023). También se detecto, dentro de las mas
abundantes, la familia Lentimicrobiaceae (Anexo 7), que hasta donde se sabe no se encuentra

reportada en sedimentos de manglares, pero si en otros sedimentos de ambientes acuaticos y
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participa en la degradacion anaerobia de la materia organica (Dai et al., 2021). Sin embargo,
alrededor del 50% de los géneros se agruparon como “otros”, lo cual indica que la bidsfera

rara en estos sitios debe de jugar un papel importante.

En cuanto a la composicion de arqueas, los fila mas abundantes fueron Halobacterota,
Nanoarchaeota, Asgardarchaeota y Thermoplasmatota (Fig. 10c). Estas también han sido
reportadas como las mas abundantes en otras zonas de manglares de Brasil, México y China,
entre otros (Pires et al., 2012; De Santana et al., 2021; Meng et al., 2022; Gomez-Acata et al.,
2023). Los fila Halobacterota y Asgardarchaeota se caracterizan por ser halofilos y juegan
un papel importante en procesos como el ciclo el azufre (sulfato-reduccion) y el carbono, se
ha visto que algunos miembros de Asgardarchaeota son capaces de asimilar el carbono
inorgéanico (Banciu et al., 2022; Qin et al., 2023). Por otro lado, el filo Nanoarchaeota se
sugiere que presenta una relacion simbidtica con arqueas metanogénicas y es capaz de
degradar algunos contaminantes (Kutty et al., 2023), mientras que, el filo Thermoplasmatota
participa en el ciclo del hierro y del azufre; ambos se caracterizan por ser terméfilos (Pires
etal., 2012).

La estructura de estas comunidades microbianas presentd diferencias significativas (Fig. 9).
Se ha visto que la estructura de las comunidades microbianas en manglares es altamente
compleja debido al nimero infinitamente grande de nichos que los microorganismos pueden
habitar (Ghizelini etal., 2012). Con el andlisis LEFSE se identificaron caracteristicas

microbianas relevantes bioldgicamente para cada sitio (Fig. 11).

El sitio PC presentd una mayor abundancia de bacterias con respecto a los otros dos sitios.
Esto puede deberse a que las arqueas aumentan su abundancia en ambientes mas “extremos”,
debido a su metabolismo y adaptaciones a ambientes hostiles, por lo que los mayores niveles
de salinidad y el potencial redox observados en los sitios PR y YR pudieron contribuir a una
mayor abundancia de grupos de arqueas extremofilas. Este sitio también presenté una mayor
abundancia de la familia Amoebophilaceae, la cual se encuentra dentro del filo Bacteroidetes
y son capaces de degradar moléculas organicas complejas (Lezcano et al., 2017), y del género
Desulfotignum, que son bacterias sulfatoreductoras que se ha visto que son capaces de
degradar algunos hidrocarburos. Ademas, su abundancia se ha visto que aumenta con el

contenido de nitratos (Wang et al., 2016), lo cual sugiere que en este sitio la cantidad de
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nitrogeno total detectado incluya una cantidad elevada de nitratos, ademés de otras formas
del nitrégeno como nitritos, amonio y nitrégeno organico, favoreciendo el crecimiento de

microorganismos dentro de este género.

El sitio PR presentd una mayor abundancia de la familia Desulfosarcinaceae, las cuales
habitan en ambientes marinos y sedimentos y son bacterias anaerobias que participan en el
ciclo del azufre, liberando sulfuro de hidrégeno (Fonseca et al., 2022). Ademas, este sitio
presenta una mayor abundancia de arqueas, por lo que pudiera considerarse el que cuenta con
las caracteristicas mas “extremas” anteriormente mencionadas. También cont6 con una
mayor abundancia del género Calorithrix, el cual se encuentra dentro del filo Calditrichota,
son bacterias termofilas, anaerobias organoheterotroficas. Se han aislado de ventilas
hidrotermales y se ha visto que son capaces de degradar sustratos proteicos (Marshall et al.,
2017).

Finalmente, el sitio YR present6 una mayor abundancia del género Tangfeifania, el cual se
encuentra dentro del filo Bacteroidetes. Son bacterias anaerobias facultativas,
quimiorganotroficas y se han registrado exclusivamente en ambientes salinos (Liu et al.,
2014). También se presenté una mayor abundancia de la familia Prolixibacteraceae, la cual
se encuentra dentro del filo Bacteroidetes. Estas se han reportado en ambientes marinos e
incluyen grupos de bacterias fijadoras de nitrégeno (Huang et al., 2014). En el caso de la
clase Desulfobulbia, que también presentaron abundancias importantes, son bacterias
sulfatoreductoras que se han detectado en sedimentos marinos y ambientes costeros. En
sedimentos de manglares se ha visto que facilitan el crecimiento de las plantas al acelerar la
transformacion de nutrientes con la produccion de sustancias extracelulares poliméricas
(EPS) (Cheng et al., 2022).

Los tres sitios se distinguieron principalmente por la presencia de grupos de bacterias
sulfatoreductoras, indicando que existe una redundancia funcional debido a que distintos
grupos llevan a cabo el mismo rol en el ecosistema. Esta reportado que los manglares que
sufren largos periodos de sequia, lo cual ocurrid en estos sitios por la interrupcion del flujo
hidrolégico, experimentan un aumento en la salinidad intersticial, una disminucién en el
potencial redox y un aumento en la concentracion de sulfuros (Zaldivar-Jimenez et al., 2010).

Esto se puede correlacionar con la presencia de los grupos anteriormente mencionados de
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bacterias sulfatoreductoras en los sitios restaurados, que se vieron favorecidos y han
permanecido a pesar de que ya se realizaron acciones para recuperar el flujo hidrolégico.

Comunidades metanogénicas y metanotroficas en sedimentos de manglares

Arqueas metanogénicas

Este trabajo presenta la primera descripcion de las comunidades de arqueas metanogénicas
que habitan en sedimentos de manglares de la Peninsula de Yucatan (Fig. 13). La mayoria
de las arqueas metanogénicas conocidas se encuentran dentro del filo Euryarchaeota, el cual
recientemente se creia que era el Unico (Vanwonterghem et al., 2016). Este filo fue el méas
abundante en los tres sitios, con una abundancia de aproximadamente del 70% en los sitios
PCy YR, mientras que en el sitio PR aproximadamente el 70% de los ASVs correspondieron
a grupos sin asignar mas alla del Reino Archaea. Se encontré también el filo Candidatus-
Thermoplasmatota en todos los sitios y este filo también se detectd en el analisis del gen 16S
rRNA como uno de los méas abundantes dentro de las arqueas. El filo Candidatus-
Verstraetearchaeota se detectd unicamente en el sitio PC, este se ha reportado en otros sitios
como ventilas hidrotermales, depositos de hidrocarburos, pantanos (Evans et al., 2019) y
salineras (Garcia-Maldonado et al., 2023). En general, estos tres fila estan comUnmente
reportados dentro de las arqueas mas abundantes en distintos humedales (Vanwonterghem
et al., 2016; Bréuer et al., 2020; Palit et al., 2022).

Se encontraron 6 distintos 6rdenes: 4 dentro del filo Euryarchaeota (Methanosarcinales,
Methanotrichales, Methanomicrobiales y Methanobacteriales), uno dentro del filo Ca.-
Thermoplasmatota (Methanomassilicoccales) y uno dentro del filo Ca.- Verstraetearchaeota
(Ca.-Methanomethylicales). Los Methanosarcinales fueron el orden mas abundante en los
tres sitios, lo cual también se ha reportado en manglares de Singapur (Jing et al., 2016). Las
arqueas metanogénicas dentro de este orden son principalmente metilotréficas, pero tambien
existen grupos acetoclasticos e hidrogenotréficos; y ademas incluye arqueas metanotréficas
de los grupos ANME-2 y ANME-3. Los Methanomassilicoccales fueron el segundo grupo
mas abundante en los tres sitios, a pesar de que estos cuentan con salinidad alta, ya que en
otro estudio se vio que la presencia de este grupo aumenta conforme disminuye la salinidad

(Kallistova et al., 2020); estos llevan a cabo un metabolismo metilotréfico dependiente de
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hidrégeno. El orden Methanomicrobiales estuvo presente en los sitios PC y YR, estos llevan
a cabo un metabolismo exclusivamente hidrogenotréfico. Finalmente, el sitio PC fue el Gnico
con la presencia de los oOrdenes Methanotrichales, que son acetoclasticos;
Methanobacteriales, que son principalmente hidrogenotréficos, pero también pueden ser
metilotréficos; y Candidatus-Methanomethylicales, que son metilotroficos dependientes de
hidrégeno (Liu & Whitman, 2008; Evans et al., 2019; Wang et al., 2021).

A niveles taxondmicos mas bajos se encontraron 10 géneros. ElI méas abundante en los tres
sitios y el Unico género detectado en el sitio PR fue Methanolobus, que cuenta con un
metabolismo metilotrofico, se han reportado como organismos moderadamente haléfilos y
presentan una correlacion positiva con el carbono y nitrogeno total (Kallistova et al., 2020;
Yu et al., 2020). Este género se registrd también como el mas abundante en manglares de
Singapur (Jing etal., 2016). Los géneros Methanohalophilus y Methanomicrobium se
detectaron en los sitios PC y YR en bajas abundancias, el primero cuenta con un metabolismo
metilotrofico y el segundo hidrogenotréfico. Por otro lado, algunos géneros estuvieron
exclusivamente en el sitio PC, entre ellos Methanothrix, que son acetoclasticos y se ha
reportado que aumentan conforme disminuye la salinidad (Kallistova etal., 2020);
Methanobacterium, que son hidrogenotroficos; Methanosarcina, que son el Gnico género
reportado que pueden llevar a cabo tres tipos de metabolismo (metilotrofico,
hidrogenotrofico y acetoclastico) y predomina en ambientes con alta concentracion de
acetato (Jing etal., 2016); y Candidatus-Methanosuratincola, que son metilotréficos
dependientes de hidrégeno (Hatzenpichler et al., 2023). También se encontraron géneros que
estuvieron exclusivamente en el sitio YR, que fueron Methanohalobium, Methanosalsum y
Methanococcoides; los dos primeros son haldfilos y estan confinados exclusivamente a
ambientes hipersalinos y el Gltimo es moderadamente haléfilo. Los tres géneros llevan a cabo
un metabolismo metilotrofico (Kallistova et al., 2020).

La competencia con las bacterias sulfatoreductoras y los mecanismos de osmoadaptacidn son
los factores méas importantes que afectan a la metanogénesis en ambientes salinos. Se ha
detectado una mayor diversidad filogenética y metabdlica de arqueas metanogenicas en sitios
moderadamente salinos que en los hipersalinos, ya que las altas salinidades decrementan la

diversidad de comunidades metanogénicas y metanotroficas (Zhang et al., 2019; Kallistova
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et al., 2020). En este estudio se observéd una menor diversidad de arqueas metanogénicas que
en otros estudios en sitios de manglares, sin embargo, muchos de los géneros mas abundantes
observados se comparten. Por ejemplo, Padhy et al. (2022) encontraron alrededor de 22
géneros distintos de arqueas metanogénicas, de los cuales Methanosarcina, Methanothrix y
Methanolobus fueron los méas dominantes tanto en manglares conservados como perturbados
de India. Ademas, observaron que el metabolismo acetoclastico fue el dominante tanto en
manglares perturbados como en conservados, posiblemente debido a que la salinidad en estos
sitios es muy baja (<2 ppt) (Padhy et al., 2022). En el estudio de Yu et al. (2020) encontraron
31 géneros distintos de arqueas metanogénicas en manglares de China, de los cuales los mas
abundantes  fueron = Methanobacterium,  Methanolobus, = Methanococcoides vy
Methanosarcina. En estos sitios la salinidad también fue baja (<12 ppt) (Yu et al., 2020). En
manglares de Singapur se identificaron algunas especies de arqueas metanogénicas como las
mas abundantes, como Methanolobus profundi, seguido de Methanococcoides methylutens y
Methanobacterium bryantii. Ademas, se detecté la presencia de géneros distintos a los

observados en este trabajo como Methanoculleus y Methanogenium (Jing et al., 2016).

El efecto que tuvo la perturbacion de los manglares definitivamente pudo haber ocasionado
un cambio en la presencia de algunos grupos de arqueas metanogénicas que se vieron
favorecidas por el aumento en la salinidad. Las arqueas metanogénicas con metabolismo
metilotrofico son las méas halotolerantes, que correspondieron a las principales observadas en
este estudio; mientras que las de metabolismo acetoclastico son las més vulnerables a la
salinidad, de las cuales solo se detect6 un género en este estudio (Methanothrix), en el sitio
con menor salinidad. Por otro lado, en el sitio YR que fue el mas hipersalino se encontraron
géneros exclusivos de ambientes hipersalinos, como Methanohalobium y Metanosalsum
(Kallistova et al., 2020).

Por lo que se ha podido determinar, es la primera vez que los géneros Methanohalobium,
Ca.-Methanosuratincola y Methanomicrobium son reportados en manglares. El género
Methanohalobium es el méas halofilo dentro de las arqueas metanogenicas reportado hasta la
fecha, capaz de crecer a concentraciones de hasta 300 g/L de NaCl y también es
moderadamente termofilo (temperatura éptima a 40-55°C) (Kallistova et al., 2020). En este

trabajo se detectd Unicamente en el sitio YR como el segundo més abundante. El género Ca.-
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Methanosuratincola se encontrd Unicamente en el sitio PC, este grupo casi no ha sido
reportado, Unicamente por el estudio de Hatzenpichler et al. (2023), donde fue aislado de
fuentes hidrotermales y mencionan que son organismos termdfilos y llevan a cabo un
metabolismo metilotrofico dependiente de hidrogeno (Hatzenpichler et al., 2023). EI género
Methanomicrobium ha sido reportado principalmente en sedimentos de acuiferos, crecen a
una temperatura éptima de 35°C y a un pH de 7-7.5 (Mochimaru et al., 2016), por lo que las
condiciones de los sedimentos de manglares observadas en este estudio pudieron favorecer

Su crecimiento.

El gen mcrA estd conservado filogenéticamente tanto en arqueas metanogénicas como en
arqueas metanotréficas (Jing et al., 2016). Con las lecturas obtenidas de este gen se lograron
identificar solo grupos de arqueas metanogeénicas, lo cual podria indicar que no hay presencia
de arqueas metanotréficas o estas se encuentran en abundancias muy bajas. Se encontré que,
en general, el metabolismo que predomina es el metilotréfico. Los compuestos metilados
utilizados como sustrato por estas arqueas metanogénicas se generan en los sedimentos
marinos a partir de osmolitos de bacterias, algas, fitoplancton y algunas plantas (Liu &
Whitman, 2008). En diversos estudios se ha reportado que las arqueas metanogénicas
metilotréficas son las que principalmente contribuyen a la produccién de metano en sitios
ricos en sulfato (Sela-Adler et al., 2017; Xiao et al., 2018; Li et al., 2020). Sin embargo, este
trabajo aporta evidencia de que en ambientes hipersalinos pueden coexistir grupos de arqueas
metanogénicas con metabolismo hidrogenotrofico y acetoclastico a pesar de la competencia
con las bacterias sulfatoreductoras; lo cual también se ha reportado en otros ambientes
hipersalinos del pais como los tapetes microbianos en Guerrero Negro, Baja California Norte
(Garcia-Maldonado et al., 2023). El sitio PC es el unico donde se observaron los 4 tipos de
metabolismos, el sitio YR carece de metabolismo acetoclastico y el sitio PR cuenta
unicamente con metabolismo metilotrofico; lo cual sugiere que el sitio con una mayor
recuperacion aparente cuenta con una mayor diversidad metabdlica de arqueas

metanogénicas.

Es importante mencionar que esta informacion se obtiene dentro de lo que se observo con las
secuencias asignadas, sin embargo, se detectaron bastantes secuencias que no

correspondieron a ningun grupo conocido de arqueas metanogénicas en la base de datos
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utilizada, lo cual sugiere la presencia de algunos clusters especificos de estos sitios que
podrian pertenecer a cualquiera de los 4 metabolismos. En otros estudios de arqueas
metanogénicas es comun que se encuentren muchos grupos sin asignar debido a la falta de
secuencias ambientales del gen mcrA en las bases de datos, a que en la mayoria de los
ecosistemas estos microorganismos forman parte de la bidsfera rara y a que muchos grupos
no son cultivables, dificultando su estudio a nivel filogenético (Liu & Whitman, 2008;
Garcia-Maldonado et al., 2023; Jia et al., 2023).

Se opt6 por construir un arbol filogenético para obtener informacion sobre las relaciones
filogenéticas de las secuencias sin asignar del gen mcrA (Fig. 14). La mayoria de las
secuencias (24/76) conformaron un clado que no se relaciono filogenéticamente con ninguno
de los grupos de referencia, lo cual sugiere la presencia de nuevos clusters de arqueas
metanogénicas sin descripcion previa, posiblemente especificos de estos ecosistemas. Algo
interesante es que las secuencias de este clado estuvieron presentes principalmente en el sitio
YR y un poco menos abundantes en el sitio PC, sin embargo, no estuvieron presentes en el
sitio PR (Anexo 8). El segundo clado con mayor numero de secuencias (22/76) estuvo
mayormente relacionado al género Methanosalsum, este incluyé a los ASVs con mayor
abundancia en los tres sitios, pero solo se asignaron hasta nivel de Dominio (Archaea). El
género Methanosalsum se encuentra dentro del filo Euryarchaeota, por lo que lo mas
probable es que estos ASVs, asi como la mayoria, estén dentro de este filo, pero no se haya
logrado asignar. Se puede inferir entonces que estos ASVs de gran abundancia tengan un
metabolismo metilotrofico, lo cual es esperado en estos ecosistemas (Sela-Adler et al., 2017).
Los siguientes clados estuvieron principalmente relacionados a Methanocaldococcus
jannaschii (12/76 secuencias) y al género Methanobacterium (10/76 secuencias); los ASVs
que conformaron a estos clados estuvieron presentes en los tres sitios, pero con mayor
abundancia en el sitio PR. Ambos grupos son hidrogenotréficos (Susanti et al., 2019; Yu
et al., 2020), por lo que se puede inferir que este metabolismo esté presente en el sitio PR.
Finalmente, se encontré un clado de 4 secuencias asociadas al género Methanohalobium,
presentes Unicamente en el sitio YR, reafirmando la inferencia de que en este sitio la alta
salinidad favorecié el crecimiento de grupos de arqueas metanogénicas haldfilas (Kallistova
et al., 2020). También se observaron secuencias Unicas cercanas a Methanocella paludicola

en el sitio PC, al género Methanococcoides en el sitio YR y a los géneros Methanomicrobium

75



y Methanolobus en estos dos sitios, lo cual sugiere la presencia de grupos principalmente
metilotréficos e hidrogenotroficos (Sakai et al., 2011; Jing etal., 2016), mientras que el

metabolismo acetoclastico no se vio representado en estas secuencias.

Bacterias metanotroficas

Se infiere que los sedimentos de manglares de la Peninsula de Yucatan analizados en este
trabajo cuentan con bajas abundancias de bacterias metanotroficas, debido a la baja deteccion
del gen pmoA (Fig. 15) y a que no fue posible secuenciar ninguno de los genes marcadores
(pmoA y mmoX) para ninguna de las muestras. En otros trabajos se reportan mayores
abundancias de bacterias metanotréficas que arqueas metanogénicas en sedimentos de
manglares (Padhy et al., 2022), por lo que las condiciones fisicoquimicas en los sitios
analizados en este trabajo pudieron favorecer mayormente la presencia de arqueas

metanogénicas.

El gen pmoA fue mayormente detectado en el sitio PC (Fig. 15), por lo que se espera que sea
mas abundante en sitios de manglar con un mayor desarrollo de la vegetacion, como se ha
visto en otros estudios (Padhy et al., 2022). Es posible que las bacterias metanotroficas en
este sitio se hayan visto favorecidas por las condiciones de oxidacion observadas por el nivel
de potencial redox mas alto que en los otros sitios de estudio (Tabla 6). Por otro lado, el gen
mmoX no fue detectado en ninguno de los sitios. Este gen esta presente en los metanotrofos
de tipo Il y algunos del tipo | del género Methylococcus, ademas esta presente de manera
exclusiva en los géneros Methylocella y Methyloferula, es decir que estos son los Unicos
géneros que carecen del gen pmoA (Inagaki et al., 2004). Al no haber sido detectado este gen
en ninguna de las muestras se sugiere que en los sitios estudiados existe una menor presencia
de bacterias metanotréficas tipo Il. Las bacterias metanotroficas tipo | son mas comunes en
suelos con menor contenido de agua, es decir en ambientes ricos en oxigeno, mientras que,

el tipo 11 sobrevive en condiciones con poco oxigeno (Henckel et al., 2001).

A partir de las secuencias obtenidas del gen 16S rRNA se detectd la presencia de Gnicamente
dos grupos de bacterias metanotréficas (Tabla 9). La familia Methylacidiphilaceae, que
pertenece al filo Verrucomicrobia, las cuales son bacterias metanotroficas tipo X, fue

detectada en muestras de los sitios PC y YR. Los miembros de esta familia son mesofilicos
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o termofilicos y esté reportado que crecen a pH 0.6 — 6.0, ademas de que todos los generos
de esta familia han sido detectados en ecosistemas volcanicos acidos (Awala et al., 2023),
por lo que este trabajo aporta evidencia de su deteccion en sedimentos de manglares con pH
alcalino. Por otro lado, se observo la presencia de la familia Methylomirabilaceae Unicamente
en el sitio PR. Los miembros de esta familia son bacterias metanotréficas anaerobias que han
sido detectados en distintos ecosistemas terrestres y marinos, utilizan nitrito como aceptor de
electrones para la oxidacion de metano (Gontijo et al., 2021; Shi et al., 2022; Peres et al.,
2023) lo cual se puede relacionar con los niveles altos de nitrogeno total encontrados en este
sitio. Estas dos familias podrian ser las principales responsables del consumo de metano
producido por las arqueas metanogénicas.

La presencia de bacterias metanotroficas tipo X en bajas abundancias relativas en sedimentos
de manglares es inusual debido a que son aciddfilas y generalmente habitan ambientes
geotermales (Op Den Camp etal.,, 2009). En otros estudios en manglares se reportan
unicamente bacterias metanotréficas de tipo | y tipo Il (Shiau et al., 2018; Do Carmo Linhares
etal., 2021; Padhy et al., 2022), mientras que en este estudio se pudo haber favorecido la
presencia de las tipo X por las altas temperaturas observadas (Tabla 6), lo cual ya se ha
reportado en otros estudios (Roldan et al., 2022).

En el estudio de Shiau et al. (2018) las secuencias dominantes correspondieron a bacterias
metanotréficas del cluster deep-sea-5 (tipo I) y este fue mas abundante en manglares de
franja que en manglares chaparros de Taiwan, mientras que los géneros Methylobacter (tipo
1) y Methylocystis (tipo I1) fueron méas abundantes en el manglar chaparro (Shiau et al., 2018).
En manglares de India se encontré que Methylobacterium (tipo 1) fue el género dominante
en manglares perturbados, mientras que Methylophaga (tipo I) fue el género dominante en
manglares conservados, seguido de Methylobacterium y Methyloligella (ambos tipo I1).
Ademas, la abundancia total de bacterias metanotréficas fue mayor en manglares degradados
comparado con manglares conservados. Sin embargo, la proporcion de
metanotrofos:metanogénas fue mayor en manglares conservados que en perturbados (Padhy
et al., 2022). Debido a la falta de secuenciacion de los genes pmoA y mmoX, con este trabajo
aun no se tiene claro qué otros grupos de bacterias metanotréficas estan presentes en los

sedimentos de manglares de la Peninsula de Yucatan y contribuyen a la oxidacion de metano
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en estos sitios. Para lograr la secuenciacion de los genes marcadores se propone hacer
enriquecimientos de estas poblaciones en medios de cultivo para que se logren amplificar de

mejor manera, lo cual ya se ha hecho en otros estudios (Shiau et al., 2018).

Se espera que con la secuenciacion de los genes marcadores se detecten grupos de bacterias
metanotroficas tipo I, ya que estos habitan en suelos con un suministro limitado de metano,
lo cual se puede esperar en estos sitios ya que los ecosistemas costeros liberan menos metano
que los de agua dulce por la presencia de sulfato (Shiau et al., 2018) y debido a que se observo
una menor diversidad de arqueas metanogénicas comparado con otros sitios (Yu et al., 2020;
Padhy et al., 2022), lo cual se puede correlacionar con una baja produccion de metano. Sin
embargo, en otros sitios se reporta que el crecimiento y abundancia de bacterias
metanotroficas tipo | se ve inhibido por niveles altos de nitrégeno total y de salinidad (Jang
etal., 2011; Yu et al., 2020), condiciones que fueron observadas en los sitios de estudio y
que pudieron haber provocado una disminucion en las poblaciones de estas bacterias.

Finalmente, se ha reportado que las comunidades metanotroficas en estos ecosistemas se ven
afectadas principalmente por la salinidad, el sulfato, el pH y el contenido de nitrégeno (Yu
et al., 2020). Es posible que las diferencias fisicoquimicas entre los sitios hayan afectado la
composicion de bacterias metanotréficas, resultando en diferencias en la actividad de
oxidacion del metano. En el estudio de Zhang et al. (2019) se vio que las copias detectadas
del gen pmoA aumentaban en suelos méas humedos debido a que las condiciones andxicas
hacen que aumente la actividad metanogeénica y esto facilita la actividad metanotréfica cerca
de la interfase Oxica (Zhang et al., 2019). Posiblemente entonces en estos sitios sea mas facil

detectarlos cuando el nivel de inundacién es mayor.

Potencial genético de las rutas metanogénicas y metanotroéficas

Al comparar las abundancias de los genes mcrA 'y pmoA en los distintos sitios se observo que
en los sitios PC y PR esta mayormente representada la actividad de oxidacion del metano,
mientras que en el sitio YR estd mayormente representado el potencial de actividad
metanogénica (Tabla 10 y 11). La diversidad y abundancia de comunidades metanogénicas
y metanotréficas se correlacionan de forma positiva, respectivamente, con la produccion y

oxidacion de metano, es decir que una alta diversidad de comunidades metanogénicas y
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metanotréficas promueve una mayor actividad (Schnyder et al., 2018; Sierocinski et al.,
2018; Meyer et al., 2019).

Las muestras analizadas del sitio PC fueron las que tuvieron un mayor numero promedio de
copias del gen pmoA (Tabla 11), lo cual se esperaba ya que fue el sitio donde se detectd una
mayor abundancia de este gen. Sin embargo, a pesar de que también fue el sitio con la mayor
diversidad metabdlica de arqueas metanogénicas, el sitio YR fue en el que se encontrd un
mayor numero de copias del gen mcrA (Tabla 10), sugiriendo que existe una mayor actividad
potencial de metanogénesis. Por otro lado, en el sitio PR se vio una contradiccion entre la
abundancia de bacterias metanotroficas y su actividad potencial observada. Sin embargo, fue
el sitio donde se detecté una menor diversidad de arqueas metanogénicas, lo cual se
correlaciona con lo observado por gPCR, ya que en la muestra de este sitio se observé el
menor numero de copias del gen mcrA, lo cual sugiere que en este sitio la actividad

metanogeénica es baja.

Estudios previos han mostrado que los contenidos altos de nutrientes pueden decrementar la
diversidad de comunidades microbianas involucradas en el ciclo del metano, pero puede
aumentar sus abundancias y también puede cambiar su composicion. Ademas, se ha visto
que las salinidades altas decrementan la abundancia de bacterias metanotréficas, mientras
gue aumenta la abundancia relativa de arqueas metanogénicas metilotréficas (Yu etal.,
2020), lo cual coincide con lo observado en este estudio. En este estudio el fosforo total, el
carbono total y el contenido de arena fueron los factores que tuvieron una mayor influencia
en las comunidades microbianas entre sitios (Fig. 9), por lo que también pudieron tener un

efecto en la abundancia y actividad de comunidades relacionadas con el ciclo del metano.

Ademas, los sitios se caracterizaron por bajos niveles de materia organica, altos niveles de
nitrégeno y una alta abundancia de grupos de bacterias sulfatoreductoras, lo cual pudo
decrementar la abundancia de bacterias metanotroficas y cambiar la composicion de arqueas
metanogeénicas entre sitios, posiblemente teniendo un efecto en la actividad de estas. Se ha
visto que las diferencias en la composicion de arqueas metanogénicas resulta en diferencias
en la capacidad de produccion de metano en humedales (Yuan et al., 2014), lo cual se espera
gue ocurra en estos sitios. Ademas, el contenido de nitrogeno total ha sido correlacionado

negativamente con la diversidad de bacterias metanotréficas (Zhang et al., 2019) y se ha
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reportado que las altas concentraciones de amonio tienen un efecto inhibitorio en la actividad
de bacterias metanotroficas debido a que las enzimas metano monooxigenasas (MMO) no
solo oxidan el metano, sino que también actuan sobre los iones de amonio (Jang et al., 2011,
Broman et al., 2020).

En general, el aumento en la diversidad de comunidades metanogénicas y decremento en
abundancia de metanotréficas observado a lo largo de los sitios podria resultar en una mayor
produccién de metano y una menor oxidacion. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que la deteccion de estos genes marcadores en muestras de DNA de los sedimentos no
necesariamente implica que la actividad que estos representan esté presente, debido a que el
DNA puede permanecer estable en células muertas y aparte estos genes pueden estar
presentes pero sin ser expresados (Cebron et al., 2007). Con un andlisis de los transcritos de
estos marcadores (RT-gPCR) se podria tener resultados mas claros del nimero de copias de
genes que estan siendo expresados por las comunidades microbianas y que representan de

manera mas directa la actividad de sintesis y consumo de metano.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se reporta por primera vez la estructura, composicién y la actividad potencial,
basado en el nimero de copias de genes funcionales, de comunidades de arqueas
metanogénicas y bacterias metanotréficas en sedimentos asociados a Avicennia germinans
en tres sitios restaurados de la Peninsula de Yucatan. Los analisis de comunidades
microbianas sugieren que estas comunidades de microorganismos corresponden a la bidsfera
rara de estos ecosistemas, por ser grupos extremadamente diversos, pero con muy baja

abundancia relativa.

Los tres sitios analizados en este trabajo se caracterizaron por tener condiciones hipersalinas,
pH alcalino, una alta temperatura en el agua circundante y mostraron un bajo contenido de
materia organica y un alto contenido de nitrégeno. Ademas, a pesar de que los tres sitios
analizados en este estudio tuvieron las mismas acciones de restauracion ecoldgica alrededor
del afio 2010, se observaron diferencias en algunas variables ambientales, que
potencialmente pueden estar influenciando la composicion y actividad microbiana. El sitio
YR presentd un mayor contenido de P total, lo cual sugiere un mayor aporte de nutrientes;
mientras que, el sitio PC presentd un mayor contenido de materia organica y carbono total

comparado con los otros sitios, lo cual indica un mayor almacenamiento de carbono.

La diversidad y riqueza de las comunidades microbianas fueron similares para los tres sitios
analizados, sin embargo, se detectaron diferencias en su estructura y composicion gue, con
base en el andlisis de dbRDA, estuvieron relacionadas principalmente con el contenido de
fésforo total, de carbono total y de arenas. Los grupos de microorganismos abundantemente
diferenciales entre sitios correspondieron principalmente a grupos de bacterias

sulfatoreductoras como Desulfotignum, Desulfosarcinaceae y Desulfocapsaceae.

Las comunidades de arqueas metanogénicas estuvieron dominadas por miembros del orden
Methanosarcinales en todos los sitios de estudio, por lo que se considera que el metabolismo
metanogénico a partir de compuestos metilados puede ser el mejor representado en los tres
sitios analizados. No obstante, en este trabajo se reporté la presencia de los 4 tipos de
metabolismos para el sitio PC, sugiriendo que estos microorganismos pueden coexistir junto

con las bacterias sulfatoreductoras a pesar de la competencia por sustratos. El sitio YR se
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caracterizd por la presencia de arqueas metanogenicas hal6filas y el sitio PR tuvo la menor
diversidad metabdlica de arqueas metanogénicas.

Se reportd por primera vez la presencia de los géneros Methanohalobium, Ca.-
Methanosuratincola y Methanomicrobium en sedimentos de manglares y se sugiere la
presencia de nuevos clusters de arqueas metanogénicas sin descripcion previa, posiblemente

especificos de estos ecosistemas.

Se detectd la presencia de dos familias de bacterias metanotroficas a partir de las secuencias
obtenidas del gen 16S rRNA: la familia Methylacidiphilaceae (tipo X), en los sitios PCy YR
y la familia Methylomirabilaceae (ANME), en el sitio PR. Ademas, se detect6 el gen pmoA
principalmente en el sitio PC, mientras que el gen mmoX no fue detectado en ninguno de los
sitios; lo cual indica una mayor abundancia de bacterias metanotréficas en sitios con una

mayor recuperacion de la vegetacion.

Con base en la cuantificacion de genes funcionales, se sugiere una mayor actividad de
oxidacion aerobia del metano en el sitio PC, sin embargo, estos microorganismos se
encontraron en bajas abundancias. Para el sitio PR también se detectd la presencia del gen
funcional relacionado con la oxidacién aerobia del metano, sin embargo, no se logré detectar
la presencia de estos microorganismos; mientras que, para el sitio YR se estimé una mayor
potencial actividad metanogénica y se detectd la presencia de bacterias metanotrdficas,

aunque estuvieron en bajas abundancias y con baja actividad.

82



PERSPECTIVAS

Los resultados presentados en esta tesis conforman un avance en el conocimiento de las
comunidades de arqueas metanogénicas y bacterias metanotréficas en sedimentos de
manglares de la Peninsula de Yucatan. Sin embargo, estos resultados estan limitados a lo que
se pudo observar durante un Unico muestreo durante una temporada especifica del afio. Es
necesario hacer un estudio con escala temporal, tomando muestras de los sedimentos durante
cada temporada (lluvias, secas y nortes) para analizar como varian estas comunidades junto
con las variaciones ambientales a lo largo de estas temporadas. Ademas, se podrian hacer
comparaciones entre distintos sitios, donde se podrian incluir sitios como Sisal, Celestin y
Dzilam de Bravo, ya que, al igual que Progreso y Yucalpetén corresponden a sitios donde
ocurrid una perturbacién en los manglares y después se llevaron a cabo acciones de

restauracion.

En futuros estudios es necesario un mayor tamafio de muestra para la medicion de las
variables fisicoquimicas, para tener una mayor representatividad de los sitios y disminuir la
variacion dentro de cada sitio. Se recomienda tomar en cuenta la medicion del hidroperiodo
(tiempo, duracion y nivel de inundacidn), la densidad aparente, y la cantidad de carbono

organico e inorganico.

Ademas, para llevar a cabo el muestreo en cada sitio se recomienda tomar en cuenta las
distintas condiciones del manglar: conservado, restaurado y degradado; lo cual permite tener
una mejor comparacion, tanto de los efectos de la degradacién del manglar, como de los
efectos de las acciones de restauracion en las comunidades microbianas relacionadas al ciclo
del metano y su actividad. Se propone también la medicién de metano in situ con la
utilizacion de camaras medidores de gas en campo para correlacionarlo con la diversidad, la
composicion y la actividad de arqueas metanogeénicas y bacterias metanotréficas; asi como
tomar muestras de sedimento a distintas profundidades para medir como cambia la

produccion de metano en estas zonas.

Finalmente, se propone realizar enriquecimientos de bacterias metanotréficas en medios de
cultivo para lograr la secuenciacion de los genes marcadores pmoA y mmoX y obtener
informacion sobre la diversidad taxonOmica de estos microorganismos encontrada en

sedimentos de manglares de la Peninsula de Yucatan. Ademas, con estos enriquecimientos
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se podrian seguir lineas de investigacion sobre aplicaciones biotecnoldgicas de estos
microorganismos, como la biorremediacion de distintos contaminantes o la produccion de

polihidroxialcanoatos.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados de la prueba de Kruskall Wallis para variables fisicoquimicas.

Measure Test_Method Group Comparison A P.unadj | P.adj | Significance
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-C -
1 MO Wallis Multiple | Progreso-C 0 1 1 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-C -
2 MO Wallis Multiple | Progreso-C 1.341 0.179 0.539 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-R -
3 MO Wallis Multiple | Progreso-R ) 1.341 0.179 0.359 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-C -
4 P_total Wallis Multiple | Progreso-C 0.745 0.456 0.456 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal- )
. . Yucalpetén- | Progreso-C -
5 P_total Wallis Multiple . -1.63 0.101 0.202 ns
) R Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal- )
. . Yucalpetén- | Progreso-R -
6 P_total Wallis Multiple . -2.38 0.017 0.051 ns
. R Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-C -
7 N_total Wallis Multiple | Progreso-C 0.298 0.765 0.765 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-C -
8 N_total Wallis Multiple | Progreso-C . 1.937 0.052 0.157 ns
. Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-R -
9 N_total Wallis Multiple | Progreso-R ) 1.639 0.101 0.202 ns
. Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-C -
10 C_total Wallis Multiple | Progreso-C 1.788 0.073 0.147 ns
) Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ) Progreso-C -
11 C_total Wallis Multiple | Progreso-C ) 2.236 0.025 0.076 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-R -
12 C_total Wallis Multiple | Progreso-R ) 0.447 0.654 0.654 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
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Dunn's Kruskal-

] . Progreso-C -
13 Arena Wallis Multiple | Progreso-R -1.788 0.073 0.147 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-C -
14 Arena Wallis Multiple | Progreso-C ) 0.447 0.654 0.654 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . Progreso-R -
15 Arena Wallis Multiple | Progreso-R . 2.236 0.025 0.076 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
. . . Progreso-C -
16 Limo Wallis Multiple | Progreso-C 1.490 0.136 0.272 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal- .
. . . Yucalpetén- | Progreso-C -
17 Limo Wallis Multiple . -0.596 0.550 0.550 ns
. R Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal- .
) ) ) Yucalpetén- | Progreso-R -
18 Limo Wallis Multiple . -2.086 0.036 0.110 ns
. R Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ] ) Progreso-C -
19 Arcilla Wallis Multiple | Progreso-C 0.606 0.544 1 ns
. Progreso-R
Comparisons
Dunn's Kruskal-
] ] ) Progreso-C -
20 Arcilla Wallis Multiple | Progreso-C ) 0.758 0.448 1 ns
) Yucalpetén-R
Comparisons
Dunn's Kruskal- )
. . . Yucalpetén- | Progreso-R -
21 Arcilla Wallis Multiple 0.151 0.879 0.879 ns
R Yucalpetén-R

Comparisons
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Anexo 2. Valores promedio + desviacion estandar e IC (Lim. Inferior — Lim. Superior) al
95% de determinaciones fisicoquimicas analizadas en sedimentos de manglares restaurados.

59.18])

[26.2 — 30.25])

Sitio N total (%0) P total (umol/g) C total (%) MO (%)
16.56 + 0.65 (IC 8.95+3.15(IC
1.42+0.44 (1C95% | 3.58 +1.02 (IC 95%
PC 95% [16.01 — 95% [5.33 -
[0.92 - 1.74]) [2.42 - 4.34])
17.28)]) 11.09])
9.89+0.31(IC
1.32+0.14(IC95% | 2.57+0.23 (IC95% | 14.5+ 1.36 (IC 95%
PR [1.19 - 1.47]) [2.32 - 2.77]) [13.1 - 15.82]) 9% [3.67 -
. . . . . : 10.25])
VR 0.83+0.12 (IC95% | 4.81+0.23 (IC95% | 13.99 + 0.9 (IC 95% 7.04 +£0.66 (IC
[0.70 - 0.93]) [4.57 - 5.03]) [13.07 — 14.88]) 95% [6.55 - 7.79])
Sitio Arena (%) Limo (%) Arcilla (%)
63.81 + 13.61 (IC 21.12+14.72 (IC
PC 15.07 £ 1.54 (IC 95% [13.8 — 16.8])
95% [48.1-72.1]) | 95% [11.98 —38.1])
76.48 £2.09 (IC
9.76 + 2.05 (IC 95%
PR 95% [74.13 — 13.77 £ 1.01 (IC 95% [12.73 — 14.75])
[8.1-12.05])
78.15])
57.17+2.02 (IC
28.87 £ 2.31 (IC 95%
YR 95% [55.13 — 13.97 £ 1.14 (IC 95% [12.65 — 14.63])
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Anexo 3. Valores promedio + desviacion estandar e IC (Lim. Inferior — Lim. Superior) al
95% de la riqueza y diversidad observadas en las comunidades microbianas de sedimentos
de manglares restaurados.

Sitio Riqueza (nam. de ASVs) Indice de Shannon (diversidad)
327.33+2.52 534+0.1
P (1C 95% [325 —330]) (IC 95% [5.227 — 5.436])
oR 349 +30.05 5.45 + 0.06
(1C 95% [326 — 383]) (IC 95% [5.40 — 5.52])
YR 309.67 = 37.07 522+0.14
(IC 95% [267 — 334]) (IC 95% [5.058 — 5.34])
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Anexo 4. Resultados de la prueba de Kruskall Wallis para diversidad alfa.

Comparison Z P.unadj P.adj Significance
Progreso-C -
1 -1.1925696 0.23303798 0.6991139 ns
Progreso-R
Progreso-C -
2 ) -0.1490712 0.88149745 0.8814975 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
3 1.0434984 0.29671753 0.5934351 ns
Yucalpetén-R
Progreso-C -
4 -1.1925696 0.23303798 0.6991139 ns
Progreso-R
Progreso-C -
5 -0.1490712 0.88149745 0.8814975 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
6 ) 1.0434984 0.29671753 0.5934351 ns
Yucalpetén-R
Progreso-C -
7 1.1925696 0.23303798 0.6991139 ns
Progreso-R -
Progreso-C -
8 -0.1490712 0.88149745 0.8814975 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
9 1.0434984 0.29671753 0.5934351 ns
Yucalpetén-R
Progreso-C -
10 -1.0434984 0.29671753 0.2967175 ns
Progreso-R
Progreso-C -
11 ) 1.0434984 0.29671753 0.5934351 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
12 ) 2.0869968 0.03688843 0.1106653 ns
Yucalpetén-R
Progreso-C -
13 -1.3416408 0.17971249 0.3594250 ns
Progreso-R
Progreso-C -
14 0.4472136 0.65472085 0.6547208 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
15 1.7888544 0.07363827 0.2209148 ns
Yucalpetén-R
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Progreso-C -
16 -1.3416408 0.17971249 0.3594250 ns
Progreso-R
Progreso-C -
17 ) 0.4472136 0.65472085 0.6547208 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
18 ) 1.7888544 0.07363827 0.2209148 ns
Yucalpetén-R
Progreso-C -
19 -1.1925696 0.23303798 0.6991139 ns
Progreso-R
Progreso-C -
20 -0.1490712 0.88149745 0.8814975 ns
Yucalpetén-R
Progreso-R -
21 1.0434984 0.29671753 0.5934351 ns
Yucalpetén-R
Anexo 5. Diagrama de Venn de ASVs compartidas y exclusivas para cada sitio de estudio.

Progreso-C Progreso-R
125
(12%) (14.2%)

82

24 3%

78 & Y
(9.5%) (3.8%)

517

(19.6%)

Yucalpetén-R
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Anexo 6. Abundancia de bacterias a nivel de género obtenidas a partir de la secuenciacion
del gen 16S rRNA.

1007

Abundancia relativa (%)

5! 5 ! A I .
%K % KQ’ % ’%“P\ 2 3 % % % % 2 1‘15:? e@@ "‘/5-6)

B g unf f Balneolaceae g_ g_ Spirochaeta_2 g__g_ Phaeodactylibacter [l g_ g_ Calditrichaceae
g_un_f f Desulfosarcinaceae g_un_f_f Marinilabiliaceae [ | g_ g Zixibacteria g__un_o__o__Ardenticatenales
g_un_f f Saprospiraceae g__g_ Lentimicrobiaceae g_ g SBR1031 g__g_ Phormidium_MBIC10003

. g_un_f_f Cyclobacteriaceae . g_g_ SB-5 . g_un_f_f Rhodothermaceae . Others

Anexo 7. Abundancia de bacterias a nivel de familia obtenidas a partir de la secuenciacion
del gen 16S rRNA.

Abundancia relativa (%)

4 % % % % % % = %
£ ,% = ,% B {%) £ ,%) = ,% = {%) ’15-@ /5-@ /3'15’
[ ] f_f Balneolaceae f_f Cyclobacteriaceae f_f Lentimicrobiaceae [ | f_f Phycisphaeraceae
[ | f_f Desulfosarcinaceae f_f Marinilabiliaceae [ | f f SB-5 [ | f__un_o_ o_ Ardenticatenales
f_f Spirochaetaceae f_f Rhodothermaceae f_f Zixibacteria f_f Phormidesmiaceae
. f_f Saprospiraceae f_f Calditrichaceae . f f SBR1031 . COthers
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Anexo 8. Tabla de abundancias de secuencias del gen mcrA sin asignar.

#ASV PCl1 | PC2 | PC3 | PR1 | PR2 | PR3 | YR1 | YR2 | YRS
ASV1 26 41 5 3080 91 81 250 0 68
ASV2 186 105 140 2265 267 220 249 0 73
ASV3 20 22 0 2659 92 93 247 10 161
ASV4 174 109 121 1906 241 220 223 0 76
ASV5 184 70 0 1881 221 245 269 17 122
ASV6 36 47 3 2447 95 59 200 0 69
ASV7 106 133 249 1272 201 161 116 57 0
ASV8 0 134 178 0 436 364 0 45 106
ASV9 0 154 187 0 366 328 0 96 73
ASV10 0 69 276 0 328 343 0 33 0
ASV11 0 0 0 729 0 0 0 0 0
ASV12 0 0 0 513 0 0 0 0 0
ASV13 0 47 21 0 150 122 0 63 99
ASV14 0 0 0 330 0 0 43 0 0
ASV15 0 0 0 328 0 0 0 0 0
ASV16 0 111 138 0 0 0 0 0 0
ASV17 0 0 0 0 0 0 74 33 138
ASV18 0 0 0 0 0 209 0 0 0
ASV19 0 0 0 0 0 0 84 0 122
ASV20 61 24 0 0 0 0 64 50 0
ASV21 0 0 0 0 164 0 0 0 0
ASV22 0 0 0 0 159 0 0 0 0
ASV23 0 0 151 0 0 0 0 0 0
ASV24 0 0 0 0 0 140 0 0 0
ASV25 0 0 126 0 0 0 0 0 0
ASV26 0 0 0 0 0 0 0 0 103
ASV27 0 0 0 0 0 0 0 0 95
ASV28 0 0 0 75 0 0 0 0 0
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