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RESUMEN

El estudio de las comunidades microbianas brinda informacion sobre los procesos
ecoldgicos, bioldgicos y biogeoquimicos que se llevan a cabo en los ecosistemas.
Los estudios microbiolégicos en manglares generalmente estan dirigidos a grupos
bacterianos especificos, por lo que gran parte de las comunidades en los suelos
aun se desconoce. Las técnicas moleculares como la amplificacion de acidos
nucleicos por PCR permiten abordar estudios de comunidades microbianas con
una resolucién capaz de detectar bacterias no cultivables. El objetivo de este
estudio fue analizar y comparar la estructura y la diversidad de las comunidades
microbianas en suelos de manglar y su relacién con las variables ambientales de
la temporalidad, profundidad y el gradiente de conservacion de la zona de estudio,
ubicada dentro del sistema lagunar Estero Pargo, Campeche. El andlisis se realizé
mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA en la plataforma de secuenciacion
masiva lllumina. Se colectaron nacleos de suelo en sitios de manglar clasificados
como de manglar no degradado, moderadamente degradado y degradado, en dos
estaciones climaticas (secas e inundaciones), y a diferente profundidad (05, 20 y
40 cm). Se obtuvieron 11,469 variables Unicas de amplicones (ASVs) a través de
las cuales se detectaron cambios en la diversidad microbiana relacionada al
gradiente de conservacion en el area de estudio y en relacién con la profundidad
de las capas del suelo. De acuerdo con los resultados, la familia Vibrionaceae
domind en sitios conservados. El sitio de degradacion moderada reveld patrones
estacionales en los cuales Halomonas y Marinomonas dominaron en temporada
seca y Exiguobacterium domin6é en temporada de inundaciones. Este estudio
revel6 que una familia de Firmicutes se distribuye en todas las profundidades
analizadas, lo que destaca su importancia y potencial para la restauracion del
ecosistema. Los indices de diversidad mostraron comunidades con una alta
rigueza de especies y mayor abundancia en la temporada de seca que en la de
inundaciones. Este trabajo aporta conocimiento sobre la estructura y composicion
de comunidades bacterianas en el suelo de manglar y su relacion con parametros
ambientales como temporalidad, profundidad y estado de conservacion.

Palabras clave: Comunidades microbianas, suelos de manglar, gen 16S



ABSTRACT

The study of microbial communities provides information on the ecological,
biological, and biogeochemical processes that occur in ecosystems.
Microbiological studies in mangroves are generally directed at specific bacterial
groups, so much of the communities in these soils remain unknown. Molecular
techniques such as nucleic acid amplification by PCR allow for the study of
microbial communities with a resolution capable of detecting non-cultivable
bacteria. The objective of this study was to analyze and compare the structure and
diversity of microbial communities in mangrove soils and their relationship with
environmental variables of temporality, depth, and the conservation gradient of the
study area, located within the Estero Pargo lagoon system, Campeche. The
analysis was performed by sequencing the 16S rRNA gene on the lllumina mass
sequencing platform. Soil cores were collected from mangrove sites classified as
non-degraded, moderately degraded, and degraded mangrove, in two climatic
seasons (dry and flood), and at different depths (05, 20, and 40 cm). A total of
11,469 unique amplicon sequence variants (ASVs) were obtained, through which
changes in microbial diversity related to the conservation gradient in the study area
and in relation to the depth of the soil layers were detected. According to the
results, the family Vibrionaceae dominated in conserved sites. The moderately
degraded site revealed seasonal patterns in which Halomonas and Marinomonas
dominated in the dry season and Exiguobacterium dominated in the flood season.
This study revealed that a family of Firmicutes is distributed at all analyzed depths,
highlighting its importance and potential for ecosystem restoration. Diversity
indices showed communities with high species richness and greater abundance in
the dry season than in the flood season. This work contributes knowledge on the
structure and composition of bacterial communities in mangrove soil and their
relationship with environmental parameters such as temporality, depth, and

conservation status.

Keywords: Microbial communities, mangrove soils, 16S rRNA gene, microbial

diversity, environmental variables
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1. INTRODUCCION

La relevancia del presente escrito, es aportar al conocimiento cientifico acerca del
comportamiento de las comunidades microbianas en el suelo dentro del
ecosistema de manglar del sistema lagunar Estero Pargo ubicado en Ciudad del
Carmen, Campeche, México. Este sistema lagunar ha sido impactado durante
muchos afios, por la actividad antropogénica, por lo que el objetivo general es
analizar la relacion que existe entre la estructura de las comunidades microbianas
con las variables de temporalidad (inundacién y secas), profundidad y grado de

conservacion del Estero.

Los ecosistemas de manglar se distribuyen en regiones tropicales y
subtropicales en todo el mundo (Lee et al. 2014). Son elementos esenciales de
los paisajes costeros y desempefian funciones cruciales en los patrones climaticos
globales, incluida la captura de carbono (Chatting et al. 2022, Song et al. 2023).
Dentro de estos ecosistemas, los microorganismos juegan roles clave en el

mantenimiento de la salud y el funcionamiento de los manglares.

En el ecosistema de manglar, los microorganismos participan en la
adquisicién y reciclaje de nutrientes, la resistencia a enfermedades y la tolerancia
al estrés salino e hidrico para favorecer a los arboles de mangle (Woodroffe et
al.2016, Palit et al. 2022, Akram et al. 2023). Los arboles de mangle y la
comunidad microbiana asociada a ellos interactian para incrementar la
probabilidad de supervivencia de cada uno (Akram et al. 2023). Ademas los
manglares albergan microorganismos en su rizosfera y tejidos radiculares
(Purahong et al. 2019), a cambio, estos microorganismos facilitan el ciclo de
nutrientes, como la fijacion de carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre y fésforo
(Holguin et al. 2001, Sjoling et al. 2005, Vovides et al. 2011), nutrientes esenciales
gue en su ausencia o déficit limita el crecimiento y la productividad de los
manglares. Las comunidades microbianas también actian como amortiguadores,
mejorando la resistencia a factores estresantes ambientales como la salinidad,

inundaciones y enfermedades (Lai et al. 2022). Por ejemplo, cultivar Azospirillum
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en los esfuerzos de restauracion aporta la fijacion de nitrégeno, produccion de
fitohormonas para promover la colonizacion de otros microorganismos, facilitando
la absorcion de nutrientes como fosforo y potasio, ademas de promover la
tolerancia al estrés en las raices de los manglares (Dominguez-Nufiez y Berrocal-
Lobo, 2021). Ademas, una amplia variedad de géneros bacterianos, incluidos
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces vy
Xanthomonas, han mostrado efectos protectores contra patdégenos fungicos y
bacterianos en varios sistemas vegetales al colonizar sitios de infeccion,
excluyendo competitivamente a los patdégenos y secretando potentes compuestos
antimicrobianos (Bonaterra et al. 2022). Es de esperarse que mecanismos
similares pudieran operar dentro de los ecosistemas de manglar. Esto apoya la
idea de que los arboles de manglar y la comunidad microbiana circundante forman
una entidad resiliente (Allard et al. 2020), lo cual desafia la manera tradicional de
observar a los organismos y enfatizar una interconexion entre los hospedadores

y sus comunidades microbianas asociadas (Morris, 2018).

Reconocer el concepto de holobionte el cual se refiere a el conjunto
formado por un organismo multicelular y sus microorganismos asociados
(Valdespino et al. 2014); en los ecosistemas de manglar es esencial para los
esfuerzos de conservacion y gestion. Las estrategias de conservacién deben
priorizar la preservaciéon de las especies de manglares y salvaguardar la
diversidad y la integridad de las comunidades microbianas asociadas (Lai et al.
2022). Por ejemplo, se ha demostrado que diferentes especies de arboles,
especialmente Aviceina germinians, tienen diferentes comunidades microbianas
asociadas como Clostridium y Vibrio (Gomes et al. 2014), y también se han
observado microorganismos especificos y microbiotas especializadas destacando
el género Tunicatimonas, Halomonas y Marinomonas para cada especie de arbol
(Wainwright et al. 2023). Se ha observado que el éxito de la restauracion esta
relacionado con las comunidades microbianas presentes en las raices de las
plantas (Gomes et al. 2010). Integrar la dinAmica hidrologica en los planes de

restauracion es vital, ya que la disponibilidad de agua, la deposiciéon de
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sedimentos y el ciclo de nutrientes influyen profundamente en la supervivencia y
regeneracion de los manglares (Ellison et al. 2020, Pérez-Ceballos et al. 2020,
Akram et al. 2023). Por lo tanto, las iniciativas de restauracion holisticas que
consideran todo el holobionte e incorporan factores hidrolégicos son esenciales
para garantizar la resiliencia y sostenibilidad a largo plazo de los ecosistemas de

manglar.

Las fluctuaciones de mareas en los ecosistemas de manglar dictan factores
cruciales como disponibilidad de nutrientes, niveles de oxigeno, mecanismos de
dispersion y salinidad. Estos elementos son esenciales para el bienestar y la
distribucién de las especies de manglares y su comunidad microbiana asociada.
Las alteraciones inducidas por el ser humano en los patrones hidrolégicos pueden
perturbar estos ecosistemas, lo que conduce a una reduccion del intercambio de
mareas, salinidad elevada, sedimentacion y desequilibrio de nutrientes (Kamali y
Hashim, 2011, Pérez-Ceballos et al. 2020). Las inundaciones prolongadas
aumentan los niveles de concentracion de sulfuro, ya que la columna de agua
dificulta la entrada de oxigeno al suelo, desfavoreciendo las condiciones

fisicoquimicas necesarias para los arboles de manglar (Tobler et al. 2006).

Las dinamicas hidroldgicas también moldean la distribuciéon y composicion
de las comunidades microbianas en habitats de manglar (Mai et al. 2021,
Thomson et al. 2022). La inundaciéon de mareas introduce diversas poblaciones
microbianas de areas vecinas, enriqueciendo la microbiota del suelo. Los cambios
en los patrones hidrolégicos pueden perturbar estas comunidades microbianas,
afectando la disponibilidad de nutrientes, las tasas de descomposicién y, en ultima
instancia, la salud del manglar (Pérez-Ceballos et al. 2020, Akram et al. 2023).
Por lo tanto, los esfuerzos de rehabilitacion de manglares deben priorizar acciones
como la restauracion de la conectividad de las mareas y la gestion de la
sedimentacion para fomentar condiciones éptimas para el crecimiento del manglar

y el establecimiento de comunidades microbianas saludables.
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2. Antecedentes

En la actualidad, gracias al cambio en la percepcién del rol que juegan los
microorganismos en el desarrollo de los ecosistemas, cada vez son mas los
estudios encaminados a entender la diversidad microbiana y su funcionamiento
(Azman et al. 2015, Lopez et al. 2018).

En el continente Asiatico, Basak et al. (2016) colectaron muestras dentro
del manglar en Dhulibhashani, Sundarbans localizado al noreste de la costa de
India, por su parte Nathan et al. (2020) llevaron a cabo la recoleccion al Oeste de
India en la region de Puthuvypeen y Manglavanam, donde caracterizaron la
diversidad microbiana en los suelos de manglar. Basak et al. (2016) realizaron la
secuenciacion del gen 16S RNA en diferentes temporadas, mientras que Nathan
et al. (2020) realizaron la secuenciacion mediante la amplificacion de las regiones
V3-V4 del gen 16S. Los andlisis mostraron que la comunidad de mangle en
Dhulibhashani se compone principalmente de los phylo Proteobacteria,
Bacteroides, Firmicutes, Nitrospirae, Actinobacteria, Planctomycetes, mientras
gue en Puthuvypeen y Manglavanam se encuentra caracterizado principalmente
por Proteobacterias seguidos de las clases Gammaproteobacteria vy

Alphaproteobacteria.

Por otra parte, en el continente americano Mendes & Tsai (2014) estudiaron
las variaciones en la estructura bacteriana a diferentes profundidades en la regién
de Cananéia, Sao Paulo, Brasil, reportando que las caracteristicas del suelo tal
como profundidad, conductividad, pH y contenido de potasio presentan una
relaciéon en la estructura de la comunidad bacteriana. Por otro lado, Nogueira et
al. (2015) describieron cuatro microbiomas de manglares semiaridos a partir de
suelos, donde se relaciona la disminucion de Gammaproteobacteria y un aumento
de Betaproteobacteria con el aumento de la eutrofizacion. Ademas, documentaron
la presencia de grupos extremofilos como Lentisphaerae, Thermotogae,
Dictyoglomi, Aquificae y Elusimicrobia.

Por ultimo, en Laguna de Términos, especificamente en el Estero Pargo,

Lizarraga-Partida et al. (1987), cuantificaron las diferencias estacionales de
12
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poblaciones de comunidades bacterianas y se caracterizaron las heter6trofas.
Ademas, se determind que la variacion entre las estaciones determina la variacion
de microorganismos heterotrofos, pudiendo identificar un incremento de estos
microorganismos pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus y Vibrio
los cuales estan relacionados con el impacto antropogénico de la zona urbana de
Ciudad del Carmen. Concluyendo que es necesario realizar mas estudios del

microbioma en Estero Pargo.

3. Justificacién

El area de estudio se localiza aproximadamente a 1-2 km de los seis
asentamientos urbanos mas cercanos: Isla del Carmen, Atasta, Puerto Rico,
Nuevo Progreso y Palizada. Estos asentamientos, con una poblacion total de
205,487 habitantes, generan al menos dos descargas residuales sin tratamiento
en la zona. Aunado a esto, las actividades de piscicultura (ostion, camaron blanco,
jaiba, robalo y tilapia) estan creciendo dentro del estuario sin control alguno,
promoviendo la mortandad de arboles de mangle. El Estero Pargo al ser un
manglar urbano el cual puede servir como una ubicacién modelo para el estudio
de las comunidades bacterianas y el comportamiento de estas ante la degradacién
del ecosistema de manglar

4. Hipotesis

La estructura de las comunidades microbianas en los suelos de manglar de estero
Pargo exhibira diferencias significativas en su diversidad, riqueza y composicion
taxonomica, las cuales estaran determinadas por una interacciéon compleja entre

el grado de conservacion del sitio, la profundidad del suelo y la temporalidad
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

e Analizar la relacién entre la estructura de las comunidades microbianas y
las variables de temporalidad (lluvias y secas), profundidad y grado de

conservacion.

5.2 Objetivos particulares

e Caracterizar y comparar la estructura de las comunidades microbianas en
tres sitios con diferente condicién de conservacion.

e Caracterizar y comparar la estructura de las comunidades microbianas a
tres diferentes horizontes de profundidad durante la estacién seca y de
inundacion.

e Identificar cambios en la estructura de la comunidad microbiana en los
suelos del manglar en estero Pargo con relacion a un gradiente de

conservacion y de forma estacional y espacial.

6. Material y Métodos

6.1 Area de estudio

La Laguna de Términos, designada como sitio Ramsar numero 1356, de
importancia bioldgica internacional, esta experimentando varias presiones debido
al crecimiento de la industria y la urbanizacion. El area de estudio abarca el
bosque de manglares situado dentro del estuario conocido como Estero Pargo en
el lado sureste de la Isla del Carmen en Campeche, México (18° 39' 05" N; --91°
45'31" Oy 18° 39' 03" N; --91° 45' 26" O, figura 1). El Estero Pargo esta formado
por un canal de mareas de agua dulce y salada con una longitud de
aproximadamente 6 km y un ancho promedio de 14 m, presenta una masa forestal
compuesta de mangle rojo (Rhizophora mangle), mangle blanco (Laguncularia

racemosa) y mangle negro (Avicennia germinans), de aproximadamente 52 ha,
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presenta un clima humedo calido ademas un patrén estacional de temperatura
con maximos de 35.8 °C con minimos de 18.6 °C, la época de secas va de febrero
a mayo. La precipitacion se inicia en el mes de junio sobrepasando los 100
mm/mes, manteniendo este rango hasta octubre-noviembre donde
posteriormente se observa una ligera disminucién en el patron de lluvias de 80
mm/mes hasta febrero. La evaporacion es de 1,500 mm/afio,el régimen de mareas
es de aproximadamente 0.33 m. (Coronado-Molina et al. 2012, Contreras et al.
2014, Vande Velde et al. 2019).

De acuerdo con la condicién del vigor de los arboles, Estero Pargo puede
dividirse en tres areas que conforman un gradiente de conservacion: la franja
(aproximadamente 20-30 m de ancho) a lo largo del borde del canal de mareas,
la especie dominante es el manglar rojo (Rhizophora mangle), con algunos
individuos de mangle blanco (Laguncularia racemosa) también presentes; la
cuenca (aproximadamente 300 m de ancho), situada detras de la franja, la especie
dominante cambia al manglar negro (Avicennia germinans); por ultimo, existe un
parche (aproximadamente 2.8 ha) de un area de manglar degradado donde la
mayoria de los arboles han muerto, aunque persisten menos de 20 individuos

pertenecientes a A. germinans (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion geografica del area de estudio con respecto a la mancha urbana de Ciudad
del Carmen, Campeche. Indicando la condicion de conservacion con letras A=franja, B=cuencay
C=zona degradada

6.2 Muestreo

El presente estudio se realizé con datos de libreria genética proporcionados por
el Dr. Julio Cesar Canales Delgadillo perteneciente como profesor investigador del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia Estacion ElI Carmen, localizado en
Ciudad del Carmen, Campeche perteneciente a la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Con la finalidad de analizar la relacién entre la
estructura de las comunidades microbianas y las variables de temporalidad
(lluvias y secas), profundidad y grado de conservacion en el suelo de Estero
Pargo, se realizaron muestreos en temporada de lluvias (Enero) y en temporada
de secas (Mayo) en 2018 a lo largo de un gradiente de conservacién, que va desde

la zona de franja, la mas conservada en la cual encontramos manglar rojo

16



(Rhizophora mangle) con algunos individuos de mangle blanco (Laguncularia
racemosa), en adelante denominada no degradada (ND), seguida por el sitio
moderadamente degradado (MD) dominado principalmente por manglar negro
(Avicennia germinans) localizado en la zona de cuenca, hasta el area mas
dafnada, referida como degradada (D) o el manglar deteriorado en la cual se
encuentra conformado por mangle muerto aunque persisten algunos arboles de
A. germinans (Fig. 1). El sitio ND no mostré evidencia de factores naturales o
antropicos que impactaran la estructura del bosque, con la mayoria de los arboles
vivos y el bosque cubriendo completamente esta zona, sirviendo como sitio de
referencia. En el sitio MD, aunque la mayoria de los arboles estaban vivos, se
observaron varios arboles muertos. Por ultimo, el sitio D presentd una alta

mortalidad de arboles, con solo unos pocos arboles vivos restantes (Fig. 1).

Para la colecta de muestras en Estero Pargo se establecieron tres parcelas
de muestreo, cada una de 100 m?, paralelas al canal de mareas dentro de cada
zona de muestreo (ND, MD y D). En el punto medio de cada parcela, se utilizé un
nucleador de acero inoxidable para colectar nucleos de suelo con una longitud de
50 cm a partir de la superficie del suelo. Cada nucleo colectado se seccion6 en
intervalos de 0-10 cm, 10-30 cm y 30-50 cm (en adelante denominados niveles
del perfil) para obtener muestras de la parte central de cada seccion de los
nacleos, correspondientes a los niveles de horizonte de 5 cm, 20 cmy 40 cm. Para
tomar en cuenta las variaciones estacionales, se recolectaron tres réplicas de
ndcleos en cada sitio durante dos estaciones distintas: la temporada de lluvias
(enero) y la temporada seca (mayo) de 2018. Todas las muestras se transportaron
dentro de bolsas plasticas al laboratorio del Instituto de Ciencias del Mar y

Limnologia campus El Carmen y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.
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6.3 Disefio Experimental

Op

5cm

10cm

20cm

30cm

40 cm

Sitio No Degradado Moderadamente Degradado

Rhizophora degradado
Arbol de mangle Avicennia Avicennia
Mangle & germanis germanis

Laguncularia
rasemosa

Figura 2. Representacion gréafica del disefio experimental, el cual muestra tres sitios de mangle
con distinto nivel de degradacién y el nlcleo de 50 cm donde se muestran los intervalos de donde
fueron recolectadas las muestras de suelo. Ademds, se muestran una representacion de la
temporada de secas en la parte superior y en la parte inferior la temporada de inundacién.

6.4 Extraccion de ADN

Después de descongelar y homogeneizar completamente las muestras de suelo
colectadas en Estero Pargo, se extrajo el ADN para analisis molecular utilizando
250 mg de suelo. Se purificaron 54 muestras de ADN de suelo siguiendo las
instrucciones del fabricante utilizando el kit de ADN de suelo E.Z.N.A. (Omega
Biotech, Inc., Georgia, EE. UU.). Para garantizar una representatividad adecuada
de la comunidad bacteriana, se agruparon cinco réplicas de extraccion de ADN
por cada seccion del nucleo (5, 20, 40 cm) en cada nivel de perfil para su analisis.

6.5 Amplificacion y Secuenciacion

Las bibliotecas genéticas se prepararon utilizando los cebadores 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) y 785R (GACTACHVGGGTATCTAATCC) para
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amplificar fragmentos de las regiones V3-V4 del gen 16S codificante para
identificacion de especies de bacterias y arqueas (Mai et al. 2021). Las muestras
de ADN se prepararon para la secuenciacion dirigida con el kit Quick-16S™ NGS
Library Prep (Zymo Research, Irvine, CA). La biblioteca de secuenciacion se
prepard utilizando maquinas de PCR en tiempo real mediante el servicio de
ZymoBIOMICS® Targeted Sequencing Service for Microbiome Analysis (Zymo
Research, Irvine, CA) de para controlar los ciclos y limitar la formacion de
guimeras de PCR. Todas las reacciones de PCR se configuraron en un volumen
final de 20 uL y se trataron con el siguiente protocolo térmico: 10 min a 95°C para
la desnaturalizacion, luego 20 ciclos de 95°C durante 30 s, 55°C durante 30 s 'y
72°C durante 3 min. Los productos finales de PCR se enfriaron a 4°C antes de
cuantificarlos con lecturas de fluorescencia de qPCR y se agruparon segun la
igualdad de molaridad. La biblioteca final agrupada se limpio con el kit de limpieza
y concentracion de ADN Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo
Research, Irvine, CA), luego se cuantific6 con TapeStation® (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
WA). Se utilizé el Estdndar de Comunidad Microbiana ZymoBIOMICS® (Zymo
Research, Irvine, CA) como control positivo para cada extraccion de ADN. La
biblioteca final obtenida de las 54 muestras recolectadas en Estero Pargo se
secuencio en lllumina® MiSeq™ con un kit de reactivo v3 (600 ciclos) y se realizd
con >10% de PhiX spike-in.

6.6 Procesamiento de datos y la asignacion de taxonomia

El analisis de la calidad de la biblioteca secuenciada en lllumina® MiSeq™ se
realizé utilizando FastQC (v.0.12.0) (Andrews, 2010). Posteriormente, se utilizé
TrimGalore (v.0.6.10) (Krueger et al. 2023) para eliminar el adaptador universal
de lllumina (AGATCGGAAGAGC) de las lecturas. Se utilizé R (v4.2.2) (R Core
Team, 2021) y DADA2 (v.1.16) (Callahan et al. 2016) la cual genera variante de
secuencia del amplicon (ASV) las cuales son mas precisas para identificacion
microbiana, el cual para actuar bajo un filtro en las lecturas de ADN. Los

pardmetros a fin de recuperar el mayor nimero de lecturas de ADN son: las

19


https://paperpile.com/c/vEl6jX/lHrAf
https://paperpile.com/c/vEl6jX/TiESG
https://paperpile.com/c/vEl6jX/TiESG
https://paperpile.com/c/vEl6jX/TiESG
https://paperpile.com/c/vEl6jX/TFa6n
https://paperpile.com/c/vEl6jX/TFa6n
https://paperpile.com/c/vEl6jX/hKC50
https://paperpile.com/c/vEl6jX/hKC50
https://paperpile.com/c/vEl6jX/hKC50

lecturas se truncaron a 290 bases para el sentido de avance (forward) y 200 bases
para el sentido hacia atras (reverse). Esto significa que no se permiten lecturas
mas largas que estas. Los errores maximos esperados (maxEE) se refieren al
limite de errores en una secuencia a nivel de base permitido por lectura, que se
establecié en 5 errores por lectura. Las lecturas con un error esperado que
excediera este valor fueron excluidas. Las bases ambiguas (N) no fueron
permitidas. Para la asignacion de taxonomia, empleamos la funcién
assignTaxonomy del paguete DADAZ2 (v.1.16) (Callahan et al. 2016) con la base
de datos GreenGenes2 (v.2022.10) (McDonald et al. 2023).

6.7 Andlisis de la comunidad

Los parametros de la comunidad microbiana se delinearon en funcion de datos
ambientales, especificamente teniendo en cuenta las variables de zona (ND, MD,
D) y temporada (secas Y lluvias). La visualizacion de cada opcién de parametro
se logré mediante analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS),
utilizando la distancia de Bray-Curtis, permitiendo observar la similitud o disimilitud
entre parametros graficamente. Se realiz6 un examen visual exhaustivo de los
graficos NMDS, y se excluyé la muestra zr2502_16 R1, que podria haber
sesgado el analisis ya que tenia una sobrerrepresentacion de secuencias ya que
solo contaba con una sola secuenciacion de ADN con mucha abundancia.
Posteriormente, el conjunto de datos se filtrd para incluir solo aquellas variantes
de secuencia de amplicones (ASVs) presentes en al menos el 10% de las
muestras y se repiti6 el NMDS, para validarlo mediante una prueba similitud
(ANOSIM).

6.8 Analisis estadisticos

Para determinar los patrones de diversidad alfa a través de los indices de Simpson
y Shannon, se utilizé la funcion plot_richness del paquete R phyloseq (McMurdie
y Holmes, 2015) para determinar los patrones de diversidad alfa a través de los

indices de Simpson y Shannon.
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El indice de Simpson indica la dominancia que existe dentro de un sitio,
teniendo en cuenta la riqueza de especies (especies presentes) asi como la
equitabilidad (distribucion de los individuos entre especies). El indice varia de 0 a
1, donde valores cercanos a 1 significan mayor dominancia por lo tanto una baja

diversidad (Salmerén et al., 2017). La formula del indice de Simpson es:
D=1-%i_,pi®

Donde:

D = indice de Simpson

S= Numero de especies en el habitat

pi= Proporcion total de individuos pertenecientes a la especie .

El indice de Shannon indica la diversidad de especies que existe dentro de
un sitio, el indice comunmente tiene una variacion de 0.5 a 5. Con este indice, los
valores mayores indican mayor diversidad de especies dentro del sitio o
comunidad (Pla, 2006). La férmula del indice de Shannon es:

S

H = —Zpi- In(pi)

i=1
Donde:

H= indice de Shannon

S= Numero total de especies en el habitat
pi=proporcion total de individuos dentro del habitat

Para realizar los analisis de componentes principales (PCA) y de
coordenadas principales (PCoA), se utiliz6 microViz (v.0.12.1) (Barnett et al.,
2021), un paquete integral del software R, con el propésito de elucidar los patrones
subyacentes de variacion en nuestro conjunto de datos. Antes del andlisis, los
datos fueron sometidos a una transformacion de razon logaritmica centrada (clr)

para PCA,el cual permite una exploracion efectiva de las diferencias
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composicionales y mitiga el impacto de correlaciones espurias. Para PCoA, no se
aplicé ninguna transformacion a los datos, lo que permitio un examen directo de
la disimilitud entre las muestras utilizando la distancia de Bray Curtis. Estos
analisis proporcionaron conjuntamente informaciéon sobre la estructura y

distribucion de los datos, facilitando la interpretacion de las dinamicas ecoldgicas.

Las bacterias diferencialmente abundantes fueron detectadas utilizando el
paquete microbiomeMarker (v.1.8) (Cao, 2021), especificamente mediante el
empleo de la funcién run_aldex con el método glm_anova, evaluando todos los
rangos taxonomicos. Este andlisis se llevd a cabo en todos los pares de datos, o

gue resulto en una lista de taxones diferencialmente abundantes.

7. Resultados

7.1 Dinamica de diversidad microbiana en diferentes niveles de
degradacion del ecosistema de manglares.

El analisis de la comunidad microbiana dentro del ecosistema de manglar en el
Estero Pargo se llevé a cabo utilizando 619,326 secuencias crudas obtenidas a
partir del procesamiento de las lecturas en DADA2 (Callahan et al. 2016), a partir
de las cuales se identificaron 11,469 ASVs. Se filtraron los taxones de baja
abundancia (presentes en menos del 10% de las muestras), y se conservaron 648
ASVs con los cuales se estimaron los parametros de abundancia y riqueza de

especies en las estaciones seca e inundacion y a diferentes profundidades (Tabla

).
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Tabla I. Valores de riqueza observada y estimaciones de diversidad de acuerdo con el indice de
Simpson e Indice de Shannon por temporalidad, sitio y profundidad.

Riqueza Observada
Secas Lluvias
Horizonte | ND MD D Horizonte | ND MD D
5 144 | 70.33 15.3 5 36.5 |32 18
20 72 56.3 32.6 20 523 |32 24.3
40 96.3 | 103.6 36.6 40 28.5 |55.6 43.3
Simpson
Secas Lluvias
Horizonte | ND MD D Horizonte | ND MD D
5 0.955 | 0.927 0.895 5 0.842 | 0.908 0.911
20 0.893 | 0.925 0.934 20 0.912 | 0.881 0.910
40 0.945 | 0.954 0.903 40 0.805 | 0.921 0.922
Shannon
Secas Lluvias
Horizonte | ND MD D Horizonte | ND MD D
5 3.936 | 3.212 2.424 5 2.243 | 2.738 2.606
20 3.199 | 3.154 2.967 20 2.985 | 2.721 2.641
40 3.659 | 3.814 2.726 40 2.256 | 3.155 2.917
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En general, se observa que la temporada seca muestra consistentemente
una mayor diversidad que la temporada de lluvia de acuerdo con los valores
obtenidos de los indices de diversidad (Shannon y Simpson). Especificamente, en
los horizontes superiores del suelo perteneciente a los 5 centimetros (Tabla I), la
diversidad disminuy6 durante la temporada seca en relacion con el grado de
degradacion (52% y 89.38%) siendo el sitié6 conservado el que presenta mayor
diversidad con 144 organismos observados y el degradado el que presenta menor
diversidad con 15 organismos observados, mientras que se observo el patron
inverso durante la temporada lluviosa. A los 20 cm, los patrones de diversidad
fueron muy similares entre las temporadas seca e inundaciones, con ambas
mostrando una disminucion en la diversidad segun el grado de conservacion,
encontrando mayor diversidad en el sitio conservado y menor diversidad en el sitio
degradado. Sin embargo, el indice de Simpson indicO6 un mayor grado de
dominancia (0.03) durante la temporada seca. El patron general cambi6
significativamente a los 40 cm en la zona D. Donde a los 40 cm, se observo que
la temporada de lluvia exhibié una mayor diversidad de 6 .7 organismos mas que

la temporada seca (Figura 3).
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Figura 3. in@ices de diversidad alfa: diversidad observada (Observed), indice de Shannon
(Shannon) e Indice de Simpson (Simpson) por temporalidad, profundidad y sitio.
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7.2 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana influenciados por
los cambios estacionales y la profundidad del suelo.

Para explorar la dinAmica de la comunidad microbiana en Estero Pargo, se utilizd
la transformacion clr y el PCA, lo cual delimitdo las comunidades microbianas
distintas entre sitios no degradados (ND) y moderadamente degradado (MD),
especialmente notable durante la temporada seca en el sitio MD (Figura 4A). El
PCoA en los datos sin transformar revel6 ademas un agrupamiento distintivo
asociado con el sitio ND F (Figura 4B), sugiriendo la existencia de grupos
microbianos caracteristicos. Ademas, el analisis de profundidad a través de la
tercera dimension de PCoA demostré una comunidad microbiana consistente en
general a 40 cm de profundidad en todos los niveles de degradacion y
temporadas. A 5 cm y a 20 cm de profundidad no se observaron agrupaciones
gue pudiesen diferenciar una comunidad de otra (Figura 4C), en contraste con las
capas superiores, donde el nivel de degradacién, especialmente en la temporada
seca, influye significativamente mostraron diversas agrupaciones en esta
temporada, mientras que en temporada de inundacion no muestran agrupaciones

claras. (Figura 4D).

El analisis PERMANOVA utilizando la distancia Bray-Curtis para evaluar
las diferencias en la composicién de las comunidades microbianas en funcion de
las variables (Temporalidad, Sitio y Profundidad; p< 0.05 para cada variable).
Estas tres variables (Temporalidad, Sitio y Profundidad) explican una porcion
significativa de la estructura de la comunidad. La variable zona explicé el 7.26%,
Profundidad 7.20% y Temporalidad 3.53%. El Residual (82.06) indica que la
composicidbn microbiana varia significativamente en funcion de la zona,

temporalidad y profundidad dentro de Estero Pargo.
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Figura 4. Distribucion de muestras de acuerdo con las variables ambientales analizadas. A)
Andlisis de componentes principales (PC) con distribucion de temporalidad y sitio. B) Analisis de
coordenadas principales (MDS) de temporalidad y sitio utilizando la primera y segunda dimension.
C) Analisis de coordenadas principales de temporalidad y profundidad con la primera y tercera
dimensién. D) Andlisis de coordenadas principales por sitio y temporalidad utilizando la primera y
tercera dimension.

Tabla Il. Prueba PERMANOVA realizada con la distancia Bray-Curtis y la relacién con las

variables.
Variable F Model R2 Df Pr(>F)
Sitio 2.080 0.0726 2 0.0001
Temporalidad 2.022 0.0353 1 0.00020
Profundidad 2.061 0.0719 2 0.00010
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7.3 Cambios en Gammaproteobacteriay Firmicutes

Se realizé un analisis de las diferencias de abundancia entre diversas variables
ambientales (profundidad, sitio y nivel de degradacion) utilizando el analisis de
abundancia diferencial teniendo en cuenta la variacion en la muestra (ALDEX2).
Entre los sitios ND y MD, Desulfobacter y Chloroflexota surgieron como grupos
caracteristicos del sitio ND (Figura 6A). Al contrastar MD con el sitio D (Figura 6B),
Halomonadaceae y Rossellomorea fueron familias especificas indicativas del sitio
MD, mientras que; Nitrospira y Thermodesulfovibriota distinguieron al sitio D
(Figura 6C).
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Figura 5. Andlisis de diferencias de abundancias de los principales géneros entre sitios

En términos de dindmica estacional, se observé un claro patron de mayor

abundancia de linajes de Marinomonadaceae y Halomonadaceae correlacionados

con la temporada seca en el sitio MD (Figura 7).
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Figura 6. Andlisis de diferencias de abundancias de los principales géneros entre temporalidad.

Durante la temporada de inundaciones, Rhizobiales y Desulfobacterales
fueron predominantes. Respecto a las diferencias relacionadas con la
profundidad, se observaron variaciones significativas entre la superficie (5 cm) y
horizontes méas profundos (20 cm y 40 cm). Firmicutes, Actinobacteria y
Desulfobacter predominaron en la superficie (5 cm; Figura 8A, B). Notablemente,
la presencia de Halobacillaceae a 5 cm sugiere una asociacion potencial con la
temporada seca. Nitrospira y Thermodesulfovibriota fueron prevalentes a 40 cm
(Figura 8A, B).
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8. Discusién

8.1 Dindmica de diversidad microbiana en diferentes niveles de

degradacién del ecosistema de manglares

Este estudio tuvo como objetivo explorar como responden las comunidades
microbianas a distintos grados de degradacion dentro de los ecosistemas de
manglar, caracterizados por una conectividad hidrolégica alterada y una creciente
urbanizacién. Los resultados describen la naturaleza dindmica de las capas
superficiales de suelo, ya que muestran una mayor susceptibilidad al cambio. Esto
fue particularmente evidente en los sitios, ND (No Degradado) y MD
(Moderadamente Degradado). En estos sitios con posiblemente una mayor
alteracion en su régimen hidrico, se observaron composiciones microbianas
distintas: el sitio ND dominado por Vibrionaceae y el sitio MD por bacterias
hal6filas como Marinomonas y Halomonas, estas Ultimas mostraron patrones
estacionales claros en temporada de secas, lo que sugiere una adaptacion a
condiciones de mayor estrés salinos producto de una menor inundacién por
mareas. A pesar de esta variabilidad influenciada por la conectividad hidrolégica
y las condiciones estacionales, ciertas bacterias como Pseudomonadaceae y
Thermodesulfovibronales persisten en capas de suelo mas profundas,
desempeiiando roles fundamentales potencialmente como colonizadores

tempranos (de Santana et al. 2021, Hu et al. 2022).

Se observo una disminucion en la diversidad microbiana correlacionada
con el nivel de degradacion. Sin embargo, las variaciones estacionales en los
patrones de diversidad alfa fueron evidentes. Durante la temporada seca se abren
mas nichos ecoldgicos que durante la temporada de lluvias. Esto implica que
durante periodos de bajos niveles de agua, estan disponibles mas nichos

ecologicos en comparacion con la inundacion (Louca et al. 2018).

En los ecosistemas de manglar, los cambios en la dinAmica del flujo de
agua, especialmente entre condiciones aerdbicas y anaerdbicas, tienen un

impacto significativo en la diversidad y composicion de las comunidades
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bacterianas (Luis et al. 2019). Durante la temporada de inundaciones en Estero
Pargo se observé un aumento en la diversidad a 5 cm de profundidad, lo que
sugiere una posible entrada de bacterias desde otras areas, relacionada con la
degradacion debido a que la interconexion hidrolégica en temporada de lluvias
entre manglares esta activa (Zhu et al. 2018). Sin embargo, a 40 cm de
profundidad, la diversidad fue menor.

8.2 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana influenciados por

los cambios estacionales y la profundidad del suelo.

Como en otros manglares del mundo, en Estero Pargo las inundaciones
intermitentes causadas por las mareas varian significativamente (Basak et al.
2016, Pérez-Ceballos et al. 2022). Se sabe que la disponibilidad de nutrientes
determina la estructura de las comunidades bacterianas. Por ejemplo, la
concentracion de azufre y las condiciones anoOxicas pueden aumentar la
abundancia de Deltaproteobacteria las cuales reducen el sulfato a sulfuro de
hidrogeno y Epsilonproteobacteria las cuales reducen el sulfuro de hidrogeno a
azufre elemental (Lin et al. 2019).También es sabido que el porcentaje de materia
organica, el pH y la saturacion estacional del agua influyen en la composicién y
estructura de la comunidad bacteriana y en la abundancia de grupos funcionales
especificos (Ansola et al. 2014, Arroyo et al. 2015, Ding et al. 2015). Por lo tanto,
la variacion estacional de la conectividad hidrologica, el flujo de agua o el
estancamiento, principalmente en el sitio D, influyeron en la estructura vy
composicién de la comunidad bacteriana, donde se observdé un aumento en la
abundancia de Nitrospira, una bacteria que participa en el ciclo del nitrégeno
oxidando el nitrito a nitrato, que fue abundante en este sitio, sugiriendo que existe
un aumento de amonio en este ambiente. (Daims y Wagner, 2018, Meng et al.
2022)

Por otro lado, estos resultados presentados son similares a los reportados
para llanuras aluviales fluviales, donde la abundancia de bacterias anaerébicas
aumenté cuando el sistema permanecid inundado durante un periodo mas

prolongado (Argiroff et al. 2017), lo que podria explicar la abundancia observada
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de Firmicutes y Proteobacteria en Estero Pargo. Las especies de Vibrio son
habitantes naturales de ambientes acuéticos, incluidos suelos, estuarios y aguas
costeras marinas. Pueden vivir tanto en aguas salinas con 30-35 ppt como en
entornos con baja salinidad (Wong & Griffin, 2018). Se ha encontrado que las
especies de Vibrio forman parte de la microbiota de R. mangle (Gomes et al.,
2014), lo que puede explicar su presencia en el sitio ND, que esta dominado por
esta especie de mangle. Las especies de Vibrio aisladas de marismas han
mostrado la capacidad de fijar nitrégeno, lo que sugiere que la presencia de Vibrio
en el sitio ND también podria estar desempefiando fijacion de nitrégeno (Criminger
et al. 2007). Otros Vibrio que producen prodigiosina pigmentos rojos directamente
aislados de R. mangle como V. rhizosphaerae y V. ruber han demostrado ser
capaces de inhibir bacterias y fitopatdgenos fungicos (Rameshkumar y Nair,
2009), por lo tanto, podrian ser organismos importantes para mantener saludable
la cobertura forestal del manglar de franja. Por otro lado, el aumento reciente en
la abundancia de Vibrio se ha relacionado con actividades humanas que pueden
afectar negativamente los habitats acuaticos o marinos (Narayanan et al. 2020).
Por ejemplo, se cree que la acuicultura es una actividad que puede aumentar la
abundancia de especies de Vibrio porque organismos como los rotiferos y Artemia
sps., utilizados como alimento vivo, pueden ser huéspedes de varias especies de
Vibrio (Sanches-Fernandes et al. 2022). Ademas, las altas densidades de peces
cultivados pueden, a su vez, aumentar la abundancia de especies de Vibrio que
pueden ser liberadas en ambientes naturales cuando se limpian los estanques y
se descarga agua en cursos de agua (Sampaio et al. 2022). En este estudio, la
creciente actividad de piscicultura podria contribuir a la abundancia registrada de
Vibrio en Estero Pargo.

En el sitio MD, se observo un cambio notable en la diversidad microbiana.
Durante la temporada seca, Halomonas y Marinomonas fueron notablemente
abundantes, mientras que, durante la temporada de lluvias, Exigoubacterium fue
dominante. Aunque los tres grupos de bacterias son reconocidos como halofilos,
las diferencias probablemente en la concentracion de sal cambian y favorecen

algunas lineas sobre otras (Chen et al. 2017, Edbeib et al. 2016).El suelo de los
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manglares tienen gradientes de oxigeno (10-0 mg/L) , siendo las capas superiores
con altas concentraciones de oxigeno (8-5 mg/L) y bajas concentraciones (0.03-
0.06 mg/L) en las capas inferiores, pero también tienen altas concentraciones de
otros elementos, como azufre, nitrégeno y metano, lo que sugiere multiples
nichos; por lo tanto, los cambios en la diversidad en el sitio MD podrian estar
reflejando multiples nichos. Inicialmente, se especula que el sitio MD podria ser
similar a un entorno de manglar ND debido a la alta presencia de Vibrionaceae en
el sitio. Sin embargo, dada la estrecha correlacion entre los niveles de
degradacion y la disminucion del flujo de agua, es plausible que el sitio MD refleje
como las condiciones ambientales aridas seleccionan linajes de bacterias

halotolerantes.

8.3 Cambios en Gammaproteobacteria y Firmicutes

Se ha demostrado que el género Halomonas puede producir y secretar ectoina,
un compuesto el cual es utilizado por las plantas para disminuir el estrés osmético
(Wainwright et al. 2023). Por lo tanto, la comunidad vegetal de Estero Pargo podria
estar beneficiandose de la presencia de este tipo de bacterias en el suelo, lo que
pone de manifiesto la importancia de considerar la hipétesis del holobionte como
algo existente y funcional en el area de estudio. Otros grupos bacterianos como
Marinomonas, presente en el sitio MD, las cuales participan en el ciclo del sulfuro
convirtiendo dimetilsulfoniopropionato (DMSP), un subproducto de Ia
osmoregulacion interna de plantas y algas, en dimetil sulfuro (DMS), un
compuesto de importancia en el flujo biogénico a la atmdsfera. Por lo tanto, la
comunidad bacteriana de Estero Pargo y de otros manglares similares podrian
estar contribuyendo de manera significativa al ciclo global del sulfuro (Wainwright
et al. 2023).

Otro grupo identificado en el sitio MD, fue Desulfatiglans es descrito como
un linaje abundante asociado a Avicennia germanians, sin embargo, este estudio
no encontramos que sea una abundancia mayor a 500 organismos, lo mismo

sucedié con los géneros Ignavibacteriales, Phaeodactylibactes y SAR324, que
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han sido asociados a A. germinians (Gémez-Acata et al. 2023). Esto podria estar
relacionado con: 1) muestrear en un ecosistema afectado por la actividad humana,
lo que podria cambiar la estructura microbiana en comparacion con otros estudios;
2) diferencias en la composicion del suelo arenoso y calcareo; y 3) la baja
cobertura de secuencias de ADN ya que no se pudo trabajar con la totalidad de
estas debido a la calidad de estas lecturas. Sin embargo, esto también muestra la

singularidad de las comunidades microbianas asociadas con arboles especificos.

A pesar de la variabilidad en la diversidad de especies observada en los
horizontes superiores del suelo a5y 20 cm, se observa que la diversidad a 40 cm
no se observo un cambio significativo en la diversidad en todos los niveles de
degradacion. Este resultado sugiere que las condiciones ambientales de
humedad, temperatura, oxigeno disponible permanecen estables a mayores
profundidades durante mas tiempo, lo que permite que la comunidad bacteriana
permanezca inalterada durante periodos mas prolongados. Por lo tanto, esta
comunidad bacteriana mas estable que las capas superiores podrian ser utilizadas
en esfuerzos de restauracion del sustrato en &reas degradadas del manglar.
Llamativamente, se observé que Lactococcus con un metabolismo fermentativo
dominaba a 40 cm, este linaje generalmente esta limitado a habitats relacionados
con alimentos (Hwanhlem et al. 2013, Kleerebezem et al. 2020). Este grupo
representa o0 sugiere que la fermentacién es importante en este nivel de los
horizontes del suelo ya que se generan sustancias antimicrobianas o
bacteriostaticas como nisina y pediocina (Hwanhlem et al. 2014), lo que podria
contribuir al control de patégenos y a la estabilizacion del sustrato en los esfuerzos

de recuperacion.

Este estudio revel6 una mayor abundancia de bacterias haldfilas en
condiciones de sequia, lo que podria significar que podriamos utilizar algunas
bacterias halofilas para proteger los arboles de mangle del estrés a causa de las

actividades antropogénicas ya que es causante de la muerte progresiva de estos
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organismos, como se ha demostrado anteriormente (Bharti et al. 2015, Dittmann
et al. 2022).

9. Conclusiones

Este estudio en ecosistemas de manglar mostré la interaccion entre la

degradacion del habitat y la variacién estacional, subrayando la importancia de

comprender la ecologia microbiana en los manglares y destacando la necesidad

de conservar y gestionar estos valiosos ecosistemas costeros de manera

sostenible.

Se observé una mayor diversidad microbiana durante la temporada de seca
en comparacion con la temporada de lluvias, lo que implica que la gestion
de los niveles de agua en los manglares es fundamental para mantener
una alta biodiversidad microbiana en el suelo.

Se destaca la importancia de los nichos ecolégicos disponibles durante
periodos de bajos niveles de agua, lo que sugiere que las estrategias de
manejo costero deben considerar la proteccion y el mantenimiento de estos
nichos que surgen durante la sequia, ya que albergan una diversidad Unica
y potencialmente valiosa.

Resalta la importancia de la rehabilitacion de canales de marea para la
conservacion del hidroperiodo, ya que se asegura un flujo adecuado de
agua y nutrientes a través de estos canales el cual no solo beneficia a la
vegetacion, sino que también sustenta una diversidad microbiana crucial
para la resiliencia del ecosistema

La diversidad microbiana encontrada a mayor profundidad sugiere como
posibilidad utilizarlas en esfuerzos de restauracion. Ademas de que las
bacterias haldfilas y su potencial uso contra el estrés salino en plantas de
manglar podrian ofrecer una estrategia de proteccion contra el estrés salino
lo que abre una via para el manejo costero, en regiones amenazadas por
el aumento de salinidad, mediante el desarrollo de estrategias para

fortalecer la resistencia de los manglares.
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