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RESUMEN

El manglar es considerado un grupo ecologico de vegetacion
dominante, representa el entorno propicio para la actividad microbiana
en suelo. Enfre los microorganismos que destacan se encuentran a las
cianobacterias por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico vy
convertilo en amonio. Se fomaron muestras para la identificacion,
aislamiento y purificacion de cianobacterias en las bahias de San Agustin,
Tangolunda, Conejos, Mojéon y Cuatunalco. Se analizaron los pardmetros
fisicoquimicos de textura, CRA, pH, CIC, CE, nifrbgeno total, fdésforo
disponible y materia orgdnica. Se obtuvo un sobrenadante que fue
sembrado en medios selectivos para cianobacterias como el BG-11 (con
nifrdgeno) y BG-11¢ (sin nitrogeno). Se exirajo el ADN de los suelos y las
muestras de cultivo de las cinco bahias, posteriormente se amplificaron
con los iniciadores universales 16SS-16SR, consecutivamente se realizd una
PCR anidada con los iniciadores especificos (CYA). Se hizo un DGGE, del
cual se generaron curvas densitométricas y de acuerdo a las intensidades
de cada banda, se realizd una matriz de presencia-ausencia para
determinar el indice de diversidad de Shannon-Weaver. Por Ultimo se hizo
un andlisis de cluster para conocer las distancias de similitud entre los
géneros identificados y sitios de muestreo, asi mismo pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas
enfre géneros encontfrados y pardmetros fisicoquimicos.

Se identificaron los géneros de: Anabaena, Aphanothece,
Aphanizomenon, Calothrix, =~ Chroococcus, Fischerella, Gloeocapsa,
Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Phormidium, Rivularia y Synechococcus.

Los suelos se clasificaron en francos arenosos y arenosos, la
capacidad de retencion de agua fue de 50-80%, el pH registrado oscilé en
6.5 a 7.8 considerando a los suelos moderadamente acidos a ligeramente
alcalinos, el nitrégeno total fue de 0.11% y 0.16%, el fosforo se encontrd
disponible entre 30 y 158mg/kg, la capacidad de intercambio catidnico se
mantuvo en 21 a 24 Cmol/kg! y la conductividad eléctrica oscild enfre 900
a 1100 dS/m. En el andlisis de cluster se observaron fres grupos formados
con similitudes de mds del 60%. El andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
indicé que no existieron diferencias significativas entre las medianas de los
parametros fisicoquimicos.

Se contabilizaron un total de 157 géneros con el DGGE, el indice de
Shannon-Weaver (H') obtenido fluctud entre 2.3 y 3.08, lo que indicé que la
diversidad de géneros en las cinco bahias fue de media a alta.

Palabras claves: indice de Shannon-Weaver, cluster DGGE.



ABSTRACT

The mangrove is considered an ecological group of dominant
vegetation represents the environment for microbial activity in soil, including
microorganisms that stand out are the cyanobacteria for their ability to fix
atmospheric nitrogen and convert it into ammonium. In this study, samples
were taken for identification, isolation and purification of cyanobacteria in
the bays of San Agustin, Tangolunda, Conejos, Mojon and Cuatunalco,
physicochemical parameters were analyzed for texture, CRA, pH, CEC, EC,
total nitrogen, phosphorus available and organic matter. Supernatant was
obtained which was shown on selective media for cyanobacteria as BG-11
(nitrogen) and BG-11o (without nitrogen). DNA was extracted from soll
samples and culture of five bays subsequently amplified with the universal
primers 16SS-16SR, successively nested PCR was performed with specific
primers (CYA). There was a DGGE, which densitometric curves were
generated and according to the intensities of each band, there was a
presence-absence matrix to determine the diversity index of Shannon-
Weaver. Finally there was a cluster analysis to know the distances of
similarity identified gender and sample sites, also non-parametric Kruskal-
Wallis test to determine significant differences found between genders and
physicochemical parameters. We identified genres: Anabaena,
Aphanothece, Aphanizomenon, Calothrix, Chroococcus, Fischerellq,
Gloeocapsa, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Phormidium, Rivularia and
Synechococcus. Soils are classified info sandy loam and sand, the water
holding capacity was 50-80%, the pH ranged registered in 6.5 to 7.8
considering the moderately acid to slightly alkaline, total nitrogen was
0.11% and 0.16 %, available phosphorus is found between 30 and
158mg/kg, the cation exchange capacity was maintained at 21 to 24
Cmol/kg-1 and electrical conductivity ranged from 900 to 1100 dS / m. In
cluster analysis, there were three groups formed with similarities of over 60%.
Analysis nonparametric Kruskal-Wallis test indicated that no significant
differences between the medians of the physicochemical parameters.
There were a total of 157 genera with DGGE, the Shannon-Weaver index
(H') obtained ranged between 2.3 and 3.08, indicating that gender diversity
in the five bays was medium to high.

Keywords: Shannon-Weaver index, cluster, DGGE.
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1. Infroduccion

1.1 Generalidades del manglar

El manglar es considerado un grupo ecologico de vegetacion
dominante en estuarios, deltas de rios, lagunas costeras y bahias de los
tropicos y subtropicos del mundo (Tomlinson, 1986). Funciona como un gran
reservorio de agua en las zonas costeras, permite la recarga de los
acuiferos y evita la salinizacidon de las tierras de cultivo. También actida
como filtro bioldgico sedimentando el exceso de nutrientes, agroquimicos
e incluso hidrocarburos que fraen las aguas continentales (Ezcurra et al.
2009).

Las caracteristicas morfolégicas y funcionales que poseen los
manglares les confieren un cardcter colonizador, por lo que son
considerados sistemas abiertos al importar y exportar materiales, y su alta

productividad los vuelve importantes en la ecologia de las zonas costeras.

Esto permite que el manglar se enlace con los sistemas terrestres a
través de rios, los cuales le proveen nutrientes que el sistema convierte en

detritus (Menéndez y Guzman, 2002).

Sin embargo la constante alteracion del flujo de energia y materia
causada por los disturbios climaticos pueden presentarse de forma
espacial o temporal, ocasionando que algunos sistemas de manglar sean
considerados como sistemas cerrados debido al intercambio de energia y

materia disponible que continuamente se esta transformando (Mera, 1999).

En el 2009, México ocupaba el quinto lugar a nivel mundial en

cobertura de manglares aproximadamente 770,057 ha, actualmente esta

~ 1~
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cobertura se ha reducido por los impactos directos e indirectos de las
actividades humanas. El Pacifico Sur cuenta con un 11% de la cobertura

de manglar, aproximadamente 66,374 ha.

Se han descrito 54 especies de mangle a nivel mundial, cuatro
especies existen en México, las cuales se encuentran presentes en el
estado de Oaxaca: el rojo (Rhizophora mangle), blanco (Laguncularia
racemosa), negro (Avicennia germinans) y botoncillo (Conocarpus
erectus) (Conabio, 2009).

1.2 Suelo: definicién, componentes y caracteristicas

Los suelos, son considerados sistemas dindmicos que continuamente
evolucionan en el espacio y tiempo, hasta alcanzar el equilibrio con las
condiciones ambientales; a partir de ese momento tienden a permanecer
estables. Tanto la profundidad como sus propiedades fisicoquimicas varian
de acuerdo al lugar, sin embargo, estdn compuestos de manera general
por cinco elementos principales: 1) particulas minerales inorgdnicas, 2)

materia orgdnica, 3) agua, 4) gases y 5) microorganismos (Escorza, 2007).

La fraccidn del suelo inorgdnica a menudo se conoce como la
fraccion mineral, el material parental y porcentaje que presente, de
acuerdo a su tamano, se divide en fres clases: arena (0.02-2.00 mm), limo
(0.02-0.002 mm) y arcilla (<0.002 mm); las cuales en conjunto definen las
propiedades fisicas del mismo, determinando en gran medida la rigidez y
fuerza de sostén de vida, la faciidad de penetracion a las raices,
aireacion, su capacidad de drenagje y de almacenamiento de agua, asi

como la plasticidad y retencion de nutrientes.
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Por lo que respecta a la fraccidon orgdnica, estd formada por
cuerpos en descomposicion, materia orgdnica descompuesta, humus y
dcidos fulvicos, formando parte de una poblacion bioldgica viva que
pertenece a la microbiologia del suelo. Esta base bioldgica, también
incluye las reacciones biogeoquimicas vitales, como los ciclos del carbono

y nitrdgeno entre otros (Brady, 1990).

La fase liquida del suelo es esencial y es donde se realiza la mayor
parte de las reacciones quimicas. En esta fraccidn, se encuentran las
sustancias disueltas, iones y solutos, creando un sistema de raiz en el suelo

estrechamente relacionados.

Entre las reacciones quimicas que degradan a los suelos interviene el
pH, cuya variacion puede afectar la disponibilidad de nutrientes y el
estado fisioloégico de la vida presente en los mismos, los valores optimos de
crecimiento para la actividad microbiana oscila entre 6 y 8.5, ofra
caracteristica es la conductividad eléctrica que se encuentra relacionada
con el tipo y valencia de iones presentes, esta cualidad determina a los
suelos por su extracto de saturacion y su valor puede ser igual o superior a 4
dSm-l. Otra propiedad importante es la capacidad de intercambio
catidnico, la cual es capaz de retener o intercambiar diferentes elementos
minerales, esta condicidbn aumenta notablemente con la presencia de
materia orgdnica y podria decirse que es la base que determina la
fertilidad de los suelos, una alta capacidad de intercambio presenta

valores superiores de 25 a 40 Cmol/kg! (Bautista et al. 2004).

En el caso de los gases presentes en los poros del suelo, influyen
también en muchas reacciones quimicas, por ejemplo el oxigeno disuelto

qgue actua como un potente oxidante disolviendo el CO;, y afectando asi

~3~



Composicién de cianofitas y su relacién con parametros fisicoquimicos de suelo en los
ecosistemas de manglar de Bahias de Huatulco
Gabriela Herndndez Enriquez

mismo la acidez del medio acuoso, juega un papel importante en la
determinacioén del pH y constituye un lugar de intercambio de oxigeno por
el CO, excedente producido por la respiracidon de microorganismos y

raices (Kimy Tan, 2011).

Por Ultimo, la fraccidén orgdnica de los suelos, es originada por la
biomasa caracteristica de un suelo activo. El material muerto suele estar
dividido en:1) material degradado, el cual la anatomia de las plantas es
todavia visible y 2) material totalmente descompuesto donde conviven
todos los macro y microorganismos presentes, los cuales realizan

reacciones bioquimicas importantes para mineralizar la materia orgdnica.

Los microorganismos en su conjunto, realizan actividades
metabdlicas en cada uno de los ciclos presentes en los suelos; creando
una interdependencia. De esta forma, la biomasa microbiana, estd
relacionada con los diversos microorganismos funcionales: amonificadores
y nitrificadores asi como con la diversidad microbiana y la actividad
enzimdatica en el suelo (Matsuoka et al. 2003; Mendes et al. 2003; Balota et
al. 2004) en una diversidad de procesos, incluyendo el almacenamiento de
la materia orgdnica y su descomposicion, la solubilizacion de nutrientes
(particularmente fosfatos), la degradacion de compuestos xenobidticos y
contaminantes, asi como el control de la erosion bioldgica por los
fitopatdgenos; por lo que frecuentemente se usa como un componente

importante para el mantenimiento y calidad del suelo.

Por lo anterior, la calidad del suelo se define como la capacidad
continua para funcionar como un sistema vivo dentro de los ecosistemas,
asi como los limites de su uso y mantenimiento de la productividad
bioldgica. Tanto su productividad como mantenimiento, incluyen las

poblaciones bacterianas fotoautdtrofas destacando las cianobacterias, las
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cuales representan la proporcion autétrofa del suelo aportando nitrogeno
y carbono a este. Ademds de que presentan la capacidad de resistir los
cambios de humedad (inundacion y desecacion), temperaturas vy
variacion en el pH, lo que explica el interés por su estudio y uso en la

practica de inoculacion de suelos (Tomaselli y Giovannetti, 1993).

1.3 Diversidad microbiana y la genética

La complejidad de la comunidad microbiana y su diversidad en el
suelo, ha hecho que el conocimiento sea limitado, en parte por su
inferdependencia metabdlica al aislar a los microorganismos; estimdndose
que en 1g de suelo hay por lo menos 4000 genomas diferentes (Kirk et al.
2004).

Para estudiar las poblaciones y la diversidad gendmica bacteriana
en general y en particular de cianobacterias se utiliza una amplia gama de
métodos moleculares empleando genes funcionales, informativos
flogenéticamente, o bien genes que son marcadores Utiles a la presencia
de estos microorganismos (Berrendero, 2008). Siendo el mas utilizado, el
andlisis de secuencias del gen 16S ARNr; este gen es empleado como
herramienta molecular para examinar la estructura y diversidad de

comunidades de cianobacterias (NUbel et al. 1997).

El gen 16S es una herramienta utilizada en la identificacion de
bacterias, ya que es considerado una unidad evolutivamente conservada
que tiene zonas comunes para microorganismos filogenéticamente
semejantes, se trata de un gen relativamente corto de aproximadamente
1500 pb. Las secuencias nucleotidicas del 16S presentan la ventaja de

proporcionar un sitio de iniciacién adecuado para la elongacion de los
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iniciadores especificos y asi aplicar de forma fdacil la técnica de

secuenciacion (Rodicio y Mendoza, 2004).

Oftro de los métodos frecuentemente usados es el DGGE que separa
moléculas con distinta secuencia de bases, al presentar estas diferencias
en sus propiedades de desnaturalizacidon genera variaciones en las
distancias de migracion en los gradientes quimicos o de temperatura
(McCaing et al. 2001).

Actualmente, las cianobacterias al ser microorganismos fotosintéticos
de primer orden son consideradas como los principales productores
primarios (Lopez de los Santos, 2008). Con el fin de avanzar en su
conocimiento surge el interés del presente trabajo para determinar y
caracterizar taxondmicamente y con técnicas moleculares las
comunidades de cianobacterias presentes en cinco sistemas de manglar

de Bahias de Huatulco.

1.4 Generalidades de las cianofitas

Las cianofitas o cianobacterias, representan uno de los mds antiguos
linajes bacterianos conocidos y con la evidencia fosil que existe se cree
que aparecieron hace 3-3.5 mil millones de anos. (Scanlan, 2001). Son
microorganismos que presentan tanto caracteristicas de bacterias como
similares a células vegetales. También cuentan con una pared celular
especifica de las bacterias gram negativas y una membrana externa o
vaina mucilaginosa constituida por polisacdridos, (Castenholz y Waterbury,

1989) y en el citoplasma se localizan los ribosomas de tipo bacteriano (70S).

Por ofro lado poseen membranas filacoidales aisladas donde se

encuentran contenidos los dos fotosistemas (PSll y PSI) conectados en serie
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junto con los pigmentos fotosintéticos como la clorofila *a”, carotenoides y
ficobiliproteinas con funcion protectora (Allen y Smith, 1969). Las
caracteristicas bioquimicas, fisiologicas y el crecimiento de las
cianobacterias son influenciadas por los factores ambientales, uno de los
mas importantes es el pH del ambiente (Soltani et al. 2006). Su

reproduccion es por division celular (fision binaria) (Golubic y Knoll, 1993).

Las cianobacterias habitan una gran variedad de ambientes en
donde las podemos encontrar a temperaturas de -5 a 5°C (psicrofilas), de
22 a 40°C (mesofilas) y superiores a 75°C (termofilas). Esta plasticidad
fisiologica, las ubica en lagos y océanos tropicales; aunque tfambién en
rios, fuentes termales, etc. Al igual que en los ecosistemas acudticos,
también se encuentran adaptadas en los ambientes terrestres, donde
forman parte importante de la microflora, predominan en ambientes
microaerobios donde el pH va de neutro o alcalinos, en suelos anegados
de arrozales o secos en forma de costras en los desiertos (Benlap vy
Gardner, 1993).

1.5 Caracteristicas morfolégicas de las cianobacterias

Las cianobacterias presentan una gran variedad de morfologias;
estas pueden ser unicelulares o filamentosas, mientras que otras pueden
desarrollar ramificaciones multicelulares o agruparse formando cenobios
para asociarse con distintos organismos formando tapetes o consorcios
microbianos. Esta complejidad en células, aparentemente simples, es
fundamental para lograr su adaptacion a los sistemas de manglar;
proporciondndoles ventajas en algunos grupos con la presencia de células

especializadas como los heterocitos, acinetos y hormogonios (Cuadro ).
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La diversidad de las cianobacterias, se aqprecia en las formas
estructurales y funcionales, asi como aspectos de su morfologia celular y
variaciones en las estrategias metabdlicas, motfilidad, division celular y
biologia de desarrollo, sin embargo, clasificarlas ha sido un problema en el
momento de identificarlas, debido a las diferencias en sus caracteristicas
morfoldgicas vy fisioldgicas; existiendo dos sistemas distintos que las separan:
el taxondmico y el bacterioldgico. Recientemente y con ayuda de

herramientas moleculares se intenta unificar dichas clasificaciones.
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Cuadro I. Caracteristicas morfolégicas de las cianobacterias.

(Komdarek y Anagnostidis, 1999).

Células vegetativas

Constituyen el tipo celular bdsico de
todas las cianobacterias. Pueden ser
unicelulares o filamentosas.

Heterocitos intercalares y terminales

gw ¢ e

Células especializadas en donde tiene '\’--J\, P4 | S

lugar la fijacion del Nitrdgeno, poseen | \ DA I A K2
grdnulos polares denominados de > - %R B

cianoficina.

Acinetos

Formas esporuladas se diferencian de h‘}{r /'- ;
las células vegetativas cuando las ? ?‘
condiciones ambientales son
desfavorables.

Hormogonios

Una o mads células cuya funcion
principal es la reproduccion

1.4 Fijacion biolégica de nitrégeno

El nitrbgeno, es un elemento necesario en la composicidon de
biomoléculas como proteinas, dAcidos nucleicos y otros componentes
celulares, haciéndolo esencial para el crecimiento de todos los organismos.
Constituye un 78% del volumen del aire, por lo que es considerado un gas

inerte, para poder ser incorporado en las moléculas bioldgicas debe ser
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guimicamente reducido al equivalente de amonio (NH4*). Debido a su
triple enlace entre los dos &Gtomos de nitrogeno (N=N) lo hace una
molécula no reactiva, por lo que es aprovechado solo por un grupo de
microorganismos  adltamente  especializados, que incluye a las
cianobacterias y microorganismos de vida libre o simbiontes diazotroficos

asociados con plantas.

Las cianobacterias, al igual que algunas bacterias de vida libre
como Azospirillum, Azotobacter y simbiontes como Rhizobium vy
Actinomicetos, fienen la capacidad de fijar N2 de la atmdsfera, mediante
una serie de procesos realizados por un complejo enzimdtico multimérico
denominado Nitrogenasa (EC.1.18.6.1), el cual reduce el nitfrdgeno a
amonio, dejdndolo en una forma bioldgicamente disponible en los
ecosistemas (Vitousek et al. 2002). De manera general, la ecuacion de la

reaccion enzimdatica es la siguiente:
(N2 + 10H* + 8 + 16ATP > 2NH4* +Hy +16ADP + 16 P)  (Ec.1)

La actividad del complejo enzimdtico Nitrogenasa puede ser
inhibida por el oxigeno, por lo que los microorganismos fijadores poseen
mecanismos que les permiten mantener bajas concentraciones de este
elemento en los heterocitos de las cianobacterias a fin de mantener la
enzima activa. Por lo que, las cianobacterias son consideradas un
componente particularmente importante de la microbiota del suelo, ya
que constituyen una fuente de nitrégeno alternativa y trascendental para
muchos sistemas pobres en nitfrdgeno, entre los que destacan los

ecosistemas de manglares.
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1.7 Metabolismo en las cianobacterias

Las cianobacterias, poseen un metabolismo que les ha permitido ser
cruciales en la evoluciéon de los seres vivos en la fierra por ser los primeros
proveedores de oxigeno, desempenar un papel relevante como
productores primarios a gran escala, y contribuir en la biosfera dentro de
los ciclos de carbono y nitfrédgeno. En el ciclo del carbono contribuyen un
gran numero de cianobacterias, se caracterizan por segregar
polisacdridos, los cuales se definen principalmente por su naturaleza

aniénica, ya que secuestran o inmovilizan a los iones metdlicos.

Los diferentes roles que presentan los polisacdridos de las
cianobacterias dependen de la cepa vy sus caracteristicas, asi como del
hdbitat natural donde prosperan los microorganismos (De Philippis y
Vincenzini, 1998). Presentan un papel estructural muy importante en el
suelo, ya que se establecen con una pelicula flexible, pero estable,
reduciendo la erosion, proveyendo las condiciones optimas de humedad y
nutrientes para la germinacion de plantas superiores. Ademds, le confiere
resistencia a las adversidades climdaticas, como el estrés por desecaciéon o

baja actividad del agua en algunos ambientes salinos.

El proceso de fijacion del nitrdgeno se da en el citoplasma por
difusion de las membranas bioldgicas, en el interior la enzima nitfrogenasa
cataliza la reduccion del nitfrdbgeno molecular a amonio, molécula
nifrogenada que puede ser incorporada en las células a compuestos

orgdnicos (Carrasco, 2007).
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1.8 Importancia ecolégica

La importancia de las cianobacterias radica en el aporte de
carbono y nitrégeno a los suelos, con lo que incrementa su estabilidad y los
protege de la acciéon erosiva; debido a la plasticidad ecolégica que estas
presentan, se adaptan a sistemas acudticos dulceacuicolas y marinos, asi
como a sistemas terrestres; siendo principalmente abundantes en suelos
tropicales (Garcia-Pichel et al. 2003). Sin embargo, se sabe poco sobre la
ecologia de las cianobacterias, otra caracteristica, es que son capaces de
formar relaciones simbidticas con organismos como los hongos, musgos y
diatomeas los cuales les proveen un sustrato para establecerse y crecer
(Carrasco, 2007).
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2. Antecedentes

La mayoria de las investigaciones que relacionan las propiedades de
los suelos con la presencia y diversidad de cianobacterias se han hecho en
el drea agrondmica, predominando en cultivos de arroz bajo el sistema de
inundacion. Por lo que respecta a los suelos de mangle, los frabajos
realizados con cianobacterias estdn referidos principalmente a la
importancia que estas fienen en los ciclos del nitrébgeno, fosforo y carbono,
asi como al estudio de sus comunidades utilizando herramientas

moleculares.

2.1 Suelos agricolas

Los suelos cultivados, son suelos degradados y erosionados, debido a
la confinua actividad agricola, por lo que se tiene un mayor inferés en
buscar alternativas para recuperar su calidad bioldgica. A este respecto
las investigaciones mads recientes son las de Zancan et al. (2006), quienes
evaluaron la composicidon microbiana establecida en cuatro diferentes
suelos de cultivo en Italia: 1) un campo abandonado durante 6 anos, 2) un
suelo de pastoreo y cultivo continuo considerado perturbado, 3) un vinedo
cultivado desde hace 30 anos y 4) un campo de maiz. Concluyeron que
los suelos menos perturbados presentaron comunidades de
microorganismos mas diversos y abundantes comparados con los
perturbados, siendo las cianobacterias el grupo mds adecuado para

adoptarse como bioindicador del uso del suelo.

Posteriormente, Nayak y Prasanna (2007) evaluaron la influencia del
pH del suelo de nueve regiones agroecoldgicas de la India, determinando

la abundancia y diversidad genérica de cianobacterias se encontfraron en
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infervalos de pH 7.5 a 8.0, registrando 166 géneros de cianobacterias; de
las cuales 130 son con heterocitos (Nostoc, Anabaena, Tolypothrix) y 36 sin
heterocitos (Phormidium, Oscillatoria y Lyngbya); concluyeron que los
suelos dAcidos no son propicios para el establecimiento de estos

mMicroorganismaos.

Por Ulitmo, Thamizh y Sivakumar (2011) realizaron un modelo
sistemdtico de distribucion de algas verde azules en campos de arroz de la
India, con respecto a los pardmetros fisicoquimicos: pH, salinidad, oxigeno
disuelto total y soélidos disueltos. Identificaron 35 especies, 14 con
heterocitos de los géneros Anabaena, Cylindrospermum, Calothrix y
Nostoc, 21 especies sin heterocitos de los géneros Arthrospira, Gloeocapsa,

Gloethece, Lyngbya, Merismopedia, Oscillatoria y Phormidium.

2.2 Mangle

Por lo que respecta al mangle, los estudios que se han hecho estdn
relacionados con bacterias, entre ellos destaca el de Alongi (1994) donde
menciona que las bacterias han sido generalmente reconocidas como
alimento esencial para los protistas e invertebrados, estas bacterias son
importantes por ser recicladoras de nutrientes esenciales como el carbono,
nifrdgeno y fosforo especialimente en los manglares tfropicales y en los

sedimentos costeros.

Por ofro lado, Sherman ef al. (1998) analizaron el papel de los
procesos biogeoquimicos, su influencia en la vegetacion y la quimica del
suelo de manglar en Republica Dominicana donde dominan los
ecosistemas de manglar rojo, blanco y negro, evaluaron variables como el

hierro, fosforo y azufre en suelo y agua intersticial a través de la zona
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infermareal de los manglares, enconfraron que la dindmica del hierro vy
fosforo estdn estrechamente ligadas a la actividad de bacterias reductoras
de sulfato consideradas las desintegradoras primarias en suelos andxicos,

presentes en estos mangles.

Sin  embargo, Holguin ef al. (2001) mencionaron que las
comunidades bacterianas asociadas a los manglares de los tropicos y
subfréopicos del mundo son ecosistemas altamente productivos ya que
proporcionan grandes cantidades de materia orgdnica en forma de
defritus a las aguas costeras adyacentes, por lo que, la actividad
microbiana es la encargada de la transformacion de los nutrientes
mayores dentro de los sistemas de manglar, siendo las bacterias y hongos

los que constituyen el 1% de la biomasa microbiana total.

Balasubramanian (2002) menciona que los manglares proporcionan
un nicho ecoldgico Unico a una variedad de microorganismos, entre los
que destacan las cianobacterias que pueden sobrevivir a bajas
condiciones de luz o bien uflilizando la materia orgdnica que estd
disponible en el manglar. Describe a cianobacterias fijadoras de nitrogeno
tales como Aphanocapsa sp., Nodularia sp., y Trichodesmium sp., que han
sido aisladas de manglares en Pichavaram, India. Asi como el reporte de la
cianobacteria Phormidium que tiene la capacidad de desalinizar el agua

de mar.

Por su parte, Sdnchez-Arias et al. (2010) evaluaron la actividad
microbiana y enzimdtica de suelos de manglar, en la Isla de Margarita en
Venezuela donde predomina el mangle rojo, mencionan que la biomasa
microbiana analizada en dichos suelos posee poblaciones halotolerantes
estables y se han adaptado a las condiciones presentes locales brindando

un ambiente propicio principalmente para el crecimiento bacteriano.
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Recalcan que se requerirdn estudios adicionales que determinen las
relaciones entre las poblaciones microbianas del suelo y su actividad, asi

como el estado de salud de los manglares.

En la India Pramanik et al. (2011) realizaron estudios antimicrobianos
en cianobacterias haldfilas de los géneros Lyngbya, Phormidium,
Plectonema, Oscillatoria y Synechocystis, de suelos intermareales de
mangles, andadlizaron secuencias con el gen 16S y determinaron las
concentraciones minimas inhibitorias de los exiractos en cepas de
bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y
Pseudomonas aeruginosa. Todas las cepas mostraron un crecimiento
maximo y produjeron antimicrobianos ante Ia variable salinidad de 32 %0 a
82 %o. El andlisis filogenético molecular basado en 16S ARNr de las cepas
dio validez a las dfiliaciones taxondmicas establecidas en las

caracteristicas morfoldgicas.

Por su parte Ledn-Tejera et al. (2011) realizaron el primer informe
sobre biodiversidad de cianobacterias en el estuario Zacatecas, en Baja
California Sur, México, hacen una descripcion morfoldgica principalmente
del orden Chroococcales y las especies Aphanocapsa, Chroococcus,
Hydrococcus, Chamaecalyx, Dermocarpella y Xenococcus, las cuales
crecen en los neumatéforos de mangle negro. Los resultados obtenidos
mostraron un nuevo registro para el Golfo de California, mencionan que
probablemente después se caractericen como nuevas especies para la
ciencia siendo necesario hacer estudios mds detallados para poder

confirmarlo.

Silambarasan et al. (2012) aislaron cianobacterias marinas de la
rizosfera de suelo de tres manglares en la costa sureste de la India.

Identificaron 39 cianobacterias, pertenecientes a 12 familias en donde
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destaco Oscillatoriaceae con 11géneros (Oscillatoria cortiana, Oscillatoria
salina, Oscillatoria tenuis, Oscillatoria formosa, Lyngbya major, Lyngbya
confervoides, Lyngbya majuscule, Lyngbya mesotricha, Phormidium
stagnina, Plectonema  terebrans 'y  Plectonema  putuadle) y
Synechococcaceae solo con uno (Synechococcus elongatus), mencionan
la influencia de factores bidticos y abidticos en la distribucidon de las

cianobacterias en dichos ambientes marinos.

2.3 Diversidad filogenética

Por lo que respecta a la diversidad filogenética en la peninsula de
Baja California, México, Lopez de los Santos (2008) mediante la técnica en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), caracterizé comunidades de
cianobacterias y bacterias de tapetes microbianos laminados, en
ambientes hipersalinos intermareales e inundados. Estimd la riqueza vy
diversidad de la comunidad de cianobacterias del género Aphonothece
bullosa, Synechocystis pevalekki, Leptolyngbya thermalis y Microcoleus
chthonoplastes, respecto a la macro-estructura de los tapetes laminados y
reqistrd un 92% de los patrones de bandas de 21 submuestras, obteniendo
una mayor riqueza y diversidad en la Laguna de San Ignacio que en las
comunidades de Guerrero Negro, esto porque compard las dos
localidades utilizando el indice de Shannon-Weaver y obtuvo una media
por localidad e identificd que la poblacion de cianobacterias en su

totalidad exhibieron una mayor diversidad en San Ignacio.

Lopez et al. (2010) evaluaron la estructura de comunidades de
cianobacterias en costras bioldgicas de 10 localidades situadas a lo largo
la peninsula de Baja California en México. En este estudio se realizaron

andlisis microscoépicos y patrones de bandeo de secuencias del 16S ARNr
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obtenidos por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE),
y combinaron los andlisis morfolégicos y filogenéticos con base en el
alineamiento de los patrones de bandeo obtenidos de las muestras
naturales con los cultivos de cianobacterias de referencia y determinaron

la presencia o ausencia de 4 especies del género Microcoleus.

Castell (2010) analizé las comunidades microbianas involucradas en
tapetes hipersalinos de la Laguna Rosada de Uaymitun Yucatdn, en época
de secas vy lluvias, utilizd métodos moleculares metagendmicos como la
técnica de DGGE y el andlisis de amplicotecas de ADNr, indicé una mayor
diversidad por métodos indirectos, de los dos grupos mds abundantes que
persistieron, estos se vieron afectados principalmente por los factores

ambientales como salinidad y temperatura.

Por lo que respecta a la zona de estudio establecida en este tfrabajo
no existen antecedentes que aporten informacién relacionada con el
estudio de pardmetros fisicoquimicos en suelos de manglar y la presencia

de cianobacterias en los mismos.
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3. Justificacion

El ecosistema de manglar es considerado de gran importancia
ecologicay por su alta productividad es el sostén de una enorme variedad
de organismos. Su éxifo ecologico estd determinado por el equilibrio
nutrimental entfre los diferentes ciclos biogeoquimicos, destacando la
importancia del ciclo de nitrdgeno, en el cual intervienen una gran
cantidad de microorganismos, entre los que sobresalen las cianobacterias,
la caracterizacion de estos microorganismos sigue siendo complicada;
debido a que no todos son cultivables o bien las condiciones de cultivo son
especificas, por lo que se han desarrollado estrategias moleculares, que

permiten identificar a los grupos taxonémicos de las cianobacterias.

En el presente estudio se plantea caracterizar por sistemas
taxondmicos convencionales y con herramientas moleculares a las
comunidades de cianobacterias asociadas a sistemas de manglares, asi
como determinar la influencia de los pardmetros fisicoquimicos que
contribuyen a la diversidad de estos microorganismos presentes en dichos
suelos los cuales permiten la fertilidad de los mismos y las interacciones

ecolodgicas.
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4. Hipotesis

De acuerdo a los pardmetros fisicoquimicos de un suelo de manglar
de un sistema cerrado, la diversidad de cianobacterias es mayor con

respecto a un suelo de manglar de un sistema abierto.

5. Objetivo general

Caracterizar la diversidad de las comunidades de cianobacterias
fijadoras de nitrogeno, asociadas a los suelos de manglar en Bahias de

Huatulco.

5.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar y comparar la diversidad de cianobacterias de suelo
presentes entre un sistema abierto (Cuatunalco, San Agustin vy

Tangolunda) y cerrado (Conejos y Mojon) de manglar.
2. Determinar la relacion entre las variables fisicoquimicas de los suelos
(textura, CRA, pH, CIC, CE, Nt, F, materia orgdnica) de mangle con la

riqueza de géneros de las cianobacterias presentes.

3. Determinar el nUmero de géneros de cianobacterias por la técnica

molecular DGGE.
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6. Material y Método

La parte experimental de este trabajo se desarrollo como se observa
en el siguiente diagrama de flujo (Fig. 1).

Ionade
|| Muestreo

|| Recolecta
‘ Trabajo de
Laboratorio
Caracterizacion Identificacion Variables Tincién con .
y aislamiento de fisicoquimicas naranja de Extraccion de ADN
de 0 Cionobacterias delossuelosde | acridina de sedimentos y
cianobacterias - mangle muestras complejas
Siembra- Purificacion Andlisis Fisico Determinacion
Resiembra ilucié i del ADN por
- 2 JUEHIDES IS y Quimico | electroforesis
. Placasde Agar
Cuantificacion
del ADN
Andlisis Amplificacion
7 orPCR
| Estadistico P
DGGE

Figura 1.Diagrama de flujo de la secuencia que se llevd en el experimento.
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6.1 Zona de muestreo

Las Bahias de Huatulco se localizan en el estado de Oaxaca entre la
desembocadura de los rios Copalita y Coyula. Comprenden
aproximadamente 35 km de litoral del Pacifico Mexicano, donde se
alternan bahias entre las que se encuentran San Agustin, Conejos,
Cuatunalco, Mojén y Tangolunda, asi como playas abiertas y acantilados
(Ramos, 2004).

El clima es de fipo cdlido subhiumedo con lluvias en verano,
correspondiente al fipo Aw'' (w) ig segun Képpen y modificado por Garcia
(1973). La temperatura media anual es de 27.6°C. Presenta dos
temporadas climdticas bien marcadas: secas (noviembre a abril) y la de

lluvias (mayo-octubre).

En temporada de secas se presentan vientos o “nortes” provenientes
del Golfo de México denominados “Tehuanos”, son resultado de
fendmenos meteoroldgicos a gran escala y caracteristicas topogrdficas
locales (Monreal-Gémez y Salas de Ledn, 1998). El régimen pluvial que se
ha registrado va de una media anual entre 800 y 1500 mm (Garcia, 1973),
las caracteristicas oceanogrdficas estan determinadas por eventos locales

de viento.

El agua tropical superficial bana regularmente la costa de Oaxaca; y
se caracteriza por su temperatura mayor a 25°C, asi como salinidades
menores a 34 o/oo, mientras que; en condiciones invernales el agua
superficial de la Corriente de California alcanza el Golfo de Tehuantepec

con salinidades de 34 o/oo y temperaturas de 12 a 18°C (Fiedler, 1992).
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De acuerdo a Valdés, 2010, la estructura geoldgica de cada sistema
de manglar y los diversos factores ambientales son las caracteristicas que
definen a cada sitio, en este estudio se clasificd a las Bahias de Conejos y
Mojon como sistemas cerrados por variables como la disponibilidad de
agua dulce, nutrientes, tasa de reciclado y pardmetros fisicoquimicos del
suelo. Asi mismo estas variables, mds el flujo de mareas, periodos de
inundacion por agua salada, la energia del olegje y la influencia de
actividades humanas definieron a los ofros sistemas como abiertos

(Cuatunalco, San Agustin y Tangolunda).

6.2 Recolecta
Los muestreos se realizaron en época de lluvias entfre los meses de
agosto y septiembre de 2010, en zonas de manglares de cinco bahias:

Cuatunalco, San Agustin, Tangolunda, Conejos, y Mojon (Fig. 2).

15°47'0"N+

ahias Conejos
Bahia Tangolunda

15°41'30"N ahia San Agustin -

Bahia de Cuatunalco

15°36'0"N+ B

0255 10 15 20
[ — [

1 I I
96°20'0"W 96°10'0"W 96°0'0"W

Figura 2. Sitios de muestreo
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Se tomaron dos ftipos de muestras: 1) Para la idenfificacion,
aislamiento y purificacion de cianobacterias, 2) para los andlisis
fisicogquimicos de los suelos. Las primeras se fomaron directamente sobre los
tapetes laminares de la capa superficial del suelo entre 0-10 cm de cada
uno de los sistemas de manglar, se hicieron cinco recolectas (~50 g) por
triplicado, se utilizd una espdtula por sitio y se colocaron en frascos de
vidrio estériles de 250 ml. Para los andlisis fisicoquimicos del suelo se tomo
aproximadamente kilo y medio de cada suelo por friplicado y se utilizd una
cuchara por sifio, se colocaron en bolsas de pldastico de 2 kg

perfectamente selladas y etiquetadas.

Todas las muestras se transportaron al laboratorio de Microbiologia
de la UMAR Campus Puerto Angel y se mantuvieron a 22°C por 24 horas

hasta iniciar su cultivo.

6.3 Trabajo en laboratorio

La parte experimental se llevd a cabo en los laboratorios de
Microbiologia, Biotecnologia de Microalgas y Ambiental en la Universidad
del Mar campus Puerto Angel, Oaxaca y en el laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad

Autdnoma de Yucatdn.
6.4 Caracterizacion y aislamiento de cianobacterias

6.4.1 Siembra de cianobacterias

Con la finalidad de caracterizar la poblacion de cianobacterias
presentes en los suelos de cada una de las bahias, se tomaron 10 gr de los

tapetes laminares de cada suelo recolectado y se les agregd 20 ml de
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agua destilada, se filtrd obteniendo un sobrenadante y se tomaron 4 mi, el
cual se sembrd en matraces con 200 ml de los medios de cultivo selectivos
para cianobacterias BG-11(con nitrogeno) y BG-11o (sin nitfrdbgeno) de
acuerdo a Rippka ef al. (1979), bajo condiciones de esterilidad y en una

campana de flujo laminar horizontal (Alder CFH-13).

Las siembras de cianobacterias fueron por triplicado y se incubaron a
una temperatura de 25 = 1°C, con un fotoperiodo de 12:12 (luz-oscuridad)
y un pH de 7.5 durante 21 dias, en el Laboratorio de Biotecnologia

Ambiental.

A partir del dia 15 después de la siembra se inicid con las
observaciones en un microscopio de contraste de fases (Olympus BX51),
con diferentes objetivos (20, 40, 60 y 100 X) para identificar las

caracteristicas morfolégicas de las cianobacterias.

6.4.2 Resiembra

La resiembra de los cultivos se realizd después de 21 dias de
crecimiento, se colocaron 12 matraces de 150 ml estériles, cada uno con
100 ml de los medios selectivos, se inocularon 4 ml de inoculo por matraz y
se dejaron por 30 dias con una temperatura de 25 = 1°C y luz constante;
para las muestras de medio sélido se les agregd 12 g de gelrite a cada litro
de medio selectivo, y con una asa bacterioldgica se tomd una pequena
cantfidad de muestra que fue colocada en forma de barrido; la resiembra
se realizd en una campana de flujo laminar (Alder), y se incubo en las

mismas condiciones que los matraces con medio liquido.
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6.4.3 Identificacion de cianobacterias cultivadas

La identfificacion de las cianobacterias en cultivo de cada uno de 1os
suelos muestreados se realizd de acuerdo a las claves taxondmicas
propuestas por Komdrek y Anagnostfidis (1999), para 1o cual se
consideraron: células vegetativas, tamano, acinetos, presencia o ausencia
de heterocitos u hormogonios, asi como el tipo de crecimiento de la

colonia.

6.5 Purificacion

Las muestras identificadas, tanto en medio liquido como sdlido
fueron purificadas por medio de las técnicas de Rippka, (1988). Como se

describen a continuacion:

6.5.1 Dilucion seriada

La técnica de dilucion seriada, fue empleada para aislar organismos
menores a 10 ym de didmetro y es muy Util para especies que son mads
abundantes en la muestra. Se utilizd 1 ml del sobrenadante y se agregd en
tubos de ensaye, con 9 ml de cada medio selectivo estéril, se
homogeneizd y posteriormente se agregd 1 ml a un segundo fubo con 9 ml

de medio, asi sucesivamente hasta obtener 5 transferencias de cultivo.

6.5.2 Placas de agar

El método en placas se utilizd para separar y purificar a las
cianobacterias cultivadas empleando la forma de rayado y estriado; se
prepararon 250 ml del cultivo selectivo BG-11¢ (sin nitrdgeno) al cual se le

agregd 3 gr de gelrite, se esterilizd en una autoclave (Sterile Max Harvey
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ST75925), se vaciaron aproximadamente 25 ml de medio en cajas de petri
estériles de 25 cm de didmetro. Posteriormente, se le agregd a cada caja
de una a dos gotas de los cultivos y se esparcieron con un asa
bacterioldgica. Se incubaron de 5 a 8 dias. Esté método también se

empled para purificar cultivos contfaminados con otros microorganismos.

Para la fransferencia en medio sdlido se tomaron muestras de la
resiembra, ocupando solamente los cultivos que presentaron diferentes
coloraciones, se colocaron de forma invertida, para quedar expuestas a

una fuente de luz para su crecimiento.

6.6 Variables fisicoquimicas de los suelos de mangle

Para determinar las variables fisicoquimicas de las muestras de suelos
obtenidas de las cinco bahias se utilizaron las metodologias de ferfilidad,
salinidad y clasificacion de suelos establecidas en la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-Semarnat-2000.

Para el andlisis del suelo, se fomaron submuestras para obtener al
final una muestra compuesta (aproximadamente 2 kg) de cada una de las
bahias. Las muestras se secaron al sol durante 24 horas, se trituraron con un
martillo, se tamizaron a través de una malla de 2 mm y se determinaron las
siguientes caracteristicas fisicoquimicas: textura, capacidad de retencion
del agua (CRA), pH, capacidad de intercambio catidénico (CIC),
conductividad eléctrica (CE), nitrdgeno total (NT), fosforo disponible (F) y

materia orgdnica (MO).
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6.7 Andlisis Fisico

6.7.1 Textura (Richards, 1993)

Para conocer la proporcion relativa de particulas de arena, limo y
arcilla, las cuales al combinarse se obtuvieron las clases texturales de cada
uno de los suelos. Se pesaron 50 g de cada suelo seco por triplicado, y se
colocaron en una mezcladora (Hamilton Beach Classic, 727 WM), a cada
muestra se le anadieron 10 ml de solucidn dispersante (Hexametafosfato
sodico + agua destilada) hasta que la superficie quedd unos 6 cm sobre el
fondo de la copa, se mezcld por 3 minutos y se vertid el contenido a una
probeta de 1000 ml arrastrando con una piseta todas las particulas, se
cubrid con parafim y durante un minuto se homogeneizd. Posteriormente,
se infrodujo el hidrometro de Bouyoucos (Fisher Brand ERTCO, 2152H-BF), se
tomo la temperatura y a los 40 segundos del cese de la agitacion se anotd
la medida que registrd el aparato (Ec. 2) y se dejé sedimentar por 120
minutos, tiempo en el cual se volvio a infroducir el hidrometro vy

nuevamente se fomo la temperatura (Ec. 3).

% Limo +% Arcilla= [pmmI +Hinicial-20°C %de suelos ] 100  (Ec.2)

% Arcilla= [pfinal + tfinal -20°C 0.36/g de suelos] 100 (Ec.3)
% Arena = 100 - (% Limo + % Arcilla)  (Ec.4)

% Limo = (% Limo + % Arcilla) - (% Arcilla)  (Ec.5)
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6.7.2 Capacidad de retencion del agua (CRA) (Danielson et al. 1984)

La capacidad de retenciéon del agua (CRA) se determind colocando
20 g de suelo seco por friplicados, en embudos de 6.5 cm de didmetro con
papel filtro previamente pesado, se colocd un blanco (papel filtro pesado)
y se saturaron con 100 ml de agua destilada, se cubrieron con papel
aluminio durante 24 h. Posteriormente se retird el papel filtro con los suelos
saturados, el blanco y se pesaron. Los datos obtenidos se sustituyeron en la
ecuacion é.

CRA = (ar/ps)*100 (Ec.é)

Agua retenida (ar) = (peso del papel filtro con suelo saturado de

agua - peso del papel filtro humedo + peso del suelo seco)
ps = peso seco del suelo

6.8 Andlisis Quimico

6.8.1 pH (Yufera y Carrasco, 1973)

Para la determinacion del pH, se pesaron por triplicado 10 g de cada
suelo y se colocaron en vasos de precipitado de 50 ml, se les anadid 25 ml
de agua destilada, se agitaron mecdnicamente por 5 minutos y se dejaron
reposar por 15 minutos. Posteriormente, se tomaron las lecturas de pH

directamente con un potenciometro (OAKTON-88066) previamente

calibrado.
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6.8.2 Capacidad de intercambio catidnico (CIC) (Gee y Bauder,
1986)

La capacidad de intercambio catidnico (CIC) se determind por el
método de cloruro de bario-trietanolamina en meqg/100 g. Se pesaron 2 g
de cada suelo por friplicado y se colocaron en tubos de centrifuga de 50
ml, a los que se les anadié 25 ml de acetato de bario (C4H«BaO4) al 10%, se

cenfrifugaron por 5 minutos a 3000 rom (cenftrifuga Hetftich MIKRO 22R).

Posteriormente se separd el sobrenadante dejando en el tubo la
muestra del suelo al cual se le anadieron 25 ml de solucion de sulfato
magnésico (MgSOs 0.1N), se agité durante 1 minuto y se volvid a
centrifugar a las mismas condiciones, se agregaron10 ml del sobrenadante
a un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se adicionaron 90 ml de agua
destilada, al mismo tiempo se prepard un blanco a partir de 10 ml de la

solucion de sulfato de magnesio y se diluyd con 100 ml de agua desfilada.

A cada uno de las muestras se les anadieron 10 ml de la solucion
tampdn (NH4CI 1IN, NH4OH 1N) mds 6 gotas de indicador negro de
eriocromo Ty se valord con la solucidon acomplejante (CioH14N2Na20g 2H20,
H.O) hasta tornarse un color azul. Para obtener la CIC, los datos obtenidos

se sustituyeron en la ecuacion 7.
CIC= (M-N 0.05*2.5) 100/P  (Ec.7)

Donde:

M= ml de la solucién acomplejante para valorar el blanco
N= ml de la solucién acomplejante para valorar la muestra
P=peso en g de la muestra de suelo

2.5= factor de dilucion
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6.8.3 Conductividad eléctrica (Richards, 1993)

Para la determinacion de la conductividad eléctrica (CE) (ds/m), se
pesaron 100 g de cada suelo por duplicado y se colocaron en vasos
desechables de 200 ml, se les agregd agua destilada (aproximadamente
100 ml c/u) hasta conseguir una pasta, se taparon con papel aluminio y se
refrigeraron a 4°C durante 24 horas. Posteriormente se filtfré el
sobrenadante con una bomba de vacid y se leyeron las muestras con un
conductimetro (OAKTON CON 110).

6.8.4 Nitrégeno total (Bremner, 1996)

Para la determinacion de nitrébgeno total (%) se pesaron por
triplicado 0.5 g de cada suelo, se les agregd 2 ml de dacido sulfurico
concentrado (H2SO4) v 1g de sulfato de potasio (K2SO4), con la punta de
una espdatula se les colocd una pizca de éxido de mercurio (Hg2SO4) y con
una varilla de vidrio se homogeneizaron las muestras para digerirlas en un
equipo de digestion (BUCHI k-424) durante 3 horas aproximadamente. Una
vez terminada la digestion, las muestras de enfriaron y se procedié a
preparar cada muestra con su respectivo blanco con 10 ml de H0O
destilada y 5 ml de hidréxido de sodio (NaOH) al 32%, se destilaron en un
equipo de destilacion (BUCHI k-314) la destilacion para la determinacion

de nitrégeno total, se utilizd un equipo de destilacion BUCHI k-314.

El destfilado de la muestra se colectd hasta alcanzar un volumen de
100 ml, en un matraz Elenmeyer donde previamente se habian agregado
50 ml de dcido bdrico (H3sBO3) mds unas gotas de los indicadores verde de

bromocresol y rojo de metilo.
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Para determinar el nitrdgeno total presente en cada una de las
muestras, se tituld el contenido del matraz Erlenmeyer con d&cido sulfurico
(H2SO4) 0.5 N hasta obtener el vire de color verde a rosado intenso. Por
separado se prepararon tres blancos siguiendo el mismo procedimiento
que en las muestras (pero sin adicion de suelo).El porcentaje de nitrogeno

total se obtuvo con la ecuacion 8.

%N = (Vm — Vb)*N*1.4/P (Ec.8)
Donde:
Vm= es el volumen de HSO4 empleado en titular la muestra
Vb= el volumen de HSO4 empleado en titular el blanco
N= es la normalidad exacta del HaSO4

P=es el peso de la muestra de suelo en gramos.

6.8.5 Fosforo disponible (Watanabe y Olsen, 1965)

Para la determinacion de fosforo disponible se pesaron 2.5 g de
cada suelo tamizado por triplicado y se colocaron en tubos de polietileno,
se adicionaron 50 ml de solucion exiractora de bicarbonato de sodio
(NaHCO3), 0.5M, los tubos se taparon y agitaron durante 30 minutos a 180
rom (agitador EBERBACH), se filfraron con papel Whatman 42.
Posteriormente se tomaron 5 ml de cada filtrado y se colocaron en un
matraz aforado de 50 ml, a los cuales se les agregd 5 ml de la solucidn
reductora (dcido ascoérbico), se agitaron manualmente y se aforaron con
agua destilada, después de 30 minutos se tomaron las lecturas de
absorbancia a una longitud de onda 882 nm en un espectrofotobmetro UV
visible (Beckman Du 530).
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6.8.6 Materia orgdnica (Kalembasa y Jenkinson, 1973)

La defterminacion de materia orgdnica se evaludé a través del
contenido de carbono orgdnico con el método de Walkley y Black (1934),
se pesaron por friplicado 0.5 g de cada suelo, se colocaron en matraces
Erlenmeyer de 500 ml y se les adiciond 10 ml de dicromato de potasio 1N,
girando cada matraz con precaucion para cubrir el suelo totalmente.
Posteriormente se les agregd 20 ml de dcido sulfurico concentrado con
una bureta, se giraron nuevamente los matraces y se agitaron por un
minuto, dejdndolos reposar por 30 minutos. Transcurrido este fiempo se les
anadidé 200 ml de agua destilada, 5 ml de dcido fosférico concentrado y
de 5 a 10 gotas del indicador de difenilamina. Se titularon con una solucion
de sulfato ferroso 1 M (FeSO4.7H20) hasta virar a un color verde claro, de
igual manera se procesaron por triplicado los blancos. Para obtener el

porcentaje de materia orgdnica se utilizd la siguiente ecuacion:
% C orgdnico= [B-T/g]*N*0.39 m.c.f (Ec.9)
Donde:

B= volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos
(ml)

T= volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (ml)

N= normalidad exacta del sulfato ferroso

g = peso de la muestra empleada (9)

m.c.f = factor de correccion de humedad
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6.9 Tincién con naranja de acridina

Esta técnica se empled para visualizar la viabilidad del ADN en las
cianobacterias a través de la estimulacion de un fluorocromo con alta
energia o con una longitud de onda corta. Se colocaron los frotis por cada
muestra y se les agregd una gota de naranja de acridina la cual se secd
por 2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se enjuagaron los
frotis con agua destilada y se observaron las células que se fineron con

dicha coloraciéon en el microscopio de epifluorescencia (MOTIC 107M).
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6.10 Extraccion de ADN de sedimentos y muestras complejas

De acuerdo al protocolo de Rojas-Herrera et al. (2008), se pesaron
0.5 g de los cinco suelos secos y se tomd 1 ml de la muestra de cultivo de
los cinco sitios, los cuales se mantuvieron en refrigeracion a 4°C. Cada una
de las muestras fueron colocadas en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, a
las que se les agregd 1 ml de soluciéon buffer amortiguadora TEN (Tris-HCI
100 mM, pH 8.0, NaCl 500 mM, EDTA 50 mM, pH 8.0) y se homogeneizd en
vortex por 1 minuto, esto con el fin de eliminar la mayor cantidad de
impurezas. La mezcla resultante se centrifugd a 10,000 rom por 10 min a
4°C, se descartd el sobrenadante y se repitid el lavado seis veces para las
muestras de suelo y cuatro para las muestras de cultivo Terminados los
lavados se resuspendieron las pastillas en 1T ml de buffer TEN y se agitd en
vortex por 30 segundos, se le anadieron 20 pl de la solucion de lisozima (10
mg/ml de TE: Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 50 mM pH 8.0) y se incubaron en
bano de agua a 37°C por 1 h con agitacidn moderada. Nuevamente se
incubaron por 10 minutos en un bano de hielo/alcohol (-10°C), se dejaron 5
minutos en bano de agua a 65°C y se repitid tres veces este ciclo.
Posteriormente, se les anadié 100 pyl de dodecilsulfato sédico (SDS) al 20% vy
se agitd en vortex por 1 minuto. Las muestras se incubaron por 30 minutos a
30°C y se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante obtenido de cada muestra se transfirid a un
tubo de microcentrifuga nuevo, se le agregaron 500 pyl de acetato de
potasio 5M y se incubd a 65°C por 5 minutos. Posteriormente, se colocaron
en hielo por 20 minutos y se centrifugaron a 4°C por 30 min a 10,000 rom. El
sobrenadante se transfiid a un tubo de microcentrifuga nuevo
agregdndole una suspension de silice (SiO2) mezcldndola ligeramente en

vortex. Se agitaron por inversiéon durante 3 minutos, y se centrifugaron por 2
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minutos mdas a 10,000 rom a temperatura ambiente, se descartd el
sobrenadante; se lavd la pastilla dos veces con Tml de etanol frio al 70%
(sin agitacion) y se centrifugd a 10,000 rom por 2 minutos a temperatura
ambiente. Se dejo evaporar el alcohol manteniendo los tubos abiertos por
2 minutos sobre la mesa. Finalmente, se resuspendid la pastilla en 50 ul de
agua destilada estéril y se incubd a 55°C por 5 minutos para después
centrifugarlo a 10,000 rom por 5 minutos a temperatura ambiente;
recuperando el sobrenadante en un tubo nuevo sin tomar silice y se

guardaron los tfubos en congelacion (-20°C) para andlisis posteriores.

6.10.1 Determinacion del ADN por electroforesis

La calidad del ADN extraido de las muestras se comprobd
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X (2M frizma base, 1M dcido acético glacial, 50 mM EDTA [pH 8.0]) v
se tind con bromuro de efidio (0.5 ug/ml), fueron documentados en un
transiluminador UV (Biorad) con el software Quantity One® (BioRad Imaging

System).

6.10.2 Cuantificacion del ADN

Para conocer la pureza del ADN exiraido de cada muestra se tomo
una alicuota de 5 pl y se diluyd con 3 ml de agua destilada estéril. Se
leyeron las absorbancias en el espectrofotobmetro UVI VIS (Perkin EImer), a

una longitud de onda 260 nm (dcidos nucleicos) y se aplicd la siguiente

formula para determinar la concentracion del ADN extraido:

ADNmg = ABS 260nm x 50 ug. ml-! x factor de dilucion (Ec.10)
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Posteriormente se tomd una segunda lectura a 280 nm (proteinas),
para obtener la relacidn Axo2e0, Y de ésta manera se determind la pureza
del ADN. Valores mayores a 1.7 indican pureza en el ADN extraido, valores

menores indican contaminacion por sustancias humicas o proteinas.

6.10.3 Amplificacién por PCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa permitid obtener un
numero de copias de cada fragmento de ADN extraido, los iniciadores
utilizados para este estudio se describen en el cuadro Il. Se realizd una
primera amplificacion de las muestras de suelo y medio de cultivo con los
iniciadores 16SS y 16SR. Para el estudio de las cianobacterias se amplificod

con los iniciadores especificos CYA 359 Fy 781 R (ay b).

Se corrid una PCR anidada, utilizando los productos de la primera

amplificacion y agregando los iniciadores CYA.

Cuadro Il Secuencias de los iniciadores utilizados para la PCR

Iniciadores Secuencia (5" - 3)
16SS AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16SR CGGGAACGTATICACCG
CYA 359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG
CYA 781R (q) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
CYA 781R (b) GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT

NGbel ef al. 1997 (CYA)

Para las dos amplificaciones se empled la misma mezcla de reaccion
(Cuadro ll), incluyéndose en cada amplificacion distintos iniciadores,
variando los voliUmenes finales de los iniciadores universales 16S, asi como

de los iniciadores especificos CYA(*).
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Cuadro lll Mezcla maestra para la PCR

Reactivo Concentracién inicial Volumen final (ul)
Buffer 10 X 2.5
MgCl2 50 mM 2.5
dNTP’s 10 mM 0.5
16SS* 5 UM 1
16SR* 5 UM 1

CYA 359** F 10 uM 1
CYA 781** R(q) S5 UM 0.5
CYA 781** R(b) S5 UM 0.5

Taq SU 0.2
BSA 10 % 0.75
ADNmuestra 200 pg/ml 2
Agua - 14.55

* Iniciadores utilizados en la primera amplificacién y ** iniciadores usados en la segunda
amplificacion que es mds especifica.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: Para la
primera PCR consistieron en una desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos (1
ciclo), la amplificacién inicié a 94°C por 30 segundos, alineacion a 49°C
por 1 minuto y una extension a 72°C por 1 minuto 30 segundos (30 ciclos) vy
se finalizd con una extension de 72°C por 7 minutos. Todas las

amplificaciones se realizaron en un termociclador BioRad MyCycle.

Se realizd una electroforesis en placa con gel de agarosa al 2 % con
100 ml de TBE (40 mM TRIS borato al 0.6% y 2 mM de EDTA); se tind con
Bromuro de Etidio (1 pl/100 ml). Se colocaron 5 ul de cada muestra, 3 yl de
amortiguador de carga por carril (glicerol, azul de bromofenol y agua), y 3

ul del marcador molecular de 100 pb, se corrid a 70 V durante 1 hora, con
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amortiguador TBE (0.5X), y el gel se visualizd en un transiluminador de
radiacion UV, la imagen fue guardada en un equipo foto-documentador

Gel Doc XR System de BIO-RAD, utilizando el programa Quantity One.

6.10.4 Gel de gradiente de desnaturalizacion (DGGE)

Para conocer el rango de concentracion desnaturalizante y saber
donde se separaron mejor los productos de PCR obtenidos con los
iniciadores CYA, se hizo un gel perpendicular al 6% de poliacriamida, con
un gradiente desnaturalizante de 0 a 100% de urea y formamida. Las
condiciones que se emplearon fueron: una desionizacion del gel a 120 V
60°C por 1 hora y se agregd 125 ul del producto de la PCR anidada se

corrié con un voltaje de 120 V a 60°C por 1 hora.

La electroforesis en gel de gradiente de desnaturalizacion se realizd
utilizando amplicones de 600 pb, las soluciones utilizadas se prepararon
con acrilamida/bisacrilamida al 40 %. Los gradientes de desnaturalizacion
utilizados fueron del 20% al 60% de urea y formamida respectivamente, se
montd un juego de vidrios limpios en la base del DCode Universal Mutation

Detection System de BIORAD vy se dejo polimerizar por 1 hora.

Se refird con agua destilada el exceso de acrilamida en los pozos,
posteriormente el volumen de carga de cada muestra fue de 50 ng vy se
mezclé con 5 yl de amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.05 g,
xileno cianol 0.05 g, TAE 1X), se realizd la carga de la mezcla en los carriles y
la electroforesis se corrid en amortiguador TAE (1X) a 60 V por 18 horas a 60
°C. Los geles obtenidos fueron tenidos en solucion SYBER (5 ul/100 ml de
amortiguador TAE al 1x) por 15 minutos y se observaron en el
transiluminador UV Gel Doc XR system (BIO RAD).
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Posteriormente, se cortaron las bandas presentes, las cuales se

diluyeron en 50 ul de agua destilada estéril durante 24 h a 4°C.

6.10.5 Digitalizacién del DGGE

El andlisis digital de los DGGE se llevd a cabo con el programa
Quantity One (BIO RAD), se generaron curvas densitométricas y con base a
las intensidades relativas del drea de los picos de cada banda observada,
se realizé una matriz de presencia/ausencia por cada gel, se determiné el

indice de diversidad de Shannon-Weaver con la funciéon (Ec.11):
H=-3 (PDIn(Pi) (Ec.11)
Donde:
Pi =Probabilidad de encontrar un género por banda
Pi=ni/nt (Ec.12)

Donde:
ni = Altura de un pico determinado
nt = Sumatoria de todos los picos de una curva densitométrica obtenida

del programa Quantity One.
El valor final del indice de Shannon-Weaver fue generado a partir del

promedio del indice de cada muestra con el programa Species Diversity &
Richness 3.03.

~ 40 ~



Composicién de cianofitas y su relacién con parametros fisicoquimicos de suelo en los
ecosistemas de manglar de Bahias de Huatulco
Gabriela Herndndez Enriquez

6.11 Andlisis estadisticos

Se realizd un andlisis de cluster con una matriz de presencia/ausencia
para conocer las distancias de similitud entre los géneros identificados y

sitfios de muestreo con el programa Primer 6.

Asi mismo, se realizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis
(Zar, 1999), debido a que los datos no presentaron normalidad
(Kolmogorov-Smirnov) ni homocedasticidad (Prueba de Levene) y para
determinar diferencias significativas entre géneros enconfrados con los
pardmetros fisicoquimicos de pH, capacidad de retencidon del agua,
nitrdbgeno total, fbésforo, capacidad de intercambio catidnico vy

conductividad eléctrica, utilizando el programa Statistica 7.0.

Para corroborar posibles diferencias en la prueba de rangos de
Kruskal-Wallis, se realizdé una prueba de Wilcoxon (Zar, 1999) en el Statfistica
7.0.
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7. Resultados

De acuerdo a los objetivos planeados en este estudio, a

confinuacioén se describen los resultados obtenidos.

7.1 Identificacion taxonémica de cianobacterias

El método utillizado para la identificacion por taxonomia
convencional permitid reconocer 13 géneros de cianobacterias en las
cinco bahias muestreadas, considerando el tamano de las células
vegetativas, la presencia o ausencia de heterocitos, acinetos vy
hormogonios (células reproductivas), los géneros identificados fueron:
Anabaena, Calothrix,  Fischerella, Nostoc, Rivularia asi como
Aphanizomenon, Oscillatoria, Phormidium vy las unicelulares Aphanothece,

Chroococcus, Gloeocapsa, Microcystis, y Synechoccocus.

En la figura 3, se observa 1) cultivos de cianobacterias en medio
solido, 2) Formacion de colonias de cianobacterias en medio liquido BG-
110, 3) tubo de ensaye con cianobacterias filamentosas del género
Anabaena, y 4) Tapete laminar formado por cianobacterias filamentosas,
estos cultivos fueron utilizados para aislar, caracterizar y purificar 1os

géneros identificados .

Figura 3. Cultivos de cianobacterias en medio sélido y medio de cultivo BG-11o.
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En el cuadro IV se enlistan los érdenes a los que pertenecen los

diferentes géneros encontrados de las cinco diferentes bahias.

Cuadro IV. Caracteristicas de los érdenes de cianobacterias

Orden

Morfologia

Caracteristicas

Chroococales

Organismos unicelulares o

coloniales

Células circulares u ovales,
presentan o no vaina
mucilaginosa, se pueden

dividir en dos o mds planos

Oscillatoriales

Organismos filamentosos

Fragmentacién del
fricoma (hormogonios), no
posee heterocitos ni
acinetos, puede o no
presentar vaina

mucilaginosa

Nostocales

Organismos filamentosos

Poseen acinetos y
heterocitos, estos Ultimos
pueden ser terminales o
intercalares, forman
colonias mucilaginosas, o
fricomas solitarios
uniseriados, isopolareso
heteropolares,

terminaciones afenuadas

o células cilindricas.

Stigonematales

Organismos filamentosos

Morfolégicamente
complicados, presentan
heterocitos y su principal
diferenciacién estd en la
presencia de ramas
verdaderas en los

filamentos.

~ 43 ~




Composicién de cianofitas y su relaciéon con pardmetros fisicoquimicos de suelo en los
ecosistemas de manglar de Bahias de Huatulco
Gabriela Herndndez Enriquez

Las cianobacterias idenftificadas en los suelos de las bahias se

observan de la figura 4 ala 13.

En el caso de Oscillatoria 4(a) se observaron filamentos simples, no
ramificados, no presentd vainas y carecid de acinetos y heterocitos,
presentd hormogonios (células reproductoras) y las células de los
flamentos en los extremos se observaron redondeadas 4(b), se localizd en

las Bahias Conejos y Tangolunda, este género pertenece a la:
Clase: Cyanophyceae

Orden: Oscillatoriales

Familia: Oscillatoriaceae

Figura 4. (a) Cianobacteria flamentosa Oscillatoria. (b) Células reproductoras conocidas
como hormogonios.

Se identificaron filamentos de Nostoc,(Fig. 5) dentro de una colonia
iregular enrollada y cubierta de mucilago, se observaron filamentos
desenvainados, asi como la presencia de heterocitos intercalares

claramente marcados, que son las células donde se fija el nitrédgeno, se
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ubico a este género en las Bahias de Cuatfunalco, Mojon y San Agustin,

pertenece ala:
Clase: Cyanophyceae

Orden: Nostocales

Familia: Nostocaceae

Figura 5. (a) Cianobacteria filamentosa Nostoc formando colonias con mucilago. (b) y (c)

Filamentos desenvainados del mismo género. (d) Heterocitos intercalares en Nostoc.

Se observd a la cianobacteria unicelular Microcystis, la cual se vio
cubierta por una vaina de mucilago y acompanada de oftra
cianobacteria filamentosa (Fig. é), las colonias pueden observarse de

forma irregular, sus células pueden ser esféricas y pueden presentar cierta
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flotacion libre. Este género se encontrd en las Bahias de Conejos, Mojon,

San Agustin y Tangolunda y Microcystis corresponde a la:
Clase: Cyanophyceae

Orden: Chroococcales

Familia: Microcystaceae

Figura 6. (a) Cianobacteria unicelular Microcystis

En la identificacion de la cianobacteria unicelular Synechoccocus,
estd presentd células ovales en grupo de dos a cuatro células, no se
observd la presencia de mucilago y presentaron una coloracion verde

oliva, se localizd en Conejos y Cuatunalco (Fig. 7). El género pertenece a:
Clase: Cyanophyceae
Orden: Chroococcales

Familia: Synechococcaceae
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Figura 7. Cianobacteria unicelular Synechoccocus.

Las colonias identificadas del género Gloeocapsa (Fig. 8) se
observaron integradas en pequenos grupos de células, envueltas en una
vaina mucilaginosa, de formas amorfas y coloracién amarillo marrén, fue

ubicada en Bahia de Cuatunalco y este género se coloca dentro de la:
Clase: Cyanophyceae
Orden: Chroococcales

Familia: Microcystaceae
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Figura 8. Colonias de cianobacterias del género Gloecapsa

En el caso de la cianobacteria unicelular Chrooccocus (Fig. 9), va de
dos a cuatro células, se observaron embebidas en una vaina mucilaginosa
o bien formando colonias, presentaron una coloracién verde amarillo y se

localizé en Bahia Tangolunda. El género Chrooccocus pertenece a:
Clase: Cyanophyceae
Orden: Chroococcales

Familia: Chroococcaceae
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Figura 9. Género unicelular Chroococcus

La cianobacteria unicelular Aphanothece, se observé formando
colonias, presentd formas elipticas o esféricas, sus células dispuestas
imregularmente, y tenian un color verde azulado ubicada en Bahia

Tangolunda (Fig. 10). Pertenece a:
Clase: Cyanophyceae
Orden: Chroococcales

Familia: Synechococcaceae

Figura 10. Cianobacteria unicelular del género Aphanothece
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El género Anabaena, presenta filamentos solitarios o en grupo, sus
células pueden ser de forma cilindrica, de barril o esféricas, los flamentos
presentan una coloracion verde oliva, y poseen heterocitos intercalares o
terminales, se observaron también los dos granulos de cianoficina en los
polos del heterocito, asi como la presencia de acinetos, esta

cianobacteria estuvo presente en las cinco bahias. (Fig. 11)
Clase: Cyanophyceae

Orden: Nostocales

Familia: Nostocaceae

Figura 11. Cianobacteria Anabaena. (a) Filamentos con acinetos y heterocitos

intercalares. (b) Género de Anabaena con heterocitos terminales. (c) Forma de acineto.

(d). Filamentos conglomerados del mismo género.
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En el caso de Calothrix presentd filamentos con heterocitos basales,
estos raramente con acinetos en la parte basal, vainas de mucilago visibles
y asi como células de hormogonios, este género se localizd en Bahia

Tangolunda San Agustin y Conejos, (Fig.12). Calothrix pertenece a:

Clase: Cyanophyceae

Orden: Nostocales

Familia: Rivularioceae

Figura 12 (a) Género Calothrix con vainas de mucilago presentes. (b) En algunos géneros

de Calothrix por carecer de fésforo desarrolla acinetos basales. (c) y (d) Heterocitos
presentes.
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Se identificaron filamentos del género Fischerella con heterocitos (Fig.
13), y ramificaciones iniciales verdaderas en forma de T que sugieren un
cambio en la division del plano, asi como filamentos formando
conglomerados, fambién se aprecié ramificaciones multiseriadas, se ubico

en la Bahia Tangolunda, y este género se encuentra dentro de la:

Clase: Cyanophyceae

Orden: Stigonematales

Familia: Fischerellaceoe

Figura 13. Género Fischerella (a) Con ramificaciones iniciales. (b) Fischerella con

ramificaciones iniciales y terminales y la presencia de heterocitos. (c) y (d) Filamentos

conglomerados.
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7.2 Pardmetros fisicoquimicos de los suelos

Los pardmetros fisicoquimicos obtenidos de los suelos de las cinco
bahias muestreados fueron: pH, CRA, CE, CIC, nitrogeno total, fosforo
disponible, materia orgdnica, arenas, arcillas, limos y clase textural,

(Cuadro V).

Como se observa en el cuadro V y de acuerdo con la NOM-021-
SEMARNAT-2000, las texturas de los suelos de cada una de las bahias
presenta diferencias en el contenido de arenas, limos y arcillas, siendo
Cuatunalco la bahia que presentd una textura franco, con el 53% de
arenas, 35% de limos y 12% arcillas, mientras que el suelo de Tangolunda,
presentd una textura arenoso franco con 14% mds de arenas y 10% menos
de limos que el suelo de Cuatunalco y solo un 4% de arcillas. El suelo de
Mojén, no presenta diferencias significativas en arenas y limos, pero si un
aumento del 3% de arcillas con respecto a Tangolunda y de acuerdo a su
textura se clasificd en franco arenoso. El suelo de bahia Conejos presentd
ligeramente un incremento en arenas, y mantiene equilibrados los limos y
arcillas clasificdndose con una textura arenoso franco. Finalmente, el suelo

de San Agustin fue el que presentd 92% de arenas, 4% limos y 4% de arcillas.

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) que tienen los suelos,
estd en funcion al contenido de arenas, limos y arcillas principalmente. Por
lo que la CRA de cada uno fue diferente, siendo San Agustin la bahia que
presenta la menor capacidad de retencion de agua con un 45%, el suelo
de bahia Conegjos presentd una CRA de 47%, sin embargo bahia de
Tangolunda y Mojon tuvieron una capacidad de retencion del agua de
61% vy 64% respectivamente, mienfras que Cuatunalco presentd la

capacidad de retencidon de agua mds alta con 81% que las otras bahias.
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Los valores de pH para los cinco suelos de las bahias fueron
diferentes, siendo el suelo de Mojon, el que presenté un pH de 5.9
considerado moderadamente dcido; mientras que, el pH de San Agustin es
6.7 y el de Conejos de 7.3 y son neutfros. Sin embargo los suelos de
Tangolunda y Cuatunalco, son los que fienen el pH medianamente
alcalinos (7.5 y 7.8, respectivamente) (Norma Oficial Mexicana NOM-021-
SEMARNAT-2000).

La capacidad de intercambio catidnico es la concentfracion de
iones intercambiables en el suelo principalmente de Ca?t, Mg?+, Na* y K¥, la
bahia de Mojon presenta 8 unidades mdas de capacidad de infercambio
cationico con respecto a San Agustin y Tangolunda que fuvieron menos
CIC, con lo que respecta a Cuatunalco, presentd 24 Cmol/kg'y Conejos
22 Cmol/kg, lo que es considerado por la NOM-021-SEMARNAT-2000 entre

una media y alta concentracidon de iones para los cinco sitios.

Los valores obtenidos de la conductividad eléctrica (CE) de las cinco
bahias registraron diferencias, debido al contenido de sales solubles totales
del suelo. La que presentd una menor CE fue la bahia de Cuatunalco con
un valor de 7.2 dSm-1, seguida de San Agustin con 8.1 dSm-1, el suelo de la
bahia de Tangolunda presentd 9.3 dSm-, Mojon registré 12.0 dSm-! vy
Conejos tuvo la conductividad mas alta (13.7 dSm-!) de las cinco bahias
aumentando hasta 53% mds que la bahia de Cuatunalco (NOM-021-
SEMARNAT-2000).

El nifrbgeno total de un suelo es el contenido del mismo, en sus
diferentes formas (N-NH4, N-NO3z, N-NO3), y es un pardmetro importante
para medir la fertilidad de los suelos. De acuerdo a los valores obtenidos la
concentracion de nitrédgeno total para cada una de las bahias fue

diferente. El suelo de San Agustin presentd 0.03% de nitrdgeno y de
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acuerdo a lo establecido por la NOM-021-SEMARNAT-2000 es considerada
una concenfracion muy baja, con respecto a las bahias de Conejos vy
Tangolunda el porcentaje de nitrédgeno fue 28% mds que en San Agustin,
mientras que Cuatunalco y Mojon presentaron un 69% mds con respecto a

las otras bahias.

Las concenfraciones de fdosforo disponible en cada una de las
bahias, también variaron significativamente como se observa en el cuadro
V, el suelo de San Agustin presentd el menor contenido de fésforo con 5
mg/kg, Mojon tuvo un contenido de 33 mg/kg, casi siete veces mdas que
San Agustin, mienfras que Conejos fuvo una concentracion de 76 mg/kg,
Cuatunalco de 116 mg/kg y la mayor concentracion fue para Tangolunda
con 157 mg/kg, treinta veces mds que San Agustin; sin embargo, de
acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000, los porcentajes obtenidos en estas

bahias son consideradas concentraciones altas de fosforo.

Los valores presentados para la materia orgdnica mostraron
diferencias en los cinco sitios. Bahia San Agustin presentd el menor
contenido de materia orgdnica con 0.25%. El suelo de Conejos registrd
1.6%, Tangolunda presenté 2.5% y Cuatunalco tuvo 3.2% todos ellos
considerados por la NOM-021-SEMARNAT-2000 como suelos con contenidos
medios de materia orgdnica, el suelo de Mojon tuvo 8.3% de materia

orgdnica y es el suelo con mds contenido registrado.
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Cuadro V. Pardmetros fisicoquimicos de los suelos de las cinco bahias

, . CRA CE CiC P Arenas | Arcillas | Limos | Clase
Bahia Sistema | pH % dS/m-1 | Cmol/Kg-! Nt7% mg/Kg MOZ% % % % Textural
Conejos | cerrado | 7.3, | 47 | 137 22 0176 | 76n 1.6, 71 9 20 Ofrenoso
ranco
Cuatunalco | abierto | 7.8 81 7.2 24 0.16¢ 116n 3.2 53 12 35 franco
Mojén | cerrado | 590 | 64 | 120 27 016 | 33 | 83 | 68 i 91 | franco
arenoso
San Agustin | abierto | 6.74 45 8.1 21 0.034 5¢ 0.25 92 4 4 arena
Tangolunda | abierfo | 7.5c | 61 9.3 21 0.11e | 157, | 2.5 67 8 25 ?fenoso
ranco
pH N total P disponible Materia orgdnica (MO)
a= neutro d= muy bagjo g= bajo i= muy bajo
b= moderadamente e= medio h= alto j= medio
acido
f=alto k=muy alto

c= moderadamente
alcalino
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7.3 Cluster de los géneros.
La distribucion de los géneros identificados por sitio se observa en el

cuadro VI.

Cuadro VI. Presencia-ausencia de cianobacterias por sitio de muestreo

Género Conejos Cuatunalco Mojdn San Agustin Tangolunda
Anabaena + + + + +
Aphanizomenon - - - - +
Aphanothece - - - - +
Calothrix + - . + +
Chroococcus - - - - +
Fischerella - - - - +
Gloeocapsa - + - - -
Microcystis + . + + +
Nostoc - + + + .
Oscillatoria + - - . *
Phormidium - - - . +
Rivularia - - - - +
Synechococcus + + - - -

Posteriormente se realizd un andlisis de cluster utilizando una matriz
de semejanza de Bray Curtis, esta matriz permitié conocer las distancias de
similiftud entre los géneros identificados y los sitios de muestreo. El andlisis
arrojé un cluster (Fig. 14) en el cual se observaron tres grupos con una
similitud de mds del 60% entre ellos. El primer grupo estd representado por
los géneros de Fischerella, Rivularia, Chroococcus, Aphanothece,
Aphanizomenon y Phormidium, con 100% de similitud entre ellos y solo se
enconfraron presentes en la bahia de Tangolunda. El segundo grupo
engloba géneros con un 90, 80 y 70% de similitud entre ellos y lo conforman

Microcystis y Anabaena ambos géneros con un 90% de similitud. El primer

~57 ~



Composicién de cianofitas y su relacién con parametros fisicoquimicos de suelo en los
ecosistemas de manglar de Bahias de Huatulco
Gabriela Herndndez Enriquez

género se encontrd en cuatro de las cinco bahias, mienfras que el
segundo género se encontrd en las cinco bahias muestreadas, con un 80%
de similitud se encontré el género Calothrix y solo se ubicd en tres bahias
(Tangolunda, Conejos y San Agustin), encadenado a este grupo con 70%
de similitud se ubicd el género Oscillatoria localizado en las bahias de

Conejos y Tangolunda.

El Ultimo grupo observado fue el de los géneros Synechococcus y
Gloeocapsa ubicados en las bahias Conejos y Cuatunalco con 70% de
similitud, por lo que respecta al género Nostoc, este se localizd entre las
bahias de Cuatunalco, Mojon y San Agustin con una similitud menor del

60% con relacion del resto de los grupos.
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Figura 14. Diagrama de similitud de géneros. El circulo rojo representa al primer grupo de
cianobacterias identificadas con 100% de similitud. El circulo azul representa el segundo
grupo encontrado en las cinco bahias, con un 90% y 70% de similitud. Y el circulo verde

representa el tercer grupo teniendo una menor similitud del 60%.
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7.4 Pardmetros fisicoquimicos y la presencia de cianobacterias
De acuerdo al andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis no existen

diferencias significativas entre las medianas de los pardmetros

fisicoquimicos de pH, CRA, Nty CE (Fig. 15).
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Figura 15. Diagrama de cajas y bigotes de los pardmetros de pH, CRA, Nt, P, CICy CEy la
D Mediana I:I 25%—75%T Min-Max

presencia de géneros.

~ 59 ~




Composicién de cianofitas y su relacién con parametros fisicoquimicos de suelo en los
ecosistemas de manglar de Bahias de Huatulco
Gabriela Herndndez Enriquez

Los valores de p-estadistico de los pardmetros fisicoquimicos

analizados se muestran en el cuadro VII.

Cuadro VII. Valores del p- estadistico

Paradmetro p-estadistico
pH (H=12,p=0.15>0.05)
CRA (H=12, p=0.23>0.05)
Nt (H=12,p=0.19>0.05)
P (H=12, p=0.0007<0.05)
CIC (H=12,p=0.0038<0.05)
CE (H=12, p=0.33>0.05)

Las variables de fosforo disponible y capacidad de intercambio
catidonico (CIC) presentaron diferencias estadisticas como lo arrojo a post
teriori la prueba de Wilcoxon, reportando que si hay diferencia

estadisticamente significativa entre dichos pardmetros fisicoquimicos.

Para determinar la relacidon entre los pardmetros establecidos de los
suelos y la presencia de los grupos formados de cianobacterias, se
compararon los resultados obtenidos con los tres grupos de cianobacterias.
El intervalo de pH donde se encontraron establecidos los géneros van de
6.5 a 7.8, son suelos moderadamente dcidos a ligeramente alcalinos; el
contenido de agua requerida en los suelos de mangle estuvo entre 45% a
80%, el nitrdgeno total presente en los suelos fue de 0.11% y 0.16%, al igual
que el fésforo disponible oscild entre 30 y 158 mg/kg, la capacidad de
infercambio catidénico se mantuvo en 21 a 24 Cmol/kg' y la conductividad

eléctrica entre 7.0 a 13.0 dS/m-1.
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7.5 Tincién de naranja de acridina y exopolisdcaridos

La identificacion de las cianobacterias en los cinco suelos de
mangles con la tincibn de naranja de acridina permitié observar la
acumulacion de exopolisdcaridos presentes dentfro del tapete laminar (Fig.
16a); en (b) se distinguen pseudofilomentos de Leptolyngbya, Phormidium
y Plectonema (LPP), en (c) se observa a Microcystis con mucilago que
cubre a las colonios y acompanada de Fischerella, (d) Anabaena
observdndose claramente sus células especializadas conocidas como
acinetos y heterocitos, (e) Calothrix se observa cubierta de polisdcaridos y
claramente su heterocito, (g y h) Anabaena y Nostoc consideradas
promotoras de la produccion de exopolisacdridos asi mismo se

identificaron sus vainas.
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Figura 16. Fotomicrografias en microscopio de fluorescencia con tincion de naranja de
acriding, se observé produccidn de exopolisacdridos y presencia de vainas de algunos de

los géneros identificados.
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7.6 Extraccion y purificacion del ADN

Del ADN exfraido de las muestras de suelos y medio liquido de las
cinco bahias, se determind la pureza de cada uno de ellos. De acuerdo a
la relacidon de absorbancia considerada, los valores obtenidos indicaron

una baja calidad en su pureza (cuadro VIiI).

Cuadro VIIl. Valores obtenidos de la pureza de ADN

Liquido Suelo | Liquido | Suelo |Lliquido| Suelo

Sitio A260 A2go A260/280
Tangolunda 0.0713 0.0283 | 0.0612 0.0249 1.165 1.136
Mojon 0.0772 0.0557 0.0653 0.0395 1.182 1.410
Cuatunalco 0.0133 0.0432 0.0107 0.0355 1.242 1.216
Conejos 0.0758 0.0454 | 0.0644 | 0.0398 1.177 1.140
San Agustin 0.0050 0.0208 0.0029 0.0158 1.724 1.316

Posteriormente, se determinaron las concentraciones del agente
desnaturalizante al emplear los iniciadores CYA, se realizd un DGGE
perpendicular. En la figura 17 se observa la separacion de los amplicones,
los rangos determinados fueron para una concentracion baja y alta de
agentes desnaturalizantes al 20% y 60%, respectivamente (el 100% de
agentes desnaturalizantes corresponde a 8 M de urea y 30% de
formamida), lo anterior indica que a una mayor concentracion del
desnaturalizante se forman dos lineas como resultado de la fragmentacion

del ADN a una velocidad mayor.
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Figura 17. Electfroforesis en gel de gradiente desnaturalizante perpendicular.

7.6.1 Amplificacion por PCR

Para iniciar la amplificacion del ADN extraido de suelo y medio
liguido se verifico la viabilidad de ellos, reveldndolos en gel de agarosa,
debido a que algunas de las muestras de suelo seguian presentando una
coloraciéon café, por lo que fue necesario repetir el paso de extraccion
hasta seis veces y una vez descartada la posibilidad de contaminacion ya
sea por proteinas o la presencia de dcidos humicos se procedid a
amplificarlos. Se realizd una estandarizacion de la concenfracion de
MgCly, y se determind que a una concentracion de 3 mM se podian
amplificar mejor las muestras debido a la intensidad y definicion de las
bandas presentes. Asi mismo, ya con los productos amplificados se corrié
una PCR anidada, utilizando en la primera etapa una mezcla los
iniciadores universales 16SS-16SR con los especificos para cianobacterias
CYA (781a, 781b y 359 F), obteniendo los geles como se observan en la

figura 18.
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Extraccion de ADN
MM S1 S2 S3 S$4 S5

23000 pb P

MM L1 L2 L3 L4 L5 A
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Amplificacién de ADN anidadoy con los iniciadores CYA
MM S1 $2 $3 $4 S5
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C
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1500 pb)
D

600 pb

Figura 18 (A) ADN obtenido de muestras en sdlido y medio de cultivo por el método de
silice. (B) Productos de PCR obtenidos al variar las concentraciones de MgCla. (C)
Productos amplificados por PCR con iniciadores universales 16SS-16SR. (D) PCR con
iniciadores especificos para cianobacterias CYA 781a, CYA 781b y CYA 359F, y colocado

en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio en 1X buffer TBE.
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7.6.2 Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los productos de la PCR anidada fueron analizados por la técnica
de DGGE. Se obtuvieron fres geles desnaturalizantes de los cuales se pudo
estimar la diversidad de géneros enconfrados en las muestras de suelo y
medio de cultivo, contabilizando un total de 94 bandas generadas,
asumiendo que cada banda en dichos geles corresponde a un producto
unico de amplificacién (Fig. 19), posteriormente se realizé una digitalizacion
de la imagen del DGGE con el programa Quantity One donde se

generaron curvas densitométricas con base a las intensidades relativas de

los picos de cada banda.

}1-2
}34

]5-11

}12
J13-14

J15-16

SAs Ms Ts CusCos SAIMI T Cual Conl SAs Ms Ts CusCos SAIMI T Cual Conl SAs Ms Ts CusCos SAIMI T Cual Conl

1. Gel DGGE 2. Gel DGGE 3. Gel DGGE

Figura 19. DGGE de muestras de ADN extraido de suelo (SAs, Ms, Ts, Cu y Cos) y medio de
cultivo (Sal, MI, Tl, Cual y Conl) de las cinco bahias de Huatulco, por el método de silice y
amplificadas con primers especificos para cianobacterias. Cada una de las lineas

marcadas en los fres geles significa las bandas generadas o productos amplificados.
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7.6.3 Diversidad microbiana por el indice de Shannon-Weaver (H’)

El andlisis de los fres geles DGGE con el programa Species Diversity &
Richness 3.03 (cuadro IX) arrojo un total de 189 géneros para las muestras
de medio de cultivo con un indice de Shannon-Weaver (H') que fluctud
enfre 1.75 a 2.97; mienfras que, para las muestras de suelo se contabilizd un
total de 139 géneros con un indice de 1.09 a 3.08; lo anterior indica que la

diversidad de géneros fue de media a alta.

Cuadro IX. indices de Shannon Weaver por matriz obtenida de los DGGE.

1°DGGE 2°DGGE 3°DGGE

Bahias H'1 Géneros H'2 Géneros H'3 Géneros
SAs 2.04 8 2.04 8 2.87 18
SAl 2.55 13 1.75 6 2.97 20
Ms 1.75 6 1.37 4 2.60 14
MI 2.68 15 2.35 1 2.39 12
Ts 1.93 7 1.09 3 2.56 13
Tl 2.48 12 2.17 9 2.59 14
Cuats 1.37 4 1.93 7 3.08 22
Cuatl 2.29 10 2.06 8 2.83 18
Cons 2.16 9 1.58 5 2.39 1"
Conl 2.72 16 2.27 10 2.67 15

Las abreviaturas SAs, Ms, Ts, Cuats y Cons son las muestras de los suelos de las cinco

bahias, mientras que Sal, M, Tl, Cual y Conl son de los medio de cultivo.
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8. Discusion

8.1 Identificacion de cianobacterias

De acuerdo a sus caracteristicas morfologicas los 13 géneros
identificados en las cinco bahias de Huatulco, concuerdan con los frabajos
de Komdarek y Anagnostidis (1999) los cuales se basan en las caracteristicas
citadas en el Cdodigo Internacional Botdnico destacando la formacion de
sus colonias, células especializadas, pigmentacion, produccion de

exopolisdcaridos y reproduccion.

Es importante recalcar que existe el Cdodigo Internacional
Bacterioldgico de Castenholz y Waterbury (1989), que puede ser citado
principalmente para la identificacion de géneros cultivados en el
laboratorio. Ambos cdodigos emplean propiedades fenotipicas para
clasificar a las cianobacterias, 1o que ocasiona muchas veces confusiones
inevitables al nombrarlas, esta confusidon ha generado que se proponga el
uso de marcadores moleculares como un criterio adicional para llevar a
cabo la identificacion de estos microorganismos a nivel de género y

especie.

Cabe mencionar que existid la presencia de cianobacterias en estos
suelos de manglar de Bahias de Huatulco, particularmente del orden
Chroococcales, destacando los géneros Aphanothece, Chroococcus,
Gloeocapsa, Microcystis y Synechoccocus, Ledn-Tejera et al. (2011)
mencionaron para mangles de Baja California Sur, al mismo orden al que
pertenecen las cianobacterias, pero identificando diferentes géneros, asi
mismo en estos suelos estuvieron presentes Oscillatoria y Phormidium que

son cianobacterias filamentosas, también identificadas en los suelos de
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mangle en la India como lo menciona Pramanik et al. (2011) vy

Silambarasan et al. (2012).

8.2 Presencia de exopolisacdridos con la tinciéon de naranja de

acridina

Las constantes fluctuaciones en la temperatura, concentracion de
iones, desecacioéon, radiacion UV y accidén de las olas, propone desafios
tanto fisicos como bioquimicos a los microorganismos que habitan
determinado ambiente. En particular las cianobacterias que habitan en los
suelos de manglar estds caracteristicas y tensiones pueden variar
substancialmente afectando en gran medida el rol que desempenan en
dichos ecosistemas ya sea en las fransformaciones de los ciclos
biogeoquimicos como el de carbono, nitrogeno y fésforo, asi como la

captacion de nutrientes.

Dichos microorganismos tfienen la capacidad de secretar mucilago
extracelular con el cual forman una biopelicula microbiana que al mismo
tiempo funciona como una matriz cohesiva que rodea las demds
particulas presentes, esta biopelicula puede representar una fase de vida

dentro de los sistemas naturales (De Philippis y Vincenzini 1998).

Los géneros de Anabaena y Nostoc son considerados promotores en
la produccidon de exopolisacdridos, se han caracterizado porque pueden
utilizar estos polisacdridos como una barrera de proteccion con su entorno
inmediato, y ser liberados en forma de heteropolimeros complejos donde
aproximadamente el 80% de los casos estdn compuestos de 6 a 10
monosacdridos diferentes entre hexosas como la glucosa, galactosa vy
manosa, asi como las pentosas ribosa, arabinosa vy xilosa, ofra

caracteristica importante es su cardcter anidnico debido al 90% de los
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polimeros que presentan dacidos urdnicos, cuya funcion es mantener las
moléculas de agua en las células de los géneros (De Philippis y Vincenzini
1998).

8.3 Propiedades fisicoquimicos de los suelos y su relacion con

cianobacterias

Los suelos de manglar estan expuestos a perturbaciones naturales y
anfropogénicas, las cuales influyen en gran medida en la biomasa vy

actividad microbiana del mismo (Valdés, 2010).

De esta actividad destacan las comunidades de cianobacterias |las
cuales juegan un papel fundamental al conftribuir a la fertilidad del suelo. El
establecimiento 'y la presencia de estos microorganismos estan
influenciados por pardmetros fisicoquimicos como los estudiados en este

trabagjo.

La textura del suelo de las cinco bahias se clasificd en arenosa-
franco y arenosa, muy similar a lo reportado por Bojorquez et al. (2008) y
Valdés (2010) en suelos de mangle en Nayarit donde la clase textural que

registraron fue de arcilloso-arenoso, arenosa-franco y arenosa.

Los intervalos de pH que presentaron los cinco suelos de mangle
fueron de 6.5 a 7.8 considerados moderadamente dacidos a ligeramente
alcalinos. De acuerdo a Nayak y Prasanna (2007) las cianobacterias
crecen en intervalos de pH que van de neutros a ligeramente alcalinos,
muy similar a los registrados en estos suelos de manglar donde estos
microorganismos enconfraron las condiciones favorables para crecer y
presentar diversidad de géneros. Estos mismos autores también mencionan

que los suelos dcidos pueden ser ambientes estresantes para el
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establecimiento de las cianobacterias, sin embargo se ha registrado

presencia de ellas en suelos con pH de 5.

El suelo de Mojon se clasificdé como moderadamente dacido, sin
embargo la presencia de cianobacterias filamentosas con heterocitos vy

unicelulares estuvieron presentes al igual que en los otfros suelos.

La humedad retenida del suelo depende de la cantidad de agua
que se pierda y la velocidad con que estd se desplace, en los cinco suelos
de manglar el contenido de agua retenida varié para cada uno de ellos
de un 45% a 80%. Las arenas fueron las particulas con mayor porcentaje, lo
que origind una mayor filtracién y baja retencion de agua debido a que
son particulas que poseen un Mmayor espacio poroso, lo que suscitd que el
aire y agua fluyeran por los suelos, le siguieron las particulas de limos y las

arcillas (Enger y Smith, 2004).

La conductividad eléctrica (CE) indica la cantidad de sales solubles
presentes en los suelos, la disponibilidad de dichas sales estd condicionada
por procesos geoquimicos que intervienen en la salinizacion ya sea de
origen primario (procesos naturales) o secundarios (intervencion del
hombre) como lo mencionan Rodriguez et al. (2006). Los sistemas de
manglar de Cuatunalco, San Agustin y Tangolunda, considerados sistemas
abiertos presentaron valores de 7.0 dS/m a 9.0 dS/m-!, siendo menores a
los registrados para los sistemas cerrados de Conejos y Mojon que fueron
de 10.0 dS/m a 13.0 dS/m!, de acuerdo a esta condicion los cinco suelos
son considerados salinos, este aporte de sales solubles pudo originarse por
la inundacién peridédica de agua marina, o bien por la existencia de capas
freaticas (Jorddan, 2006).
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Soltani et al. (2006) y Kshatriya et al. (2009) mencionan que el
incremento en la salinidad afecta el crecimiento celular ocasionando
interferencia idnica en la absorcion de nutrientes y como inhibidor del
crecimiento microbiano, sin embargo las cianobacterias identificadas
Fischerella y Anabaena han sido reportadas por ser halotolerantes al

incrementarse la concentracion de NacCl.

La capacidad de infercambio cationico (CIC), esta estrechamente
relacionada con la fertiidad del suelo, regula la disponibilidad de
nutrientes e interviene en los procesos de floculacidon, asi mismo es una
propiedad que posee una fuerte dependencia con el pH del suelo, en este
caso la CIC de Cuatunalco y Mojon fue alta registrando valores de 24 y 27
Cmol/kg!, presentando una reaccion entre ligeramente dacida y alcalina
muy adecuada para suelos con cargas permanentes, esto dado por el
alto contenido de arcillas, limos y materia orgdnica que se enconfraba
disponible, las bahias de Conejos, San Agustin y Tangolunda mantuvieron

un intercambio catidénico similar.

Las concentraciones de nitrédgeno total fueron consideradas de
bajas a altas de 0.03% a 0.16% en los cinco suelos, por lo que se considerd
el hecho de que se encontraran cianobacterias del género Anabaena,
Nostoc, Calothrix, y Rivularia, indicando posiblemente el aporte a dichos
sistemas el N2 atmosférico reduciéndolo bioldgicamente mediante la
accion de la enzima nitfrogenasa, localizada en sus células especializadas
llomadas heterocitos. La importancia ecoldgica de las cianobacterias al
fijar nitrogeno es que lo hacen en condiciones tanto aerobias como
anaerobias. Nostoc y Anabaena, son géneros que pueden hacerlo en vida
liore pero al mismo tiempo pueden establecer simbiosis con un amplio

espectro de plantas entre los que destacan los mangles; Berrendero (2008)
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menciona que las cianobacterias flamentosas sin heterocitos y unicelulares
pueden readlizar altas tasas de fijacion de nitrdgeno en la oscuridad
empleando la energia fotosintética generada durante el dia, como las
localizadas e idenfificadas también en este estudio Oscillatoria,
Aphanizomenon, Microcystis, Gloeocapsa, Synechococcus y

Chroococcus.

Las cianobacterias captan el fosforo inorgdnico que se encuentra
disponible en el ambiente en forma de ortofosfatos; cuando las
concentraciones son altas, el fosforo entra en el interior de las células por
transporte pasivo, incorpordndose después a las distintas rutas metabdlicas.
Cuando las reservas de fosforo son escasas o limitantes, las cianobacterias
como Nostoc, ubicada en San Agustin y Mojon, adopta estrategias de
proteccion formando cdpsulas de mucilago, en el caso de Anabaena
ubicada en las cinco bahias realizd la produccion de acinetos intercalares
en sus filamentos generalmente por la limitacion de dicho elemento, similar

a lo que menciona Berrendero (2008).

El contenido de materia orgdnica en los cinco suelos de las bahias
fueron altos, estos valores dependieron principalmente del aporte de hojas,
tallos, raices, flores y frutos de los manglares, asi como la velocidad con la
cual tardaron en descomponerse aportando energia y alimento a ofros
organismos. El incremento de materia orgdnica suele aumentar debido a
la mineralizacion y humificacion, en partficular los dos factores estan
infimamente ligados a la fertilidad del suelo y el desarrollo vegetal. La
determinacion de la clase textural de los cinco suelos indicd que fueron
arenosos y franco arenoso por lo tanto el contenido de materia orgdnica
disponible en este tipo de suelo es aproximadamente de 1%, comparados

con suelos de pradera que van de 5 a 6%. Los procesos naturales que
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involucran el desarrollo de los suelos como la erosion origina muchas veces
que la arena se acumule hacia la parte interior de los sistemas,
ocasionando que los mangles se sofoquen y no haya una alta produccion
de materia orgdnica como se reporta generalmente en estos sistemas,
también la magnitud de la materia orgdnica puede depender de
procesos geofisicos como extension del manglar, frecuencia y duraciéon de
las mareas o descargas de agua de origen confinental que varian

considerablemente de manglar a manglar, segun Holguin y Bashan (2007).

Las cianobacterias asociadas a los suelos de manglar de las bahias
de Huatulco, como Nostoc sp., Anabaena sp. y Calothrix sp., presentan
cierta similitud con lo reportado en mangles de Cartagena de Indias en
Colombia por Diaz et al. (2010) debido a la influencia en la fijacion del

carbono y al mismo tiempo por la mineralizacion de la materia orgdnica.

8.4 DGGE e indices de diversidad

En este frabajo la técnica molecular empleada fue el DGGE donde
se visualizaron los patrones de bandas que permitieron identificar vy
cuantificar la diversidad genética en las muestras de suelo y medio de
cultivo. Los patfrones de bandeo resultaron a simple vista muy similares,
pero al visualizar las imagenes obtenidas se evidenciaron bandas no tan
claras que pudieron ser descartadas y no cuantificadas, sin embargo se

obtuvo la cuantificacion por completo de la mayoria de bandas.

Existe una gran discrepancia en las evaluaciones de la diversidad
microbiana, en particular del suelo ya que representa uno de los hdbitats
mas diversos para microorganismos, como lo mencionan Kirk et al. (2004)
que aproximadamente el 1% de la poblacion puede ser cultivada en

laboratorio pero no necesariamente este 1% sea la muestra representativa
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de toda la poblaciéon debido a que el 99% posiblemente esté en un estado
fisiologico de latencia originado por un gradiente de estrés, perturbacion u

diferencia bidtica o abidtica.

De acuerdo al tercer gel DGGE obtenido y analizado por contener
mayor numero de bandas, podemos decir que la diversidad de los géneros
enconfrados estd en funcidn de su abundancia, registrando una mayor
diversidad en los sistemas abiertos de manglar; principalmente en el suelo
de Cuatunalco que presentd una abundancia de 22 géneros, en las
muestras de medio de cultivo la mayor abundancia registrada fue en San
Agustin con 20 géneros, tomando en cuenta las caracteristicas que
definieron a los sistemas abiertos como dreas donde constantemente
cambian los flujos de materia y energia se establecieron y crecieron las
cianobacterias. Ofra caracteristica importante a considerar es la
produccidon de exopolisacdridos, con lo cual las cianobacterias forman
una capa de proteccion y cuya funcion es resguardarse contra los factores

bidticos y abidticos dentro de cualquier sistema.

De acuerdo con Muyzer et al. (1993) es importante tener en cuenta
que las técnicas basadas en andlisis de genes amplificados por PCR
pueden no representar una imagen completa o precisa de una
comunidad. En este caso la estimacion de la diversidad genética por la
técnica de DGGE estd limitada muy posiblemente a los miemlbros
dominantes de las comunidades microbianas, los cuales al representar solo
el 1% de la poblacidén microbiana total pueden dar solo una banda visible
en un gel de DGGE.
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La diversidad de las cianobacterias registrada en los suelos de
mangle y las muestras de medio de cultivo fue de media a alta; lo que nos
lleva a rechazar la hipdtesis planteada, encontrando mayor diversidad y

abundancia en los sistemas abiertos que en los cerrados.

Lo que nos permite concluir que aun bagjo condiciones
desfavorables, las cianobacterias encuentran o generan sus propias

condiciones ideales para soportar condiciones adversas climdaticas.
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9. Conclusiones

1. Con respecto a las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y de
crecimiento de las cianobacterias en suelo y medio de cultivo se

identificaron 13 géneros en los cinco suelos de manglar.

2. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-Semarnat-
2000, los parametros fisicoquimicos de los suelos analizados como materia
orgdnica, nitrégeno total, fésforo disponible y pH presentaron valores altos,
encontradndose en dichos suelos el establecimiento de cianobacterias
flamentosas y unicelulares como los géneros Anabaena, Nostoc vy

Microcystis.

3. El uso de herramientas moleculares como el DGGE permitio
determinar a fravés de patfrones de bandas la diversidad registrada tanto
en muestras de suelo como en medio liquido, esto para superar el sesgo

gue proviene de informacion por métodos taxondmicos tradicionales.

4. La mayor diversidad obtenida del DGGE se registré en Cuatunalco
y San Agustin tanto para las muestras de suelo como las de medio liquido,
pero también se mantuvo una diversidad media en los sistemas cerrados
de Mojén en muestras de suelo y Conejos en las de medio liquido. Esto
debido a que la caracterizacion de estos microorganismos sigue siendo
complicada, ya que no todos son cultivables o bien porque no estdn

definidas las condiciones de cultivo especificas.
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10. Recomendaciones
1. Readlizar estudios de secuenciacidon molecular a las bandas
obtenidas de los geles DGGE.

2. Readlizar filogenia molecular para comparar las secuencias con

base de datos registrados o bien generar nuevos datos para formar

bibliotecas gendmicas.

3. Evaluar el potencial biotecnoldgico de cada uno de los géneros

identificados.
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