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RESUMEN
Los ecosistemas acuaticos se encuentran entre los ambientes naturales que mas servicios
ofrecen a la humanidad, tales como servicios sociales, culturales, economicos politicos,
educacionales, simbolicos, ecologicos y ambientales. En este trabajo se realizaron 2
monitoreos fisicoquimicos y microbioldgicos en dos ecosistemas; El rio Conchos en
Chihuahua, y los manglares arido tropicales del Estado de Baja California Sur. En este trabajo
se realizaron de manera global muestreos a lo largo de 7 sitios diferentes, 57 puntos, 4
profundidades y 3 regimenes pluviales. Asi mismo se determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas tanto de agua y sedimento por medio de medidores multiparametro y
espectrofotometria de fluorescencia de rayos X. Ademas, se identificaron indicadores fecales
y bacterias patégenas en sedimentos por métodos estandares de identificacion. Se aislaron
cepas con multirresistencia a antibidticos en sedimentos de los manglares, que fueron
caracterizadas molecularmente; se evalud la presencia de genes de resistencia antibioticos y
tolerancia a metales pesados tanto en cepas multirresistentes como en sedimentos de manglar.
A partir de este trabajo se logro identificar las caracteristicas fisicoquimicas de agua y
sedimentos en ambos sitios, donde la mayoria de los valores se encontraban dentro de los
limites establecidos por las normas comparadas para estas determinaciones. Considerando
ambos ecosistemas, se identificaron 5 bacterias indicadoras fecales y 6 cepas de Aderomonas
spp. y en la mayoria de los casos las cepas contaron con un perfil de multirresistencia a
antibidticos. Se aislaron 114 cepas multirresistentes en sedimentos de manglares, de la cuales
un 93% presentaron resistencia a cefotaxima, mientras que el elemento genético movil mas
abundante fue fet4. La caracterizacion molecular de las cepas multirresistentes demostro que
la mayoria de los aislados pertenecian al filo de los firmicutes. Por otro lado, la determinacion
de los elementos genéticos de resistencia en muestras de sedimento mostrd a Su/2 como el
elemento genético mas abundante (19% de las muestras) Con base a los pardmetros
establecidos para ambos monitoreos, se logrd estimar un impacto antropico bajo en el rio
Conchos, mientras que en los manglares del Estado de Baja California Sur, se pudo demostrar
un impacto antropogénico en los sitios aparentemente mas perturbados a partir de indicadores

fisicoquimicos y microbioldgicos.

Palabras clave; Ecosistemas acuaticos; Estrés antropico; Multirresistencia; tet4; Evolucion

adaptativa

Xiil



ABSTRACT

Aquatic ecosystems are among the natural environments that offer the most services to
humanity, from social, cultural, economic, political, educational, symbolic, ecological and
environmental services, among others. In this research work, the physicochemical and
microbiological monitoring were carried out in two ecosystems; The Conchos river in
Chihuahua, and the arid tropical mangroves of the State of Baja California Sur. In this work,
it was carried out in a global way, demonstrated throughout 7 different sites, 57 points, 4
depths and 3 pluvial systems. Likewise, the physicochemical characteristics of both water
and sediment were determined by means of multiparameter meters and X-ray
spectrophotometry, in addition, fecal indicators and pathogenic bacteria in sediments were
identified by various identification methods. Likewise, strains with multi-resistance to
antibiotics were isolated in mangrove sediments, by means of dilution in agar, which were
characterized molecularly. In addition, the presence of antibiotic resistance genes and
tolerance to heavy metals in both multi-resistant strains and in mangrove sediments. Based
on this work, the physicochemical characteristics of water and sediments in sites will be
identified, where most of the values will enter the values allowed by the relevant standards
with some exceptions, on the other hand, globally, 5 indicator bacteria were identified. feces
and 6 strains of 4deromonas spp. and in most cases the strains had a profile of multiresistance
to antibiotics, in addition, 114 multiresistant strains were isolated in mangrove sediments,
most of which presented resistance to cefotaxime while the most abundant mobile genetic
element was tet4. Taking into account the molecular characterization of the multiresistant
strains, most of the isolates belonged to the Firmicutes phylum. On the other hand, the
determination of resistance genetic elements in sediment samples showed Sul2 as the most
abundant genetic element. Based on the parameters established for both monitoring, it will
be respected to estimate a low anthropogenic impact in the Conchos river, while in the
mangroves of the State of Baja California Sur, an anthropogenic impact could be
demonstrated in the apparently most disturbed sites based on indicators physicochemical and
microbiological

Keywords; Aquatic ecosystems; Anthropic stress; multiresistance; fet4; Adaptative
evolution
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I. INTRODUCCION

Los ecosistemas acuaticos representan un simbolo de evolucion humana, no existe ningun
rincon del planeta donde los seres humanos no se vean beneficiados por estos ambientes
naturales. Existen dos tipos de ecosistemas acuaticos: los marinos compuestos por agua
salada, y los dulceacuicolas compuestos por agua dulce. Ademds, a partir de estas
categorias, se pueden agrupar con base a sus caracteristicas bioticas y abioticas (World
Wide Fund for Nature, 2018). Los ecosistemas acudticos representan un simbolo de
desarrollo de muchas culturas a lo largo de la historia, por la cantidad de servicios que
ofrecen: desde el suministro de agua, la industria, sostenimiento de la biodiversidad,
control climético, actividades de recreacion y turismo ademads de una importancia cultural
e histérica (Wohl y Merritts, 2007). En el contexto mundial actual, los ecosistemas
acuaticos se ven afectados en gran parte por estrés antropogénico, que perjudica sus
caracteristicas bidticas y abioticas. Uno de los principales componentes de estrés
antropico son los residuos urbanos e industriales, siendo desechos domésticos, mineros,
farmacéuticos, agricolas y hospitalarios -entre otros-, los que comprometen la integridad
de los ecosistemas acudticos, y por ende los procesos biologicos relacionados a éstos
(Anderson et al., 2019; Dahdouh-Guebas, 2013; Macklin y Lewin, 2015; Water Science
School, 2018; Wohl y Merritts, 2007)

En este sentido, cada vez se implementan nuevas y mas detalladas investigaciones a partir
de la generacion del estado de los ecosistemas naturales, haciendo uso de aproximaciones
fisicoquimicas y microbiologicas, por ejemplo. En el caso de indicadores
microbioldgicos, se pueden hacer aproximaciones del estado de un ecosistema a partir de
la presencia o ausencia tanto de especies, componentes celulares o procesos bioldgicos

(Borrego et al., 1987; Tallon et al., 2005; Zaghloul et al., 2020).

Bajo esta perspectiva de la determinacion tanto de pardmetros fisicoquimicos como
microbioldgicos, se realizd un monitoreo en dos ecosistemas acudticos; Por un lado, el rio
Conchos, principal fuente de agua superficial del estado de Chihuahua, y por el otro lado
los manglares arido tropicales del estado de Baja California del Sur. Este estudio se enfoca

en la determinacién de contaminantes que, por afios, han afectado ambos ecosistemas al



estar expuestos de manera constante y poco controlada a las actividades humanas. En el
ambito fisicoquimico se realiz6 la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de
agua en el rio Conchos, y concentracion de metales pesados en sedimento de ambos
ecosistemas. Con respecto a los indicadores microbiologicos, se busco la presencia de
bacterias patogenas en ambos ecosistemas (Vibrio spp. y Aeromonas spp. y Salmonella
spp.), ademas de bacterias indicadoras fecales (Escherichia coli y Enterococcus spp.) a
las que se les determino su perfil de resistencia a antibidticos. Por otra parte, se aislaron
cepas con perfil de multirresistencia fenotipica a antibidticos en sedimentos de los
manglares. Para ello, por medio del analisis de la secuencia del gen 16S rRNA se
determind el género bacteriano al que pertenecen. Aunado a esto se determino la presencia
de genes de resistencia a antibidticos y tolerancia a metales, tanto en sedimentos como

aislados multirresistentes de manglares.



II. ANTECEDENTES

2.1. Laviday los ecosistemas acuaticos.
En la tierra existen innumerables ecosistemas, cada uno con caracteristicas particulares.
Todos los ecosistemas resultan de gran importancia para el equilibrio ecoldgico. No obstante,
algunos ofrecen mayor impacto en términos de servicios para la humanidad. Tal es el caso
de los ecosistemas marinos, que ofrecen un alto rendimiento de recursos aprovechados por
el hombre provenientes tanto de sus componentes bidticos como abidticos (Buonocore et al.,
2020). Segun la definicion del programa de Evolucién de Ecosistemas del Milenio de la
ONU, los servicios proporcionados por un ecosistema marino se definen como “Beneficios
que la gente obtiene de ecosistemas costeros y marinos” (Millennium Ecosystem Assessment
(Program), 2005). Tiene una vision multidisciplinaria, que segiin su impacto sectorial se
clasifican de la siguiente forma: para el sector primario, se basa en gran parte en la obtencion
de recursos alimentarios través de activades como la pesca o la practica de acuacultura, o el
mismo uso del recurso hidrico para alimentar fuentes de riego en los campos de agricultura.
En el sector secundario, aquellos recursos obtenidos a partir de actividades del sector
primario pueden ser aprovechados para la elaboracion y comercializacion de productos con
mayor valor agregado y por ende mayor valor econdmico, o bien, también el empleo directo
del agua per se, para generacion de energia eléctrica. En el sector terciario, los recursos
ofrecidos por ecosistemas son aprovechados en actividades como comercio, trasporte,
sanidad, educacion, actividades recreacionales y turismo (Fisher et al., 2008; Haines y
Potschin, 2018). Ademas, los ecosistemas marinos cuentan con una importancia cultural para
cientos de civilizaciones a través de la historia de la humanidad, asi como también su gran
importancia econdmica y ecologica, pues es en ambientes marinos donde subsiste la mayor
parte de las especies biologicas del planeta, que su vez representan un activo importante de

estabilizacion del ambiente a nivel global (Maes et al., 2016).

A nivel mundial es necesario un buen funcionamiento y aprovechamiento de los ecosistemas
acuaticos para lograr equilibrio entre los factores que lo componen, respetando la estructura
optima del ecosistema. Este equilibrio permitird obtener el rendimiento que se espera del
ecosistema, para que sus beneficios sean suficientes, de buena calidad, y que el ecosistema

tenga una retribucion digna para la conservacion de sus caracteristicas de una manera
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sustentable (Galparsoro et al., 2014). Sin embargo, esto no ocurre de la mejor manera, ya que
en ocasiones el aprovechamiento de los recursos ofrecidos por estos ecosistemas refleja un
desequilibrio provocado por las actividades antropogénicas poco controladas (Dahdouh-
Guebas, 2013). Algunos ejemplos son; la extraccion de recursos de manera desmedida como
sobrepesca; eutrofizacion e hipertrofizacion del ecosistema; introduccion de especies
invasivas; contaminacion por residuos urbanos como basura; aguas residuales o defecacion
publica y destruccion de habitat entre otros (Figura 1) (Ani y Robson, 2021; Worm et al.,
2006).

Cambios climaticos |

Fallas geoldgicas
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Figura 1. Factores de perturbacion en sistemas acuaticos; Naturales: Cambios climaticos y fallas geologicas.

Antropogénicos: Contaminacion, agotamiento del recurso hidrico, modificaciones del terreno.



2.2. Ecosistemas dulceacuicolas: rio Conchos
Un rio es un ecosistema acuatico natural de agua dulce, que toma forma a partir de una zona
elevada hacia una zona de menor altitud hasta su desembocadura (Macklin y Lewin, 2015;
Wohl y Merritts, 2007). El agua de un rio proviene principalmente de precipitaciones en las
zonas altas que generan pequefias escurrideras. Estas a su vez confluyen con otras, hasta que
obtienen un volumen significativo donde se acuiia el término de rio, el cual puede obtener
mas confluencias o ser parte de un confluente mayor, para finalmente desembocar tanto en
el mar, en lagunas o represas (Water Science School, 2018). A lo largo de la historia, los rios
han resultado ser excelentes nichos para la actividad antropogénica, dado los recursos que
ofrece para la generacion de bienes y servicios. Por ejemplo, en aquellos lugares con climas
calidos y secos, donde la generacion o establecimiento de la vida seria un destino poco apto
para el establecimiento humano. Es de ahi donde pueden verse beneficiados en gran magnitud
por la presencia de una fuente de agua dulce superficial como un rio (Macklin y Lewin,

2015).

Con un 4rea de aproximadamente 74,371.79 km?, el rio Conchos representa la mayor fuente
de agua superficial del estado de Chihuahua. Su curso alto se da en los pies de Sierra Madre
Occidental donde las precipitaciones provenientes del Pacifico y la afluencia de los rios
Chuviscar, San Pedro y Florido, abastecen al rio mas importante de la entidad chihuahuense
(Montero-Martinez et al., 2017) (Figura 2). Adicionalmente, la desembocadura de este rio
representa aproximadamente un 40% de volumen al Rio Bravo a partir de su confluencia en

el municipio de Ojinaga (Sayto-Corona, et al 2017).

Actualmente, el rio Conchos beneficia a mas de 1.2 millones de personas a lo largo del estado
de Chihuahua y cuenta con importancia histérica, geopolitica, social, cultural, economica y

ambiental, entre otras (Rocha, 2005).
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Figura 2. Cuenca del rio Conchos. (Fuente: INEGI 2018)

2.2.1. Importancia econémica del rio Conchos
El rio Conchos cuenta con 4 distritos de riego, que representan la mayor captacion de agua
para su uso, siendo la principal aplicacion en el sector agricola con 60% del volumen captado,
seguido del empleo para uso doméstico y saneamiento (WWF-Fundacion Salinas, 2018). Por
ello, el aporte econdmico derivado de estas aportaciones y sus beneficios secundarios se
aproxima a los 7 billones de pesos mexicanos anuales, producidos principalmente en la
region sur-central del estado lo cual se puede ver representado en un porcentaje significativo
del PIB estatal (Gonzalez-Velazquez., 2020). Bajo el contexto agricola, Chihuahua cuenta
con una relevancia importante a nivel nacional. Entre sus principales aportes estan la
produccion de alfalfa verde con 7,653,744 toneladas (70.2% de la produccion nacional); la
produccion de nuez en el estado se estima en 92,939 toneladas anuales con impacto nacional

e internacional (GECH., 2019; De la Maza Benignos, 2009).

Finalmente otras de las areas econdmicas generadas a partir del rio Conchos es el turismo y
actividades recreativas, tanto en la cuenca del rio como las represas que alimenta. Se pueden

mencionar entre estos sitios, la represa Pico del Aguila, Luis L. Leon, Chihuahua, La Boquilla



y Francisco I. Madero. Asimismo, en la cuenca baja y media del Conchos, se destacan
atracciones turisticas como las aguas termales de San Diego Alcala, el Ojo de Dolores, el Ojo

Caliente o el Canon del Pegiiis, entre otros (De la Maza Benignos, 2009).

2.2.2. Biodiversidad del rio Conchos
La cuenca del rio Conchos representa un simbolo ecolégico, desde su cuenca alta donde
abundan diferentes tipos de vegetacion como el pastizal natural huzachal, matorral desértico
microfilo, ademds de bosques de encino y pino. Adicionalmente, se asocia fauna
caracteristica con algunos ejemplares de crustiaceos como el Cangrejo del Norte (Orconectes
(Gremicambarus) virilis) 'y el Langostino Americano (Procambarus clarkii
(Scapulicambarus)); y especies de peces como Pez Gato (Ameiurus melas) y Truchita
Mexicana (Astyanax mexicanus), entre otros (CONABIO, 2022). Afiadido a esto, la cuenca
baja del Conchos también se caracteriza por la presencia de pastizales y matorrales como el
rosetofilo y desértico. En cuanto a fauna se han registrado especies de peces como
Campostoma ornatum, Lepisosteus osseus, Pylodictis olivaris, Pantosteus plebeius,
Pimephales promelas por ejemplo (CONABIO, 2022). En los tltimos afios se han podido
redescubrir algunas especies como el ’Cachorrito de Julimes” (Cyprinodon julimes) o la
“trucha del Conchos” (Onchorynchus sp.), por lo que el Rio Conchos alberga 48 especies de
peces en total, 10 de ellas endémicas, y algunas en peligro de extincion (WWF-Fundacion

Salinas, 2018) .

2.2.3. Programa de Manejo Integral de la cuenca del rio Conchos
El 11 de julio del afo 2005, el Gobierno del Estado de Chihuahua y el Fondo Mundial para
la Naturaleza (WWF, en ingles), firmaron un acuerdo hacia el afio 2050 para instrumentar el
Programa de Manejo Integral de la Cuenca del rio Conchos. El objetivo del acuerdo es la
estabilizacion y/o revision de las tendencias de deterioro de los ecosistemas dulceacuicolas
de la cuenca del rio, para mejorar la calidad de vida de los pobladores beneficiados del rio,

con una aproximacion multidisciplinaria y multisectorial (Rocha, 2005).



2.3.  Ecosistemas marinos; Los manglares
El origen de la palabra manglar encuentra sus origenes en la expresion malaya “mangie-
mangie” la cual significa “arriba del suelo” (Southward, 2001). Se denomina manglar tanto
al sitio per se, asi como a la vegetacion caracteristica de estos (en espanol “mangle”) los
cuales cuentan con diversas caracteristicas (Kathiresan, 2001). Una de estas, es la altura de
la vegetacion, ya que los manglares pueden alcanzar alturas desde los 2 hasta los 30 metros
de altura dependiendo de la region donde estos se encuentren (Dahdouh-Guebas, 2013). Por
otro lado, estos ecosistemas se consideran anfibios por su capacidad de crecimiento en el
ecotono ambiental, ademds que pueden subsistir en climas tropicales y subtropicales, en sitios
himedos o incluso aridos (Kathiresan, 2001). Al mismo tiempo y segun estimaciones, la
extension territorial de los manglares a nivel mundial ronda los 152,000 km? distribuidos en
una gran variedad de paises de América, Oceania y Asia del sur, donde paises como
Indonesia, Brasil, Australia y México ostentan las primeras cuatro posiciones en extension

territorial de manglares a nivel mundial (Friess et al., 2019).

2.3.1. Importancia de los manglares
Los manglares son ecosistemas con gran importancia alrededor del mundo. Hoy en dia se les
relaciona con una amplia variedad de beneficios hacia el medio ambiente, asi como al
humano (Figura 3) (Seong et al., 2021; Webb et al., 2014). Por el lado de la biodiversidad,
los manglares alrededor del mundo ostentan una gran variedad de fauna, entre las que se
encuentran algunas especies de mamiferos como, Aloutta spp., Dugong dugon, Trichechus
spp., Procyon spp., Panthera tigris, e incluso algunos ejemplares de las familias Mustelidae
y Chiroptra, por mencionar algunos; ademas de reptiles como cocodrilos, caimanes,
serpientes, tortugas e iguanas (Duke y Schmitt., 2016). De la misma manera, existe una
amplia variedad de aves como flamencos (Phoenicopterus spp.), garzas (Ardea spp.),
pelicanos (Pelecanus linnaeus), aguilas pescadoras (Pandion haliaetus), ciglieias (Mycteria
americana), garcetas (Egretta garzetta), gaviotas (Familia Laridae), y colibries (Familia
Trochilidae) (Blaber, 2000). Dentro de los servicios ambientales que ofrecen estos
ecosistemas, resultan relevantes los procesos de descontaminacion, los cuales resaltan por su
capacidad de secuestro de carbono de gases de efecto invernadero como CO», asi cOMo su

fijacion en sedimentos marinos. Considerando las condiciones similares a humedales de los
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manglares, el ecosistema facilita y prolonga el almacenamiento de CO; por largos periodos
de tiempo, tal es el impacto que su eficacia es mayor que la de los bosques templados y
boreales, con rendimiento de 280 tC/ha en promedio (McLeod, 2011; Nellemann et al., 2009;
Pendleton et al., 2012).

Otro de los roles importantes de los manglares radica enla proteccion de las costas y
asentamientos humanos aledafios contra impactos climaticos como tormentas, huracanes y
tsunamis, reduciendo el riesgo asociado a estos como las altas marejadas y vientos fuertes
(Duke y Smith, 2016). De igual manera resulta importante sefialar el impacto econdmico para
las comunidades aledafias a estos ecosistemas, ya que la derrama economica se refleja a
partir de actividades como el turismo y recreacion, asi como la obtencion de productos
primarios para la elaboracion de alimentos como jugos de fruta, té, alcohol, ensaladas,
pasteles, postres, papel y fibras (Dahdouh-Guebas 2013). Asimismo, material vegetal como
remedios tradicionales de medicina, y la obtencion de fertilizantes entre otros muchos otros
productos (Dahdouh-Guebas, 2011; Ronnbéck, 1999). Sumado a lo anterior a partir de
iniciativas publicas e intergubernamentales, se han desarrollado proyectos como el “Blue
Carbon Initiative (https://thebluecarboninitiative.org)”, para la proteccion de ecosistemas
marinos con gran impacto ambiental como es el caso de los manglares. Este proyecto se
centra en la proteccion de los ecosistemas marinos seleccionados, basados en una estrategia
ecologica y de bajo costo, por lo que se financia tanto por la iniciativa publica como privada

(Otero, 2021).



Ambiental

Figura 3. Importancia de los manglares; Dada su gran versatilidad e importancia, los manglares son capaces
de ofrecer un gran nimero de servicios.

Climatologica

2.3.2. Los manglares en México
Meéxico es un pais diverso, y al hablar de manglares no es la excepcion. México es el cuarto
pais con mayor area manglar a nivel mundial, con una aportaciéon cercana al 6% total
(Dahdouh-Guebas, 2011). De acuerdo con la evaluacion mas reciente de la Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad se estima que el area total de
manglares a nivel nacional es de 905, 086 ha, distribuidas a lo largo de los 17 estados litorales
de la nacion (CONABIO, 2020). Segun datos de CONABIO, el area ocupada por manglares
en México ha tenido un aumento significativo en los ultimos afios, cercano a 125,000 ha de
manglar en la tltima década, gracias a inversiones gubernamentales en diversos estados de
la Republica Mexicana para la proteccion y restauracion de estos ecosistemas (SEMARNAT,

2016) (Figura 4).

Asimismo, en la Republica Mexicana la flora de mangle es considerablemente rica ya que
cuenta con una variedad de mangles como; Manglar Rojo (Rhizophora mangle), Mangle
Blanco (Laguncularia racemosa), Mangle Prieto (Avicennia germinans), Mangle Botoncillo
(Conocarpus erectus), Mangle Bicolor (Avicennia bicolor), Mangle Caballero (Rhizophora

harrisonii) y Mangle Botoncillo Penisular (Conocarpus erectus var. Sericeus) (CONABIO,
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2021). En cuanto a estados con mayor extension territorial de manglar a nivel nacional
podemos resaltar a estados del centro-sur del pais como Quintana Roo, Yucatan, Veracruz,
Tabasco, Oaxaca y Campeche con una extension de miles e incluso cientos de miles de
hectareas (INEGI, 2020). Esto contrasta con estados como Baja California, que solo
presentan apenas algunas hectareas (42 ha) de manglar, aunque polarizado por el clima
semiarido tan semejante que se presenta en la Peninsula de Baja California, también se
encuentra el estado de Baja California Sur, pero este caso con un area manglar de

aproximadamente 25,511 ha, encontrandose en la novena posicion a nivel nacional

(CONABIO, 2022).

Manglares en México
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Figura 4. Los manglares en México: a) Se muestran las evaluaciones de superficie de manglar en los ltimos
afios. a) 1981 (856, 405 ha), 2005 (774, 134 ha), 2010 (764, 774 ha), 2015 (775, 555 ha) y 2020 (905,
086).(CONABIO, 2022).

2.3.3. Manglares del Estado de Baja California Sur
Los manglares del estado de Baja California Sur se caracterizan por crecer bajo condiciones
semidridas. Se componen de una vegetacion de tres especies de manglar Rhizophora mangle,
Laguncularia racemosa y Avicennia germinans; que son manglares de una altura corta en
comparacion con otras vegetaciones del centro-sur del pais (CONABIO, 2022). En relacion

con la extension manglar en las costas del estado, abarcan 100 km de longitud distribuidos
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entre los municipios de Comondl y La Paz, donde resaltan zonas como Llanos de Magdalena
y el complejo lagunar Bahia Magdalena- Almejas. Asimismo, en el municipio de La Paz
resalta el manglar Zacatecas, actualmente reconocido como zona natural protegida (Félix

Pico, et al 2011).

Figura 5. Zonas de manglar del Estado de Baja California Sur (CONABIO, 2022).

2.4. Estrés Antropogénico en ecosistemas acuaticos
Los ecosistemas acuaticos son imprescindibles para la humanidad. Sin embargo, su amplio
rango de utilidad para generacion de bienes y servicios, los han posicionado en una situacién
poco favorecida. Estos ecosistemas presentan una sobrexplotacion y perturbacion por

diversas actividades antropogénicas (Héader et al., 2020) (Tabla 1).
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Tabla 1. Contaminantes mas comunes en ecosistemas acuaticos y sus caracteristicas, modificado de Héder et

al., 2020.
Contaminantes Fuente de Ecosistema Periodicidad Persistencia Problemas Problemas
contaminacion propenso ambientales para la salud
Aguas Industria, Ecosistemas Diario y Dias o Contaminacion Presencia de
residuales hospitales, marinos y estacional meses fecal de agua  agentes fecales
hoteles, centros de agua para beber y patégenos con
comerciales, dulce eutrofizacion genomas
plantas de los modificados
tratadoras, ecosistemas
viviendas entre
otros
Quimicos, Industria, Ecosistemas Diario y Dias o Eutrofizacion, Intoxicacion
fertilizantes, agricultura y marinos y estacional meses y perdida de por consumo,
medicamentos procesos de agua especies peligro de
veterinarios naturales dulce padecer cancer
Metales Industria, aguas  Ecosistemas Diario, Afios Perdida de Intoxicacion
Pesados residuales y marinos y estacional y especies por por consumo,
procesos de agua ocasional intoxicacion dafios en ADN
naturales dulce y enzimas,
peligro de
padecer cancer
Plastico Desechos Ecosistemas Diario, Semanas y Dafio fisico Probabilidad de
personales, marinos y estacional y meses para especies intoxicacion
domésticos e de agua ocasional acuaticas por micro
industria dulce plasticos, dafios
celulares,
dafios en el
ADNy
enzimas
Hidrocarburos Industria Ecosistemas Ocasional Afios Intoxicacion Peligro de
marinos de especias Intoxicacion

marinas y

relacionadas

por consumo
directo e

indirecto

Actualmente, una de las lineas de investigacion es la identificacion de indicadores de estrés

antropogénico a nivel quimico y microbiologico (Asif y Chaudhry, 2018; Holt y Miller,

2010). La evaluacion de presencia de los contaminantes tanto fisicoquimicos como
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microbiologicos resulta esencial, ya que muchos de ellos no son apreciables ni detectables
por protocolos cotidianos. Sin embargo, en muchas ocasiones se encuentran presentes en
abundancia en ecosistemas acudticos, provocando una dispersion de los mismos a lo largo
del ecosistema, en donde pueden verse involucrados mecanismos de contaminacion cruzada

(Chung et al., 2016).

En relaciéon con los indicadores microbioldgicos, que se consideran como bioindicadores,
pueden ser utilizados como un indicador de un cambio a lo largo del tiempo, por algin
impacto ambiental. Por lo tanto, la finalidad principal del uso de bioindicadores es poder
hacer una medicion de las perturbaciones en el ambiente a través de la presencia o ausencia
de algunas especies o procesos biologicos (Holt y Miller, 2010). Bajo la categoria de los
bioindicadores microbioldgicos, se incluyen los indicadores fecales, especificamente del
grupo de coliformes y especies bacterianas como Escherichia coli o Enterococcus spp.
(Tallon et al., 2005). Otros de los bioindicadores microbioldgicos que estan relacionados con
la presencia de un impacto ambiental, son los componentes celulares provenientes de
procesos bioldgicos, como la actividad enzimadtica, o la presencia de acidos nucleicos (Asif
y Chaudhry, 2018; Holt y Miller, 2010). En el caso de algunos de los acidos nucleicos se
pueden encontrar genes relacionados a resistencia a farmacos o tolerancia a elementos traza
como metales pesados, sobre todo aquellos genes relacionados con la presion selectiva. De
igual forma, se puede encontrar material que por alguin mecanismo estan presentes en el
ecosistema por algin tipo de contaminaciéon (Bohmann et al., 2014; Squadrone, 2020;

Taberlet et al., 2018).

2.4.1. Bacterias patégenas e indicadores fecales en ecosistemas acuaticos
Dentro del contexto de contaminacion de ecosistemas acudticos, las aguas residuales que se
vierten en rios, lagos y litorales pueden afectarlos, cuando el volumen de descarga es
significativo (World Wide Fund for Nature, 2018). Bajo esta situacion, miles de ecosistemas
alrededor del mundo se ven afectados por la presencia de agentes exogenos, entre los cuales
se encuentran agentes microbioldgicos con un potencial patogénico (Holt y Miller, 2010).
Asimismo, han sido descritos algunos grupos de bacterias con una alta incidencia en el

ambito clinico, como causantes de infecciones y defunciones alrededor del mundo. Uno ellos
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es el grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.)
(Pendleton et al., 2013); aunque no solo se limita a estas especies, si no que algunas otras
como Escherichia coli y Enterococcus spp. (destacando si es especie E. faecium), pueden
presentarse como agente patogeno (Borrego et al., 1987). Por otro lado, si estas especies se
relacionan estrechamente con una fuente clinica el riesgo de presentar factores de virulencia

aumenta (Bailey et al., 2010).

En el caso de E. coli, existen factores de virulencia que se pueden clasificar en grupo y
subgrupo de acuerdo a su mecanismo de infeccidon y cuadro clinico presentado, como el grupo
de E. coli (DEC) que tiene la capacidad de generar diarrea infecciosa (Farthing, 2013). A
partir de aqui, se genera una subdivision que clasifica a las cepas como; E. coli entero toxica
(ETEC), E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), E. coli entero patogénica (EPEC), E.
coli entero agregativa (EAEC) y E. coli entero invasiva. Esta clasificacion resume
basicamente al mecanismo de invasion y generacion de toxinas de la bacteria, que pueden

generar diarreas, vomitos y fiebre extremas (Jensen et al., 2014).

Por el lado de las bacterias del género Enterococcus spp., especies como E. faecalis y E.
faecium, presentan mayor tasa de infeccion, caracterizdndose por ser agentes oportunistas,
provocando infecciones en vias urinarias y heridas post operatorias; ademas de provocar
casos de sepsis, bacteriemia y endocarditis (Poh et al., 2006). Asimismo, existen otras
bacterias patogenas que se relacionan estrechamente con E. coli y Enterococcus spp., como
es el caso de las bacterias del género Salmonella spp. que se pueden encontrar en la
microbiota intestinal de distintos animales, donde puede habitar de manera asintomatica
(Espigares et al., 2006). Los métodos de cultivo para el aislamiento o cuantificacion de
Salmonella spp son poco eficientes, por lo que se opta por la identificacion de indicadores
fecales aprovechando las caracteristicas similares del nicho para poder asociarlas (Van Asten
y Van Dijk, 2005). Asimismo, Sa/monella spp. esta catalogada por la Organizacion Mundial
de la Salud como un agente patégeno capaz de generar diarreas mortales y cuadros de fiebre

tifoidea (WHO, 2018).

En referencia a los ambientes acuaticos, también resulta comun en ocasiones la presencia de

bacterias patogenas de los géneros Aeromonas spp. y Vibrio spp., que se caracterizan por
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ocasionar infecciones por la ingesta de alimentos provenientes de mar, asi como consumo de
agua contaminada (Daniels y Shafaie, 2000; Hlady y Klontz, 1996; Janda y Abbott, 2010).
Por un lado, las bacterias del género Aeromonas spp. pueden ocasionar infecciones en tejidos
blandos, piel y tracto gastrointestinal (Fernandez-Bravo y Figueras, 2020; King et al., 1992),
mientras que las bacterias del género Vibrio spp., pueden presentar infecciones intestinales
agudas, las cuales se caracterizan por vomitos ocasionales, diarrea profusa, deshidratacion y

colapso circulatorio (Hlady y Klontz, 1996; Jeamsripong et al., 2022).

A pesar de todas las caracteristicas epidemiologicas que pueden llegar a presentar
microrganismos mencionados con anterioridad, en ocasiones basta con un tratamiento
adecuado de antibioticos para mitigar las infecciones. Sin embargo, algunas cepas podrian
presentar un perfil de multiresistencia a diversos farmacos, lo que podria complicar el cuadro

clinico (Pendleton et al., 2013).

2.4.2. Métodos de analisis microbioldgico
La caracterizacion del microbioma de ecosistemas acudticos puede ayudar a visualizar
posibles impactos ambientales provenientes de diferentes fuentes entre ellos las actividades
humanas. Debido a esto los métodos de analisis de algunos bioindicadores, pretende ser lo

mas especifico posible para obtener los resultados objetivos (Astudillo-Garcia et al., 2019).

En el caso de la determinacion de la presencia de bacterias como E. coli 'y Enterococcus spp.
como indicadores fecales, se pueden aprovechar sus caracteristicas como microorganismos
aerobios y anaerobios facultativos con la capacidad de crecer en temperaturas de 37°C y que
cuentan con la caracteristica de fermentar la lactosa (dependiente de la especie, en el caso de
Enterococcus,) en periodos de tiempo relativamente cortos de entre 24 y 48 h (Astudillo-
Garcia et al., 2019). La determinacion de bacterias como E. coli puede llevarse a cabo en
medios selectivos como Agar MacConkey, mientras que bacterias del género Enterococcus
spp., tienen una diferenciacion distinta debido a su carencia de produccion de gas en algunas
especies. Por lo cual, su aislamiento se puede llevar cabo en condiciones distintas mediante
el aprovechamiento de su halo tolerancia en medios con una alta concentracion de sal cercana
del 6.5 % o bien por su capacidad de hidrolizar bilis esculina (Brodsky y Schiemann, 1976;
Messer y Dufour, 1998; Dionisio y Borrego, 1995). En relacion con la presencia de bacterias

patogenas relacionadas con el tracto digestivo, las bacterias del género Salmonella spp.
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pueden aislarse en medios de enriquecimiento y selectivos para la diferenciacion colonial de
otras especies con caracteristicas similares mediante la produccion de H»S o la incapacidad
de este género de fermentar la lactosa (Jeamsripong et al., 2022; WHO, 2018). En un sentido
similar, la determinacion de bacterias de naturaleza acuatica como Vibrio spp. y Aeromonas
spp., puede llevarse a cabo partir de un medio selectivo, que cuentan con la presencia de altas
concentraciones de sal, pH alcalino y concentraciones de bilis esculina (Palumbo et al.,
1985). Para el caso de Vibrio spp., se aprovecha su capacidad de fermentar sacarosa, y crecer
en concentraciones considerables de sales biliares y citrato. Ademads, estos medios presentan
la ventaja de la determinacion de coleteros lo cual proporciona una herramienta adicional

para la determinacion de estas bacterias en medios selectivos (Daniels y Shafaie, 2000).

2.4.3. Resistencia a antibidticos
Los antibidticos son definidos como aquellos farmacos utilizados para prevenir y tratar
infecciones bacterianas. Desde su descubrimiento hasta su produccion a gran escala, la
variedad de los antibioticos ha aumentado a lo largo de los afios. Sin embargo, también la
resistencia bacteriana a los mismos ha ido en aumento (Nikaido, 2009). La resistencia a
antibidticos se produce cuando las bacterias generan mecanismos para evadir o resistir su
efecto. Esta se genera principalmente debido a la presion selectiva en la cual, las bacterias
tienden a desarrollar, expresar y mejorar aspectos fenotipicos para afrontar el efecto de los
antibidticos, lo que se traduce en un problema sanitario, ya que su efectividad comienza a
decaer (Dennesen et al., 1998; Nikaido, 2009). Desde el inicio de este problema sanitario, se
han tratado de generar consensos para clasificar la resistencia a los antibidticos de acuerdo
con el numero de grupos a los que las bacterias presentan resistencia. De acuerdo con
Magiorakos y colaboradores (2012), se establece que si una cepa bacteriana es resistente a
tres 0 mas grupos de antibioticos se define como “Bacterias multirresistentes” o MDR por
sus siglas en inglés. Asimismo, cuando una bacteria es resistente a todos los antibioticos de
todos los grupos, excepto a uno, se le define como “Extremadamente resistentes” o XDR; vy,
por ultimo, cuando las bacterias que son resistentes a practicamente todos los antibioticos de
todos los grupos, se denominan como bacterias “panresistentes” o PDR. No obstante, no
todas las bacterias que presentan resistencia antibidticos representan peligro clinico, puesto

que cepas ambientales o no patdgenas pueden contener genes de resistencia, por lo que es
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necesario una caracterizacion del resistoma en diferentes ambientes (Dennesen et al., 1998;

Magiorakos et al., 2012).

2.4.4. Elementos genéticos moviles
Los Elementos Genéticos Modviles (MGE), son segmentos de ADN que cuentan con
capacidad de codificacion de proteina o proteinas, y ademas de la facultad de movilizarse de
manera intracelular o extracelularmente. Dicha capacidad de movilizarse puede ser en
direccion cromosoma-plasmidos, plasmidos-pldsmidos o plasmidos-cromosoma, lo que es

considerado como una ventaja adaptativa (Partridge et al., 2018) (Figura 6).

Entre los MGE se encuentran los transposones (Tn), secuencias de insercion (IS) o los
integrones (In). Tanto Tn y IS cuentan con la capacidad de moverse por si mismos de manera
intracelular en localizaciones tanto dirigidas como aleatorias dentro del genoma de una
bacteria. Ademas, los In usan sitios especificos dentro del ADN para la recombinaciéon de
genes, incluso algunos MGE se unen al cromosoma bacteriano por medio de recombinacion

homologa facilitando su integracion al genoma bacteriano (Partridge et al., 2018).

2.4.5. Plasmidos
Considerado como un elemento con amplia importancia dentro de la diseminacion de genes
entre bacterias, se define a un pldsmido como un segmento de ADN episomal (Li et al., 2019;
Mesas et al., 2004; Minakhinat et al., 1999). Asimismo, los pldsmidos bacterianos se
encuentran constituidos por ADN de doble cadena, y en la mayoria de los casos, cerrado de
manera circular, ademas de contar con la capacidad de replicarse independientemente del
cromosoma debido a la presencia de un origen de replicacion, secuencias genéticas, y
promotores de transcripcion para asegurar la expresion de proteinas mediante el

reconocimiento de la maquinaria celular (Frost et al., 2005; Kottara et al., 2018).

2.4.6. Integrones
Los integrones se caracterizan por ser secuencias genéticas que cuentan con la capacidad de
adquirir genes exdgenos y afiadirlos a su secuencia genética (Gillings, 2014). Los In cuentan
con algunas caracteristicas principales, como la presencia de genes codificadore de
recombinasas, las cuales cuentan con la capacidad de unir un gen en un sitio de
recombinacion especifico (Partridge et al., 2000). Otra caracteristica adicional es la presencia
de un promotor asociado al integron denominado Pc, que promueve la expresion de los genes
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que sean adquiridos a la secuencia de ADN, la cual adquiere un arreglo en forma de casette,
en donde se pueden albergar mas de un gen. Ademas, se pueden presentar marcos abiertos
de lecturas en sentido reverso o promotores independientes dentro del casette. Asimismo, los
casettes se unen por medio de un proceso reversible, es decir, pueden ser desprendidos de
vuelta en una forma estructura similar a la de un plasmido (Gillings, 2014; Lévesque et al.,

1994).

2.4.7. Transposones
Los transposones son elementos genéticos que cuentan con la capacidad de moverse de sitio
en diversas secuencias de ADN (Ivics y Izsvéak, 2006; Kidwell y Lisch, 1997). Los Tn
adquieren su nombre caracteristico por la presencia de una enzima llamada transposasa, que
concede a algunas secuencias genéticas la capacidad de recolocarse en un nuevo sitio

secuencial, mediante un mecanismo de cortar y pegar (Ivics y Izsvak, 2006).

Figura 6. Mecanismos de transferencia de material genético en bacterias. a) Transformacion; se lleva a cabo
mediante la adquisicion de ADN desnudo del medio extracelular, b) Transfeccion; mediado por infeccion viral,
c¢) Transferencia vertical, herencia genética por medio de fisién binaria, d) Trasferencia horizontal; mediado
por la adquisicion de ADN en conjugacion con otra bacteria.
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2.4.8. Genes de resistencia a antibioticos
En 1920 a partir del descubrimiento de los antibidticos por Alexander Flemming, la historia
de la medicina tuvo un cambio radical. A partir de este descubrimiento, su uso provocéd que
la investigacion médica se encaminara a descubrir y desarrollar més moléculas con capacidad
antimicrobiana (Jiang et al., 2017a, 2017b). Aunado a esto, la oferta y la demanda genero
grandes rendimientos en comercializacion médica debido a su gran eficacia para tratar
infecciones bacterianas y su gran facilidad para ser adquiridos. No obstante, la falta de una
legislacion adecuada ocasiond que su uso empezara a ser poco controlado e inadecuado, lo
que provocod que algunas cepas bacterianas generaran mecanismos de resistencia a
antibioticos mediado por presion selectiva (Pendleton et al., 2013). La resistencia a
antibidticos es en gran parte mediada por mutaciones fenotipicas, como la presencia de
bombas de eflujo que se encargan de expulsar las moléculas toxicas fuera de la célula.
También se ven involucrados algunos cambios en enzimas que son blanco para los
antibidticos, promoviendo un menor efecto de estos; o bien, la produccion de enzimas
capaces de degradar a las moléculas de antibidtico a través de cambios estructurales de la

membrana plasmatica (Lin et al., 2015).

Los cambios fenotipicos de la resistencia a antibioticos estdn regulados por elementos
genéticos (Lin et al., 2015), cominmente denominados como Genes de Resistencia a
Antibidticos (ARGs por sus siglas en inglés). Estos son genes con gran capacidad mutagénica
y de dispersion ya sea a través de transferencia vertical y horizontal, que involucra la herencia
genética hacia la progenie y la adquisicion de genes por otros microrganismos por
conjugacion (Munita y Arias, 2016). Por otro lado, el proceso de infeccion mediado por la
presencia de agentes virales como los bacteriofagos, promueve la introduccion de ADN
exogeno al genoma bacteriano, en el cual se pueden ver involucrados genes de resistencia
provenientes de otras bacterias de procesos infecciosos anteriores (Kakasis y Panitsa, 2019).
Adicionalmente, existe el mecanismo de transformacion, que se caracteriza por la obtencion
de ADN desnudo, ya sea proveniente de lisis bacteriana, o por la expulsion de material
genético hacia el espacio extracelular, ademas de material genético acarreado por algin otro
vector especifico. Por ello las bacterias pueden incorporar el material genético a su genoma

bajo diferentes circunstancias (Johnston et al., 2014) Tabla 2 y Figura 6.

20



Tabla 2. Algunos grupos de antibidticos con sus mecanismos de accion, asi como sus genes relacionados a
resistencia a estos en bacterias

Grupo de antibiotico

Mecanismo de accion

Genes de resistencia
relacionados

Referencias

Penicilinas, Inhibidores de la sintesis (Wang et al,
cefalosporinas, de la pared celular, blaCTXM, blaTEM, blaND 2020)
carbapenems mediante la unidon a blaOXA-A, blaSHV, mecA
monobactamicos betalactamasas
Tetraciclinas Inhibicion de la sintesis de  tetA, tetB, tetE, tetG, tetH, (Roberts y
proteinas en las bacterias tetS, tetT, tetX Schwarz, 2016;
por su unioén a la subunidad Wang et al., 2020)
30s del ribosoma
bacteriano
Sulfonamidas Inhibicién de la sintesis de  sull, sul2, dhfr (Wang et al,
ADN, mediante su funcion 2020)
antagonista  competitiva
con al acido
paraaminobenzoico,
precursor del acido folico
macrolidos Inhibicion de la sintesis de  ereA, ermB, ermC, erm43 (Wang et al,
proteinas en las bacterias 2020)
por su union a la subunidad
50s del ribosoma
bacteriano
Quinolonas Inhibicion de la sintesis de  qnrS, qnrC, qnrD (Wang et al,

ADN, mediante la
inhibicion de la
topoisomerasa del tipo II

2020)

Integron de clase |

Usualmente asociado a la
diseminacion genes de
resistencia a antibioticos

Intl

(Rosewarne et al.,
2010; Wang et al.,
2020)

Vancomicina Inhibicion de sintesis de la  VanA, VanB, Van D, VanE (Courvalin, 2006),
pared celular mediante la VanG
unién a los aminoacidos
terminales D-Ala-D-Ala
C-, bloqueando el proceso
de transglicosilacion

Aminoglucésidos Inhibicion de  sintesis ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, (Doi et al., 2016;
proteica mediante la union RmtD, RmtF, Riccio et al.,
a la subunidad 30s RmtG, RmtH, NpmA, aac’ 2003)
ribosomal

Fenicoles Inhibicion de sintesis cmlA, fexAv, cat, cat II, cmr, (Roberts y
proteica mediante la union  floR, optrA Schwarz, 2016)

a la unidad 50s ribosomal
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2.4.9. Genes de tolerancia a metales pesados

La presencia de metales pesados y metaloides es considerada como ubicua. Sin embargo,
algunos elementos resultan toxicos, incluyendo Co, Zn, Ni, Cu y As, por lo cual algunos
organismos como las bacterias han desarrollado caracteristicas fenotipicas mediada por
elementos genéticos (Meng et al., 2021; Peng et al., 2009). De manera comun, la expresion
fenotipica se encuentra mediada por complejos transmembranales, para la expulsion de estos
elementos al medio extracelular, o su conversion a complejos menos toxicos (Imchen et al.,
2018a). Debido a los diversos mecanismos de diseminacion, estos elementos genéticos
pueden verse comunmente relacionados con genes de resistencia a antibidticos, como la
resistencia a ampicilina mediada por MGE (Farias et al., 2015; Sabry et al., 1997). Ademas,
algunos metales pesados como Zn, Cd y Cu se han relacionado con la resistencia a tetraciclina
(Flach et al., 2017; Stepanauskas, 2006); Hg, Pb, As, Cd, Cr y Cu han sido concurrentes con
la resistencia a vancomicina y teicoplanina (Pal et al., 2017; Rahman y Singh, 2018).

La tolerancia de metales pesados mediada por MGE puede presentarse en ambientes
expuestos de manera exdgena a algin elemento toxico. Un ejemplo es el As, la expresion
genes del operdn Ars, son capaces de sintetizar un complejo proteico capaz de transformar
algunas moléculas de arsénico a una forma menos toxica y ademas de expulsarlas de la célula
(Fekih et al., 2018; Saltikov y Olson, 2002; Yang et al., 2012). Otro mecanismo de tolerancia
a metales pesados se relaciona con altas concentraciones de plomo, tal es el caso del
mecanismo de accion mediado por el gen pbr4 que expresa una bomba de eflujo dependiente
de ATP para la expulsion del plomo al espacio intersticial (Borremans et al., 2001). También
se reportan mecanismos de transporte de algunos metales pesados como Zn, Cd y Co
regulados por la expresion del gen czeD, relacionado con un mecanismo complejo de

expulsion de estos elementos (Fierros-Romer et al., 2016; Mihdir et al., 2016).

2.4.10. Diseminacion de MGE en ecosistemas acuaticos
Los ecosistemas acudticos representan un ambiente propicio para un sinnumero de
microrganismos, ya que algunos pueden adaptarse facilmente a estas condiciones, incluso si
de elementos genéticos se trata, estos encuentran un medio apto para su diseminacion

(Kraemer et al., 2019). La diseminacion de los elementos genéticos moéviles o MGE
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(plasmidos, In y Tn) se incluye en esta dinamica, ya que es tan diverso el material genético
que llega a estos ecosistemas que estos se pueden relacionar con diversas circunstancias,
entre ellas las actividades antropicas, las cuales pueden generar desequilibrio microbioldgico
bajo algunas circunstancias particulares (Squadrone, 2020). Algunas de las maneras mas
comunes en la cuales los MGE llegan a los ecosistemas acuaticos es por medio de
contaminacion, ya sea vertederos de plantas de tratamiento de aguas residuales tanto urbanas,

industriales y agricolas (Figura 7) (Suzuki et al., 2017).

Elementos Genéticos Moviles

d

Figura 7. Principales fuentes de contaminacion que propician la diseminacion de MGE. a) Industria;
farmacéutica y minera, entre otras, b) Desechos publicos municipales; tanto de zonas habitacionales como de
centros de salud, ¢) Agricultura; desechos de medicina veterinaria y suplementos para agricultura.

2.4.11. Métodos de analisis moleculares
Actualmente los métodos de analisis de elementos genéticos, se llevan a cabo mediante
herramientas moleculares, donde una opcion por excelencia es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y las variantes de esta herramienta. Ademads, recientemente la

implementacidn de algunas ciencias 6micas como gendmica, transcriptomica, metabolomica,
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y protedmica, pueden generar aproximaciones mas especificas en el campo (Bouchez et al.,
2016). En el caso especifico de la PCR de punto final, es utilizada ampliamente para
determinar la presencia de un gen en una muestra; y a partir del bandeo en los geles de agarosa
se puede aislar el material genético de manera precisa para otros analisis como la
secuenciacion de dicho fragmento. Un caso especifico de esta practica es la determinacion
de la secuencia del gen 16S ribosomal como marcador de identidad que puede contribuir a

determinar el género y especie taxonomico de una bacteria (Gutell et al., 1985).
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1.  JUSTIFICACION
Los ecosistemas acuaticos en México suelen verse afectados por estrés antropogénico en sus
inmediaciones. El rio Conchos en el estado de Chihuahua, y los manglares arido tropicales
del estado de Baja California Sur no son la excepcion, ya que sea por daiios ocasionados por
las inclemencias climatologicas o por actividades antropogénicas como las actividades
urbanas, turisticas, recreativas y economicas, entre otras. La busqueda de indicadores
fisicoquimicos y microbiologicos genera la oportunidad de analizar las perturbaciones
ocasionadas por las actividades humanas, que tienen el potencial de dafiar el ecosistema, y,
por lo tanto, afectar de manera directa o indirecta la biota dependiente de estos ecosistemas.
Por otro lado, la generacion de informacion en ambos ecosistemas resultaria esencial para

conocer el estado actual de estos ecosistemas.
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IV. HIPOTESIS
El estrés antropogénico altera las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de agua 'y
sedimentos, en dos ecosistemas acuaticos distintos; dulceacuicolas (rio Conchos, Chihuahua,

M¢éxico) y marinos (manglares arido tropicales, Baja California Sur, México).
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5.1.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar un monitoreo fisicoquimico y microbiolégico de sedimento y agua en el rio Conchos

en Chihuahua, México y los manglares arido tropicales del estado de Baja California Sur,

México.

5.2.

Objetivos especificos
Determinar la cantidad de bacterias indicadoras fecales de sedimentos del rio
Conchos y de manglares seleccionados de la peninsula de Baja California Sur.
Aislar bacterias patogenas de los géneros Aeromonas spp., Vibrio spp. y Salmonella
spp. en sedimentos del rio Conchos y de manglares de Baja California Sur, asi como
determinar su perfil de resistencia a antibioticos.
Determinar presencia de metales pesados en sedimentos del rio Conchos y de
manglares de Baja California Sur.
Caracterizar las propiedades fisicoquimicas del agua superficial del rio Conchos.
Aislar bacterias multirresistentes a antibidticos de sedimentos de los manglares de
Baja California Sur y determinar sus perfiles de resistencia los mismos.
Determinar presencia de genes de resistencia tanto a antibidticos como metales
pesados en los aislados multirresistentes de Baja California Sur.
Identificacion molecular de las cepas multirresistentes de sedimento de los manglares
de Baja California Sur.
Determinar presencia de genes de resistencia tanto a antibioticos como de tolerancia

a metales pesados en sedimentos de los manglares de Baja California Sur.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Materiales y Equipo

6.1.1. Muestras.

- Sedimentos de Bahia Magdalena y Bahia de la Paz, del Estado de Baja California
Sur.

- Sedimentos del rio Conchos, Chihuahua.

6.1.2. Materiales.

- Asa de platino, niquel 3 mm de didmetro (10 uL)

- Varillaen L

- Micro pipetas volumétricas, Eppendorf® Research® (Alemania) (2.5, 10, 20, 100 y
1000 pL)

- Puntillas para micro pipeta applied biosystems® (Estados Unidos)

- Tubos Eppendorf® (1.5 mL y 2 mL)

- Tubos de reaccion de PCR Applied biosystems® (Estados Unidos)

- Espatula

- Cajas Petri de plastico desechables

- Qradillas para tubos de ensaye

- Bolsas herméticas Ziploc ®

- Mechero de gas Bunsen

- Matraz Erlenmeyer Pirex® (Francia)

6.1.3. Equipos

Autoclave de presion T-Fal

Incubadora microbiologica Fisher Scientific 36+1°C
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Incubadora microbiolédgica Fisher Scientific 26+£1°C
Balanza granataria Triple Beam Balance OHAUS (2610 g)
Balanza analitica digital

Vortex Thermolyne, Maxi Mix Plus ™

Congelador -20°C Norlake Scientifics (Estados Unidos)
Microscopio Olympus CX21LED (Jap6n)

Refrigerador 5°C Torrey CT-R (México)

Innova TM 4300 Digital Incubator Shaker
Microcentrifuga

S2 picofox Bruker ® (Alemania)

Nucleador de alumnio de 1 mt Gauger auger Inoxidable 22 X 40 Inch. AMS ®

(Francia)

Céamara de electroforesis horizontal Biorad® (Estados Unidos)
Fuente de poder Biorad® (Estados Unidos)

Termociclador T100™ Biorad® (Estados Unidos)

6.1.4. Medios de cultivo

Agar Sulfito de Bismuto BD Bioxon ™ (M¢xico)
Agar MacConkey BD Bioxon ™ (México)

Caldo Nutritivo BD Bioxon ™ (M¢xico)

Agar Lisina Hierro Difco ™ (M¢éxico)

Agar Kliger Hierro MCD Lab (México)

Caldo Rojo de Metilo y Voges Proskauer MCD Lab (México)
Agar Movilidad Indol Ornitina Difco ® (México)
Agar Citrato de Simmons BD BBL (Estados Unidos)
Agar Triple Hierro Aziicar BD BBL (Estados Unidos)
Agar Bacterioldgico BD Bioxon ™ (México)

Agar Nutritivo BD Bioxon ™ (M¢éxico)

Agar Tripticaseina de Soya BD Bioxon ™ (México)
Agar TCBS BD Difco ™ (México)

Agar base para Aeromonas con ampicilina Sigma-Aldrich ® (Estados Unidos)
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Caldo Rappaport-vassiliadis soya BD Difco ™ (México)

Caldo Muller-Kaufman Tetrationato Novobiocina Sigma-Aldrich ® (Estados

Unidos)
Medio EC Difco ® (México)
Agar Verde Brillante, MCD Lab (México)

6.1.5. Reactivos

Alcohol acetona

Alcohol etilico 70%

NaCl

Cristal Violeta Hycel MR y Golden Bell MR
Safranina Hycel MR

Yodolugol Hycel MR y Golden Bell MR
Solucion salina fisiologica 0.85%

Rojo de Metilo

a-Naftol

KOH 40%

Reactivo de Kovacs

Ampicilina (Alfa Aesar) 32 mg/L
Kanamicina (Alfa Aesar) 64 mg/L
Cloranfenicol (Alfa Aesar) 32 mg/L
Cefotaxima (Alfa Aesar) 4 mg/L
Ciprofloxacina (Alfa Aesar) 4 mg/L
Vancomicina (Alfa Aesar) 32 mg/L
Tetraciclina (Alfa Aesar) 16 mg/L

5 x colorness GoTaq ® Flexibuffer

GoTaq ® Flexibuffer Polymerase

MgCI2 (25 mM) Promega®

PCR Nucleotide Mix, (25 mM) Promega® (México)
Agua libre de nucleasas ThermoFisher Scientific ® (Estados Unidos)

Primers (UNIPARTS ®) (México)
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-  SERVA ® (Alemania)
6.2. Metodologia

6.2.1. Recoleccion de muestras

6.2.1.1. Manglares Arido tropicales

La recoleccion de los sedimentos en el estado de Baja California Sur se llevo a cabo entre los
meses de junio y julio de 2022 en la zona de Bahia Magdalena ubicada la region del océano
Pacifico del estado, que es una de las zonas mas relevantes en cuanto a presencia del
ecosistema manglar en el estado. El segundo muestreo se realicéd en julio se llevo a cabo en
la zona de la Bahia de La Paz, que se caracteriza por su cercania al asentamiento urbano mas
grande del estado (Ciudad de La Paz). En los siguientes mapas se identifican los sitios y
puntos en que fueron tomadas las muestras de sedimento correspondientes de los manglares
arido tropicales: Manglar Termoeléctrica (Figura 8), Manglar Banderitas (Figura 9),
Manglar Estero Zacatecas (Figura 10), Manglar Cola de Ballena (Figura 11). Para la
recoleccion de muestras fue empleado un nucleador de 1 metro para la obtencion de
sedimentos asociados a raiz de manglar bajo 2 profundidades distintas de 15 y 30 cm. En
ambos casos se tomaron duplicados de cada punto y profundidad, las primeras repeticiones
se mantuvieron a temperatura ambiente para los andlisis microbiologicos y quimicos,
mientras que las segundas se almacenaron bajo congelacion para las determinaciones

moleculares (Figura 12) (Apéndice; Tabla 21).
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Figura 8. Manglar Termoeléctrica; Se presentan los 12 puntos de muestreo bajo el prefijo TE# (Google, n.f.)

BT, T

Figura 9. Manglar Banderitas; Se presentan los 12 puntos de muestreo bajo el prefijo B#. (Google, n.f.)
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Figura 10. Manglar Estero Zacatecas; Se presentan los 12 puntos de muestreo bajo el prefijo EZ#. (Google,
n.f))

Figura 11. Manglar Cola de Ballena; Se presentan los 6 puntos de muestreo bajo el prefijo CB#. (Google,
n.f.)
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Figura 12. Muestreo; En las imagenes se muestra el método de recoleccion y seleccion de las muestras. a, b

y ¢) Uso del nucleador para extraccion de las muestras. d) Medicion y almacenamiento de las muestras.

6.2.1.2. Rio Conchos
Para la seleccion de puntos de recoleccion de muestras de sedimento del rio Conchos se
tomaron en cuenta los criterios expuestos a continuacion (Tabla 3) (Figura 13, Figura 14 y

Figura 15). En cada punto se extrajeron sedimentos a 2 profundidades; 5y 10 cm.
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Tabla 3. Puntos y criterios de seleccion de puntos de muestreo.

Zonas de Estudio

Coordenadas

Puntos a analizar

Régimen fluvial

Zona Serrana: Humedal
de Guachochi.

27.45873-105.82209

27.46157-105.81010

27.47330-105.80679

Antes de asentamiento humano
Durante asentamiento humano

Después del asentamiento humano

-Pluvial
- Media estacional

-Estiaje

Zona de meseta: Vado de
Meseta

28.23665 - 105.50388
28.26145 - 105.47765
28.27775 - 103.45208

Antes de asentamiento humano
Durante asentamiento humano

Después del asentamiento humano

-Pluvial
-Media estacional

-Estiaje

Zona del desierto: Cafion
del Pegiiis

29.53485 - 104.50216
29.56907 - 104.41109
N/A

Antes de asentamiento humano
Durante asentamiento humano

Después del asentamiento humano

-Pluvial
- Media estacional

-Estiaje

Figura 13. Zona Serrana; Punto 1; Antes del establecimiento humano, Punto 2; Durante el establecimiento
humano, Punto 3; Después del estableciente humano (Google, n.f.)
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Figura 14. Zona de Meseta; Punto 1; Antes del establecimiento humano, Punto 2; Durante el establecimiento
humano, Punto 3; Después del estableciente humano (Google, n.f.).

r

X \.fzi‘

Figura 15. Zona Desértica; Punto 1; Antes del establecimiento humano, Punto 2; Durante el establecimiento
humano, Punto 3; En este sitio este ultimo fue omitido (Google, n.f.)
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6.2.2. Medicion de propiedades fisicoquimicas del agua superficial (rio Conchos)
La determinacién de las propiedades fisicoquimicas de agua superficial del rio Conchos se
llevo a cabo mediante el uso de un medidor multiparametro HI98194 de Hanna Instruments
®. Para este fin se determinaron los valores correspondientes para pH, conductividad,

resistividad, presion, ppmTDS y PSU.

6.2.3. Preparacion de diluciones seriadas (rio Conchos y manglares arido
tropicales)

Para la preparacion de los inoculos se realizaron diluciones seriadas en 9 mL de solucion

salina estéril al 0.85% a partir de 1g de sedimento seco de las muestras obtenidas. Las

diluciones preparadas fueron las siguientes: 10 10> 10y 10%.

6.2.4. Determinacion de coliformes fecales (rio Conchos y manglares arido
tropicales)

Para la determinacion de coliformes fecales, se tomd como indculo inicial 100 puL de las

diluciones seriadas 10° y 10* previamente preparadas, para posteriormente ser afiadido al

medio agar MacConkey, a partir de siembra por extension en placa por triplicado, e

incubacion a 37° C por 24h.

A partir de las colonias obtenidas después de la incubacion se aplicé el primer escrutinio.
Aquellas cepas que contaran con las caracteristicas morfoldgicas coloniales como presencia
de crecimiento de colonias color rojo-rosado con precipitado biliar turbio en las orillas se
consideraron como colonias potencialmente positivas a Escherichia coli. De la misma
manera, a partir de la presencia de crecimiento de estas colonias se calculd la cantidad de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de sedimento a partir de la siguiente

formula:

No. de colonias X Factor de Dilucion

UFC/g=
& Volumen de inoculo inicial
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Como ultimo paso, se realizo la confirmacion del género de los coliformes fecales mediante
las siguientes pruebas bioquimicas (Agar TSI, MIO, Rojo de Metilo, Vogues Proskauer,
Citrato de Simmons) (Anexos, Tabla 20).

6.2.5. Determinacion de Enterococcus spp. (rio Conchos y manglares arido
tropicales)

Para la determinacion de las bacterias del género Enterococcus spp., se tomo como indculo
inicial 100 pL de las diluciones seriadas previamente preparadas, siendo las diluciones 10%y
10* utilizadas para este proposito. Posteriormente fue afiadido al agar nutritivo al 6.5% de
NaClI por siembra por extension en placa, por triplicado, y fueron incubadas a 37° C de 24 a
48h. Después de la incubacion se consideraron aquellas colonias que contaran con
caracteristicas morfologicas coloniales con crecimiento de colonias pequefas translucidas

como cepas potencialmente positivas para Enterococcus spp.

De la misma manera partir de aquellas muestras con presencia de crecimiento de las colonias
potencialmente positivas se calcul6 la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
a partir de la formula UFC/g, descrita en el punto anterior. Asimismo, y al igual que los
coliformes fecales se realizo la confirmacion del género de Enterococcus mediante la prueba

bioquimica de hidrolisis de bilis esculina (Anexos; Tabla 20).

6.2.6. Determinacion de perfiles fenotipicos de multirresistencia de indicadores fecales
(rio Conchos y manglares arido tropicales)

Para la determinacion de los perfiles de resistencia a antibidticos, se tomaron en cuenta
aquellas cepas positivas tanto para coliformes fecales como Enterooccus spp. en los distintos
métodos de seleccion para realizar la prueba de resistencia a antibioticos por medio del
método de Kirby-Bauer (Furtado y Medeiros, 1980; McFarland J, 1907). Para este fin, fueron
utilizados sensidiscos de ampicilina, vancomicina, tetraciclina, cefotaxima y cloranfenicol,

en medio Mueller-Hinton que se incubd por 24 h a 36 + 1°C.

Una vez concluido el tiempo de incubacion se tomaron las cajas Petri correspondientes y se
midio el halo de inhibicion para determinar el tipo de resistencia de los indicadores fecales
aislados, de acuerdo con los limites establecidos por el CLSI, para determinacion de perfiles

de resistencia por difusion en discos (CLSI, 2022).
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Figura 16. Proceso de asilamiento y determinacion de indicadores fecales

6.2.7. Determinacion de Salmonella spp. en rio Conchos y manglares arido
tropicales

La determinacion de Salmonella spp., se baso en la zonificacion de cada uno de los sitios de
muestreo, basados en 3 zonas distintas del manglar de acuerdo a su dindmica, tal y como se
enlista en la Tabla 4. Mientras que para los sitios del rio Conchos se tomaron en cuenta todos
los puntos por separado, en un conjunto de las muestras con ambas profundidades (5 y 10
cm). La metodologia empleada fue basada por lo establecido en la Norma Oficial Mexicana
NOM-242-SSA1-2009 (Secretaria de Salud, 2009) la metodologia general se describe en la
Figura 17.

Para la preparacion inicial del medio de pre-enriquecimiento se utilizaron 25 g de sedimento
(en el caso de los pools se dividio la suma total de sedimento en cada uno de los puntos de la
zona, para llegar a los 25g). A partir de aqui, la muestra fue inoculada en 225 mL de agua
peptonada (pH 6.8). Posterior a esto, la muestra fue dejada en reposo a temperatura ambiente
60 minutos para sucesivamente ser incubada por 24h a 35° C. Una vez transcurrido el tiempo
se tomo una muestra de 1 mL del medio de pre-enriquecimiento a tubos con 9 mL de medio

liquido de enriquecimiento selectivo caldo Rappaport Vassilidiasis y Muller Kauffmann
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tetrationato novobiocina (MKTTn), para ser nuevamente incubados de la siguiente manera;
RVS24h+3had4l.5°C+1°Cporyelcaldo MKTTna24h+3ha36°C=+1°C.Parala
etapa de aislamiento se utilizaron los medios de cultivo solido Agar sulfito de bismuto y Agar
Salmonella - Shigella, los cuales fueron inoculados a partir de los Medios RVS y MKTTn,
procesados previamente. Las placas fueron dejadas a incubar por 24 h+3 ha 36 °C+ 1 °C.
Las pruebas bioquimicas correspondientes se enlistan en la seccion de Anexos (TSI, LIA,
Urea, Citrato de Simmons).

Tabla 4. Zonificacion para la elaboracion de agrupados de muestras para la determinacion de Salmonella spp.,
Aeromonas spp. y Vibrio spp. en los manglares arido tropicales de Baja California Sur.

Sitio Zona Puntos Profundidad
1 TE1,TE2, TE3, TE4yTES 15y30cm
Termoeléctrica
TE6, TE7, TE8, TE9, TE10, TE11 y TE12
2 15y 30 cm
1 B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B§, B9, B10 y B11 15y30cm
Banderitas
B 12
2 15y 30 cm
1 E10,El11 yE12 15y30cm

Estero Zacatecas

El, E2, E3, E4, ES, E6, E7, ES, E9
2 15y 30 cm

1 CBI1,CB2y CB3 15y30 cm
Cola de Ballena

CB4,CB5y CB6
2 15y 30 cm
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Figura 17. Metodologia para el aislamiento de Salmonella spp. en sedimentos de manglares (NOM-242-SSA1-
2009).

6.2.8. Aislamiento de Aeromonas spp. y Vibrio spp. en rio Conchos y manglares
arido tropicales

Para el aislamiento de Aeromonas spp. y Vibrio spp., se tomo en cuenta la metodologia
empleada por Wang y Gu., 2005, empleando la zonificacion representada en la tabla 4. Para
esto se tomaron 10 g de sedimento. resultantes de la division de la suma total de sedimento
en cada uno de los puntos y profundidades de las zonas para llegar a los 10g, el cual fue
homogenizado en 90 ml de agua peptonada (pH 8.6), y se dejo incubando a 150 rpm a 30 °C
por 12 h. Para la inoculacion del agar TCBS y agar Aeromonas base suplementado con
ampicilina (32 pg/mL), se tom6 0.1 mL del agua peptonada previamente inoculada, y por
medio de siembra por extension en placa inocular los medios en agar, y consecuentemente
ser incubadas por 48h a 30 °C. A continuacidn, se comprobd el crecimiento y presencia de
bacilos Gram positivos y realizar la prueba de oxidasa (Positiva) para diferenciar la presencia
de enterobacterias. Aquellas bacterias que resultaron positivos a la prueba de la oxidasa
fueron analizadas posteriormente por medio de pruebas bioquimicas correspondientes
(Anexo; Tabla 20). Ademas, aquellas pruebas positivas, fueron sometidas a un test de

resistencia antibidticos, tal y como se describe en el punto 6.2.3.
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6.2.9. Aislamiento de bacterias multirresistentes en manglares arido tropicales
La determinacion de bacterias multirresistentes se llevd a cabo a partir de las diluciones
preparadas previamente (10° y 10%), a partir de aqui, 0.1 mL fueron inoculados por triplicado
por difusion en placa en agar TSA bajo 3 concentraciones NaCl distintas (0, 1.5 y 3%).
Subsiguientemente fueron dejadas a incubar a 37 £ 1°C por 24 h segin el método empleado
por Zapien en 2021. Posterior a esto cada una de las cepas fueron aisladas por separado para

procedimientos posteriores.

6.2.10. Determinacion de perfil de resistencia a antibidticos en manglares arido
tropicales

Para la determinacion de perfiles de multirresistencia, se realizo la preparacion de agar TSA
en conjunto con las siguientes concentraciones de antibiotico, por el método incorporacion
de antibiodtico en agar; tetraciclina (16 pg/mL), ampicilina (32 pg/mL), vancomicina (32
pg/mL), cefotaxima (4ug/mL), cloranfenicol (32 pg/mL), kanamicina (64 ug/mL) y
ciprofloxacino (4 upg/mL) segun los estandares establecidos por el CLSI para la
determinacion de resistencia a antibidticos a partir del método mencionado previamente
(CLSI, 2021). Para este proposito las cajas Petri (90 x15 mm) con el medio correspondiente
fueron divididas en 26 cuadrantes distintos para poder apreciar el crecimiento sin riesgo de
contaminacion y sesgo del resultado (Figura 19). Subsecuentemente, fueron dejadas
incubando a 37 + 1°C por 48 h. Posterior a esto, se verifico el crecimiento de las cepas, donde
en caso positivo estas se categorizarian como resistentes y en caso contrario sensibles.
Aquellas cepas con un perfil de multirresistencia fenotipica a antibidticos (>3 grupos de
antibidticos) fueron conservadas en agar TSA pico de flauta adicionado con una
concentracion de antibidtico correspondiente al cual presentaron resistencia para evitar la
pérdida de las caracteristicas fenotipicas de multirresistencia, para poder ser utilizadas en los

procedimientos posteriores.
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Figura 18. Division en cuadrantes de caja Petri (90 x 15 mm)

6.2.11. Extraccion de ADN total bacteriano en manglares arido tropicales
Para la extraccion de ADN total bacteriano se empled el kit comercial Promega Wizard®
Genomic DNA Purification Kit. Para este fin, todas aquellas bacterias con perfiles de
multirresistencia preservadas en el paso anterior, fueron inoculadas en 15 mL de medio Luria

Bertani a 37 + 1°C en agitacion constante a 50 rpm por entre 24 y 72 h (Anexos).

6.2.12. Extraccion de ADN de sedimentos en manglares arido tropicales
Para la extraccion de ADN de sedimentos, se empled nuevamente el kit Promega Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, asimismo se realizé una limpieza adicional para eliminar la
presencia de inhibidores de la reaccion de PCR, por lo cual fue empleado el kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System. Para este proposito fueron utilizados 200 mg de sedimento

congelado (Anexos).

6.2.13. Determinacion de metales pesados de sedimento en rio Conchos y manglares
arido tropicales

Para la determinacion de metales pesados en muestras de sedimento se emplearon 20 mg de
sedimento seco llevado a polvo fino por mortero, para ser afiadido posteriormente a una
solucion de 995 pL al 2% alcohol polivinilico y a una concentracién de 0.01M de EDTA, en
conjunto con un volumen de 5 pL de una solucién estandar de 1000 ppm de Selenio, se
homogenizé completamente la muestra por agitacion (Brucker, 2020; TAEA, 2014). En la
siguiente etapa se vertieron 10 pL de la solucidon preparada en el centro de discos de cuarzo
tratados previamente con una solucion de silicon en isopropanol (CERVA®), los cuales

fueron expuestos a una parrilla de calentamiento por 30 minutos a 60°C para ayudar a fijar
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la muestra en los discos y poder ser analizadas. Transcurrido el tiempo los discos con las
muestras fueron acomodadas en carretes de 25 espacios, y sometidas al XTFR con un tiempo

de analisis de 300 segundos por disco, todas las muestras fueron sometidas a andlisis por

triplicado (Figura 20).
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Figura 19. Protocolo de preparacion y determinacion de metales pesados de sedimento a través de
espectrofotometria de rayos X (Brucker, 2020; IAEA, 2014).

6.2.14. Determinacion de genes de resistencia a antibidticos y tolerancia a metales

pesados por PCR en manglares arido tropicales

La determinacion de genes de resistencia se realizd a partir de las muestras de ADN de
bacterias multirresistentes y sedimentos. Bajo este contexto, los oligonucleo6tidos requeridos
fueron mandados a sintetizar (IBTUNIPARTS, Ciudad de México, México). Las reacciones
fueron llevadas a cabo en volumenes de 25 pL. de acuerdo las siguientes concentraciones;
dNTPs (0.1 mM) (Promega), MgCI (1.5 mM) (Promega), 1x PCR buffer (GoTaq Flexi
buffer), oligonucleotidos (10 mM), Taq polimerasa (0.025 U/uL) (GoTaq Flexi DNA
polimerase), y 50 ng de plantilla de ADN.
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En la Tabla 5 se especifican los oligonucledtidos empleados y las condiciones de puntuales

de cada reaccion PCR.

Tabla 5. Secuencias de Oligonucleotidos y sus condiciones para cada reaccion.

Aminoglucésidos
Gen: aph 94°C 5 min
Tamafio de amplicon: 505pb Codifica para una 94°C 30 seg
Secuencia F: GAG CAA TAA GGG CAT ACC | enzima bifuncional 55°C 1 min Kao et al.,
AAA AAT C TM: 54°C modificadora de 72°C 1 min 2000
Secuencia R: CCG TGC ATT TGT CTT AAA | aminoglucésidos 72°C 5 min
AAA CTG G TM: 54°C 30 ciclos
Cloranfenicoles
Gen: optrd 94°C 5 min
Tamaiio de amplicon: 422pb Modificacion por 94°C 1 min Brenciani et
Secuencia F: TAC TTG ATG AAC CTA CTA metilacion de la 53°C 1 min al., 2016
ACC A TM: 49°C subunidad 50s 72°C 1 min
Secuencia R: CCT TGA ACT ACT GAT TCT 72°C 5 min
CGG TM: 52°C 35 ciclos
Sulfonamidas
Gen: sull 94°C 5 min
Tamafio de amplicon:433pb Sintesis de variante 94°C 1 min
Secuencia F: CGGCGTGGGCTA CCTGAACG | de la enzima DHPS 55°C 1 min Hoa et al.,
TM: 72°C 72°C 1 min 2008
Secuencia R: GCC GAT CGC GTG AAG TTC 72°C 5 min
CG TM: 70°C 30 ciclos
Sulfonamidas
Gen: sul2
Tamafio de amplicon:293pb Sintesis de variante 94°C 5 min Hoaet al.,
Secuencia F: GCG CTC AAG GCA GAT GGC | de la enzima DHPS 94°C 1 min 2008
ATT TM: 68°C 55°C 1 min
Secuencia R: GCG CTC AAG GCA GAT GGC 72°C 1 min
ATT TM: 70°C 72°C 5 min
30 ciclos
ntegron
Gen: Intl 94°C 5 min
Tamafio de amplicon: 923pb Sintesis de enzima | 94°C 1 min
Secuencia F: GTT CGG TCA AGG TTC TGG | integrasa, capaz de | 67°C 1 min Cergole et al.,
TM: 64°C integrar Elementos | 72°C 1 min 2011
Secuencia R: GTA GAG ACG TCG GAA TGG | Genéticos Moviles a 72°C 5 min
TM: 64°C casetes de 35 ciclos
resistencia
p - lactamasas
Gen: blaCTXM 94°C 10 min
Tamafio de amplicon: 593pb Sintesis de  — lacta 94°C 1 min
Secuencia F: ATG TGC AGY ACC AGT AAR | masa de espectro 58°C 2 min Shahid, 2010
GT TM: 63°C extendido, que 72°C 3 min
Secuencia R: TGG GTR AAR TAR GTS ACC inactiva a los 35 ciclos
AGA TM: 64°C antibidticos del
grupo
betalactamicos
Gen: blaCTXM 94°C 10 min
Tamaiio de amplicon: 593pb Sintesis de  — lacta 94°C 1 min
masa de espectro 58°C 2 min Shahid, 2010
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Secuencia F: ATG TGC AGY ACC AGT AAR extendido, que 72°C 3 min
GT TM: 63°C inactiva a los 35 ciclos
Secuencia R: TGG GTR AAR TAR GTS ACC antibioticos del
AGA TM: 64°C grupo
betalactamicos
Carbapenem
Gen: blaVIM Sintesis de metalo § | 94°C 10 min
Tamaiio de amplicon: 621pb — lactamasa, que | 94°C 30 seg
Secuencia F: GTT TGG TCG CAT ATC GCA | inactiva a  los | 52°C 40 seg Poirel et al.,
AC TM: 65°C antibioticos del | 72°C 50 seg 2011
Secuencia R: AAT GCG CAG CAC CAG GAT | grupo 72°C 5 min
AG TM: 66°C betalactdmicos 36 ciclos
Carbapenem
Gen: blaNDMF Sintesis de metalo B | 94°C 10 min
Tamafio de amplicon: 432pb — lactamasa, que | 94°C 30 seg
Secuencia F: GTT TGG TCG CAT ATC GCA | inactiva a  los | 52°C40 seg Poirel et al.,
AC TM: 65°C antibioticos del | 72°C 50 seg 2011
Secuencia R: AAT GCG CAG CAC CAG GAT | grupo 72°C 5 min
AG TM: 66°C betalactamicos 36 ciclos
Carbapenem
Gen: blaKPC Sintesis de una | 94°C 3 min
Tamafio de amplicon: 880 pb carbapenemasa de | 94°C 1 min
Secuencia F: TGT CAC TGT ATC GCC GTC | clase A, que 52°C 1 min Gootz et al.,
TAG TM: 66°C inactiva a  los 72°C 1 min 2009
Secuencia R: TTA CTG CCC GTT GAC GCC | antibioticos del | 72°C 10 min
CAA TCC TM: 71°C grupo 30 ciclos
betalactdmicos
Quinolonas
Gen: gnrSF Sintesis de la| 95°C 1 min
Tamafio de amplicon: 428 pb proteina Qnr que se | 95°C 1 min
Secuencia F: GCA AGT TCA TTG AAC AGG | une a la| 54°C 1 min Matsumura et
GT TM: 63°C topoisomerasa de | 72°C 1 min al., 2017
Secuencia R: TCT AAA CCG TCG AGT TCG | tipo 72°C 10 min
GCG TM: 68°C 35 ciclos
Glucopéptidos
Gen: vanA Sintesis de ligasa D- | 96°C 5 min
Tamafio de amplicon: 378pb Ala-D-Ala, para | 95°C 1 min
Secuencia F: CTG TGA GGT CGG TTG TGC G | evitar el efecto de la | 55°C 30 seg Volkmann et
TM: 68°C vancomicina 72°C 30 seg al., 2004
Secuencia R: TTT GGT CCA CCT CGC CA 72°C 10 min
TM: 64°C
30 ciclos
Tetraciclinas
Gen: tetd Efecto de bomba de | 95°C 10 min
Tamafio de amplicon: 158pb eflujo eliminando la | 94°C 30 seg
Secuencia F: AGT GGA GCG ATT ACA GAA | tetraciclina de la | 55°C 30 seg Strommenger,
TM: 61°C célula bacteriana 72°C 30 seg et al., 2003
Secuencia R: CAT ATG TCC TGG CGT GTC 72°C 10 min
TA TM: 65°C
30 ciclos
Tolerancia a Cu, Zn y Cd
Gen: czeD Sintesis de una | 95°C 10 min
Tamaiio de amplicon: 398pb proteina de | 93°C 1 min
membrana 50°C 1 min | Nies DH. 1992
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Secuencia F: CAG GTC ACT GAC ACG ACC | encargada de | 72°C 2 min
AT TM: 54°C expulsar iones | 72°C 10 min
Secuencia R: CAT GCT GAT GAG ATT GAT | Cobre, Zinc vy 30 ciclos
GAT C TM: 51°C Cadmio

Tolerancia a As
Gen: arsB Bomba de eflujo | 95°C 10 min
Tamaiio de amplicon: 219pb dependiente de ATP | 93°C 1 min
Secuencia F: CGG TGG TGT GGA ATA TTG | para expulsar las 59°C 1 min Saltikov y
TC TM: 59°C moléculas de 72°C 2 min Olson, 2002
Secuencia R: GTC AGA ATA AGA GCC GCA | Arsénico 72°C 10 min
CC TM: 59°C 30 ciclos

Tolerancia a Pb
Gen: pbrd Sintesis de una | 95°C 10 min
Tamafio de amplicon: 450pb enzima  fosfatasa | 93°C | min
Secuencia F: ATG AGC GAA TGT GGC TCG | que ayuda a la| 54°C1 min Borremans et
AAG TM: 54°C conversion de 72°C 2 min al., 2001
Secuencia R: TCA TCG ACG C AA CAG CCT | algunos metales | 72°C 10 min
CAA TM: 54°C pesados a formas 30 ciclos

menos toxicas

6.2.15. Identificacion molecular de cepas multirresistentes
Para la identificacion molecular de las cepas multirresistentes se seleccionaron solo aquellas
cepas que presentaran resistencia fenotipica a 4 o mas antibidticos. Para ello se hizo uso de
los primers universales para la identificacion del gen 16S ribosomal; 27F- 5" AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG 3"y 1492R- 5" TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT 3’ IBTUniparts
(México). Se describen las condiciones de corrida de PCR: Ciclo de pre-desnaturalizacion a
95 °C por 10 minutos, 30 ciclos de; desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, alineamiento a
50 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por 1 minuto y medio, y un tltimo lapso de extension
a 72 °C por 5 minutos (Liu et al., 2012). Posterior a esto, los productos de reaccion fueron
mandados a la empresa PSOMAGEN (Estados Unidos) para su purificacion y secuenciacion

en ambos sentidos de la cadena de ADN.

6.2.16 Analisis bioinformatico para la identificacion de secuencias del gen 16S

ribosomal

Para el analisis bioinformatico de los datos de secuenciacién, se analizaron los
electroferogramas para descartar cualquier tipo de sesgo en la lectura. Los archivos FASTA
fueron analizados por medio del programa Bioedit 7.0 (Hall, 1999), en el cual se ajustaron
las secuencias y se hibridaron virtualmente para la generacion de las secuencias consenso.

Estas tltimas fueron analizadas por medio del BLASTn con las secuencias de referencia de
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la base de datos rRNA/ITS del NCBI, para comparar el nivel de similitud de secuencias con
las bases de datos correspondientes. Seguido de esto, las secuencias fueron depositadas en la

base de datos del GeneBank.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Rio Conchos.

7.1.1. Propiedades fisicoquimicas del agua
El rio Conchos al ser la principal fuente de agua superficial del estado de Chihuahua, es
aprovechado en diversos ambitos, donde se destaca el uso de agua para consumo. Dada la
importancia de su consumo en algunas regiones de su cuenca, resulta relevante la obtencion
de parametros que permitan visualizar la calidad de su caudal. A partir de los resultados
obtenidos en este monitoreo y de acuerdo con algunas normativas del contexto nacional como
internacional, se compararon bajo los valores permisivos de la NOM-127, IS 2296:1992 y
UNECE 1994 (Secretaria de Salud (SSA), 1994; Water Quality Standards in india, 1992;
WHO, 2007). En la Tabla 6 se comparan los valores fisicoquimicos obtenidos a través de las

temporadas, zonas geograficas, sitios y puntos;
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Tabla 6. Parametros fisicoquimicos del agua superficial del rio Conchos, a través de los muestreos.

Propiedades Fisicoquimicas

Zona Régimen Punto pH pS/em  MQ- ppm- PSU PSI
Geografica cm TDS
Pluvial 1 8.29 150 0.004 77 1.39 12.29
2 7.92 215 0.0065 107 0.07 12.28
3 7.61 203 0.0097 101 0.1 12.29
. 1 8.2 352 0.0049 176 0.1 12.28
Media
Serrana Estaci | 2 8.32 354 0.0028 177 0.17 12.286
staciona 3 8.22 351 | 0.0028 | 176 0.17 12.281
1 8.34 527 0.0019 263 0.25 12.531
Estiaje 2 8.25 514 0.0019 257 0.25 12.531
3 8.11 501 0.002 251 0.24 12.536
1 8.1 1114 0.0009 563 0.56 12.32
Pluvial 2 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
3 7.79 2485 0.0004 1248 1.3 12.32
Media 1 8.43 987 0.001 499 0.49 12.32
Meseta Estaci | 2 8.06 2013 0.0005 1009 1.04 12.31
staciona 3 8.33 2093 | 0.0005 | 1045 1.08 12.309
1 8.29 1114 0.0009 558 0.56 12.756
Estiaje 2 8.17 2105 0.0005 1053 1.08 12.831
3 8.24 2181 0.0005 1096 1.13 12.839
1 8.3 1773 0.0005 886 0.9 12.308
Pluvial 2 8.3 2288 0.0006 1144 1.18 12.3
3 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Media 1 8.3 2288 0.0006 1144 1.18 12.3
Desértica Estacional 2 8.26 2664 | 0.0004 | 1335 1.39 12.296
3 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
1 8.1 3502 0.003 1753 1.85 13.3
Estiaje 2 7.68 3419 0.0 1771 1.8 13.3
3 n/a n/a n/a n/a n/a n/a

pH: Potencial Hidrégeno, uS/cm: Conductancia eléctrica, MQ-cm: Resistividad, ppm-TDS:
Sélidos Totales Disueltos (Partes Por Millén), PSU: Unidades de Salinidad Practicas, PSI:
presion, n/a: Sin Informacion.

El comportamiento del pH de las muestras de agua presento valores dentro de lo permisible
por las tres normas, que van desde 6 hasta 8.5, para consumo humano. Asi mismo, la IS
2296:1992 también cataloga los valores obtenidos aptos para dispersion de vida marina
(Secretaria de Salud (SSA), 1994; UNECE, 1994; Water Quality Standards in India, 1992).
La OMS establece que no existe un valor significativo de pH para afectar la salud humana,
dado por la comparacion con otros alimentos de naturaleza &cida o alcalina (WHO, 2007).
Aun asi, resulta indispensable en la determinacion de la calidad del agua debido a otros
factores como contaminacion asociados con la lluvia 4dcida mediada por la presencia de

oxidos de nitrogeno y didxidos de azufre (WHO, 2007). Ademas, también puede verse
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asociado la presencia de derivados del uso excesivo de fertilizantes agricolas como nitratos

y fosfatos en las inmediaciones del ecosistema (WHO, 2007).

Otro de los factores normalmente evaluados es la conductividad eléctrica la cual usualmente
se representa por pS/cm, relacionada con la presencia de contaminantes inorganicos en forma
ionizada (WHO, 2007). No se presenta un valor especifico para la determinacion de dafios a
la salud; sin embargo, la presencia de compuestos como sales inorganicas pueden aumentar
la conductividad del agua, alterando sus condiciones organolépticas, y su consumo a largo
plazo puede traer consecuencias médicas incluyendo dafo renal (Patil et al., 2012; Gupta et
al., 2013). Asimismo, la IS 2296:1992 recomienda un valor méximo entre 1000 y 2250
uS/cm, tanto para una dinamica 6ptima de la vida marina, como para su uso de agua para
irrigacion de cultivos (WHO, 2007). Bajo esta perspectiva, algunos puntos muestreados en
especial a partir de la zona de meseta en todas las temporadas a excepcion de un punto,
mostraron un comportamiento por encima de la normativa con valores superiores a 2000
uS/cm, contrario a lo reportado con anterioridad (Holguin, 2006). En ese estudio, los valores
que se obtuvieron varian en el rango de entre 186 y 285 pS/cm entre los meses de febrero y
julio del 2004, en especifico en la region de Ojinaga (denominada como zona desértica en
este monitoreo). No obstante, en esta region los valores obtenidos en el presente proyecto
varian en el rango de 1172 — 3502 uS/cm, aunque estos valores pueden deberse a algunos
fendémenos como la evapotranspiracion y la intrusion de agua salina obtenida para uso
doméstico a partir de mantos acuiferos cada vez mas profundos (Gupta et al., 2013). Resulta
relevante considerar que en los 18 afios en comparacion con (Holguin, 2006) la poblacion de
Chihuahua aument6 aproximadamente 500 mil habitantes segun datos del INEGI, pudiendo
ser esta una de las potenciales determinantes de este incremento en este parametro de
conductividad (INEGI, 2020). Anadido a esto, en el mismo periodo de tiempo la poblacion
del estado con disponibilidad de agua entubada creci6 de 76.5% a 93.6, por lo cual se podria
considerar un punto clave para entender este comportamiento con respecto a investigaciones

anteriores, debido a un mayor uso de agua y por ende mayore generacion de residuos.

Por otro lado, la presencia de los solidos totales disueltos en este trabajo (ppm -TDS) superan
lo permitido por la IS 2296:1992 (=500 ppm), aunque estos valores no fueron tan elevados

como los presentados por Holguimn, 2006) donde sus valores se encontraban entre 1795 —
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2732 ppmTDS, en comparacion con los 77-1771 ppm-TDS. En este sentido las
concentraciones pueden deberse a algun tipo de intrusién de aguas contaminadas, ademas de
los desechos provenientes de todo el recorrido de la cuenca; al igual que la geoquimica
presente en la zona y considerar teniendo en cuenta ademads la evapotranspiracion que puede

concentrar estos elementos (Zhang, 1995; Rahi y Halihan, 2010).

El ultimo parametro analizado fue el de la resistencia del agua expresado en MQ-cm que
presenta el nivel de resistividad del agua. Este refleja la presencia y cantidad de elementos
que resisten la conductividad, por lo tanto, una buena resistividad del agua se relaciona con
agua pura. Un valor bajo de MQ-cm (<1 MQ-cm), puede relacionarse con la presencia de
elementos como el Mercurio o el Plomo, que pueden alterar esta caracteristica. Ademas, la
resistividad también se relaciona con altos niveles de materia organica como materia fecal o
desechos vegetales, asi como la presencia de solventes organicos, aceites y grasas (Oluyemi

etal., 2011; Verma et al., 2018).

7.1.2. Indicadores Fecales, bacterias patogenas y perfil de multirresistencia en el
rio Conchos

Para la determinacion de indicadores fecales en los sedimentos del rio Conchos, se aislaron
3 cepas con perfil de multirresistencia a antibioticos Tet-Cef-Cip, Amp-Van-Cef, Amp-Van-
Cef-Tet. Dos cepas se aislaron de la zona serrana en los regimenes de media estacional, y
estiaje, mientras que la otra cepa fue aislada en la zona de meseta en la temporada de estiaje.
En cuanto a las bacterias patogenas, soélo se aisldo una cepa Aeromonas spp. que presentd
resistencia a todos los antibidticos probados (Amp-Van-Cef-Tet-Cip). Cabe destacar que en
todos los casos tanto indicadores fecales como Aeromonas spp. fueron aisladas en las

muestras mas superficiales (5 cm) (Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Indicadores fecales aislados la cuenca del Rio Conchos.

LOG10

Gefgrrz'lca Punto  Profundidad Régimen Indicador UFC/g Mulﬁirref:isliifmcia
Sierra 1 5cm Media estacional E. coli 2.52 Tet/Cef/Cip
Sierra 2 5cm Estiaje Enteroccocus spp. 4.014 Amp/Van/Cef
Meseta 2 5cm Estiaje E. coli 2.52 Amp/Van/Cef/Tet

amp/ ampicilina, van/ vancomicina, cef/ cefotaxima, tet/ tetraciclina, cip/ciprofloxacino
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Tabla 8. Cepa de Aeromonas spp. aislada del rio Conchos y sus caracteristicas correspondientes.

Zona Perfil de
Punto Profundidad Régimen Género
Geografica Multirresistencia
Meseta 3 5cm Media Estacional Aeromonas spp. Amp/Van/Cef/Tet/Cip

amp/ ampicilina, van/ vancomicina, cef/ cefotaxima, tet/ tetraciclina, cip/ciprofloxacino

El estado de Chihuahua se caracteriza por ser un estado agricultor y ganadero, con una fuerte
influencia por el recurso hidrico obtenido del rio Conchos. En este sentido, podemos
considerar que estas practicas cercanas al Rio Conchos aunado a la temporada pueden haber
influido en la deteccion de 2 indicadores fecales, puesto que la temporada donde se aislaron
coincide con el inicio de la temporada de siembra primavera/verano. Ademas de mencionar
que a lo largo de toda la cuenca del rio Conchos se practican actividades agropecuarias
(GECH., 2019). Durante un estudio en que evaluaron diferentes estaciones a lo largo de mayo
y octubre, a través de 5 afos, encontraron que, en los distritos de agricultura, fue donde mayor
incidencia de indicadores fecales se presentd en las muestras de un rio analizado en Canada
(Sinclair et al., 2009). Resultados similares presentados por Sibanda et al., 2013, donde
entraron la mayor incidencia de coliformes fecales durante primavera, en la temporada de
agricola, en los dos sitios de estudio que trabajaron, presentaron encima de las 20, 000
UFC/100 mL del agua de rio analizado. Por otra parte, también existen reportes en los que
se demuestran resultados diferentes, ya que, en las temporadas de alto flujo de agua en la
cuenca, es decir, en la temporada de lluvia es cuando mayor presencia de indicadores fecales
se presentan en agua de los rios. Esto puede verse influenciado por la dinamica del rio, debido
a que cuando la cuenca crece es mas probable que algunos contaminantes de sedimento se
resuspendan, sobre todo en relacion al sedimento superficial (Crowther et al., 2002; Kostyla

etal., 2015; Nguyen et al., 2016).

La presencia de indicadores fecales en agua superficial de un ecosistema como un rio tiene
implicaciones directas con el comportamiento de su sedimento y viceversa. Al ser un
reservorio natural de los componentes del rio, el sedimento se ve expuesto a innumerables
elementos que pueden almacenarse en este (Water Science School, 2018; Wohl y Merritts,

2007).
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Por otro lado, en este estudio se logrd identificar la presencia de una cepa de Aeromonas spp.,
la cual present6 un perfil de multirresistencia (Amp/Van/Cef/Tet/Cip) en la zona de Meseta,
durante el régimen media estacional a una profundidad de 5 cm (Tabla 7). La presencia de
Aeromonas spp. ha sido demostrada en rios de agua dulce en regiones proximas al estado de
Chihuahua, como en los estados de Texas y en Nuevo México en Estados Unidos, donde se
logré aislar e identificar diversas especies de Aeromonas spp. en muestras de sedimento
superficial a través del empleo de diferentes fuentes de carbono y técnicas moleculares.
Ademas, las cepas reportadas presentaban perfiles de resistencia tanto a antibioticos como a
metales pesados como As y Hg, siendo aisladas en los meses de marzo y Julio, parecidos a
la temporada de estiaje y media estacional empleadas en esta investigacion (Huddleston et

al., 2006).

7.1.3. Metales pesados y metaloides en sedimentos del rio Conchos.
La determinacion de metales pesados y metaloides en muestras de sedimento se llevé a cabo
mediante la tecnologia de fluorescencia de rayos X, por lo cual, el equipo usado permitiéd
obtener valores en partes por millon en muestras secas, es decir, miligramos de elemento por

kilogramo de muestra (Tablas 9-11).

53



Tabla 9. Concentraciones de metales pesados correspondiente a la zona serrana.

Régimen Punt Profundida As Cr Cu Ni Pb Zn Hg
‘1) g n/a 0.04+0.01 0.104£0.001  0.014:0.000  0.101x0.000  0.185:0.001 /a
1 10 0.062+0.001 0.135£0 0.093£0.001 0.1 83i0.239 oj).o 0.468+0.001  0.304£0.000
2 5 0.002£0.000  0.003+0.000  0.088£0.001  0.025£0.009  0.213£0.033  0.296+0.079 nia
Pluvial 2 10 va 005150000 00840001 00260425 012260001 02220001 a
3 5 0.006+0.02 0.12510.02 0.057+0.01  0.037+0.009  0.228£0.003  0.349+0.07 n/a
3 10 n/a 0.029+0.000  0.083+0.001  0.095£0.125  0.003£0.001  0.21320.001 n/a
1 5 n/a 0.0310 0.083%0 0.011£0.001 _ 0.103+0.003 __ 0.169+0.003 n/a
1 10 n/a 0.005£0.005  0.151£0.001  0.01240.005  0.106£0.001  0.132+0.001 n/a
Media 2 5 n/a 0.086+0.001 0.080+0 0.03£0.0005  0.18+0.001  0.288+0.001 n/a
ES“‘?"“" 2 10 n/a 0.019:0.000 0.031:£0.001 0.005:0.000 0.071£0.001  0.095:0.001 n/a
3 5 n/a 0.033£0.001 0.056+0 0.014£0.000  0.102:0.001  0.157+0.001  0.003:0.001
3 10 n/a 0.034£0.000  0.046:0.001 0.019i0.000 0.093£0.001  0.171£0.001 n/a
1 5 0.0390 0.235i0.001 0.04420.001 0.03510.000 03840001  0.424%0.001 wa
1 10 0.01320 0.1000 0.0480.002 o.ozsio.om 0.193£0.001  0.250:0.000 0.001+
2 5 0.190+0 0.14£0.0005  0.029:0.001  0.0160.003  0.26+0.0005 0.265i0.001 n/a
Estiaje 2 10 0.080£0.002  0.158+0.001  0.040£0.005  0.024+0.005  0.279+0.001 0.313i0.000 0.00030
3 5 0.041:0.001 0.074i0.000 0.037£0.000  0.0220.001  0.17+0.001 0.2150.001 n/a
3 10 oA104ioA001 0.124i0.001 o.ossivooo 0.020£0.000  0.236£0.001  0.262+0.001 0.00010
Valores limitespermisivos (ppnf)
TEL 59 373 357 18 35 123 0.174
ERL 33 80 70 30 35 120 0.15
LEL 6 26 16 16 31 120 0.2
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Tabla 10. Concentraciones de metales pesados correspondiente a la zona de meseta

Punto Profundidad As Cr Cu Ni Pb Zn Hg
1 5 n/a 0.098+0.001 0.021£0.018 0.023£0.001 0.223+0.001 0.274+0.001 n/a
1 10 n/a 0.0720.001 0.03240.001 0.017£0.001 0.1860.001 0.2130.001 0.006+0
. 2 5 0.007+0.012 0.11£0.001 0.0370.001 0.029+0.001 0.314+0.001 0.513£0.001 n/a
Pl 2 10 0.02530 0.286+0.001 0.03+0.001 0.0200.001 0.261£0.001 0.286+0.001 n/a
3 5 0.014+0.001 0.206+0.02 0.042£0.001 0.035+0.001 0.3170.001 0.66+0.001 0.006£0.0001
3 10 0.0110 0.178+0.0005  0.045£0.0005  0.036£0.0005  0.263+0.0005  0.586+0.0005 1/20.005
1 5 n/a 0.04+0.001 0.083£0.001 0.0110.001 0.105£0.001 0.169+0.001 n/a
1 10 n/ 0.005£0.001  0.151£0.0001  0.00940.001  0.105£0.0001  0.132+0.001 n/a
Media 2 5 n/a0 0.0875:0.001  0.080+0.0001 0.03+0.001 0.18+0.001 0.2895:0 .001 n/a
Estacional 2 10 0.014+0.001 0.019:0.001  0.031£0.0001  0.009+0.0001  0.072£0.0001  0.095:0.0001 n/a
3 5 n/a 0.033£0.001 0.055+0.001 0.013£0.001 0.1020.001 0.158+0.01 0.002+0
3 10 0.0330.001 0.034+0.001 0.046+0.001 0.019:0.001 0.094+0.001 0.170.001 n/a
1 5 0.025+0 0.124+0.001 0.057+0.001 0.035+0.001 0.4030.001 0.496+0.001 0.001+
1 10 0.022+0 0.325+0.001 0.0630.001 0.054+0.001 0.367+0.001 0.4270.001 n/a0
2 5 wa 012720001 030000 0024000006 569.0,001 0.36£0.001 wa
Estiaje
2 10 0.014+0 0.53+0.001 0.052+0.001 0.202+0.001 0.288+0.001 0.477:0.001 n/a
3 5 0.061+0 0.128+0.005 0.093+0.005 0.053+0.005 0.316+0.005 0.54+0.005 n/a
3 10 0.0390.001 0.1830.001 0.052+0.001 0.023£0.001 0.362+0.001 0.408+0.001 n/a
Valores limite permisivos (ppm)
TEL 59 373 357 18 35 123 0.174
ERL 33 80 70 30 35 120 0.15
LEL 6 26 16 16 31 120 0.2
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Tabla 11. Concentraciones de metales pesados correspondiente a la zona desértica

Valores limite permisivos (ppm)

Punto Profundidad As Cr Cu Ni Pb
1 5 n/a 0.086+0.001 0.036+0.001 0.034+0.001 0.274+0.001 0.4
1 10 n/a0.001 0.065+0.001 0.029+0.0001 0.02+0.001 0.1410.001 0.23
2 5 n/a0 0.074+0.001 0.041+0.0001 0.057+0.001 0.116+0.001 0.19
Pluvial
2 10 n/a 0.096+0.001 0.027+0.001 0.03+£0.0001 0.167+0.001 0.31
3 5 n/a n/a n/a n/a n/a
3 10 n/a n/a n/a n/a n/a
1 5 0+0 0.078+0.001 0.032+0.001 0.035+0.001 0.141£0.001 0.24
1 10 n/a 0.062+0 0.066+0.001 0.029+0.001 0.092+0.001 0.2¢
. 2 5 n/a 0.338+0 0.194:0.001 0.13+0.001 0.238+0.001 0.55
Media
Estacional 2 10 n/a0 0.0460.001 0.087:£0.001 0.019::0.001 0.112:0.001 0.17
3 5 n/a n/a n/a n/a n/a
3 10 n/a n/a n/a n/a n/a
1 5 n/a0 0.378+0.001 0.116+0.001 0.13+0.001 0.314+0.001 0.6
1 10 0.077+0.001 0.427+0.001 0.145+0.001 0.151+0.001 0.236+0.001 0.6:
2 5 n/a 0.178+0.001 0.069+0.001 0.053+0.001 0.273+0.001 0.48
Estiaje
2 10 n/a 0.118+0.001 0.043+0.001 0.034:0.001 0.204:0.001 0.2¢
3 5 n/a n/a n/a n/a n/a
3 10 n/a n/a n/a n/a n/a
Valores limite permisivos (ppm)
TEL 59 373 35.7 18 35
ERL 33 80 70 30 35
LEL 6 26 16 16 31

La determinacion arrojo concentraciones por debajo de los limites permisibles por la EPA
para clasificarse como un peligro ecologico. Los valores se encuentran por debajo de los
considerados como toxicos, por el Nivel de Efecto de Umbral por sus siglas en inglés (TEL)
(Smith et al., 1996). Del mismo modo y con una definicion similar encontramos al Rango
Efectivo Bajo (ERL) que se basa en una concentracion quimica minima determinante para
observar pocos 0 escasos efectos toxico-bioldgicos a partir de contaminacion de elementos
como metales pesados y metaloides en sedimentos de agua dulce (Long y Morgan, 1991).
Asi como el limite minimo para considerar el ecosistema limpio o escasamente contaminado
(LEL) (Persaud y Jaagumagi, 1993). Bajo esta perspectiva, fueron pocas muestras en las

cuales se obtuvo evidencia que las concentraciones superaran los limites propuestos. Tal fue
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el caso del Mercurio (Hg), que superd los tres limites antes expuestos; LEL, TEL y ERL en
la zona serrana bajo el régimen pluvial en el punto antes del establecimiento humano y a una
profundidad de 10 cm, (0.304+0.0005 ppm/Hg). Bajo el mismo sentido, otro punto que
supero los limites permitidos fue el punto 1 de la zona desértica en la temporada de estiaje a

una profundidad de 10 cm con un valor de 0.021+0.001 ppm/Hg.

En ninglin otro punto de la misma zona ni bajo otro régimen pluvial se encontraron valores
similares; incluso, en muchos de ellos no fue detectado este elemento, por lo cual, podria
tratarse de una actividad contaminante especifica (Martin y Meybeck, 1979; Zhang et al.,
2016). Existen algunas actividades que se relacionan estrechamente con la presencia de
mercurio, uno de ellos es el uso de fertilizantes, en donde la contaminacioén puede originarse
de la materia prima para su preparacion (Forstner y Wittman, 1982). A su vez, existen otras
posibles fuentes de contaminacion directa como la practica de mineria artesanal o pequefia
escala en rios, y es que en este proceso el uso del mercurio es indispensable para la formacion
de amalgamas con oro, y en algunos casos el mercurio es vertido al ambiente, generando un
foco de contaminacion (Schudel et al., 2018). Aunado a esto, la presencia de mercurio en
sedimentos acudticos estd comunmente relacionada con la textura del sedimento, ya que se
puede acumular mas facilmente en arcilla o granos finos, debido a la gran reactividad del
mercurio de formar particulas, incluso en aguas dulces y mas aun si se encuentra en una
forma no particulada (Benoit et al., 1998; Lawson et al., 2001). A partir de los datos
obtenidos, se puede sugerir el orden de movilidad de los metales pesados en los sedimentos

obtenidos del rio Conchos, segun lo presentado en la Tabla 12.

Tabla 12. Movilidad general de los metales pesados a través de las zonas geograficas y regimenes pluviales.

Zona Geografica Régimen Pluvial Orden de movilidad general
Pluvial Zn>Pb>Cu>Cr>Hg>Ni>As

Zona Serrana Media Estacional Zn>Pb>Cu>Cr>Ni>Hg>As
Estiaje Zn>Pb>Cr>Cu>As>Ni>Hg

Pluvial Zn>Pb>Cr>Cu>Ni>As>Hg

Zona de Meseta Media Estacional Zn>Pb>Cu>Cr>Ni>Hg>As
Estiaje Zn>Pb>Cr>Ni>Cu>As>Hg

Pluvial Zn>Pb>Cr>Ni>Cu>Hg>As

Zona Desértica Media Estacional Zn>Pb>Cr>Cu>Ni>Hg>As
Estiaje Zn>Cr>Pb>Cu>Ni>As>Hg
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En el afio del 2003 se realizd una determinacion de concentracion de metales pesados y
metaloides, en agua y sedimentos del Rio Bravo en la zona de Ciudad Juarez/El Paso, donde
reportaron valores significativamente altos (Zinc y Plomo por encima de 105 y 70 mg/L en
agua, y Cobre 35 mg/L en sediementos) (Rios-Arana et al., 2004). Sin embargo, estos valores
presentaron un orden de movilidad similar a los encontrados en este trabajo
independientemente de la concentracion, ya que en la mayoria de sus puntos se reportaron
valores de Zn por encima de los demas metales pesados, seguido de una variante de entre Cu
y Cr, Niy por ultimo As. Cabe destacar que la concentracion de Mercurio no fue analizada
(Rios-Arana et al., 2004). Si bien en este articulo se analizan lugares con un grado de estrés
antropico a lo largo del Rio Bravo por su paso entre las ciudades de El Paso y Ciudad Juérez,
los resultados de este trabajo pueden ser comparables con el rio Conchos, sobre todo en la
zona desértica. Ademas de resaltar que el Conchos es el principal afluente del Rio Bravo. En
el mismo trabajo (Rios-Arana et al., 2004), se aprecia que el rio presenta caracteristicas de
contaminacion sélo en las zonas afectadas, ya que no se pudo apreciar el mismo
comportamiento cuenca abajo. Algo similar a la dinamica que se observo en el rio Conchos
con los indicadores fecales. Esto propone una baja movilidad de los elementos a través de la
corriente debido a un flujo de corriente insuficiente para acarrear algunos elementos, sobre

todo en €pocas de estiaje (MacDonald et al., 2000; Rios-Arana et al., 2004).

Desde la geologia, existen parametros que permiten valorar los grados de contaminacion en
un ecosistema, a partir del desarrollo de indices. Uno de ellos es el indice de Geo-
acumulacion (iGeo) que indica el grado de perturbacion de un ecosistema a partir de
caracteristicas fisico-geologicas y geomorfologicas, que puede aplicarse en ambitos de
monitoreo ambiental, ya sea con o sin dafio antrépico. El indice permite evaluar el grado de
acumulacién o contaminacion del ecosistema con base en determinaciones de metales
pesados, metaloides y otros elementos (Muller, 1969). Por otro lado, el Factor de
Enriquecimiento o EF, proporciona el nivel de enriquecimiento de un elemento en un sitio
determinado, y se utiliza por lo general en lugares donde se estima un impacto antropogénico
evidente (Mmolawa et al., 2011; Sinex y Helz, 1981). Sin embargo, es importante recalcar
que tanto en iGeo o EF es necesario utilizar valores de referencia especificos como constante.
Sin embargo, para el presente trabajo no se encontraron valores adecuados para su aplicacion

en estas determinaciones (Martin y Meybeck, 1979).
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7.2. Manglares arido tropicales.

7.2.1. Indicadores fecales en sedimentos
A partir de los sedimentos obtenidos en cada uno de los sitios de los manglares de Baja
California Sur, se lograron aislar 2 cepas de Enterococcus spp. En la Tabla 13 se muestra el

sitio, punto y profundidad, ademas del perfil de resistencia fenotipico a antibidticos.

Tabla 13. Indicadores fecales aislados de los manglares arido tropicales

.\ . . . Perfil
Sitio Punto Profundidad Microorganismo LOG10 UFC/g o 1.de .
Multirresistencia
Banderitas B7 30 cm Enteroccocus spp. 4.014 Amp/Van/Cef
Cola de Ballena CB4 30 cm Enteroccocus spp. 2.52 Amp/Van/ Cef/Tet

Amp= Ampicilina, Van = Vancomicina, Cef =Cefotaxima, Tet= Tetraciclina

En especifico, fueron 2 puntos localizados en los sitios de Banderitas y Cola de Ballena en
donde se lograron aislar indicadores fecales a una profundidad de 30 cm. Estos sitios
presentan fuentes probables y apreciables de contaminacion; por un lado, el sitio de
Banderitas se encuentra cercano a un pequeiio asentamiento humano. En ¢l se observo un
grupo pequefio de animales de granja durante el muestreo, en un lugar cercano a donde se
aislo una cepa de Enterococcus spp. El punto del sitio de Cola de Ballena, est4 localizado
cerca de la zona de descarga de una planta de tratamiento de aguas residuales. Estos
resultados contrastan con lo presentado por otros trabajos del grupo de investigacion en sitios
similares, ya que en sus resultados se encontraron cepas de Enterococcus spp. en
practicamente todas sus muestras analizadas (Flores-Magallanes, 2022; Rodriguez-

Rodriguez, 2022; Zapien-Chavarria, 2021).

De acuerdo con lo anterior, es importante comentar que en ninguno de los estudios se
determind la presencia de E. coli, lo que podria deberse a las condiciones extremas que
presenta el ecosistema per se, entre ellas el grado de salinidad; aun cuando se ha reportado
halotolerancia adquirida en cepas de E. coli (Ghoul et al., 1989; Kushner, 1968; Lanyi, 1974;

Yamada et al., 2002). Como segundo enfoque se destaca la presencia de cepas aisladas de
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Enteroccocus spp., ya que en trabajos previos se aislaron cepas de este género en mayor
abundancia al presente estudio. En este caso, solo se aislaron dos cepas, ambas con un perfil

de multirresistencia a antibioticos (Magiorakos et al., 2012).

Las bacterias del género Enterococcus spp., cuentan con una serie de caracteristicas como la
presencia de transportadores de electrones en su membrana celular, sintesis de osmolitos y
una capacidad de resistencia al estrés oxidativo. Estas caracteristicas le permiten sobrevivir
y proliferar en ambientes con salinidad tan alta como del 6.5% de NaCl, lo que podria auxiliar
en sobrevivencia en ecosistemas marinos como los manglares (Cercenado, 2011; Flahaut et

al., 1997; Seck et al., 2018).

En relacion con la obtencién de las muestras para el presente trabajo, a diferencia de
muestreos previos, el sedimento fue asociado a manglar. Es decir, la muestra fue obtenida en
las raices secundarias de la planta. Por ello, existen condiciones diferentes que pueden
explicar la diferencia en resultados. En primer lugar, al ser una muestra con restos de raices
secundarias, algunos microrganismos presentan dificultades para establecerse en estos sitios
(Xu et al., 2014). Algunas especies de manglar como Avicenia spp., han demostrado que
cuentan con la capacidad de producir antibidticos y se ha demostrado la sintesis de productos
bioactivos con un amplio espectro de accion contra bacterias potencialmente virulentas con
perfil de multirresistencia a antibioticos comerciales (Lalitha et al., 2021; Lim et al., 2006;

Vadlapudi y Chandrasekhar Naidu, 2009).

Anadido a lo anterior, un factor importante lo constituye las comunidades microbianas de la
rizésfera de los manglares. Los manglares son ecosistemas con condiciones extremas, por lo
que pueden formarse microambientes con las condiciones necesarias para el crecimiento de
aquellos microrganismos benéficos para las plantas, o que los propios microrganismos
dependientes de la exudacion de las raices de la planta, produzcan un ambiente selectivo
(Badri y Vivanco 2009). Una de estas medidas es la sintesis de compuestos bioactivos con
propiedades antibiodticas por parte de microorganismos que se asocia a la competencia por
los nutrientes, mediando las interacciones con la rizosfera intercalando diversas condiciones

del ambiente bajo las propiedades que presentan los manglares (Retnowati et al., 2017).

Los acetomicetos son un ejemplo de bacterias asociadas a rizosfera que cuentan con la

capacidad de generar compuestos bioactivos con propiedades antibioticas (Genilloud, 2017;
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Xu et al., 2014). Es tal la importancia y el reconocimiento de la sintesis de compuestos
bioactivos de este grupo de bacterias, que gran parte de los antibidticos comerciales actuales
provienen de ellos (Khanna et al., 2011). A su vez, se ha demostrado que en los manglares
existen ricas comunidades de acetomicetos, incluso si se trata de la zona radicular, ya que se
han encontrado grandes densidades de este grupo de bacterias, en las raices de los manglares.
Estos factores podrian explicar la baja tasa de aislamiento de los Enterococccus spp. en este

proyecto (Badri y Vivanco 2009).

7.2.2. Bacterias patogenas en sedimentos de manglar
La determinacion de bacterias patdogenas comenz6 inicialmente con el objetivo de poder
aislar 3 géneros de bacterias distintos; Salmonella spp., Vibrio spp. y Aeromonas spp. En el
primer caso, los resultados fueron negativos dado que en ninguna zona se logro aislar a
bacterias de este género. Las bacterias del género Sa/monella spp. pueden ser acarreadas en
el intestino de los seres humanos de manera asintomatica. Por ello, y debido a la dificultad
de aislamiento de Salmonella spp. se opta por la identificacion de indicadores fecales,
aprovechando la relacion del nicho que presentan estos microorganismos (Van Asten y Van
Dijk, 2005). En el caso especifico de las muestras de sedimento de manglar, no se logrd
identificar alguna cepa de Salmonella spp., mediante los métodos empleados. No obstante,
resulta complicado determinar si esta especie no se logro aislar por su ausencia o por la
dificultad que presenta la técnica de aislamiento utilizada. Existen algunas investigaciones
en que se retoma la capacidad de bacterias del género Salmonella spp. de resistir altas
concentraciones de sal en presencia de materia organica, mediante el almacenamiento de
moléculas como osmorrelugadores (Pommepuy et al., 1992). Otras condiciones presentes en
el manglar, como el pH, el dinamismo del ecosistema, o la competencia por los nutrientes,

pueden explicar el resultado obtenido en el presente trabajo (Khanna et al., 2011).

La busqueda de Vibrio spp., tampoco dio resultados positivos en el presente trabajo de
investigacion, aun cuando las especies de Vibrio spp. tienden a abundar en ecosistemas
marinos. Sin embargo, la microbiota asociada a la rizosfera del manglar, podria relacionarse
con la ausencia de estas especies, por competencia o la produccion de compuestos
inhibitorios (Badri y Vivanco 2009; Retnowati et al., 2017). En relacion con Aeromonas spp.,

su nicho natural son los ecosistemas acudticos, tanto ecosistemas marinos como
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dulceacuicolas; presentan una gran distribucion tanto en columnas de agua, sedimentos
acuaticos, o bien, utilizando como reservorio a animales marinos como peces, moluscos,
crustaceos (Janda y Abbott, 2010). Por lo tanto, resulta posible la adquisicion de infecciones
en el ser humano por el consumo de este tipo de animales, ya sea obtenida desde un cuerpo
de agua natural o criados en tanques de acuacultura (Huddleston et al., 2006; Joseph et al.,
2013; King et al., 1992). Sumado a esto, un perfil de resistencia a firmacos en alguna de las
cepas de Aeromonas spp. presentaria complicaciones en contextos clinicos y veterinarios, al
ser cepas capaces de infectar animales como peces, reptiles y anfibios (Huddleston et al.,
2006). En el presente trabajo se lograron aislar cepas de Aeromonas spp. en todos los sitios

de muestreo, aunque no en todas lo zonas (Tabla 14).

Tabla 14. Determinacion de Aeromonas spp. positivas por zonificacion

o Perfil de resistencia a
Sitio Zona Puntos o
Antibioticos

TE6, TE7, TE8 y TE9,
Termoeléctrica 2 Amp-Van-Tet-Cef
TE10, TE11 y TE12

Bl, B2, B3, B4, B5y B6

Banderitas 2 Amp-Van-Tet-Cef
B7,B8 y B9
Estero Zacatecas 1 E10,E11y El12 Amp -Van
1 CB1, CB2y CB3 Amp/Cef/Van

Cola de Ballena
2 CB4, CB5y CB6 Amp/Cef /Cipro /Van

Amp= ampicilina, Van = vancomicina, Cef =cefotaxima, Tet= tetraciclina, Cipro= ciprofloxacino

En primer lugar, en el sitio de termoeléctrica se logro aislar una cepa de Aeromonas spp., con
un perfil de multirresistencia (Amp, Van, Tet y Cef) en la zona 2. Asimismo, en el sitio de
Banderitas, se determind la presencia de esta bacteria en la zona 2, que es una zona con un
pequeiio asentamiento humano alrededor, en donde se logr6 apreciar un grupo pequeiio de
animales de granja y redes de pesca. Para este caso, el perfil de resistencia a antibioticos fue
ampicilina, vancomicina, tetraciclina y cefotaxima. De la misma manera, en la zona de bahia
de La Paz en el sitio de Estero Zacatecas en la zona 1, se aislo una cepa con resistencia a dos
antibioticos (ampicilina y vancomicina). En tltimo lugar, en el manglar Cola de Ballena, se
detecto la presencia de esta bacteria con los siguientes perfiles de multirresistencia (Amp-

Cef-Van) y (Amp-Cef-Cip-Van).

62



En el caso de las cepas de Aeromonas spp. se ha documentado que cuentan con un conjunto
de mecanismos de supervivencia bajo condiciones de estrés, como situaciones de falta de
nutrientes, altas temperaturas, cambios de pH entre otras (Huddleston et al., 2006). Algunas
de estas caracteristicas adaptativas van desde la sintesis de proteinas universales (Mansour et
al., 2016), uso de factores de transcripcion alternativos (Kazmierczak et al., 2005; Osterberg
et al., 2011), regulacion de homeostasis mediado por chaperonas (Valdez-Cruz et al., 2010),
la acumulacion de nutrientes mediante vias de sefializacion o bien la capacidad de promover
la lisis celular de bacterias colindantes para aprovechar los nutrientes remanentes, y perdurar

mas en el medio (Nagamitsu et al., 2013).

Por otro lado, cinco de las seis cepas aisladas presentaron un perfil de multirresistencia, ya
que algunas cepas de este género cuentan con resistencia a algunos grupos de antibidticos
como los B-lactdmicos de manera intrinseca (Janda y Abbott, 2010). Algunas especies como
A. media y A. caviae, e incluso A. hydrophila poseen resistencia intrinseca a ampicilina,
guiada en gran parte por la expresion constitutiva de f-lactamasas mediada por el gen AmpC;
ademads, de una baja permeabilidad de sus membranas celulares, incluso esta cualidad es
empleada para términos de aislamiento selectivo (Bello-Lopez et al., 2019; Palumbo et al.,

1985).

La resistencia a grupos de antibidticos como las tetraciclinas, que son mediadas por algunos
genes como el gen tetA, esta en constante aumento debido a la presion selectiva en aquellos
sitios donde este grupo antibidtico es usado ampliamente, asi como también, en el contexto
veterinario en los estanques de acuacultura (Gao et al., 2012). Del mismo modo, se ha
observado la presencia de resistencia fenotipica al grupo de las quinolonas mediada por la
presencia de los genes gnr en cuerpos de agua potable y desecho de plantas de tratamiento
de aguas residuales (Figueira et al., 2011). En cuanto al grupo de las cefalosporinas, se pudo
reportar susceptibilidad en un numero significativo de aislados, ya que cinco de los seis
aislados de este trabajo presentaron resistencia fenotipica a cefotaxima, destacando que este
antibidtico no es cominmente recetado para infecciones leves, pero se resguarda para casos
clinicos nosocomiales (Felisart et al., 1985). Asi mismo, se ha reportado resistencia al grupo
de los glucopéptidos por parte de algunas cepas de Aeromonas spp., en especifico a la

vancomicina en aislados provenientes de manglares y estanques de acuacultura. Se propone
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que la resistencia es mediada por el gen vand, y a menudo se relaciona con la dispersion de
E. faecium, E. coli y Pseudomonas spp., resistentes a vancomicina, por lo cual, una posible
contaminacion por agentes no propios del ecosistema resulta factible (Joseph et al., 2013;

Witte, 2000).

En relacion con lo anterior, resulta factible conocer aquellas caracteristicas que propician la
diseminacion de resistencia a antibidticos en bacterias de este género, sobre todo de una

manera adquirida.

7.2.3. Bacterias multirresistentes en manglares
La persistencia y diseminacion de resistencia a antibidticos a nivel mundial es considerada
como una de las mayores amenazas a la salud publica actual y con proyeccion a futuro. En
esta investigacion se lograron aislar 112 cepas de bacterias multirresistentes a lo largo de los
4 sitios muestreados. El manglar Cola de Ballena fue el sitio con el mayor numero de aislados
(83), seguido de manglar Termoeléctrica con 24 aislados, manglar Banderitas con 5 y
manglar Estero Zacatecas con solo un aislado con perfil fenotipico de multirresistencia. En
primera instancia, el nivel de perturbacion observado en los muestreos en Manglar Cola de
Ballena y Termoeléctrica presentd caracteristicas de deterioro tanto en vegetacion como en
sedimentos no apreciados en los demas sitios. Fueron precisamente estos los sitios con la
mayor cantidad de aislados multirresistentes, por lo que, de manera parcial, permite
considerar una posible relacion con estos resultados y el impacto antropico observado en
estos sitios, sobre todo por la presion selectiva a la que se ven expuesta la microbiota de
ambos sitios. El nimero de cepas aisladas por sitio y su morfologia microscopica se detalla

en las Tablas 15y 16.

Tabla 15. Numero de asilados multirresistentes por sitio

No. De cepas aisladas

Sitios
Profundidad (cm) Termoeléctrica Banderitas Estero Zacatecas Cola de Ballena Total
15 12 4 1 46 63
30 12 1 0 38 51
Total 24 5 1 84 114
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Tabla 16. Morfologia microscopica de los aislados resistentes por sitio.

Tipo de morfologia microscopia

Sitio Bacillos Gram + Bacillos Gram - Cocos Gram + Cocos Gram - Total
Termoeléctrica 19 3 1 1 24
Banderitas 3 1 0 1 5
Estero Zacatecas 1 0 0 0 1
Cola de Ballena 69 14 1 1 84

En cuanto a los resultados generales por sitio, se observaron diferentes patrones a lo largo de
los sitios y de acuerdo al nimero de aislados y su expresion fenotipica de resistencia a cada
antibiodtico se presentaron los siguientes ordenes; Termoeléctrica; clo > cef > amp > kan >
van > tet, > cip > van > tet; mientras que el sitio de Estero Zacatecas, solo se obtuvo un
aislado (amp > cef > cip), y de manera global el orden fue el siguiente; cef > amp > clo > kan

> cip > van > tet (Tabla 17).
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Tabla 17.Perfiles de multirresistencia mas comunes por sitio.

Sitios
an{[\ilgiélzios Perfil fenotipico Termoeléctrica Banderitas chscifg:as g(:][]legj Total

6 A,K,V,ClCeC 0 0 0 4 4
A K, CLCeT,C 0 0 0 3 3

AK,V,Cl Ce 0 0 0 3 3

AK,Ce, T,C 0 0 0 3 3

5 A, V,ClLCe, T 0 0 0 2 2
A K, ClLCe, T 0 0 0 2 2

A,K,Cl Ce, C 0 0 0 3 3

A K, CLCeC 1 0 0 1 2

A K, Ce,C 0 0 0 7 7

A, Ce,T,C 0 0 0 4 4

A K, V, Ce 0 0 0 1 1

A K, Ce, T 0 0 0 4 4

V,Cl Ce, T 0 0 0 1 1

4 A,ClL Ce, T 0 0 0 1 1
A,ClL Ce, T 0 0 0 4 4

A,Ce,T,C 0 0 0 2 2

A, V,CLC 0 0 0 1 1

A, V,Cl Ce 0 0 0 3 3

A, Cl Ce, C 0 0 0 3 3

A K, CL Ce 5 0 0 0 5

A, Ce,C 0 0 1 8 8

A, V,Ce 1 0 0 4 5

K,V,Ce 0 0 0 2 2

A K, Ce 1 0 0 5 6
A, Cl, Ce 5 3 0 2 10

A,Ce, T 0 0 0 4 4

3 ACLT 0 0 0 1 1
ClL Ce, C 2 0 0 1 3

K, Cl, Ce 7 0 0 1 8

K, Ce,C 0 0 0 1 1

CLCe, T 0 0 0 1 1

K,Ce, T 0 0 0 1 1

A K, Cl 3 0 0 1 4

K, V,T 0 0 0 1 1

K,CLT 0 1 0 0 1

A KT 0 1 0 0 1

A: ampicilina, Ce: cefotaxima, Cl: cloranfenicol, V: vancomicina, T: tetracilina, K: kanamicina, C:

ciprofloxacino

Del total, un 30% de los aislados demostrd resistencia a antibidticos como tetraciclina y
vancomicina. Por un lado, la tetraciclina es un antibidtico usado ampliamente en dmbitos
veterinarios, tanto para tratamiento, profilaxis y aditamento alimenticio para animales de
granja, generando una distribucion considerable en ambientes naturales de manera residual
(Figura 21) (Conde-Cid et al., 2020; Du y Liu, 2012). Aunado a esto, su uso también en
medicina clinica representa un valor muy variable de tetraciclinas de primera generacion, ya
que cuenta una liposolubilizacion baja con respecto a los antibidticos de las siguientes
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generaciones: Incluso su metabolizacion a una molécula de menor actividad es baja, con
aproximadamente un 5% de rendimiento metabdlico, implica que es excretada como
molécula activa (por via renal), pudiendo acabar en desechos residuales urbanos (Vojtova

2009).

67



b)

10

o)

BIOUBPUNQE 3P #

Y
AN
Eommvcsn_% @ ¢ 8 °

opo #

Figura 20. Numero de abundancia de resistencia a cada grupo de antibidtico por sitio. a) Sitio Termoeléctrica,

b) Sitio Banderitas, c) Sitio Cola de Ballena, d) Resultado global. Nota: Se omiti6 el sitio Estero Zacatecas

debido a que solo se tuvo un aislado con perfil fenotipica de multirresistecncia antibidticos.
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Por otro lado, la vancomicina es un antibiotico del grupo de los glucopéptidos, que
anteriormente era utilizado para tratar infecciones intestinales, aunque posteriormente dejo
de ser usado ante la presencia de nuevos antibidticos con menos efectos toxicos y con un
efecto similar (Biggel et al., 2021; Levine, 2006). Hoy en dia, este antibiotico es reservado
para tratar infecciones nosocomiales provocadas principalmente por bacterias Gram positivas
con un perfil de multirresistencia, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(Cetinkaya et al., 2000; He et al., 2020a; Levine, 2006). Actualmente, algunas normativas
prohiben el uso de los glucopéptidos como la vancomicina para usos en contextos como en
la medicina veterinaria (Okeke et al., 2022). De acuerdo con los resultados obtenidos en este
trabajo, el manglar Cola de Ballena presentd una abundancia de aislados resistentes a

vancomicina del 40%.

El manglar Cola de Ballena se encuentra sobre un sitio de descarga de una planta de aguas
residuales, lo que podria explicar esta diseminacion. Resultados similares se han reportado
en un manglar en Malasia cercano a un sitio de desecho de un puerto, donde se analiz6 la
presencia de bacterias cultivables con potencial patogénico aisladas de sedimento donde el
100% de sus aislados presentaban resistencia a vancomicina (Jalal et al., 2010). En el mismo
estudio también se encontré un porcentaje del 66.7% de cepas multirresistentes a
cloranfenicol, otro de los antibidticos analizados en este trabajo. El amplio espectro del
cloranfenicol lo hace un antibidtico sumamente utilizado en diversas areas como la area
clinica y medicina veterinaria, entre ellas la acuacultura, debido a su bajo costo y gran
capacidad de accion como bacteriostatico, aunque en los ultimos afios algunos paises como
China han prohibido su uso debido a efectos secundarios en la salud humana como su relacion
con el desarrollo de anemia aplasica y leucemia (George y Hall, 2002; Ruan et al., 2020). Por
otro lado, se han reportado analisis espacio-temporales llevados a cabo en estanques de
acuacultura en costas, donde se ha logrado determinar concentraciones variables de
cloranfenicol detectadas por UPLC-MS/MS, que iban desde No Detectable hasta los 0.52 pg
kg! en sedimentos y con concentraciones que iban hasta los 0.83 ng L! en muestras de agua.
Ademéds, en el mismo trabajo se detectaron casos positivos de genes de resistencia en el
mismo estanque, lo cual puede promover un escenario de diseminacion de resistencia por
presion selectiva o por adquisicion de elementos genéticos a ecosistemas costeros aledafios

(Ruan et al., 2020).
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Por otro lado, se ha reportado en diversos trabajos de investigacion la presencia de
antibidticos del grupo de los aminoglucdsidos como la kanamicina. En uno de los reportes,
el 77.8% del total de los aislados patégenos del manglar Tanjung contaban con resistencia a
kanamicina, siendo atribuido a los diversos desechos vertidos en un embarcadero cercano
(Jalal et al., 2010). Asi mismo, en estudios similares se han observado aislados de E. coli el
manglar Matang en Malasia con resistencia al grupo de los aminoglucosidos, como
kanamicina, neomicina y estreptomicina cercano al 83 % del total de los aislados
(Ghaderpour et al., 2015). Por otro lado, la resistencia presentada al grupo de
fluoroquinolonas y en especifico al ciprofloxacino abarcd aproximadamente el 48% de los
aislados globales del presente trabajo de investigacion. Tomando en cuenta el amplio
espectro de accion este antibidtico como bactericida y aunado a su amplio uso en el ambito
veterinario como en el caso de la acuacultura, se ha podido demostrar la relacion entre esta
dindmica de uso y la diseminacion de la resistencia adquirida a este antibidtico en
ecosistemas marinos (Imchen et al., 2018b, 2019; Khan et al., 2022). Ademas, se ha reportado
baja incidencia de ciprofloxacino en ambientes acuaticos “poco perturbados”, por lo cual, la
diseminacion de resistencia a este antibiotico por presion selectiva puede relacionarse con

alto impacto de perturbacion antrépica (Begum y Yasmin Shilpi, 2022).

Por otro lado, tanto ampicilina y cefotaxima fueron los antibidticos con mas resistencia
mostrada por parte de los aislados. En primer lugar, el uso de la ampicilina y en general del
grupo de las penicilinas, desde su descubrimiento marco un hito dentro de la microbiologia
y la medicina misma (Iskandar et al., 2022). Desde su introduccion en 1961 la ampicilina se
convirtid en uno de los agentes farmacéuticos mas recetados a nivel mundial, aun y cuando
los primeros reportes de resistencia a este antibidtico comenzaron en los afios 70s con el
aislamiento de una cepa resistente de Haemophilus influenzae (Lobanovska y Pilla, 2017).
Tanto la diseminacion y persistencia de este antibiotico, asi como los factores que promueven
la resistencia hacia el mismo en el medio ambiente han sido bien descritos en afios recientes
(Peechakara et al., 2022; Lobanovska y Pilla, 2017; Rahardjo et al., 2011; Zhao et al., 2021).
En cuanto a la presencia de resistencia a ampicilina en ambientes naturales como los
manglares, existen reportes de sitios con un alto porcentaje de bacterias con resistencia a este
farmaco. En un estudio en un manglar en Malasia, en donde se logroé determinar la presencia

de cepas resistentes a ampicilina, ademas que gran parte de estos aislados contaban con
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potencial de riesgo sanitario como A4. hydrophyla, E.coli, P. aeroginosa, E. clocae, y K.
pneumoniae, (Jalal et al., 2010). Del mismo modo, en un estudio en un manglar en
Sundarban, India, se determin6 cémo la presencia antropica en los sitios muestreados,
presentaban un patron de diseminacion de resistencia a antibioticos (Bhattacharyya et al.,
2019). En este mismo estudio lograron aislar 18 cepas con resistencia fenotipica a ampicilina,
y se detectd la presencia del gen BLA 7z en el mismo ambiente. En el caso de BLA7Ey es un
factor genético que promueve la resistencia a betalactamicos mediante la sintesis de enzimas
betalactamasas, que descomponen la estructura molecular de estos antibidticos para
inactivarlos. Asimismo, se propuso que los resultados presentados se relacionaban con
influencias antrépicas particulares, como la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y metales pesados en los sitios donde el gen fue detectado (Bhattacharyya et al.,

2019).

Por su parte, la presencia de representacion fenotipica de resistencia cefotaxima fue la mas
alta de los aislados cercana al 90% global. La cefotaxima es un antibidtico del grupo de las
cefalosporinas de 3era generacidon, y su uso se restringe a aplicacion en infecciones
nosocomiales como septicemia, uretritis, cervicitis e incluso para profilaxis en practicas
quirtrgicas (Padda, 2023). Adicionado a esto, algunas instituciones gubernamentales como
la FDA prohiben su uso como medicamento veterinario en animales grandes, por lo cual
algunas regiones restringen su uso en el ambito (Papich, 2016). Dada la gran prevalencia
fenotipica en los aislados, pueden considerarse diversas causas de esta resistencia. En primer
lugar, una resistencia intrinseca, lo cual es relacionado ampliamente por la expresion de
proteinas de union a penicilinas (PBP) de gran peso molecular y con menor afinidad a la
uniéon a betalactamicos (Felisart et al.,, 1985; Markland et al.,, 2019). Este es un
comportamiento que se ha observado en tanto en cepas Gram positivas como Gram negativas
de tipo silvestre y en aislados clinicos como S. aureus (Derek y Reynolds., 1980; Jamin et
al., 1993). Asi mismo la presencia natural del gen AmpC, de manera cromosomal en cepas
bacterianas promueve la sintesis de una proteina betalactamasa con gran capacidad de inhibir
cefalosporinas, incluso aquellas de tercera generacion como lo son la ceftazidima y la
cefotaxima (Jacoby, 2009). Asi también se ha demostrado que la presencia de factores como
las secuencias de inserciéon ISAbal pueden estar posicionadas dptimamente rio arriba de la

secuencia de AmpC para promover la expresion de estas betalactamasas (Hamidian y Hall,
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2013). De la misma manera se ha reportado que en algunas bacterias como P. aeruginosa ha
habido disminucion de la expresion de porinas de la membrana celular bajo la presencia de
antibiodticos betalactamicos, lo cual disminuye la afinidad a estos farmacos, como es el caso

de la disminucion de expresion de la porina oprD (Anjum et al., 2023).

De manera general, la presencia de resistencia a cefotaxima (CRB por sus siglas en inglés)
ecosistemas como manglares no se encuentra ampliamente descrita, pero es posible
encontrarlo en otros entornos acuaticos como lo son rios. Se ha demostrado la prevalencia de
bacterias resistentes a CRB en la produccion ganadera. Se ha sugerido que la presencia de
CRB, tanto en el ambiente natural y heces fecales provenientes de animales de granja, no se
puede relacionar unicamente con el suministro de este antibiotico, ya que se ha demostrado
la adquisicion de resistencia a cefotaxima a factores naturales, como es el caso del agua y
suelo donde constantemente este tipo de animales obtienen parte de su recurso alimenticio
(Markland et al., 2019). Asimismo, muestras de forraje, agua y suelo, han sido analizados
para determinar la presencia de CRB, donde encontraron una concentraciéon mayor
significativa de CRB en forraje y muestras ambientales, con 95.7% en forraje, 98.7% en
suelos y 88.6% en agua, en comparacion con un 47.4% en heces fecales (Markland et al.,
2019). Se sugiere que la presencia de CRB en heces fecales de animales de granja proviene
del alimento que obtienen del ambiente que previamente se encontraba contaminado, ya que
se reveld que la secuencia genética del gen CTX-M relacionado con la expresion de
resistencia a cefotaxima estaba estrechamente relacionado clonalmente con aquellos genes

encontrados en heces de animales de granja (Hartmann et al., 2012).

Conforme a la resistencia promovida por residuos, se ha comprobado la presencia CRB en
muestras de agua de un rio que atraviesa una planta de tratamiento de aguas residuales, donde
el total de cepas aisladas presentaron resistencia a cefotaxima (Ho et al., 2021). Esto puede
relacionarse con lo encontrado en el sitio de Cola de Ballena proximo a una planta de

tratamiento de aguas residuales.

La resistencia a antibioticos puede explicarse por resistencia intrinseca o por presion selectiva
(Chapman, 2003), asi como también la transmision de elementos genéticos tanto vertical
como horizontalmente (Li et al., 2019); o bien mediante el proceso de transformacion

ambiental mediada la adquisicion de ADN exdgeno presente de manera libre en el ambiente
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asi también por la infeccion ocasionada por bacteriofagos (Palacios et al., 2021; Rivera-

Chavira et al., 2020.; Von Wintersdorff et al., 2016).

7.2.4. Elementos genéticos de resistencia y su correlacion con los ARGs
Los genes que mdas abundancia presentaron los aislados bacterianos con un perfil de
multirresistencia fenotipica fueron Tet4 > Intl > BlaND > BlaCTX > alp’ > VanA > BlaVIM
> optR > Sull > blaKPC > sul2 > gnrS. Se pudo observar una mayor abundancia de algunos
elementos genéticos como fet4 en comparacion con el resto, ya que este gen estuvo presente
en 72 de los 114 aislados totales, siendo entonces el de mayor abundancia (Figura 22). Este
resultado propone en teoria la capacidad de expresion de resistencia a tetraciclina, sin
embargo, el nimero de aislados que presentaron resistencia no fue igual comparado con la
magnitud de los aislados obtenidos con dicho elemento genético validado por la correlacion

correspondiente (Figura 23).
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Figura 22. Amplicon positivo de tetA (aprox 150 pb). Gel de Agarosa al 1.5%.; Carril 1: Marcador de peso
molecular 100pb, Carril 3; Muestra positiva de sedimento del sitio de Termoeléctrica, Carril 4; Muestra positiva
de cepa multirresistentes 3Ter, Carril 7; Control negativo, Carril 8; Control positivo muestra 29.

Ademas, el mismo resultado propone que algunas cepas bacterianas que presentan el gen tetA4
en su genoma, pueden muestran una fase lag prolongada es decir el crecimiento colonial se
retrasa, presuntamente debido a una expresion tardia del gen tet4. Por ello, aunque algunas
cepas cuenten con este elemento genético, en algunas ocasiones tarda en expresarse. Debido
a esto se pueden presentar falsos negativos a la resistencia fenotipica a tetraciclina, los cuales
podrian variar de acuerdo a los tiempos de incubacion. (Meller et al., 2016). Ademas, por
medio de ensayos de qPCR se ha demostrado que la abundancia de mARN-tetR en cultivos
in vitro (tetR; gen represor de tetA) disminuia de acuerdo con el aumento de concentracion

de tetracilina en el medio y a su vez la abundancia de mARN-tetA aumentaba (Moller et al.,

2016).

Por otro lado, la matriz de correlacion (Figura 24) demostrd que la expresion fenotipica y
presencia de los genes resistencia a antibioticos mostraron poca correlacion, como el caso de
los genes codificantes para betalactamasas como blaVIM, blaND, dun y cuando la presencia
de uno se relaciona con la presencia de otro, no se encontrd relacion con la resistencia
fenotipica a betalactdmicos. No obstante, el gen blaCTX, se relacioné con la presencia de

resistencia fenotipica a cefotaxima y ampicilina, asi mismo la relacién entre el gen vanA
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también vio relacion con respecto a la resistencia a vancomicina. De la misma manera, la
presencia del integron (intl) tuvo relacion con la expresion fenotipica de ampicilina,
vancomicina, cloranfenicol, tetraciclina y ciprofloxacino, dejando entrever la posibilidad de
albergar otros genes en su estructura genética (Gillings, 2014; Partridge et al., 2000; Riccio

et al., 2003; Sajjad et al., 2011).
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Figura 23. Correlograma de variantes fenotipicas y genéticas globales

Dado el porcentaje relevante entre la falta de expresion fenotipica y los genes amplificados,
es probable la presencia de genes silenciados o sin expresar, es decir elementos genéticos
presentes en el genoma de los aislados que no presentan expresion aun y cuando existe el
estimulo de un firmaco como los antibidticos. Existen algunos mecanismos que pueden
explicar esto como la carencia de promotores eficaces para la transcripcion del gen
(Podglajen y Collatz, 1994), o como la posicion de estos elementos genéticos fuera del
alcance de los promotores en casetes genéticos, promoviendo la falta de expresion,

ocasionado por efectos de polaridad (Fluit y Schmitz, 1999).
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Por otro lado, el costo metabodlico de la expresion de los diversos factores de resistencia es
significativamente alto, sobre todo cuando no se encuentran bajo presion selectiva (Ternent
et al., 2015). Por ello, algunas cepas bacterianas tienen la capacidad de desarrollar
mutaciones, las cuales le permitan reprimir la expresion o promocion de factores como la
resistencia a farmacos, especialmente en ambientes con competencia extrema, lo cual les
daria una ventaja selectiva con respecto a otras cepas presentes (Enne et al., 2006; Ternent et
al., 2015; Wagner et al., 2023). Los mecanismos propuestos en afios recientes se basan
primordialmente en mutaciones puntuales, que pueden inactivar la expresion de un gen en
especifico y mds importante alin, que estos procesos puedan ser reversibles, con el fin de
mantener la competitividad antes mencionada (Ternent et al., 2015). Recientemente se han
descrito algunos mecanismos relevantes; por ello se ha propuesto el término resistencia
microbiana adquirida transitoriamente silenciosa (tsaAMR), que tiene como proposito
describir aquellos mecanismos por los cuales los genes de resistencia a antibidticos, pueden
ser silenciados bajo algunas circunstancias, por lo cual en algunas ocasiones este mecanismo
repercute en los test de sensibilidad antibiotica y por ende un problema subsecuente (Wagner
et al., 2023). Dentro de esta definicion de tsaAMR, se pueden abordar algunos ejemplos
puntuales como la presencia de regiones de insercidon o IS, que cuentan con una enzima
transposasa que les permite recolocarse a lo largo de un genoma bacteriano (Kime et al.,
2019). También se ha demostrado la escision del elemento transposable IS256, relacionado
con los genes de resistencia a macrdlidos ermA, aminoglucosidos aac-aphD en S. aureus
(Kime et al., 2019). De la misma manera, se ha presentado una sustitucion de un solo
nucledtido en el mismo gen (ermA), donde ambos mecanismos, tanto la escision de 1S256 y
la sustitucion de un solo nucleotido en el gen ermA, fueron reversibles, permitiendo silenciar
o activar el fenotipo de resistencia (Kime et al., 2019). De igual manera, también existen
mutaciones que promueven la presencia de un codén de paro prematuro en el gen mecA de
S. aureus, y pudiendo repararse para una expresion fenotipica (Goering et al., 2019).
Igualmente, se han reportado en E. faecium la expresion truncada de genes de resistencia, y
posteriormente cuando exista un estimulo antibiotico, se incrementa el nimero de copias de
los genes de resistencia, para promover la expresion fenotipica de resistencia (Wagner et al.,

2021). Otro mecanismo descrito es el mecanismo mediado por transposon Tn5206, que
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promueve una dindmica de sobreproduccion de betalactamasas en E. coli, cuando la cepa se

encuentra bajo la presencia de algunos antibidticos (Schechter et al., 2018).

La presencia de tsaAMR puede generar diversas opiniones al respecto, sobre todo si esta
implicado un problema potencial de salud publica. Aun asi, es importante comentar que el
hecho de que existan estos factores y que puedan promover un problema mayor, no siempre
existe la posibilidad de que estos estén asociados a un agente patdgeno, en especial si se trata
de ambientes naturales. Dado esto, la existencia y propagacion de genes de resistencia a
antibidticos en los ambientes naturales puede involucrarse en una dinamica propia del
ecosistema, incluso si no existe una determinante antropica, considerando que los genes
asociados a la resistencia de los antibidticos y a otros factores adicionales, se considera
ancestrales, antes de la era humana (Baba et al., 2009; Ebmeyer et al., 2021; Lupo et al.,

2012; Rowe-Magnus et al., 2002).

Existe una gran posibilidad que en sitios como Cola de Ballena y Termoeléctrica, sea los
sitios con mas impacto antropico, en particular comparandolos con otros sitios de condiciones

bioticas similares.

7.2.5. Abundancia de elementos genéticos de resistencia en sedimentos de manglar
La determinacion de elementos genéticos positivos en muestras de sedimento de manglar
fue; 57 en Termoeléctrica, 48 en Banderitas, 57 Estero Zacatecas y 29 en Cola de Ballena.
En cuanto a la abundancia con respecto a la profundidad de la cual fue obtenida la muestra,
fue a 15 cm con una relacion 101:78 con respecto a 30 cm. De la misma manera se
presentaron muestras positivas a todos los genes, siendo Sul2, Intl y VanA los mas presentes
con una incidencia de presencia positiva en 26, 22 y 17 muestras respectivamente, siendo en

CFE donde se encontraron la mayoria de estos componentes (Tabla 18).
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Tabla 18. Abundancia de genes de resistencia en sedimentos de manglar

Sitios y Profundidad
15 cm 30 cm
Genes TE B EZ CB TE B EZ CB Total
BlaND 1 2 2 0 1 0 3 1 10
BlaVIM 1 2 2 1 1 1 1 0 9
Intl 4 2 5 1 4 3 3 0 22
BlaCTX-

M 1 4 4 1 1 2 1 1 15
Sull 2 3 1 3 2 1 1 0 13
Sul2 4 3 5 3 4 2 4 1 26
qnrS 2 0 0 4 2 0 0 1 9
VanA 1 3 0 1 1 4 6 1 17

BlaKPC 1 0 2 2 1 0 2 0 8
tetA 1 3 1 1 1 1 3 1 12
aph’ 1 0 1 0 1 0 0 1 4
Optr 0 1 0 0 0 0 1 0 2
czc 1 4 2 2 1 0 1 1 12
ArsB 1 1 3 0 1 0 0 1 7
pbr 1 1 3 0 1 5 0 1 12
Total 22 29 31 19 35 19 26 10 178

Resultados similares fueron obtenidos en un manglar en China, donde se logré identificar a
través del estudio del resistoma del sitio y a partir de muestras desde 0 cm hasta 100 cm de
profundidad. Fue en las muestras que rondaban en el rango de 0 a 15 cm donde se obtuvo el
mayor numero de lecturas de ARGs y MRGs, que continuamente fue decayendo conforme
la profundidad aumentaba (>15 cm). Asi mismo en un manglar en Hainan, China,
recolectaron muestras de sedimento de 5 cm de profundidad y analizaron por medio de gPCR
la presencia de genes de resistencia a partir de un set de 296 pares de oligonucle6tidos. Los
resultados mostraron una incidencia de 21.78% de genes que confieren resistencia a
betalactamicos, y 6.93% a vancomicina, ademas que en cuanto a la presencia de MRGs a lo
largo de los sitios, el elemento genético mas abundante fue el /nt/ (Jiang et al., 2021). La
presencia de estos elementos genéticos en sedimentos se considera ubicua a lo largo de los
ecosistemas, sea tanto de manera celular o extracelular (Alzubaidy et al., 2016). Debido a

esto, es necesario considerar el amplio espectro que puede proporcionar un andlisis de
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sedimento ya que, se puede obtener evidencia tanto de nucleotidos libres o bien elementos
genéticos de bacterias dificiles de cultivar por métodos tradicionales (Imchen et al., 2018c;

Imchen y Kumavath, 2021; Swift et al., 2019; Zhu et al., 2018).

7.2.6. Identificacion molecular de las cepas multirresistentes
De los microorganismos aislados de sedimentos de manglar, un total de 112 cepas mostraron
un perfil de multirresistencia fenotipica a 3 o mas antibidticos (Magiorakos et al., 2012). Para
la identificacion molecular por secuenciacion del gen 16S ribosomal, se tomaron en cuenta
solo aquellas cepas que contaran con resistencia a 4 o mas antibioticos. Por lo cual, se
pudieron identificar 4 cepas de TE y 39 de CB, representando el 38.39% del total de las cepas.
Ademéds, excluyendo los sitios de estero Zacatecas y Banderitas por solo presentar

multirresistentes a solo 3 antibidticos, los resultados se describen Figura 25.
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ID

1CB
6CB
7CB
9CB
11CB
12CB
16CB

17CB
19CB
21CB
23CB
24CB
26CB
27CB

28CB
30CB
33CB
34CB
36CB
37CB
38CB
39CB
40CB

41CB
42CB
43CB
44CB
45CB
46CB
49CB

50CB
52CB
54CB
55CB
57CB
60CB
62CB
72CB
83CB
3TER

6TER
19TER
22TER

Microrganismo

Bacillus proteolycus
Bacillus sangunis
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus
nitratireducens
Bacillus tropicus
Bacillus cereus
Bacillus tropicus
Bacillus proteolyticus
Bacillus Weidmannii
Bacillus luti
Rossellemorea
marisflavi
Bacillus clarus
Bacillus tropicus
Bacillus cereus
Bacillus fungorum
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus tropicus
Enterococcus lactis
Bacillus
nitratireducens
Bacillus proteolyticus
Bacillus clarus
Bacillus paramycoides
Bacillus paramycoides
Bacillus paramycoides
Bacillus paramycoides
Bacillus
nitratireducens
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus paramycoides
Bacillus paramycoides
Bacillus tropicus
Bacillus sanguinis
Bacillus proteolyticus
Bacillus paramycoides
Staphylococcus
epidermis
Nialia circulans
Peribacillus acanthi
Paenibacillus lautus

Similitud

%
99.14%
99.09%
99.79%
99.15%
99.19%
82.62%
98.87%

96.43%
97.07%
96.43%
99.16%
99.51%
99.51%
93.27%

99.42%
99.58%
99.86%
99.59%
98.88%
90.21%
91.81%
98.33%
99.44%

98.45%
99.52%
99.23%
90.53%
99.51%
99.36%
91.42%

99.09%
99.09%
95.02%
90.03%
98.58%
85.60%
93.32%
96.09%
82.90%
97.06%

92.06%
82.77%
96.52%

A K C Cl Ce T \Y

Figura 24. Resultados de bacterias multirresistentes (>4 antibiotico). Se muestra el organismo que presento la mayor
similitud a la cepa aislada (ID), ademas en los cuadros rojos representan la resistencia fenotipica a cada antibidtico; A:
ampicilina, K; kanamicina, C; ciprofloxacino, Cl; cloranfenicol, Ce; cefotaxima, T; tetracilina, V; vancomicina
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En los resultados obtenidos, los aislados con las caracteristicas antes mencionadas, que
pertenecen al Filo Firmicutes, fueron en su mayoria del género de Bacillus spp. Muchas de
estas cepas resultan ser representativas del microbiota natural del suelo. Es decir, de manera
reservada se podria tratar de micro biota natural del ecosistema, y dado que especies como
Bacillus cereus, Bacillus tropicus, Bacillus nitroreducens, Bacillus proteolyticus, Bacillus
luti y Bacillus clarus, estan en gran parte consideradas como especies de suelo y sedimento
acuatico (Bae et al., 2005; Bhaskar et al., 2007; Guo et al., 2016; Jung et al., 2009; Shen et
al., 2022; Yang et al., 2013). Por otro lado, especies como Bacillus paramycoides han sido
descritas como parte de la microbiota natural de algunas especies marinas como peces y
crustaceos (Yousuf et al., 2023). Por consiguiente, resulta relevante el perfil fenotipico de
resistencia que representan, puesto que los manglares resultan ambientes extremos para
algunos organismos, por lo que la adquisicion de caracteristicas fenotipicas que apoyen la

competencia por nutrientes resulta ideal (Sahoo y Dhal, 2009; Southward, 2001).

Anteriormente se tratd la posibilidad de presencia de tsaAMR, que promueve la presentacion
de resistencia fenotipica solo cuando esta sea necesario, preservando los genes de resistencia
en las células llevando a un consumo energético menor (Enne et al., 2006; Kime et al., 2019;
Ternent et al., 2015). La necesidad de preservar y fungir como reservorio de factores
genéticos de resistencia proviene de las distintas variantes que pueden presentar algunos
ambientes naturales. Estos pueden presentar diversas alteraciones de tipo exdgeno, si se toma
en cuenta que la gran mayoria de los aislados multirresistentes se presentaron en los sitios
aparentemente mas perturbados como Cola de Ballena y Termoeléctrica. Ademas de la
frecuente de presion selectiva a través del contacto con antibidticos, desechos de estos o
diseminacion por agentes biologicos externos, también existen otros elementos que se
relacionan con las actividades de perturbacion antropogénica como la presencia de
concentraciones altas de metales pesados (Yamina et al., 2012). Esto elemento es de especial
importancia en el sitio de Cola de Ballena, por su cercania a la planta de tratamiento de agua
residual que representa un lugar 6ptimo para la acumulacion de elementos como los metales
pesados. Aunado a esto, se ha podido evidenciar la resistencia a metales pesados, la co-

resistencia a otros metales pesados y la resistencia a antibioticos en aislados bacterianos de
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agua residual. Por ejemplo, en bacterias del género Bacillus spp. donde mostraron resistencia
a Cr, co-resistencia a Pb y resistencia a betalactamicos como AMP y amino glucésidos como
kanamicina (Yamina et al., 2012). Asimismo, se ha encontrado relacion entre la resistencia
a Co, Niy Zn a ampicilina en una comunidad bacteriana aerobica hipertrofica marina (Sabry
et al.,, 1997). De modo semejante, otro factor como son los biocidas empleados en
ecosistemas acuaticos, también puede aportar a esta diseminacion de resistencia. Se ha
comprobado la relacién entre la resistencia a tetraciclina y la resistencia a Cu y Zn en
bacterias marinas, comparando superficies de botes pintadas con pintura antiincrustante que
contienen biocidas y otras no pintadas con los mismos materiales. Es relevante mencionar
que estos elementos son conocidos adicionalmente por contener cantidades significativas de
Cu y Zn, sugiriendo una relacion entre estas caracteristicas fenotipicas de resistencia (Flach

etal., 2017).

Algunas cepas de B. cereus han sido denominadas como intrinsecamente resistentes a
antibiodticos betalactamicos (Da Silva Fernandes et al., 2014; Yibar et al., 2017; Zhai et al.,
2023). Aunado a esto se ha reportado que la presencia de factores genéticos como los
regulones 6", 6* y 6™, y algunos factores sigma, inducen una funcion extra citoplasmatica,
inducida por la presencia de algunos compuestos antibioticos que promueven fluidez de
membrana, cambios en la superficie de membrana, disminucion de produccion de auto lisina,
formacién de biopelicula acetilacion de peptidoglicano, entre otras. Esto apoya en la
presentacion de resistencia a antibidticos como betalactdmicos, vancomicina, y algunas

bacteriocinas (Woods y McBride, 2017).

Dos cepas fueron identificadas como diferentes al grupo de genero de Bacillus spp., una de
Cola de Ballena y otra de Termoeléctrica: Enterococcus lactis y S. epidermis. Por un lado,
las bacterias del género E. lactis han sido ampliamente relacionadas con su presencia en el
tracto digestivo de algunos animales incluyendo humanos, ademds de ambientes naturales
como es el suelo (Ben Braiek et al., 2018; Morandi et al., 2012). Este género conocido que
el género puede tolerar altas concentraciones de salinidad, por lo que es probable encontrarlos
en el ambiente de manglar (Ben Braiek et al., 2018). Ademas, se ha considerado la posibilidad
de que E. lactis presente resistencia natural a antibidticos como cefotaxima y kanamicina,

aunque no se ha demostrado que presente factores de virulencia (Annamalai et al., 2009;

83



Belloso Daza et al., 2022; Ben Braiek et al., 2018; Garcia-Solache y Rice, 2019; Lu et al.,
2023; Morandi et al., 2012; Reviriego Herrdez et al., 2008).

Por su parte, la presencia de una cepa con alto grado de similitud a S. epidermis, en el sitio
de termoeléctrica, propone un escenario un tanto distinto, ya que las bacterias del género
suelen estar presentes en mayor parte en tejidos y mucosas de ciertos mamiferos como los
seres humanos (Vuong y Otto, 2002). A pesar de lo anterior esta bacteria puede adaptarse a
algunos ambientes naturales. De hecho, la presencia de S. epidermis ha sido relacionada con
las esponjas marinas (Riyanti et al., 2020; Zaghloul et al., 2021). En comparacion con las
otras cepas, el caso de S. epidermis, resulta un poco peculiar sobre todo si lo relacionamos
con un aspecto clinico. Lo anterior, debido a que en multiples ocasiones se ha demostrado la
capacidad de esta bacteria de poder generar infecciones en pacientes con dispositivos
médicos, como injertos vasculares, valvulas cardiacas y articulaciones prostaticas (Vuong y
Otto, 2002). Esto se debe principalmente por la formacion de biopeliculas en alrededor de
dispositivos médicos, asi como la liberacion de la d-toxina capaz de promover la lisis de los
eritrocitos, mediada por la formacion de poros alrededor de la membrana citoplasmatica
(Vuong y Otto, 2002). Cabe de mencionar que tanto la determinacion del origen de la cepa,
asi como la probable presencia de factores de virulencia requieren algunos otros métodos de

caracterizacion bioquimica y molecular (Vuong y Otto, 2002).

Por otro lado, también se pudo identificar una cepa de Nialia circulans (antes Bacillus
circulans (Gupta et al., 2020)) que si bien es una cepa que pueda encontrarse en el ambiente
naturales como el suelo y microbiota marina, también ha sido localizado en aguas residuales
e intestinos de insectos (Das et al., 2008; Drobniewski, 1993; Russo et al., 2021). A pesar de
lo anterior algunas cepas de Nialia circulans han sido caracterizadas como un potencial
patogeno humano en diversos reportes médicos (Castagnola et al., 1997; Leary et al., 1986;

Alebouyeh et al., 2011.; Qin et al., 2021).

En ultima instancia, se encontraron dos especies de Peribacillus acanthi que como Niallia
cirulans, era clasificada anteriormente como (Bacillus acanthi (Gupta et al., 2020) y
Paenibacillus lautus, son bacterias que han sido descritas como parte de la microbiota
marina, e incluso aisladas de suelo rizosferico de manglar o sedimento del ecosistema (Liu

etal., 2017; Ma et al., 2018; Mangwani et al., 2014; Zhao y Ruan, 2011). Cabe destacar que
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algunas cepas de P. lautus presentan potencial patogénico. Existen algunos estudios donde
se evidencia la presencia de algunas cepas de P. lautus multirresistentes a antibidticos, en
ambientes clinicos aislados de muestras humanas como sangre, heridas y abscesos, aunque
no se identifican ampliamente como “patdogenos”, estos estaban presentes en los pacientes de

donde fueron tomadas las muestras (Saez-Nieto et al., 2017).

En el presente trabajo se logré identificar una abundancia de especies denominadas como
Bacillus spp. o relacionadas a estas. Esto propone que, debido a algunas caracteristicas de
este género, puedan considerarse como parte natural de la microbiota de los manglares
estudiados. A su vez, genera la pregunta de cudl podria ser la relacion de la presencia
abundante de estos aislados como multirresitentes. En algunos estudios metagendémicos en
manglares se ha determinado al filo de Firmicutes dentro de los més abundantes (Alzubaidy
et al., 2016; Ceccon et al., 2019; Imchen y Kumavath, 2021) como fuente de acumulacion,
tanto de microorganismos como de distintos contaminantes tales como agentes quimicos y
farmacos, entre otros. Esto puede resultar perjudicial en algunos factores bidticos del
ecosistema. Es por ello que se propone la posibilidad de que la acumulaciéon de estos
elementos de resistencia tanto a antibioticos, y tolerancia a metales pesados pueda ser debida
a la presencia cotidiana de algunos contaminantes, sobre todo en los lugares mas perturbados.
De esta manera, estas bacterias podrian almacenar estos elementos genéticos como parte de
su adaptacion evolutiva (Arumugam et al., 2018; Guo et al., 2017; Lyu et al., 2018; Marri et
al., 2007; Taketani et al., 2010).

7.2.7. Metales pesados y genes de tolerancia a metales pesados en sedimento de
manglar

En el presente estudio se empled la tecnologia de fluorescencia de rayos X, para determinar
la presencia de elementos traza en sedimentos de manglar, haciendo especial énfasis en
metales pesados, para lo cual se evaluaron todas las muestras obtenidas. Todas las muestras
analizadas contaban con concentraciones por debajo de valores de referencia internacional
para sedimentos marinos propuestos por la Agencia de Administracion Oceédnica y
Atmosférica (Buchman, 1999) y los valores establecidos por el Departamento de Proteccion
Ambiental de Florida (FDEP) (Reible, 1994). En la Tabla 19 se muestran los valores

promedio de cada sitio y punto analizados, los cuales demuestran una dinamica similar a los
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valores particulares de cada muestra. Las concentraciones completas se encuentran en

material suplementario (Apéndice; Tabla 22, 23, 24 y 25).

Tabla 19. Promedio general de las concentraciones detectadas en sedimentos de manglar por sitio en
comparacion con estandares internacionales para el tipo de suelo.

Estero

Elemento Termoeléctrica Banderitas Zacatecas Cola de Ballena ERL ERM TEL PEL
As 0.197 + 0.513 0.06+0.15 0.034 = 0.042 0.009 = 0.032 8.2 70 7.24 41.6
Cr 0.437 +0.238 0.386 +0.156 0.266 = 0.142 0.466 = 0.132 81 370 523 160
Cu 0.080 + 0.044 0.065 + 0.041 0.079 = 0.065 0.738 +0.262 34 270 18.7 108
Ni 0.453 + 0.093 0.084 + 0.040 0.561 + 1.751 0.159 + 0.052 20.9 51.6 15.9 4238
Pb 0.232+0.186 0.177 £ 0.162 0.353+0.145 0.3210.132 46.7 218 302 112
Zn 1.911 + 3.866 0.336+0.138 0.360 = 0.142 1.221 +0.413 150 410 124 271
Hg 0.241 +0.071 0.000278 = 0.00079 0.001 = 0.002 0.144 = 0.505 0.15 0.71 0.13 0.70

Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de las muestras analizadas (n=84, >90%)
no superaban las concentraciones propuestas por los organismos internacionales. No
obstante, tanto en Cola de Ballena y Termoeléctrica, algunos puntos sobrepasaron los limites
recomendados del TEL y ERL en cuanto a la concentracion de mercurio (promedio 0.241 +
0.071 y 0.144 £+ 0.505). Ademas, la similitud de condiciones entre los diversos sitios de
muestreo propone que una baja similitud entre las muestras pueda deberse a una perturbacion
ajena a las condiciones naturales del medio ambiente (Rai et al., 1981). Aunado a esto se
puede apuntar hacia la presencia de una probable fuente de contaminacidn, en sitios de Cola
de Ballena y Termoeléctrica. En primera instancia, se propone una posible causa de
contaminacion de mercurio presentada en estos dos sitios, y es que tomando en cuenta que
tanto en sitio de Cola de Ballena y Termoeléctrica, no existen regiones mineras, distritos
mineros o sitios de exploracion, a los que se les pueda ser atribuido estos remanentes (SGM,
2021). Por otro lado, la contaminacion por medio de agua residual resulta ain mas relevante
debido a la presencia de dos grandes factores que afectan ambos sitios. Por un lado, el sitio
de Cola de Ballena se encuentra en la cercania de un sitio de descarga de una planta de
tratamiento de agua residual, que puede acarrear un sinfin de residuos con potencial
contaminante como el mercurio. De acuerdo al Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente (PNUMA), las principales causas de contaminacion antropica de mercurio,
es la implementacion de mineria artesanal, la produccion de PVC, cemento, cloro alcalino,
cremaciones e incineracion de desechos, combustion estacionaria de carbon, combustibles, y

gas como en equipos de calefaccion local entre otros, por mencionar algunos de los factores
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que pudieran estar presentes en la region (United Nations Environment Program (UNEP) and
The Minamata Convention on Mercury, 2018). La quema de combustible es un problema
real que afecta sobre todo el sitio Termoeléctrica, precisamente por las actividades de
generacion de energia eléctrica a partir de la quema de algunos hidrocarburos asociados a
mercurio, como el combustoleo o carbon, donde es probable que se desprendan moléculas de

mercurio (Gredilla et al., 2019; De Oliveira et al., 2022; Kostova et al., 2016).

Actualmente existen estudios ambientales que demuestran un incremento de concentraciones
de mercurio en las cercanias de una planta termoeléctrica. En uno de ellos, se detectaron
cambios significativos en la concentracion de mercurio en sedimentos en una bahia en Chile,
donde se compararon las concentraciones de mercurio con un sitio de referencia que esta
libre de zonas industriales. En este reporte relacionaron contenido de mercurio y distribucion
temporal, encontrando que los sedimentos del sitio perturbado presentaban un incremento
del contaminante a través de los afios, de acuerdo con la geocronologia del >'°Pb. Ademas,
se obtuvo evidencia de que el mercurio presente en el sitio perturbado era producto de la
deposicion atmosférica remanente de los residuos de la planta termoeléctrica, en
comparacion con las bajas concentraciones de origen natural obtenidas en el sitio libre de
zonas industriales (Chandia et al., 2022). Similarmente se ha podido evidenciar la relacion
de la presencia de mercurio como parte de un impacto antrdpico en sedimentos de algunos
manglares en Tanzania cercanos a un sitio de descarga de drenaje municipal, lo que se
demostrd por valores de enriquecimiento altos en los sitios de estudio cercanos a las areas
mas pobladas en comparacion con otros sitos menos poblados (Rumisha et al., 2016). Asi
mismo, en un manglar en Bahia Concepcion en Baja California Sur se determinaron
concentraciones 233 ug kg™! de mercurio en un sitio presuntamente afectado por desechos de

fertilizantes en campos agricolas cercanos a un manglar (Leal-Acosta et al., 2010).

Por otro lado, se reporto6 el siguiente orden de deteccion Pbrd > czcD > ArsB de genes de
tolerancia a metales pesados. Estos genes se caracterizan por expresar bombas de eflujo,
como parte de la exposicion a altas concentraciones de metales pesados (Nies, 2003).
Ademas, dado que las concentraciones de metales pesados en muestras de sedimento no
sobrepasaron la mayoria de los limites permisibles para sedimentos de este tipo, se tendrian

que considerar la presencia de las muestras positivas a estos genes, como parte de otro
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método de dispersion y no necesariamente por la presencia de una presion selectiva. Por un
lado, el gen PbrA perteneciente al operon pbr y ha sido ampliamente caracterizado en
bacterias como Rastonia metallidurans, que es una bacteria inicialmente aislada de una mina
en Bélgica, que presentaba alta tolerancia a metales pesados como plomo (Borremans et al.,

2001; Dionisio y Borrego, 1995).

En el contexto de los manglares, entre los resultados reportados se pueden incluir los
obtenidos en el Sur de China, donde a pesar de encontrar cantidades significativas del gen
PbrA, no coincidia con altas concentraciones de metales pesados en el sitio (Meng et al.,
2021). Por poner un ejemplo en el sitio con mayor abundancia de este gen, la concentracion
del Plomo era de 0.686 + 0.086, concentraciones menores a lo establecido en el ERL, TEL,
ERM Y PEL. A su vez, aunque no existe suficiente bibliografia (dentro de la fecha y
herramientas de motor de busqueda utilizados durante la redaccion del presente documento)
en algunos trabajos se ha logrado aislar cepas bacterianas en manglares que presentan
capacidad de tolerar concentraciones altas de As, como una cepa de Bacillus thuringiensis
aislada en un manglar en Malasia que presentaba en su genoma el gen ArsB (Azami et al.,
2022). Por otro lado, Dunivin y colaboradores (2019) analizaron microbiomas de suelo a
partir de un grupo de genomas y metagenomas, donde consideraban factores como
biogeografia del sitio donde se tomaron las muestras; en este estudio encontraron que los
ecosistemas con un mayor numero de genes relacionados al metabolismo del As se
encontraban precisamente en los manglares, de acuerdo a los factores genéticos que se
lograron determinar a partir de andlisis de ortologia y similitud (Dunivin et al., 2019). Por
otro lado, la presencia del gen czeD (Tolerancia a Cd, Zn y Co) también se ha descrito su
presencia en manglares, a partir de andlisis metagendmico de la diversidad taxondmica
bacteriana, asi como a la presencia de genes de tolerancia a metales pesados. Ademas, se
detectaron concentraciones altas de zinc en algunos puntos en un manglar en la India; aun
cuando no se discute la relacion entre la concentracion de Zn y los elementos genéticos
(Puthusseri et al., 2021). De la misma manera, Cabral y colaboradores (2016) evaluaron el
impacto en la microbiota de tres sitios en el Estado de San Pablo, Brasil. El principal foco de
contraste en ese estudio fue la clasificacion de los sitios como; manglar contaminado
ampliamente por un derrame de petroleo, manglar contaminado por actividades humanas y

manglar poco afectado en una zona pristina. A partir del desarrollo de metagendomica y
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metatranscriptomica, lograron registrar la presencia de elementos genéticos de resistencia,
ademads de la presunta transcripcion de los mismos a partir del andlisis de transcriptomica.
Los resultados muestran que la abundancia relativa de genes que confieren resistencia a
Cobalto-Zinc-Cadmio (czcR, czeD, czeB y czeC), fue similar en los tres sitios (10-20%); no
obstante, los niveles de expresion de acuerdo al analisis de transcriptomica eran mayores en
el sitio que se veia afectado por el derrame de petrdleo, seguido del sitio con actividades

antropogénicas y por ultimo el sitio al que denominaron como pristino (Cabral et al., 2016).

Muchos de estos factores genéticos de tolerancia a metales pesados, no necesariamente se
encontraban relacionados con una inminente presencia de dafo o factores de riesgo tanto para
el ecosistema como para la biota dependiente de ellos. Ademas, los resultados del presente
trabajo de bajas concentraciones de metales pesados en sedimentos de manglar, puede seguir
considerando la posibilidad de la adquisicion de estos elementos genéticos como reservorio
por parte de algunos microrganismos como mecanismo de una ventaja competitiva (Booth,

2018).
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VIII. CONCLUSIONES
Se determinaron indicadores de contaminacion fecal en ambos ecosistemas, en la
mayoria de los casos con un perfil de multirrresistencia a antibidticos.
Se obtuvieron 6 aislados presuntamente de cepas de Aeromonas spp., 5 de estas cepas
en manglares, 4 con perfil de multirresistencia y 1 cepa en el rio Conchos también
con un perfil de multiresistencia.
Se determinaron concentraciones de metales pesados por debajo de los limites
permitidos para riesgo ecoldgico dentro de las normas pertinentes para cada
ecosistema en la mayoria de las muestras y elementos, a excepcion de mercurio en
algunos puntos de Rio Conchos, sitio Cola de Ballena y sitio Termoeléctrica.
Los parametros fisicoquimicos del agua superficial del rio Conchos, mostraron en su
mayoria niveles permitidos dentro de lo establecido en las normas correspondientes,
a excepciodn de algunos sitios puntos en la zona desértica.
Se aislaron 114 cepas multirresistentes a antibidticos en los manglares arido
tropicales de Baja California Sur, donde 84 pertenecieron al sitio de Cola de Ballena,
24 a Termoeléctrica, 5 a Banderitas y 1 a Estero Zacatecas. Ademas, el perfil de
multirresistencia mas comun fue ampicilina, cloranfenicol y cefotaxima.
El antibidtico al que mas resistencia presentaron los aislados multirresistentes fue a
cefotaxima.
El elemento genético de resistencia con mas abundancia detectado en los aislados
multirresistentes fue el gen fetA.
Se lograron identificar por medio de secuenciacion del gen 16S Ribosomal 43 cepas
multirresistentes, en su gran mayoria cepas del género Bacillus spp.
El elemento genético de resistencia con mas abundancia detectado en las muestras de
sedimento fue el gen Su/2, y poco més de la mitad de las muestras positivas fueron

en la profundidad de 15 cm.
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IX. RECOMENDACIONES

Busqueda de nuevos bioindicadores o aplicacion de técnicas moleculares para
identificar origen real de los bioindicadores.

Analisis tanto de sedimentos como de agua y mayor niimero de repeticiones.
Implementacion de métodos analiticos mas sensibles como espectrofotometria de
absorcidon atomica, para proponer concentraciones representativas del ecosistema,
para comparacion en evaluaciones a futuro.

Analisis de is6topos para determinar el origen de algunos metales pesados como el
mercurio.

Identificacion de moléculas de origen antrdpico de mayor peso molecular por medio
de otras herramientas de quimica analitica.

Identificacion y caracterizacion de micro plésticos y determinar como favorecen la
diseminacion de indicadores de estrés antropogénico.

Andlisis gendmicos y protedmicos masivos, para comparar a través de temporadas,

puntos o sitios.
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XI. ANEXOS

Protocolo de extraccion Wizard® Genomic DNA Purification Kit

- Se centrifugd el medio inoculado por 2 minutos a 13,000 x g.
- Se descarto el sobrenadante

Bacterias Gram Positivas

- Seresuspendieron las células en 480ulLde EDTA 50mM.

- Se anadi6 120 pLde enzima litica (Lisozima).

- -Se incubd a 37°C por 30—60 minutos.

- Posteriormente, se centrifugd por 2 minutos 13,000 x g y se decant6 el sobrenadante.

Bacterias Gram Negativas

- Pasar al siguiente paso.

Lisis Celular

- Se anadi6 600uLde “Nuclei Lysis Solution y se resuspendio suavemente.

- Se incubd por 5 minutos a 80°C, y posteriormente se dejo enfriar a temperatura
ambiente.

- Se afiadio 3ulLde “RNase Solution”, y se mezcld, posteriormente se incubo a 37°C
por 15-60 minutos, para después llevarla de nuevo a temperatura ambiente.

Precipitacion de proteinas

- Seanadio 200uLlde “Protein Precipitation Solution” y se mezclo en el vortex.
- Se incub6 en hielo por 5 minutos.
- Se centrifugd por 2 minutos 13,000 x g.

Precipitacion de ADN y rehidratacion

- Se transfiri6 el sobrenadante anterior a un tubo nuevo con 600uL de isopropanol a
temperatura ambiente.

- Se centrifugd por 2 minutos a 13,000 x g y se decanto el sobrenadante.

- Se anadio 600uL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se mezcld, y para
centrifugarse posteriormente a 13,000 x g por 2 minutos.

- Seaspir6 el etanol y dejar secar por 15 minutos a temperatura ambiente.

- Se rehidrato el pellet de DNA en 100uLcon “Rehydration Solution” toda la noche a
4°C.
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Protocolo de purificacion de ADN de sedimentos con Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System

Preparacion de muestra

- Seafiadi6 un volumen igual de “Membrane Binding Solution” a la solucion con DNA,
posteriormente se mezcldo homogéneamente.

Unidén de DNA

- Se insertd la “SV Minicolumn” en un tubo de recoleccion, en el cual se vertio el
volumen de DNA a limpiar dejandose a incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
- Se centrifugd por 1 minuto a 13,000 x g y se decant6 el precipitado.

Lavado

- Se afnadi6 700pL de “Membrane Wash Solution” y se centrifugo por 1 minuto a
13,000 x gy se decanto el precipitado.

- Se repitid el paso anterior pero ahora con volumen de 500 pLy se centrifuga por 5
minutos.

- Centrifugar solamente la “SV Minicolumn” por 1 minuto a 13,000 x g para retirar
completamente los residuos de etanol.

Elucion
- Se transfirid cuidadosamente la “SV Minicolumn” a un tubo de microcentrifuga
limpio.
- Se afiadié 50pLde agua libre de nucleasas, se incubo por 1 minuto a temperatura

ambiente, para posteriormente ser centrifugado 1 minuto a 13,000 x g.
- Por tltimo, se descarta la “SV Minicolumn”, y se conserva el DNA a 4°C o —20°C.
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Tabla 20. Pruebas bioquimicas para identificacion de indicadores fecales y bacterias patogenas.

Prueba Bioquimica

Escherichia coli

Enterococcus spp.

Inoculo en tubo inclinado por picadura

Agar TSI hasta el fondo y estria en la superficie. Se
incubd por 24h a 37 £ 1°C.
Resultado Esperado AJA

Movilidad — Indol - Orntina

Inoculo en medio semisélido MIO por
picadura hasta el fondo
con un asa recta, Se incubd por 24 horas a
37 + 1°C.

Resultado Esperado

Resultado positivo de color rojo dado por
la reaccion del reactivo de Kovac s y la
triptofanasa.

Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Inoculd por medio MR-VP liquido por
inoculacion directa y agitacion. Se incubo
37 + 1°C durante 24 horas,

Resultado Esperado

Rojo de Metilo: Rojo
Voges Proskauer: Coloracion roja después
de unos cuantos minutos

Citrato de Simmons

Inéculo en tubo inclinado por estria en la
superficie. Se incubd por 24h a 37 £ 1°C.

Resultado Esperado

Negativo: Sin cambio de coloracion del
medio

Bilis Esculina

Indculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y estria en
la superficie. Se incub6 por 24h a

37 +1°C.

Resultado Esperado

Positivo: Ennegrecimiento de la
superficie para bacterias del género
Enterococcus.
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Prueba

Bioquimica

Salmonella sp.

Vibrio spp.

Aeromonas spp.

Agar TSI

Indculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y estria
en la superficie. Se incubd por

24ha 37+ 1°C.

Resultado
Esperado

Pico alcalino/fondo acido (K/A,
pico violeta/fondo violeta),
Produccion de SH2 (Coloracion
negra del medio)

Agar LIA

Indculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y estria
en la superficie. Se incubo por

24ha37+1°C.

Inoculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y
estria en la superficie. Se

incubo por 24h a 37 + 1°C.

Indculo en tubo inclinado por
picadura hasta ¢l fondo y estria
en la superficie. Se incubo por

24ha37+1°C.

Resultado
Esperado

Pico alcalino/fondo alcalino
(K/K, pico violeta/fondo
violeta), Produccion de SHa
(Coloracion negra del medio)

Descarboxilacion de Lisina;
Reaccion alcalina del medio
(Vira a color purpura), No
hay produccion de SHa,
Desaminacion de lisina: ; no
hay cambio de color en el
medio, Gas; Sin produccion
de burbujas en el medio

Descarboxilacion de Lisina;
Reaccion alcalina del medio
(Vira a color purpura), No hay
produccion de SHa,
Desaminacion de lisina: ; no hay
cambio de color en el medio,
Gas; Con produccion de
burbujas en el medio

Urea

Inéculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y estria
en la superficie. Se incubo por

24h a37 £ 1°C.

Resultado
Esperado

Sin cambio de coloracion del
medio

Citrato de
Simmons

Inodculo en tubclinado por
picadura hasta el fondo y estria
en la superficie. Se incubo por

24ha37+1°C.

Resultado
Esperado

Viraje del medio color azul por
la presencia de azul bromotimol

Oxidasa

Reaccion en papel filtro entre
inoculo y reactivo Solucion
al 1% de NNN'N', tetrametil,
1-4 fenilendiamina en agua
destilada

Reaccion en papel filtro entre

inoculo y reactivo Solucion al

1% de NNN'N', tetrametil, 1-4
fenilendiamina en agua destilada

Resultado
Esperado

Viraje a color rojo o purpura

Viraje a color rojo o purpura

MIO

Medio semisolido horizontal,
siembra del inoculo por
picadura

Medio semisolido horizontal,
siembra del inoculo por picadura

Resultado
Esperado

Movilidad: presencia de
turbidez, Indol: Halo rojo a la
adicion del reactivo de
Kovacs, Ornitina; Medio
color morado

Movilidad: presencia de
turbidez, Indol: Halo rojo a la
adicion del reactivo de Kovacs,
Ornitina; Medio color morado

Prueba
Bioquimica

Salmonella sp.

Vibrio spp.

Aeromonas spp.

Agar Hierro
Klieger

Inéculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y
estria en la superficie. Se

incubo por 24h a 37 + 1°C.

Inoculo en tubo inclinado por
picadura hasta el fondo y estria
en la superficie. Se incubo por

24ha37+£1°C.
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Fermentacion de
glucosa/lactosa; Color
amarillo del medio por

Fermentacion de
glucosa/lactosa; Color amarillo
del medio por fermentacion de

Resultado fermentacion de glucosa/ glucosa/ fondo amarillo,
Esperado fondo amarillo, Formacion Formacion de SH2; No hay
de SH2; No hay produccion produccion de SHz, Gas; Con
de SH2, Gas; Sin produccion produccion de burbujas en el
de burbujas en el medio. medio.
Crecimiento Crecimiento en altas
en caldo concentraciones de sal

nutritivo al
6% de NaCl

Resultado Desarrollo de turbidez por
Esperado crecimiento en el medio

Crecimiento Crecimiento en altas
en caldo concentraciones de sal

nutritivo al
3% de NaCl

Resultado Desarrollo de turbidez por
Esperado crecimiento en el medio
Rojo de Inéculo por medio MR-VP Inéculo por medio MR-VP
Metilo y liquido por inoculacion liquido por inoculacién directa y

Voges directa y agitacion. Se incubo agitacion. Se incubo 37 + 1°C
Proskauer 37 + 1°C durante 24 horas, durante 24 horas,
VP, Vibrio cholerae: VP; Desarrollo de color a los 15
desarrollo de color rojo minutos, RM: el medio
dentro de los 15 minutos, permanece rojo
Vibrio pharahemolitycus: no

Resultado I;/az c}esa}ll'roll(})l de cl(?lor, Rl\]/gli

Esperado ibrio pharahemolitycus:

reactivo se torna amarillo-
naranja,
Vibrio cholerae; El reactivo
permanece rojo al agregar el
indicador.
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Figura 25. Valores de correlograma de resistencia fenotipica y genes de resistencia
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Tabla 21. Sitios y coordenadas de los sitios de recoleccion de sedimento de manglares

Manglar Termoeléctrica
Punto Coordenadas
TE1 -112.096709, 24.819736,
TE2 -112.096506, 24.819772,
TE3 -112.096343,24.819688
TE4 -112.095312,24.819165
TE5 -112.093959,24.819113
TE6 -112.094863,24.818028
TE7 -112.09517,24.817467
TE8 -112.09646,24.817316
TE9 -112.096475,24.817293
TE10 -112.096511,24.817301
TE11 -112.096791,24.81707
TE12 -112.097172,24.817447
Manglar Banderitas
Punto Coordenadas
Bl -112.111161,24.858547
B2 -112.111431,24.859033
B3 -112.111499,24.859112
B4 -112.111939,24.859554
B5 -112.111018,24.862219
B6 -112.11033,24.863246
B7 -112.110266,24.861901
B8 -112.108785,24.862408
B9 -112.108029,24.859657
B10 -112.109429,24.859897
Bl1 -112.109878,24.859373
BI2 -112.102159,24.854893
Manglar Estero Zacatecas
Punto Coordenadas
EZ1 -110.436392,24.172742
EZ2 -110.437248,24.175371
EZ3 -110.436112,24.176948
EZ4 -110.434756,24.174964
EZ5 -110.433927,24.1754
EZ6 -110.433527,24.174665
EZ7 -110.433875,24.174492
EZ8 -110.434276,24.173941
EZ9 -110.434103,24.17317
EZ10 -110.433757,24.172341
EZ11 -110.43313,24.172389
EZ12 -110.432992,24.172157
Manglar Cola de Ballena
Punto Coordenadas
CBI -110.364374,24.113013
CB2 -110.363206,24.112944
CB3 -110.362235,24.111664
CB4 -110.354247,24.112159
CB5 -110.35329,24.11234
CB6 -110.35176,24.11281
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Tabla 22. Matriz de concentraciones de metales pesados sitio Termoeléctrica.

230 1 No Det 022233333 0.04433333  0.37466667  0.05466667 0.829 0.24333333
230 1 No Det 022233333 0.04433333  0.37466667  0.05466667 0.829 0.25
230 1 No Det 0.22243333  0.04443333  0.37476667  0.05476667 0.8291 0.25
230 2 No Det 0.396 0.038 0.433 0.08666667  0.89733333  0.23933333
230 2 No Det 0.396 0.038 0.433 0.08666667  0.89733333 0.24
230 2 No Det 0.3961 0.0381 0.4331 0.08676667  0.89743333 0.24
231 1 No Det 0.717 0.07633333 0.477 0.191 1.079 0.24433333
231 1 No Det 0.717 0.07633333 0.477 0.191 1.079 0.244
231 1 No Det 0.7171 0.07643333 0.4771 0.1911 1.0791 0.245
231 2 No Det 0.5815 0.0925 0.4505 0.206 1.0695 0.2125
231 2 No Det 0.5815 0.0925 0.4505 0.206 1.0695 0.215
231 2 No Det 0.5816 0.0926 0.4506 0.2061 1.0696 0.216
233 1 No Det 0.268 0.05666667  0.34266667  0.39866667  0.79566667  0.20766667
233 1 No Det 0.268 0.05666667  0.34266667  0.39866667  0.79566667 0.208
233 1 No Det 0.2681 0.05676667  0.34276667  0.39876667  0.79576667 0.209
233 2 No Det 0.54633333  0.04866667  0.50433333 0.101 1.074 0.31333333
233 2 No Det 0.54633333  0.04866667  0.50433333 0.101 1.074 0.312
233 2 No Det 0.54643333  0.04876667  0.50443333 0.1011 1.0741 0.315
234 1 No Det 0.68166667  0.08466667 0.47433333  0.37466667 1.07133333 0.239
234 1 No Det 0.68166667  0.08466667 0.47433333  0.37466667 1.07133333 0.239
234 1 No Det 0.68176667  0.08476667 0.47443333  0.37476667 1.07143333 0.238
234 2 No Det 0.61066667  0.11433333 0.499 0.42266667  1.09333333  0.23566667
234 2 No Det 0.61066667  0.11433333 0.499 0.42266667  1.09333333 0.2356
234 2 No Det 0.61076667  0.11443333 0.4991 0.42276667  1.09343333 0.2358
235 1 0 0.268 0.05666667  0.34266667  0.39866667  0.79566667  0.20766667
235 1 0 0.26816667  0.05666683  0.34266683  0.39866683  0.79566683 0.208
235 1 0 0.26833333  0.0566665 0.3426665 0.3986665 0.7956665 0.209
235 2 0 0.54633333  0.04866667  0.50433333 0.101 1.074 0.31333333
235 2 0 0.54633433  0.04866667  0.50433433 0.101001 1.074001 0.313
235 2 0 0.54633533  0.04866667  0.50433533 0.101002 1.074002 0314
236 1 No Det 0.39866667  0.06566667  0.47833333  0.15266667 1.266 0.337
236 1 No Det 0.39866667  0.06566667  0.47833333  0.15266667 1.266 0.338
236 1 No Det 0.39876667  0.06576667  0.47843333  0.15276667 1.2661 0.338
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236 No Det 0.345 0.07666667  0.13866667  0.18833333  14.5393333  (.15433333
236 No Det 0.345 0.07666667  0.13866667  0.18833333  14.5393333 0.1545
236 No Det 0.3451 0.07676667  0.13876667  0.18843333  14.5394333 0.1542
237 No Det 0.243 0.116 0.423 0.15366667  0.95533333 0.257
237 No Det 0.345 0.07666667  0.13866667  0.18833333  14.5393333 0.256
237 No Det 0.3451 0.07676667  0.13876667  0.18843333  14.5394333 0.255
237 No Det 0.23233333 0.044 0.36666667  0.14266667 0.803 0.26233333
237 No Det 0.23233333 0.044 0.36666667  0.14266667 0.803 0.262
237 No Det 0.23243333 0.0441 0.36676667  0.14276667 0.8031 0.265
238 No Det 0.25866667  0.04233333  0.45733333  0.26633333 1.016 0.30466667
238 No Det 0.25866667  0.04233333  0.45733333  0.26633333 1.016 0.305
238 No Det 0.25876667  0.04243333  0.45743333  0.26643333 1.0161 0.305
238 No Det 0.27533333 0.045 0.49433333 0.286 0.88966667  0.35166667
238 No Det 0.27533333 0.045 0.49433333 0.286 0.88966667 0.34
238 No Det 0.27543433 0.045101 0.49443433 0.286101 0.88976767 0.36
240 No Det 0.19033333  0.05333333  0.33633333 0.142 0.88766667  0.24766667
240 No Det 0.19033333  0.05333333  0.33633333 0.142 0.88766667 0.241
240 No Det 0.19043433  0.05343433  0.33643433 0.142101 0.88776767 0.245
240 0.42133333  0.58566667  0.12533333 0.37 0 0.25066667 0.041
240 0.41 0.58576767  0.12543433 0.370101 0.000101 0.25076767 0.042
240 0.42 0.58556567  0.12523233 0.369899 0.000101 0.25056567 0.043
244 1.74433333  0.81133333 0.176 0.63633333  0.41766667 1.653 0.35
244 1.75 0.81133333 0.176 0.63633333  0.41766667 1.653 0.35
244 1.74 0.81166667  0.17566667 0.63666667 0.41733333  1.65333333 0.35
244 0.65166667 0.6985 0.15066667  0.50316667  0.20883333  0.95183333 0.1955
244 0.66 0.6985 0.15066667  0.50316667  0.20883333  0.95183333 0.194
244 0.67 0.69866667  0.15033333  0.50333333 0.2085 0.95216667 0.195
245 1.74433333  0.34766667 0.07733333 0.356 0.194 0.75633333  0.22766667
245 1.75 0.34766667  0.07733333 0.356 0.194 0.75633333 0.228
245 1.78 0.34783333 0.077 0.35616667  0.19366667 0.75666667 0.228
245 0.65166667  0.61916667  0.13466667 0.4985 0.2735 1.12038889  0.25772222
245 0.651 0.61933333  0.13466667  0.49883333  0.27333333  1.12072222 0.26
245 0.66 0.6195 0.13466667  0.49916667 0.27316667 1.12105556 0.284
246 No Det 0.22 0.069 0.387 0.2305 0.7815 0.2655
246 No Det 0.22016667  0.06916667 0.38716667  0.23066667 0.78166667 0.2655
246 No Det 0.22033333  0.06933333  0.38733333  0.23083333  0.78183333 0.2644
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246 No Det 0.1865 0.0425 0.57 0.1395 0.864 0.2535
246 No Det 0.18666667  0.04266667 0.57016667  0.13966667 0.86416667 0.256
246 No Det 0.18683333  0.04283333  0.57033333  0.13983333  0.86433333 0.254
247 No Det 0.177 0.043 0.516 0.407 1.082 0.353
247 No Det 0.17716667  0.04316667 0.51616667  0.40716667  1.08216667 0.358
247 No Det 0.17733333  0.04333333  0.51633333  0.40733333  1.08233333 0.354
247 No Det 1.065 0.156 0.554 0.799 1.381 0.194
247 No Det 1.06516667  0.15616667  0.55416667  0.79916667 1.38116667 0.194
247 No Det 1.06533333  0.15633333  0.55433333  0.79933333  1.38133333 0.198
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Tabla 23. Matriz de concentraciones de metales pesados sitio Banderitas

251 1 No Det 0.000 0.032 0.790 0.800 0.268 No Det
251 1 No Det 0.000 0.031 0.780 0.810 0.270 No Det
251 1 No Det 0.000 0.032 0.780 0.820 0.278 No Det
251 2 No Det 0.560 0.038 0.074 0.078 0.268 No Det
251 2 No Det 0.580 0.039 0.074 0.078 0.267 No Det
251 2 No Det 0.540 0.038 0.750 0.076 0.270 No Det
253 1 No Det 0.446 0.042 0.083 0.091 0.462 No Det
253 1 No Det 0.445 0.041 0.084 0.092 0.463 No Det
253 1 No Det 0.446 0.042 0.083 0.091 0.462 No Det
253 2 No Det 0.337 0.049 0.092 0.059 0.475 No Det
253 2 No Det 0.337 0.049 0.092 0.059 0.475 No Det
253 2 No Det 0.338 0.050 0.091 0.060 0.476 No Det
254 1 No Det 0.276 0.044 0.064 0.160 0.259 No Det
254 1 No Det 0.275 0.043 0.063 0.159 0.258 No Det
254 1 No Det 0.276 0.044 0.064 0.160 0.259 No Det
254 2 No Det 0.460 0.041 0.061 0.094 0.246 No Det
254 2 No Det 0.461 0.042 0.062 0.095 0.247 No Det
254 2 No Det 0.460 0.041 0.061 0.094 0.246 No Det
255 1 No Det 0.219 0.105 0.094 0.234 0.223 No Det
255 1 No Det 0.220 0.106 0.095 0.235 0.224 No Det
255 1 No Det 0.219 0.105 0.094 0.234 0.223 No Det
255 2 No Det 0.211 0.034 0.065 0.164 0.209 No Det
255 2 No Det 0.211 0.034 0.065 0.164 0.209 No Det
255 2 No Det 0.212 0.035 0.066 0.165 0.210 No Det
256 1 No Det 0.294 0.050 0.065 0.000 0.264 No Det
256 1 No Det 0.294 0.050 0.065 0.000 0.264 No Det
256 1 No Det 0.295 0.051 0.066 0.001 0.265 No Det
256 2 5 0.298 0.023 0.055 0.077 0.760 No Det
256 2 4.5 0.298 0.023 0.055 0.077 0.760 No Det
256 2 52 0.299 0.024 0.056 0.078 0.761 No Det
257 1 No Det 0.565 0.068 0.100 0.192 0.311 No Det
257 1 No Det 0.565 0.068 0.100 0.192 0.311 No Det
257 1 No Det 0.566 0.069 0.101 0.193 0.312 No Det
257 2 No Det 0.290 0.062 0.099 0.268 0.228 No Det
257 2 No Det 0.290 0.062 0.099 0.268 0.228 No Det
257 2 No Det 0.291 0.063 0.100 0.269 0.229 No Det
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259 1 No Det 0.389 0.046 0.072 0.101 0.198 No Det
259 1 No Det 0.389 0.046 0.073 0.102 0.199 No Det
259 1 No Det 0.388 0.045 0.071 0.100 0.197 No Det
259 2 No Det 0.388 0.044 0.073 0.102 0.199 No Det
259 2 No Det 0.388 0.044 0.074 0.103 0.200 No Det
259 2 No Det 0.387 0.044 0.072 0.101 0.198 No Det
260 1 No Det 0.310 0.054 0.049 0.361 0.232 No Det
260 1 No Det 0.310 0.054 0.049 0.361 0.232 No Det
260 1 No Det 0.310 0.054 0.049 0.361 0.232 No Det
260 2 0.027 0.742 0.108 0.177 0.504 0.437 No Det
260 2 0.028 0.742 0.108 0.177 0.504 0.437 No Det
260 2 0.026 0.742 0.108 0.177 0.504 0.437 No Det
261 1 0.013 0.466 0.122 0.102 0.094 0.320 No Det
261 1 0.014 0.466 0.122 0.102 0.094 0.320 No Det
261 1 0.140 0.466 0.122 0.102 0.094 0.320 No Det
261 2 No Det 0.457 0.048 0.068 0.124 0.560 No Det
261 2 No Det 0.457 0.048 0.068 0.124 0.560 No Det
261 2 No Det 0.457 0.048 0.068 0.124 0.560 No Det
262 1 No Det 0.189 0.261 0.065 0.182 0.187 No Det
262 1 No Det 0.189 0.261 0.065 0.182 0.187 No Det
262 1 No Det 0.189 0.261 0.065 0.182 0.187 No Det
262 2 No Det 0.593 0.064 0.088 0.212 0.312 0.00166667
262 2 No Det 0.593 0.064 0.088 0.212 0.312 0.0015
262 2 No Det 0.593 0.064 0.088 0.212 0.312 0.0016
263 1 0.400 0.352 0.047 0.055 0.113 0.402 No Det
263 1 0.450 0.352 0.047 0.055 0.113 0.402 No Det
263 1 0.390 0.352 0.047 0.055 0.113 0.402 No Det
263 2 No Det 0.153 0.031 0.048 0.155 0.155 No Det
263 2 No Det 0.153 0.031 0.048 0.155 0.155 No Det
263 2 No Det 0.153 0.031 0.048 0.155 0.155 No Det
264 1 No Det 0.372 0.059 0.089 0.347 0.326 No Det
264 1 No Det 0.153 0.031 0.048 0.155 0.155 No Det
264 1 No Det 0.153 0.031 0.048 0.155 0.155 No Det
264 2 0.025 0.712 0.117 0.164 0.592 0.401 No Det
264 2 0.025 0.712 0.117 0.164 0.592 0.401 No Det
264 2 0.026 0.712 0.117 0.164 0.592 0.401 No Det
265 1 No Det 0.220 0.042 0.176 0.142 0.209 No Det
265 1 No Det 0.220 0.042 0.176 0.142 0.209 No Det
265 1 No Det 0.220 0.042 0.176 0.142 0.209 No Det
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265 2 No Det 0.259 0.030 0.051 0.174 0.256 No Det
265 2 No Det 0.259 0.030 0.051 0.174 0.256 No Det
265 2 No Det 0.259 0.030 0.051 0.174 0.256 No Det
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Tabla 24. Matriz de concentraciones de metales pesados sitio Estero Zacatecas.

265 1 No Det 0.387 0.078 0.060 0.457 0.40 No det
265 1 0.006 0.305 0.073 0.050 0.524 0.41 No det
265 1 0.006 0.346 0.076 0.055 0.491 0.40 No det
265 2 No Det 0.470 0.105 0.095 0.535 0.61 No det
265 2 No Det 0.531 0.133 0.132 0.577 0.74 No det
265 2 No det 0.501 0.119 0.114 0.556 0.67 No det
266 1 No Det 0.407 0.082 0.087 0.576 0.59 No det
266 1 0.143 0.451 0.085 0.104 0311 0.69 No det
266 1 No Det 0.397 0.076 0.082 0.371 0.56 No det
266 2 No Det 0.248 0314 0.046 0.449 0.25 No det
266 2 0.009 0.274 0.047 0.063 0.506 0.32 No det
266 2 No Det 0.310 0.053 0.052 0.251 0.36 No det
267 1 No Det 0.289 0.151 0.044 0.461 0.29 No det
267 1 0.138 0.280 0.147 0.047 0.339 0.27 No det
267 1 No Det 0.176 0.167 0.044 0.163 0.64 No det
267 2 0.181 0.451 0.048 0.066 0.541 0.42 No det
267 2 No Det 0.317 0.057 0.062 0.326 0.40 No det
267 2 No Det 0.151 0.085 0.065 0.261 0.34 No det
268 1 No Det 0.165 0.096 0.046 0.448 0.26 No det
268 1 0.097 0.150 0.113 23.790 0.606 1.30 No det
268 1 No Det 0.104 0.064 0.043 0.194 0.30 No det
268 2 No Det 0.131 0.027 0.028 0.344 0.24 No det
268 2 0.108 0.204 0.038 0.050 0.222 0.29 No det
268 2 0.108 0.204 0.038 0.050 0.222 0.29 No det
269 1 0.115 0.606 0.049 0.049 0.330 0.26 No det
269 1 No Det 0.515 0.034 0.019 0.102 0.15 No det
269 1 0.115 0.561 0.042 0.034 0.216 0.20 No det
269 2 0.058 0.240 0.049 0.076 0.616 0.39 0.008
269 2 0.255 0.275 0.072 0.080 0.403 0.45 No det
269 2 0.157 0.258 0.061 0.078 0.510 0.42 0.008
270 1 No Det 0.184 0.038 0.046 0.453 0.28 No det
270 1 0.106 0.221 0.056 0.062 0.418 0.40 No det
270 1 No Det 0.079 0.029 0.030 0.110 0.26 No det
270 2 No Det 0.203 0.277 0.046 0.498 0.31 No det
270 2 0.131 0.280 0.324 0.052 0.364 0.36 No det
270 2 No Det 0.127 0.705 0.030 0.141 0.23 No det
271 1 No Det 0.110 0.053 0.043 0.110 0.29 No det
271 1 No Det 0.324 0.071 0.065 0.159 0.45 No det
271 1 No Det 0.134 0.066 0.033 0.090 0.30 No det
271 2 No Det 0214 0.053 0.055 0.160 0.27 0.017
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271 2 No Det 0.121 0.038 0.036 0.127 0.24 No Det
271 2 No Det 0.101 0.039 0.036 0.112 0.24 No det
272 1 No Det 2.171 0.025 30.142 0.000 0.04 1.219
272 1 No Det 2.171 0.025 30.142 0.000 0.04 1.219
272 1 No Det 2.170 0.024 30.141 0.000 0.04 1.218
272 2 No Det 2.172 0.026 30.143 0.000 0.04 1.220
272 2 No Det 2.171 0.025 30.142 0.000 0.04 1.219
272 2 No Det 2.171 0.025 30.142 0.000 0.04 1.219
274 1 0.115 0.606 0.049 0.049 0.330 0.26 0.000
274 1 No Det 0.515 0.034 0.019 0.102 0.15 0.000
274 1 0.115 0.561 0.042 0.034 0.216 0.20 No det.
274 2 0.012 0.446 0.050 0.072 0.717 0.41 0.018
274 2 0.058 0.606 0.049 0.033 0.216 0.22 No det
274 2 0.057 0.605 0.048 0.035 0.215 0.22 No det
275 1 No Det 0.169 0.101 0.051 0.171 0.33 No det
275 1 0.043 0.196 0.069 0.056 0.419 0.29 No det
275 1 No Det 0.152 0.053 0.031 0.393 0.23 No det
275 2 0.107 0.339 0.062 0.071 0.389 0.43 No det
275 2 No Det 0.284 0.067 0.081 0.224 0.42 No det
275 2 0.0535 0312 0.0645 0.076 0.307 0.43 No det
276 1 No Det 0.205 0.052 0.037 0.523 0.26 No det
276 1 No Det 0.106 0.045 0.031 0.197 0.21 No det
276 1 No Det 0.156 0.0485 0.034 0.360 0.23 No det
276 2 No Det 0.242 0.085 0.049 0.517 0.46 No det
276 2 No Det 0.162 0.122 0.070 0.154 0.48 No det
276 2 No Det 0.202 0.1035 0.060 0.336 0.47 No Det
277 1 0.005 0.599 0.041 0.025 0.490 0.14 No det
277 1 No Det 0.141 0.042 0.024 0.418 0.19 No det
277 1 No Det 0.047 0.044 0.014 0.089 0.15 No det
277 2 0.002 0.263 0.042 0.021 0.331 0.16 No det
277 2 0.002 0.262 0.043 0.020 0.332 0.16 No det
277 2 0.002 0.262 0.045 0.022 0.331 0.16 No det
278 1 0.125 0.173 0.049 0.037 0.336 0.26 No det
278 1 0.124 0.173 0.049 0.038 0.336 0.26 No det
278 1 0.126 0.174 0.049 0.036 0.338 0.26 No det
278 2 No Det 0.318 0.071 0.084 0.514 0.46 0.005
278 2 No Det 0.318 0.071 0.009 0.514 0.46 0.005
278 2 No Det 0.319 0.072 0.009 0.518 0.46 0.005
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Tabla 25. Matriz de concentraciones de metales pesados sitio Cola de Ballena.

280 1 No Det 0.453 0.421 0.108 0.270 0.817 No Det
280 1 No Det 0.526 0.976 0.186 0.397 1.515 No Det
280 1 No Det 0.658 0.903 0.218 0.463 1.660 No Det
280 2 No Det 0.716 1.323 0.272 0.541 2.118 No Det
280 2 No Det 0.467 1.006 0.191 0.393 1.531 No Det
280 2 No Det 0.724 1.166 0.242 0.491 1.813 No Det
281 1 No Det 0.457 0.850 0.155 0.386 1.395 No Det
281 1 No Det 0.730 1.393 0.296 0.619 2.118 No Det
281 1 No Det 0.594 1.122 0.226 0.503 1.757 No Det
281 2 No Det 0.528 0.596 0.170 0.341 1.119 No Det
281 2 No Det 0.530 0.834 0.162 0.376 1.289 No Det
281 2 No Det 0.391 0.710 0.153 0.326 1.008 0.008

282 1 No Det 0.500 0.838 0.151 0.387 1.158 No Det
282 1 No Det 0.371 0.734 0.161 0.370 1.077 No Det
282 1 No Det 0.265 0.735 0.141 0.352 0.991 No Det
282 2 No Det 0.605 1.087 0.199 0.463 1.370 0.007

282 2 No Det 0.461 0.797 0.165 0.374 1.107 No Det
282 2 No Det 0.418 0.825 0.161 0.398 0.994 No Det
283 1 No Det 0.518 0.627 0.177 0.378 1.229 No Det
283 1 No Det 0.498 0.784 0.184 0.371 1.165 No Det
283 1 No Det 0.518 0.627 0.177 0.378 1.229 No Det
283 2 No Det 0.335 0.399 0.102 0.227 0.687 No Det
283 2 No Det 0.349 0.395 0.100 0.218 0.665 No Det
283 2 No Det 0.329 0.694 0.101 0.202 0.738 No Det
284 1 No Det 0.236 0.297 0.073 0.146 0.555 No Det
284 1 No Det 0.277 0.350 0.116 0.178 0.676 No Det
284 1 No Det 0.306 0.367 0.099 0.183 0.722 No Det
284 2 No Det 0.330 0.344 0.094 0.179 No Det No Det
284 2 No Det 0.330 0.344 0.094 0.179 No Det No Det
284 2 No Det 0.330 0.344 0.094 0.179 No Det No Det
285 1 No Det 0.617 0.888 0.202 0.455 1.641 No Det
285 1 No Det 0.640 0.707 0.225 0.406 1.504 No Det
285 1 No Det 0.640 0.526 0.248 0.357 1.367 No Det
285 2 0.144 0.256 0.351 0.081 0.061 0.631 No Det
285 2 0.047 0.357 0.429 0.110 0.100 0.732 No Det
285 2 0.144 0.256 0.351 0.081 0.061 0.631 1.726
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