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Resumen general

La Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT), es una de las
entidades con importantes actividades antropogénicas e industriales que
conllevan a un deterioro en la calidad ambiental, sobre todo en el aire. En este
trabajo, se plantearon cuatro objetivos, el primero consistié en: Aislar bacterias
metabdlicamente activas de la atmdsfera baja de tres sitios del Valle de Toluca
y caracterizarlas mediante sus propiedades morfoldgicas y fisiologicas. Los sitios
de estudio en la ZMVT fueron: San Cristébal Huichochitlan (SC), San Mateo
Atenco (SM) y Ceboruco (CB). Para colectar las muestras (épocas: lluvias, seca-
fria y seca-calida), se utilizd6 un muestreador TCR TECORA (PM2:5) con filtros de
fibra de vidrio, una fraccién de estos se colocaron en caldo nutritivo y 0.1 ml fue
resembrado en agar nutritivo. Después de 24 horas de incubacion (28 °C), se
aislaron colonias y obtuvieron cultivos puros. Se utilizé la tincion de Gram para
identificar la morfologia de las bacterias las cuales fueron caracterizadas
mediante su capacidad catabdlica, de producir enzimas extracelulares y
hemodlisis, asi como su metabolismo respiratorio. Se obtuvieron 133 aislados
bacterianos, la mayoria con forma bacilar y respuesta positiva a la tinciéon de
Gram (89 %); se observé un nimero mayor de bacterias productoras de enzimas
extracelulares en los aislamientos de CB (65 %), seguido de SC (61 %). Las
bacterias aisladas de SM, utilizaron mayormente los sustratos ensayados
(lluvias= 71 % y seca-fria= 75 %, respectivamente) junto con SC (seca-calida=
70 %), en especial a la glucosa, sacarosa y fructuosa; mas del 81 %. Los cultivos
presuntamente pertenecen al Phylum Firmicutes. El segundo objetivo fue
Analizar la composicidbn gquimica en particulas suspendidas con diametro
aerodinamico menores o igual a 2.5 micrometros (PM25) en tres sitios del Valle
de Toluca y conocer a las bacterias que estan asociadas a estas. A traves de la
técnica de Emision de Rayos X Inducidos por Protones (PIXE), se detecto la
Composicion Quimica Elemental (CQE) en los sitios SC, SM y CB. Se
identificaron 11 elementos quimicos; se consideraron los niveles de riesgo
minimo (LMR) y el indice de calidad de aire (IMECA) para determinar el grado
de impacto de estos en la salud de los humanos. El silicio (Si) fue el que se
presentd en concentraciones mayores en los tres sitios. La presencia de Ky Cl

detectados, estan relacionados con la quema de biomasa e incineracion de



desechos; los valores de LMR en el cloro (Cl); el IMECA no excedid los
estandares diarios (24 horas) de la norma Mexicana NOM-025-SSA1-2014, sin
embargo, en SM la calidad del aire fue regular y mala. El tercer objetivo fue
Identificar mediante secuenciacion de amplicones (bibliotecas de clones), la
composicidén bacteriana de la atmdésfera baja en seis sitios de la ZMVT. Las
muestras fueron colectadas durante la época de lluvias y seca-calida mediante
la técnica por gravedad con cajas de Petri (abiertas durante 30 min.) colocadas
a una altura de 0.5-3.0 m del suelo, en los sitios: Oxtotitlan (OX), San Mateo
Atenco (SM), San Cristébal Huichochitlan (SC), Ceboruco (CB), Zinacantepec
(ZC) y San Lorenzo Tepaltitlan (SL); se cuantificaron las unidades formadoras
de colonias (UFC) y se realiz6 la extraccion de ADN bacteriano (kit DNeasy
PowerSoil). Se registrd el mayor nUmero de bacterias en los sitios de ZC, CB y
SC (130, 104 y 101 UFC) en la época de lluvias, mientras que en la seca-calida,
el mayor registro fue en SM (159 UFC), seguido de SC (119 UFC) y CB (103
UFC) y se identificaron 203 géneros bacterianos. En lluvias predominaron los
phyla Firmicutes y Proteobacteria, mientras que en la seca-céalida los Firmicutes.
La diversidad a, no fue estadisticamente significativa a diferencia de la diversidad
B; el LEfSe mostr6 que las bacterias aéreo-transportadas (BAT) con mayor
abundancia en la época de lluvias fueron Acinetobacter, Trichococcus,
Mycobacterium, Variovorax y la familia Microbacteriaceae, mientras que en la
seca-calida fueron mas abundantes 27 grupos bacterianos especialmente, la
mayor frecuencia de las BAT en el aire de la ZMVT en las dos épocas de estudio
incluyé: Bacillus, B. flexus y B. cereus. Finalmente, el cuarto objetivo fue
Relacionar los factores ambientales que determinan la presencia de grupos
fisiologicos bacterianos, en seis sitios: OX, CB, SM, SC, ZC y SL. Para ello se
registraron parametros ambientales que incluyeron: direccién del viento,
velocidad del viento, humedad relativa, presion atmosférica, temperatura y
radiacion solar, para establecer una correlacion. De acuerdo con los resultados
obtenidos, no se observé alguna correlacion estadisticamente significativa entre
las variables. El presente trabajo aporta datos sobre la distribuciéon espacio-
temporal de la composicion bacteriana, sus capacidades catabdlicas y
fisiologicas, asi como las condiciones ambientales en donde estas se

desarrollan.



Introduccidén general

Las actividades metabdlicas en la atmosfera indican procesos fisiolégicos
realizados por los microorganismos que afectan la salud ambiental (Zhong et al.,
2016), algunas investigaciones evidencian una relacién entre la contaminacién
del aire y la composicion bacteriana en la tropdsfera o atmésfera baja. De
acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas (2016), la contaminacion
atmosférica en zonas rurales y ciudades de todo el mundo provoca, anualmente,

tres millones de muertes prematuras.

Otros trabajos, sugieren que la estructura de las comunidades bacterianas
estéa relacionada con actividades antropogénicas de cada entorno urbano (Maron
et al., 2006). En México los estudios sobre la ecologia de las bacterias del aire
son escasos aun cuando es importante determinar su distribucion espacial y
temporal. Por ello, es fundamental identificar qué tipo de bacterias son las mas

abundantes y determinar si podrian ser un riesgo para la salud de los habitantes.

Debido a lo anterior, surge la necesidad de conocer las bacterias que se
inhalan en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT), ya que podrian
estar asociadas con algunas enfermedades como las registradas durante los
primeros cinco meses del afio 2016, donde los casos por infecciones
respiratorias agudas (IRAS) fueron de 224,170 casos y los registros de
padecimientos por neumonia y bronconeumonia de 1,576 casos, igualmente, el
escenario de los costos en salud fueron alrededor de $ 372,367,263,
representando el 1 % del PIB y el 20 % del presupuesto del sector salud (INSP,
2016).

En este contexto, en la ZMVT ubicada en el centro del pais, considerada
la segunda conurbacion con mayor importancia econémica y demografica,
después de la ciudad de Monterrey, tiene los indices mas altos en
concentraciones de particulas de 10 micrometros (PM1wo) y 2.5 micrometros
(PM2s) (OMS, 2016a) y alrededor de 2, 274, 372 habitantes (COESPO, 2016),

estan expuestos a estas particulas quimicas.



En los aflos 2017 y 2018, contaminantes menores a las PM2.s han influido
para que la calidad del aire sea mala-regular, estimada con estandares que van
de 45.1 a 97.4 ug/m® (RAMAT, 2019), derivado de mdltiples actividades
productivas y cotidianas que los humanos realizan, influyendo en la abundancia
y permanencia de algunos tipos de microorganismos que al formar
microambientes disminuyen la calidad del aire que respiran los habitantes de
esta zona, favoreciendo el aumento de enfermedades respiratorias e incluso

muertes prematuras.

En la ZMVT, se evalla constantemente la cantidad de particulas (PM2sy
PMaio) a través de la Red de Monitoreo Ambiental del Valle de Toluca (RAMAT),
pero se conoce poco acerca de la calidad microbiol6gica, aun cuando es de
interés epidemioldgico, por lo que es relevante la realizacion de un analisis en la
distribucion espacio y temporal de las bacterias suspendidas en la atmoésfera y
con ello contribuir al conocimiento, que permita tomar medidas preventivas ante
la presencia de formas bacterianas patégenas. En este trabajo, se planted la
siguiente hipdtesis: las caracteristicas fisicas y quimicas de la atmdsfera baja,
condicionan la permanencia de grupos bacterianos determinados, que podrian

representar un riesgo a la salud de la poblacion.

La presente investigacion esta dividida en cinco capitulos, el primero
abarcé el aislamiento de bacterias metabdlicamente activas de la atmosfera baja
de tres sitios de la ZMVT (San Cristébal Huichochitlan, San Mateo Atenco y
Ceboruco), las cuales fueron caracterizadas mediante sus propiedades
morfolégicas y fisiologicas. El segundo capitulo, se enfocé principalmente en el
analisis de la composicion quimica en particulas suspendidas con didmetro
aerodinamico menores o igual a 2.5 micrometros (PMz.:s) en tres sitios de la
ZMVT (San Cristdébal Huichochitlan, San Mateo Atenco y Ceboruco). El tercer
capitulo, consistio en identificar mediante secuenciacion masiva la composicion
bacteriana de la atmdsfera baja en seis sitos de la ZMVT (Oxtotitlan, Ceboruco,
San Mateo Atenco, San Cristébal Huichochitlan, Zinacantepec y San Lorenzo
Tepaltitlan). En el cuarto capitulo, se relaciond las variables ambientales:
direccién del viento (DV), velocidad del viento (VV), humedad relativa (HR),
presion atmosférica (PA), temperatura (TMP) y radiacion solar (RUV), que

determinan la presencia de grupos fisioldégicos bacterianos. El quinto capitulo,



consistié en realizar una transferencia de conocimiento a través de una entrevista
en la estacion de radio Terramar “Conversaciones sobre Ecologia, Biodiversidad

y Ambiente”, perteneciente al IMER y la publicacion de una nota cientifica en el
Boletin informativo cauce de la Universidad Autbnoma Metropolitana en la

unidad Xochimilco.
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Capitulo 1
Aislar bacterias metabdlicamente activas de la atmodsfera
baja de tres sitios del Valle de Toluca y caracterizarlas

mediante sus propiedades morfologicas y fisioldgicas

1.1. Resumen

La presencia de microorganismos en la atmosfera, estd asociada con
actividades antropogénicas; al estudiarlos es posible determinar a qué agentes
patbgenos podrian estar expuestos los humanos. En el presente estudio se
caracterizaron fenotipicamente, bacterias presentes en tres sitios de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT): San Cristébal Huichochitlan (SC), San
Mateo Atenco (SM) y Ceboruco (CB). Para la colecta de las muestras (épocas:
lluvias, seca-fria y seca-calida), se utilizd un muestreador TCR TECORA (PMz5) con
filtros de fibra de vidrio, se aislaron colonias y se obtuvieron cultivos puros. Se aplico
la tincibn de Gram para caracterizarlos morfolégicamente; se determiné su
capacidad para producir enzimas extracelulares y hemolisis, capacidad catabdlica
y metabolismo respiratorio. Se obtuvieron 133 aislados bacterianos, la mayoria con
forma bacilar Gram positiva (89 %); se observd un namero mayor de bacterias
productoras de enzimas extracelulares en las bacterias aisladas de CB (65 %),
seguido de SC (61 %). Las bacterias aisladas de SM, utilizaron mayormente los
sustratos ensayados (lluvias= 71 % y seca-fria= 75 %, respectivamente) junto con
SC (seca-calida= 70 %), en especial a la glucosa, sacarosa y fructuosa; mas del 81
% de las bacterias fueron anaerobias facultativas reductoras de nitrato y
presuntivamente pertenecen al phylum Firmicutes. Se concluye que, las bacterias
aisladas viables de los tres sitios fueron principalmente Gram positivas con
morfologia bacilar y considerando su capacidad para producir enzimas

extracelulares y hemdlisis, podrian ser potencialmente patégenas.

Palabras clave: bacterias, sitios, enzimas extracelulares, ZMVT.
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1.2. Abstract

The presence of microorganisms in the atmosphere is associated with
anthropogenic activities; by studying them it is possible to determine to which
pathogens humans could be exposed. In the present study, bacteria present at three
sites in the Metropolitan Zone of the Toluca Valley (ZMVT) were characterized
phenotypically: San Cristobal Huichochitlan (SC), San Mateo Atenco (SM) and
Ceboruco (CB). For the collection of the samples (times: rains, dry-cold and dry-
warm), a TCR TECORA sampler (PM2.5) with fiberglass filters was used, colonies
were isolated and pure cultures were obtained. Gram staining was applied to
characterize them morphologically; its ability to produce extracellular enzymes and
hemolysis, catabolic capacity and respiratory metabolism was determined. We got
133 bacterial isolates were obtained, most of them with a gram-positive bacillary
form (89 %); a larger number of extracellular enzyme producing bacteria was
observed in the isolated bacteria of CB (65 %), followed by SC (61 %). The bacteria
isolated from SM, used mostly the substrates tested (rains = 71% and dry-cold = 75
%, respectively) together with SC (dry-warm = 70 %), especially glucose, sucrose
and fructose; more than 81 % of the bacteria were facultative nitrate reducing
anaerobes and presumably belong to the phylum Firmicutes. It is concluded that, the
viable isolated bacteria from the three sites were mainly Gram positive with bacillary
morphology and considering their ability to produce extracellular enzymes and

hemolysis, they could be potentially pathogenic.

Keywords: bacteria, sites, extracellular enzymes, ZMVT.
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1.3. Introduccidn

La evolucion ha permitido que organismos como las bacterias colonicen
numerosos nichos y que tengan una enorme flexibilidad fisioldégica para lidiar con
las condiciones adversas a las que estan expuestas, definiendo asi los limites de
vida (Esbelin et al., 2018). Las bacterias son organismos ubicuos y uno de los
grupos mas extensos en la tierra, del 100 % de los microorganismos ambientales
menos del 1 % son cultivables en laboratorio, por lo que cualquier muestra
ambiental, por més simple contiene una alta diversidad de especies microbianas
(Rascovan, 2013), representando el 25 % del numero total de particulas en los
aerosoles suspendidos en el aire seco como en agua de nube (Matthias-Mater y
Jaenicke, 2000).

Abordar el tema de las bacterias presentes en el aire resulta amplio y
complejo, debido a la gran variedad de fuentes generadoras, por ejemplo, algunos
microorganismos estan fuertemente conectados con procesos del cuerpo humano
y en consecuencia se liberan nubes microbianas personalizadas (Meadow et al.,
2015) que se dispersan al ambiente biotico y abiotico. Incluso, se ha planteado que
el tamafio de las bacterias no restringe la tasa de dispersion, asi como la densidad
de poblaciones bacterianas (Martiny et al., 2006). Otras fuentes potenciales son las
superficies terrestres locales, como el manejo de la tierra y la cantidad de suelo
sin cubierta vegetal (Bowers et al., 2011).

Con el fin de entender este y otros planteamientos, se han empleado varias
técnicas para identificar de forma sistematica a las bacterias que constituyen
fracciones en los bioaerosoles conceptualizados como el subconjunto de particulas
atmosféricas, liberadas directamente de la bi6sfera a la atmdsfera (Frohlich-
Nowoisky et al., 2016).

Las bacterias, se pueden dividir, segun la naturaleza fisica de sus paredes
celulares en Gram positivas 0 negativas (Tortora et al., 2012) y un criterio para
clasificarlas es observando su capacidad de producir compuestos, entre ellos

enzimas extracelulares, asi como por su actividad hemolitica. Esto Gltimo constituye
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un caracter taxondomico muy importante puesto que generalmente las bacterias con
esta actividad han sido reportadas como potencialmente patdégenas en los seres
humanos (Granados y Villaverde, 2003). Asimismo, también se puede advertir su
presencia mediante su metabolismo, definido como el conjunto de procesos
bioquimicos que realizan los organismos para obtener energia requerida para el
funcionamiento de la maquinaria celular a través de una serie de reacciones

bioguimicas.

En la presente investigacion, se aplicaron una serie de técnicas para aislar y
caracterizar bacterias de la atmdsfera baja de tres sitios del Valle de Toluca: San
Cristobal Huichochitlan, San Mateo Atenco y Ceboruco mediante sus propiedades
morfolégicas vy fisioldgicas.

1.4. Revision bibliogréafica

La tropdsfera o atmésfera baja comprende, desde la superficie de la Tierra
hasta 11 km de altitud aproximadamente (Manahan, 2007), con varias capas que
contienen mudltiples particulas bioldégicas o vegetativas distribuidas vertical y
horizontalmente por mecanismos activos o pasivos, es decir, a través del viento o
remolinos locales que les facilita mantenerse suspendidas y en movimiento (Rosas
et al., 2004).

A las particulas biologicas se les denomina bioaerosoles, son de origen
natural, de diversos tamarfos, en forma de proteinas, virus, bacterias, esporas de
hongos y polen (Womack et al., 2010; Walser et al., 2015; Haig et al., 2016), sin que
se tenga claro cudles son los principales factores y mecanismos que afectan la

actividad microbiana en ambientes como la atmoésfera.

Impulsado por estos conceptos, existe una creciente atencion en identificar
fuentes puntualizadas generadoras de bacterias aéreo-transportadas (BAT),
resultando un tanto compleja de dilucidar, ya que influyen factores como la
intensidad del calor, derivado de movimientos de aire convectivo verticalmente

distribuyéndolas a grandes distancias, diversificando las fuentes potenciales (Smets
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et al., 2016). Por lo que el entorno natural contribuye de forma significativa en la
produccién de bacterias al ambiente exterior (figura 1.1).
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Figura 1.1. Procesos que participan en la generacion de las BAT en ambientes
locales y globales (Modificado de Smets et al., 2016).

Al respecto, Burrows et al. (2009); Palla y Barresi (2017) clasificaron las fuentes

generadoras de bacterias en cinco mecanismos:

- Activos: engloba organismos moviles y a los seres humanos.

- Naturales: resultado de perturbaciones en la superficie de plantas, en el
suelo, estallido o el rompimiento de burbujas en las crestas de las olas.

- Antropogénicas: implica actividades agricolas e industriales.

- Puntuales: plantas de tratamiento de aguas residuales y sitios de

construccion.

- De érea: incluyen bosques, pastizales y superficies naturales de agua.
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Hasta ahora, se conocen las fuentes generadoras de bioaerosoles en entornos
interiores y en exteriores, sin embargo, ha resultado complejo determinar las
actividades fisiolégicas, metabdlicas o reproductivas microbianas en un ambiente
tan inhdspito como la atmosfera. Esto se debe a que en la atmdsfera coexisten
microorganismos que son: a) metabolicamente activos, b) los que no lo son, pero
ocasionalmente se reproducen y c) los que realizan ambos procesos (Womack et
al., 2010) y resulta complicado proporcionar evidencia concluyente. Blazewicz et
al. (2013) han sugerido la existencia de al menos uno de los cuatro estados
metabdlicos, ya sea como: 1) cultivo bacteriano, células que se estan dividiendo
activamente; 2) células activas, las que estan realizando procesos metabdlicos
(catabolismo o anabolismo) sin que esto implique dividirse, 3) células inactivas,
las que no realizan algun proceso y las 4) células muertas, estas no son
metabodlicamente activas, pero permanecen restos de ellas a través de

macromoléculas intactas (figura 1.2).

Células activas

Figura 1.2. Estados metabolicos de las bacterias en la atmosfera (Modificado de

Blazewicz et al., 2013).
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La estimacion de comunidades microbianas activas en la atmdsfera implica
mecanismos que la naturaleza realiza al seleccionar en un sentido mas estricto a
los microrganismos vivos, tales como los ciclos de congelacion, descongelacion y
descargas osmoticas (Joly et al., 2015). Bajo esta premisa, se sabe que las
bacterias en el aire pueden permanecer metabdlicamente activas. Algunas
evidencias apuntan que existen sustratos como la glucosa y el sulfato de amonio
capaces de controlar el crecimiento de Pseudomonas fluorescens, sin que exista
una acumulacion de productos metabdlicos toxicos (Sinclair et al.,, 1962). Otras
investigaciones refieren como Serratia marcescens después de su interaccion con
sustratos como la glucosa, comienza su metabolismo generando CO2 (Dimmick et
al., 1975).

Algunos estudios en Sphingomonas aerolata in vitro con compuestos
organicos volatiles (COV), mostraron un alto contenido de ARNr, sugiriendo que las
células tienen el potencial de producir proteinas mientras estan suspendidas en la
atmosfera (Krumins et al.,, 2014). Incluso, se ha considerado que el carbono
orgéanico, fosfato inorganico y el nitrégeno organico e inorganico en particulas PM2.s
son elementos que limitan la tasa de crecimiento bacteriano al agregarse,
sustancias nocivas (metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos) y
toxicas para las bacterias (Wei et al., 2017).

Otra linea de evidencias apunta que el agua de lluvia contiene 22.9 mL* de
células bacterianas cultivables a diferencia de las muestras de nieve (3.3 mL™? de
células), predominando en agua de lluvia las bacterias Gram negativas
pertenecientes al phylum Proteobacteria (85.7 %) con miembros de los géneros
Pseudomonas y Erwinia (Santl-Temkiv et al., 2015). Descifrar que las bacterias son
metabdlicamente activas en la atmdsfera, es algo que se puede lograr, pero
entender como afectaria los procesos de destino en contaminantes volatiles y en
los ciclos elementales que influyen en el clima requiere de un plano mucho mas

sofisticado.
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Por otro lado, en los ultimos afios se ha demostrado que el material
particulado en conjunto con los bioaerosoles tiene un impacto en la salud publica y
el tamafno aerodinamico determina afectaciones especificas. Por ejemplo, esporas
del anthrax (6 um) se depositan en las cavidades nasales, particulas gruesas de
entre 2.5 y 10 um, tienen mayor probabilidad de ingresar y depositarse en zonas
como la laringe, asi como en regiones traqueobronquiales, mientras que las
particulas finas igual o menores a 2.5 ym, pueden entrar a los alvéolos, incluso en
la sangre, por lo que la exposicion a este tipo de particulas esta relacionado con

una disminucién en la esperanza de vida (Brook et al., 2004) (figura 1.3).

Particulas alergénicas (5- 10 um) Particulas finas (PMyz)

= Esporas de Anthrax (6 um) Bacterias (1-10 )
acterias (1-10 um

Cavidad nasal

Particulas gruesas
(2.5- 10 um)

Virus (20-450 nm)

Pulmon derecho

\ Alvéolos

Bronquios

Figura 1.3. Tamafos relativos de particulas viables que ingresan al sistema

respiratorio (Modificado de Chang, 2010).
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Los avances en la tecnologia han contribuido ampliamente para realizar
estudios relacionados con las bacterias en diferentes ambientes, la identificacion
morfoldgica y fisiol6gica de las bacterias permiten determinar las interacciones de
estas con los sistemas dinamicos de la biésfera. En México, los primeros informes
en bacterias suspendidas en el aire, aunque pudieran existir otros mas antiguos,
son los registrados por Vaca et al. (1995), en ambientes como el periférico norte de
la Ciudad de México, donde a partir de muestras de suelo con altas concentraciones
de plomo aislaron 45 cepas bacterianas y la mayoria fueron Gram positivas

resistentes a este metal pesado.

En otros estados de la Republica Mexicana, Flores-Tena et al. (2007),
aislaron e identificaron 21 especies de bacterias patégenas (ej. Pasteurella
haemolytica, Serratia plymuthica y Aeromonas hydrophila) en seis puntos de un
relleno sanitario de la ciudad de Aguascalientes que, de acuerdo con los autores,

podrian influir negativamente en la salud de los trabajadores del sitio de estudio.

Hurtado et al. (2014) en varios sitios de la ciudad de Tijuana, registraron
mayormente comunidades bacterianas durante el verano en contraste con el
invierno; todas potencialmente infecciosas (ej. Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis). Estudios similares
fueron los realizados por Santos-Romo et al. (2014) en la ciudad de Hermosillo,
observando una concentracion alta de especies bacterianas (Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter, Enterococcus faecalis, Proteus penneri, Buttiauxella

agrestis, Salmonella paratyphi y Enterobacter sacazakii) en el centro de la ciudad.

Respecto a la Ciudad de Meéxico, autores como Jacinto (2013) realiz
estudios en 50 puntos de la Zona Metropolitana del Valle de México e identificé la
mayor cantidad de bacterias con fenotipo a y f hemolitico, predominando el género
Bacillus, seguido por representantes de los géneros Acinetobacter, Enterobacter,
Paenisporosarcina, Massilia, Paenibacillus, Proteus, Brevibacillus y Desemzia. De
manera similar, en dos estaciones del metro de esta misma ciudad, se realizaron
aislamientos de colonias bacterianas (la mayoria bacilos Gram positivos), bacilos
cortos sin espora (85 %) y Sttreptococcus (15 %) sefalando el riesgo de salud al
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gue estan expuestos los usuarios (Hernandez-Castillo et al., 2014).

Simon (2012) menciona que en la Ciudad de México antes Distrito Federal,
en tres sitios pertenecientes al Sistema de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de
México (SIMAT), de 79 aislados bacterianos, la mayoria fueron bacilos Gram
negativos, mostrando caracteristicas relacionadas con los géneros Megasphaera,
Pseudomonas, Citrobacter, Shigella, Salmonella y Neisseria. También, reporté que
mas del 50 % de las cepas bacterianas presentaron actividad hemolitica y fueron
resistentes a antibidticos betalactamicos, exponiendo evidencias que asocian las

caracteristicas fenotipicas con el grado de oportunismo y patogenicidad.

En trabajos mas extensos sobre la caracterizacién de los bioaerosoles en la
urbe mas grande del pais, han sido los realizados por Garcia-Mena et al. (2016),
durante un periodo de cuatro afios registraron el phylum Firmicutes (75,6 %) como
el grupo bacteriano méas abundante (con 11 especies de Bacillus), seguida por
miembros de las Proteobacteria, siendo las menos abundantes las Actinobacteria,
resultados que amplian la informacioén relacionada con la temporalidad de las
bacterias vivas, algunas de importancia médica (Staphylococcus, Acinetobacter y
Pseudomonas) diseminadas a través del aire y asociadas con nubes microbianas

de los habitantes de la Ciudad de México.

Algunos reportes del afio 2013, realizados en diferentes sitios de ZMVT,
especificamente en la Nueva Oxtotitlan, revelan la presencia de bacterias Gram
positivas como Curtobacterium, C. flaccumfaciens, Staphylococcus (S. equorum, S.
succinus, S. epidermidis), Exiguobacterium sibiricum, ademas de Pantoea
agglomerans (Nufiez-Cardona et al., 2014) que podrian implicar diversas
afectaciones en los organismos. Un analisis posterior, indic6 que en este sitio
predominaron bacilos y cocos Gram negativos; lo contrario se observd en San
Mateo donde predominaron los bacilos y cocobacilos Gram positivos (Cruz-
Pauseno et al., 2016).

10
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En estudios adicionales se han detectado diferencias en el numero de
bacterias entre las estaciones Aeropuerto y Oxtotitlan, asi, Zufiiga-Ortega et al.
(2014) reportaron 87 UFC en la primera y 45 UFC en la segunda. Estos
antecedentes son indicadores de que existen diferencias en el tipo de bacterias que

se desarrollan tanto estacional como espacialmente.

1.5. Objetivo

= Aislar bacterias metabdlicamente activas de la atmosfera baja de tres sitios
del Valle de Toluca y caracterizarlas mediante sus propiedades morfoldgicas
y fisioldgicas.

1.6. Métodos

En la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT), ubicada en el centro
del pais y constituida por 22 municipios se encuentra la Red Automética de
Monitoreo Atmosférico de la Zona Metropolitana de Toluca (RAMA), integrada por
las estaciones: Toluca Centro, Oxtotitlan, Aeropuerto, San Cristobal Huichochitlan,
Metepec, Ceboruco y San Mateo Atenco. Para este estudio, se eligieron tres
estaciones: San Cristébal Huichochitlan (SC), San Mateo Atenco (SM) y Ceboruco

(CB), las cuales estan distribuidas en las zonas sur y norte de la ZMVT (tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Direccién y caracteristicas generales de los sitios de estudio.

San Cristébal Huichochitlan Direccién
(SC)

Paseo de la Luz con esquina Manuel
Hinojosa Giles S/N, poblado de San

Cristébal Huichochitlan.

Caracteristicas generales

Ubicado en un centro semi urbanizado con
zonas agricolas; rodeado por el
Libramiento de Toluca, Paseo de la luz y
Av. Gpe. Victoria. Colinda al sudoeste con

Metepec.

San Mateo Atenco (SM) Direccion

Avenida Hacienda Tres Marias # 260 en la

colonia Santa Elena, San Mateo Atenco.

Caracteristicas generales

$ ‘ Actividad econdmica principal: industria del
calzado y metal-mecanica; rodeado por

E R

Paseo Tollocan, Nifios Héroes, Las Torres
— y Lerma Pte. Colinda al sudoeste con

9 = Metepec y al oeste con Toluca de Lerdo.

12
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Ceboruco (CB) Direccién

Calle Ceboruco S/N en la colonia Azteca (dentro de las
instalaciones de la Preparatoria # 5 Angel Maria
Garibay Kintana de la UAEM).

Caracteristicas generales

Esta rodeado por las avenidas principales de Toluca
de Lerdo; predominan zonas de cultivo.
Geograficamente se sitla en una zona de transicion,

es decir, por un lado, una region urbanizada y por el

otro semi rural.

Los muestreos, se realizaron el 16 de agosto de 2017 (época de lluvias), 23
de enero de 2018 (época seca-fria) y 26 de marzo (época seca-cdlida) del mismo
afo (figura 1.4). La colecta de bacterias suspendidas en el aire se realizd con un
muestreador TCR TECORA (PMz:) con filtros de fibra de vidrio (47 ym de diametro
marca PALL Corporation) durante 24 horas. Posteriormente, los filtros fueron
transportados al laboratorio de Ecologia Microbiana de la Universidad Autbnoma
Metropolitana unidad Xochimilco, conservandose a 5 °C. Asimismo, para el analisis
de las muestras se utilizaron las técnicas propuestas por la Dra. Maria Teresa

Nufiez-Cardona (comunicacion personal).
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Villa Victoria
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Figura 1.4. Ubicacion de los sitios de muestreo en la Zona Metropolitana del Valle

de Toluca.
1.6.1. Aislamiento de bacterias en filtros

Para recuperar las bacterias viables colectadas en los filtros de fibra de vidrio,
bajo condiciones estériles, se coloc6 una fraccion del filtro (1/4 parte) en un tubo de
ensaye conteniendo caldo nutritivo (CN); se incub6 durante 24 horas, se utilizd 0.1
ml del medio liquido para inocularse en cajas de Petri conteniendo agar nutritivo
(AN) con el objetivo de recuperar a las células bacterianas que constituyen parte de
las particulas suspendidas en el aire de la ZMVT. Los cultivos bacterianos fueron
incubados a 28 °C, durante 24 horas. Después, fueron aisladas colonias al azar
realizandose un registro del tamafio, forma, color y conservadas en viales con AN
(figura 1.5).
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» Conservacion de cultivos

Muestra. Filtro de fibra Aislamiento de colonias
de vidrio (47mm) al azar
c/particulas
Equipo: TCR
Tecora (PM23) gr— Incubacion a

28°C/24 h

\

Figura 1.5. Proceso para el aislamiento de colonias bacterianas. CN: caldo nutritivo.

AN: agar nutritivo.

Para la obtencion de cultivos puros, se activaron las colonias bacterianas en
CN; fueron resembrados mediante la técnica de siembra y resiembra, en AN e
incubados a 28 °C durante 24 h. Mediante la técnica de tincion de Gram, se
observaron las células microbianas al microscopio 6ptico, determinando su
respuesta a Gram positivos o0 Gram negativos. Asimismo, se realizaron anotaciones
de la morfologia celular (bacilos, cocobacilos, cocos, entre otros) de cada cultivo
puro. Los medios de cultivo y técnicas utilizadas para el aislamiento y

caracterizacion de bacterias aerotransportadas se describen en el Anexo 1A.
1.6.2. Produccién de enzimas extracelulares y hemolisis

Algunas enzimas son producidas considerablemente por determinados
microorganismos, y en lugar de mantenerse en el interior de la célula son excretadas
al medio de cultivo; estas enzimas extracelulares llamadas exoenzimas son capaces

de digerir compuestos como la celulosa, proteinas y almidén (Madigan et al., 2009);
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en este trabajo, la capacidad de producir enzimas extracelulares (ADNasa, amilasa,
lipasa, gelatinasa, ureasa) y hemdlisis por los aislados bacterianos, se determiné a
través de la activacion de los cultivos puros en CN durante 30 min a 28 °C,
seguidamente fueron inoculados en condiciones estériles en los medios especificos
para cada enzima y se dejaron incubar a 28 °C durante 24 horas. Las técnicas
utilizadas e interpretacion de los resultados se describen en el Anexo 1B.
Posteriormente, se calcul6 el indice Medio de produccién de Enzimas (IME) (Anexo
1D).

1.6.3. Caracterizaciéon catabolica (Carballo-Cruz, 1985 modificado por Nufiez-

Cardona)

Para la reactivacion de los cultivos puros, las células bacterianas se
suspendieron en CN; se incubaron durante 30 min. a 28 °C, después fueron
inoculadas en medios especificos (lactosa, maltosa, manitol, sacarosa y sorbitol)
para conocer la capacidad de utilizar diferentes sustratos organicos y el citrato como
Unica fuente de carbono y de nitrégeno. Finalmente, con los resultados de estas
pruebas se determind el indice Medio de Utilizacién de sustratos (IMU) (Anexo 1C
y 1D).

1.6.4. Metabolismo respiratorio

Para evaluar el metabolismo respiratorio se emplearon las pruebas de 6xido-
fermentacién utilizando carbohidratos especificos que fueron suspendidos en un
medio semisolido que contiene como indicador rojo de fenol (fructosa y glucosa).
Los aislados bacterianos fueron inoculados por duplicado, con un asa bacteriol6gica
recta, posteriormente a uno de los cultivos se le agregé parafina-aceite de parafina
estéril (1:1), con el objetivo de formar un sello y determinar si los microorganismos
eran capaces de crecer en ausencia de oxigeno, en tanto que el otro se dejé sin
sellar. Con esta prueba, se demuestra la utilizacion de carbohidratos y se determina

la via metabolica ya sea oxidativa o fermentativa de las células bacterianas.
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Adicionalmente, se observo la produccion de H2S e indol, asi como la
movilidad de cada aislado bacteriano a través del medio SIM y la capacidad de
reducir nitrato (NO3) y nitrito (NO2") (Anexo 1C).

1.6.5. Elaboracion de Dendogramas

Se realizaron dendogramas con los aislados obtenidos para cada sitio de
muestreo, con la finalidad de identificar grupos similares. Los dendogramas fueron
elaborados con datos de las pruebas aplicadas (respuesta a la tinciéon de Gram,
caracteristicas morfolégicas, produccién de enzimas extracelulares y pruebas
bioquimicas), realizando una matriz de datos binarios, los cuales el nimero 1 indica
positivo y el 0 negativo. Dicha matriz fue ingresada al software Statistica v.10 y por
el método de Ward (método de minima varianza) se construyeron fenones. El
método de Ward, consiste en unir los casos buscando minimizar la varianza dentro
de cada grupo a través del calculo de la media en todas las variables de cada
conglomerado, posteriormente, se realizdé con la distancia entre cada caso y la
media del conglomerado, la suma de las distancias entre todos los casos.
Finalmente, se agruparon los conglomerados generados menos aumentos en la
suma de las distancias (De la Fuente, 2011). Una vez realizados los dendogramas
se establecié un nivel de corte (arbitrario), es decir, donde se observé una mayor

agrupacion.

1.7. Resultados

En este estudio se obtuvieron un total de 133 cultivos puros provenientes de
muestras del aire colectadas en tres dias de muestreo (lluvias, seca-fria y seca-
calida) en la ZMVT; se observd en la mayoria de los aislados bacterianos una
morfologia bacilar, asi como una coloracion crema, especificamente para el caso

de SC predominaron los estreptobacilos (tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Caracteristicas morfologicas de los aislados bacterianos.

Caracteres Lluvias Seca-fria Seca-calida
SC SM CB SC SM SC
NUm. de aislados 18 19 21 25 26 24
Respuesta a latincion de Gram
Gram (+) 18 19 20 24 14 23
Gram (-) 0 0 1 1 12 1
Morfologia
Bacilos 6 19 14 8 14 14
Estreptobacilos 12 0 1 17 0 10
Cocobacilos 0 0 6 0 0 0
Cocos 0 0 0 0 12 0
Coloracion de la colonia
Amarilla 2 0 0 1 13 0
Blanca 13 0 0 7 0 7
Crema 0 19 15 16 13 13
Marron 0 0 0 1 0 0
Transparentes 0 0 5 0 0 4
No registrado 3 0 1 0 0 0

De manera general, en la figura 1.6 se observaron los mas altos porcentajes
en bacterias Gram positivas (89 %) con morfologia bacilar y estreptobacilos a
diferencia de los microorganismos Gram negativos, aunque, mostraron una
morfologia variable fue reducido el nimero de ejemplares bacterianos con estas

caracteristicas en los tres sitios de estudio.

18



Cruz-Pauseno, 2019

100

C C

o 3 o
. = ]
Bacilos (1-2 Estreptobacilos = Bacilos (1-2 Cocobacilos Cocos

células) (células en células)
cadena)

I
Gram (+) Gram (-)

s5C & S uCB

Figura 1.6. Morfologia celular y respuesta a la tincion de Gram de los aislados

bacterianos de los tres sitios de muestreo.
1.7.1. Capacidad para producir enzimas extracelulares y hemdlisis

Las enzimas extracelulares fueron producidas por la mayoria de las bacterias
aisladas en los tres sitios entre un 11 % y 96 %, con excepcion de la lipasa, donde
se observo un nimero mayor de bacterias productoras de esta exoenzima en el sitio
de CB. Asimismo, el porcentaje mas alto determinado a partir del IME, se observé
en CB (65 %), seguido de SC (61 %) respectivamente; la mayor actividad hemolitica
B por los microorganismos se presentd en la época de lluvias, sin observarse
diferencias sustanciales entre las bacterias aisladas de SM (68 %) y CB (67 %)
(tabla 1.3).
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Tabla 1.3. Numero de cultivos (%) productores de enzimas extracelulares, IME y

hemolisis en los tres sitios de estudio.

Caracteres Lluvias Seca-fria Seca-célida
SC SM CB SC SM SC
ADNasa (%) 22 58 76 36 23 42
Amilasa (%) 39 0O 38 68 38 96
Lipasa (%) 0 0 67 4 0 4
Gelatinasa (%) 78 84 57 28 27 96
Ureasa (%) 11 42 86 32 12 67
IME 30 37 65 34 20 61
Hemolisis B (%) 22 68 67 48 42 0

1.7.2. Utilizacion de compuestos organicos como fuentes de carbono y

energia

De los ocho sustratos ensayados la glucosa, fructuosa y sacarosa fueron los
compuestos organicos utilizados como fuentes de carbono y energia por los
aislados bacterianos en mas del 68 % en los tres sitios de la ZMVT, asimismo, la
maltosa (entre 37% y 100 %) y el manitol (39 % y 92 %), también fueron los
compuestos principalmente asimilados. El IMU, evidencié que las bacterias aisladas
de SM en la época de lluvias (71 %) y seca-fria (75 %) utilizaron mayormente los
sustratos ensayados, mientras que el numero de cultivos de SC en la seca-calida
capaces de utilizar compuestos organicos como fuentes de carbono y energia

aumenté en un 70 % (tabla 1.4).
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Tabla 1.4. Utilizacion de compuestos organicos como fuentes de carbono y energia

por las bacterias del aire.

Lluvias Seca-fria Seca-calida
Caracteres

SC SM CB SC SM SC
Lactosa (%) 33 74 33 44 73 75
Maltosa (%) 100 37 52 64 88 92
Manitol (%) 39 74 62 76 92 75
Sacarosa (%) 100 89 76 68 88 79
Sorbitol (%) 11 95 48 56 62 17
Citrato (%) 0 11 24 16 12 38
Glucosa (%) 100 95 81 84 96 96
Fructuosa (%) 100 95 76 92 88 92
IMU 56 71 57 63 75 70

1.7.3. Metabolismo respiratorio y movilidad

Para la prueba 6xido-fermentacion en glucosa, més del 81 % de las bacterias
del aire fueron anaerobias facultativas y un 19 % de las aisladas en el sitio de CB
aerobias. La prueba oxido-fermentacién en fructuosa, evidencié que mas del 76 %
de las bacterias aéreo-transportadas (BAT) no utilizaron el oxigeno en su
metabolismo y menos de un 10 % se desarrollaron en presencia de este gas.
También, se observd que mas del 52 % de los aislados bacterianos son capaces de
reducir NO3  a NO2"; entre un 11 % y 96 % reducen nitrito. La capacidad de producir
sulfhidrico e indol no se observo en ninguno de los microorganismos evaluados,
asimismo, se observo solo un 11 %, 16 % y 13 % de las bacterias aisladas de SC
(lluvias), SM (lluvias) y SC (seca-calida) que mostraron movilidad en el medio

semisolido (tabla 1.5).
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Tabla 1.5. Metabolismo respiratorio (reduccion de NO3'; NO2") y prueba de movilidad

de las bacterias aisladas en los tres sitios de la ZMVT.

. . Seca-
Lluvias Seca-fria .
Caracteres calida
SC SM CB SC SM SC
Metabolismo respiratorio
Glucosa (%) Ana/facult 100 95 81 84 96 96
Aerobio 0 0 19 0 0 0
Fructuosa (%) Ana/facult 100 95 76 92 88 92
Aerobio 0 0 10 0 4 0
» NOsz 83 89 71 52 96 83
Reduccion (%)
NO2 17 11 29 48 0 17
Prueba de movilidad (%) 11 16 0 0 0 13
Ana/facult; anaerobio facultativo.
NOs": nitrato.
NO2: nitrito.

1.7.4. Taxonomia numérica

En la tabla 1.6, se expone las caracteristicas fenotipicas de los 18 cultivos
Gram positivas (numeros color morado) aisladas en SC (lluvias). En 14 aislados, se
observo la capacidad de producir gelatinasa; utilizar la maltosa y sacarosa como
sustratos organicos, comportandose como anaerobios facultativos en glucosa vy
sacarosa. Asimismo, se registraron 15 aislados capaces de reducir nitrato y dos
cultivos movilidad en el medio ensayado. En el dendograma de la figura 1.7, se
observé que los integrantes del grupo F1 (cinco aislados), se caracterizaron por
producir gelatinasa; utilizar maltosa y sacarosa, por ser anaerobios facultativos al
igual que los integrantes de F2 (1SC4, 1SC9, 1SC11, 1SC12 y 1SC13). Mientras
que los aislados del fenon F3 (1SC19, 1SC20, 1SC21 y 1SC22), ademas de ser
anaerobios facultativos y hemoliticos (3, fueron capaces de producir ADNasa, y con

excepcion de 1SC22, reducir nitrato.
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Tabla 1.6. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en San
Cristobal Huichochitlan (SC) durante la época de lluvias en el primer muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos = Comportamiento respiratorio y mov

Aislados ADN Ami Lip Gel Ure " Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnF F/AnF NO;” NO, Mov

1SC1
1SC3
1S8C7
1SC2
1SC15
1SC14
1SC6
1SC8
1SC16
1SC4
1SC9
1SC13
1SC11

]
]
]

1SC12

1SC19

1SC20

1SC21

1SC22

1SC= primer muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-B:
hemodlisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
ANnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NOs™: reduccion

de nitrato. NO2" reduccién de nitrito. Mov: movilidad. [ ENEGN- respuesta positiva.

5C1r
5C3t
=T
3C2 [

3C14
506
=
5C16
] ——
SC9
5C13
SC11 z —
5C12

sC19
sc21 Fi |

sC22 J

Distancia Euclideana

Figura 1.7. Formacion de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de San
Cristébal Huichochitlan (lluvias). SC= San Cristdbal Huichochitlan. F=fenon o grupo.

Linea roja= nivel de corte.

23



Cruz-Pauseno, 2019

En los aislados obtenidos de SM, se observé que de los 19 aislados Gram
positivos (niUmeros color morado), 11 cultivos produjeron ADNasa, 16 gelatinasa, y
13 fueron hemoliticos B. Los aislados integraron dos fenones con caracteristicas
similares, F1 estuvo conformado por 14 aislados bacterianos, algunos capaces de
producir ADNasa, gelatinasa, ureasa (1SM2, 1SM4, 1SM7, 1SM10, 1SM13 y
1SM14); con excepcion de 1SM2, 1SM4, 1SM14, 1SM16, mostraron ser hemoliticos
B y todos tienen la capacidad de crecer en ausencia o presencia de oxigeno.
Mientras, que los aislados del fenon F2, la mayoria fueron anaerobios facultativos,
con una reducida capacidad para producir enzimas extracelulares; ser hemoliticos
B (1SM9, 1SM18 y 1SM19) y utilizar compuestos organicos. Finalmente, los
aislados 1SM15 y 1SM19 mostraron movilidad (tabla 1.7 y figura 1.8).

Tabla 1.7. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en San
Mateo Atenco durante la época de lluvias en el primer muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos ~ Comportamiento respiratorio y mov

Aislados ADN Ami Lip Gel Ure " Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnF F/AnF NO;~ NO, Mov
1Sm1
1SM6
1SM5
1SM8
1SM3
1SM11
1SMm12
1Sv4
1SM14
1SM10
1SM13
1Sm2
1Sm7
1SM16
1SM9
1SM19
1SM15
1SMm17

1SM18 B

1SM= primer muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-f:
hemdlisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
AnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NOs": reduccion

de nitrato. NO2: reduccion de nitrito. Mov: movilidad. -: respuesta positiva.
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Figura 1.8. Formacion de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de San
Mateo Atenco (lluvias). SM= San Mateo Atenco. F= fenon o grupo. Linea roja= nivel

de corte.

En CB, se aislaron 20 cultivos puros Gram positivos (niumeros color morado)
y uno Gram negativo (numero color rosa), con una gran diversidad para producir
exoenzimas, utilizar compuestos organicos y crecer con o sin oxigeno. Se observo,
la formacion de cinco fenones: F1 (1CB1, 1CB2, 1CB3y 1CB6b) y F2 (1CB4, 1CBS5,
1CB7, 1CB8, 1CB9 y 1CB10) caracterizados por la capacidad de producir mas de
tres enzimas extracelulares y utilizar compuestos organicos; reducir nitrato,
hemoliticos B y anaerobios facultativos. EI grupo F3, lo integraron cinco aislados
bacterianos, seguido por F4 (cuatro aislados) y F5 (dos aislados). La mayoria de los
cultivos que integraron F4 y F5, se caracterizaron por reducir nitrito y ser aerobios,
mientras que los cultivos de F3 mostraron una mayor variabilidad en la utilizacién
de sustratos organicos y producién de enzimas excretadas al medio de cultivo

ensayado (tabla 1.8 y figura 1.9).
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Tabla 1.8. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en

Ceboruco durante la época de lluvias en el primer muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos Comportamiento respiratorio

Aislados T . H-B . _ _
ADN Ami Lip Gel Ure Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnF F/AnF NOjz; NO,

1CB1
1CB3
1CB2
1CB6b
1CB4
1CB5
1CB7
1CB8
1CB9
1CB10
1CB11
1CB17
1CB14
1CB18
1CB19
1CB12
1CB13
1CB20
1CB16
1CB15
1CB21

1CB= primer muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-B:
hemodlisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
ANnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NOs": reduccion

de nitrato. NO2" reduccién de nitrito. [ENGN- respuesta positiva.

CB1
CB3

cw L, =
CB6b
CB4 —
CcBs jﬁ?

CB7
CB8
CB9
CcB10

CB11
CcB17

CB18 —
CB19

CB12

CB13

CB16

CB15

CB21 E‘
2 4 6 8 10 12 14
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Figura 1.9. Formacién de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de

=

Ceboruco (lluvias). CB= Ceboruco. F=fenon o grupo. Linea roja= nivel de corte.
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En el muestreo correspondiente a la época seca-fria, en SC se obtuvieron 24
aislados Gram positivos (nameros color morado) y uno Gram negativo (numero color
rosa), se observo la formacion de cinco fenones. El fenon F1, constituido por cinco
aislados (2SC1, 2SC9, 2SC14, 2SC20 y 2SC22) la mayoria se caracterizd por
producir mas de una enzima y ser hemoliticas . También, mostraron capacidad de
metabolizar m&s de dos sustratos organicos y ser anaerobios facultativos; reducir
nitrato y nitrito. Llama la atencion el fenon F3, formado por ocho aislados (2SC4,
2SC7,2SC8, 2SC10, 2SC12, 2SC19, 25C24 y 2SC25), que aungque, son reducidas
las potencialmente patdgenas, se distinguen por metabolizar mas de tres sustratos
organicos y por la capacidad de crecer en un ambiente en presencia o ausencia de
oxigeno, asi como de reducir nitrato. Finalmente, todos los aislados fueron

negativos a la prueba de movilidad (tabla 1.9 y figura 1.10).

Tabla 1.9. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en San

Cristobal Huichochitlan durante la época seca-fria en el segundo muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos Comportamiento respiratorio

Aislados T - . _ _
ADN Ami Lip Gel Ure Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnF F/AnF NO3; NO,

2SC1
2SC22
2SC9
2SC14
2SC20
2SC2

2SC17

2SC5
2SC6
2SC4
2SC10
2SC7
2SC8
2SC25
2SC12
2SC19
25C24
2SC3
2SC23
2SC21
2SC11
2SC15
2SC16
2SC13
2SC18

2SC= segundo muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-
B: hemdlisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
AnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NOs™: reduccién

de nitrato. NOz2" reduccion de nitrito. [ ENGN- respuesta positiva.
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Figura 1.10. Formacion de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de San

Cristobal Huichochitlan (seca-fria). SC= San Cristébal Huichochitlan. F= fenon o

grupo. Linea roja= nivel de corte.

En latabla 1.10 y figura 1.11, se exponen las caracteristicas fenotipicas y la
formacion de tres grupos, integrados por 14 aislados Gram positivos (nimeros color
morado) y 12 Gram negativos (numeros color rosa) obtenidos en SM en la época
seca-fria. El fenon F1, fue el grupo con el mayor nimero de aislados (2SM1, 2SM5,
2SM6, 2SM11, 2SM13, 2SM14, 2SM15, 2SM16, 2SM17, 2SM18, 2SM19 y 2SM21),
con una reducida capacidad para producir exoenzimas y con excepcion del aislado
2SM15 no fueron hemoliticos. Mientras, que la mayoria utilizé la lactosa, maltosa y
manitol, siendo anaerobios facultativos y capaces de reducir nitrato. Por otra parte,
los aislados de F2 (2SM2, 2SM3, 2SM7, 2SM8, 2SM9, 2SM10, 2SM12, 2SM20,
2SM22 y 2SM23), de los cuales, tres aislados (2SM2, 2SM9 y 2SM10) fueron
capaces de utilizar diferentes compuestos organicos como fuentes de carbono y
junto con 2SM12 ser hemoliticos, mientras que el comportamiento respiratorio
evidencio la capacidad de crecer en medios con y sin oxigeno, asi como reducir

nitrato. F3, estuvo integrado por cuatro aislados con caracteristicas muy diversas.
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Tabla 1.10. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en San

Mateo Atenco durante la época seca-fria en el segundo muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos Comportamiento respiratorio
Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnF F/ANF NO3~

Aislados . . H-B
ADN Ami Lip Gel Ure

2sm1 I

2SM16

2SM17

2SM18 I
2SM5

2SM13 I
2SM15

2SM6

2sM11

2SM14

2SM19

2sMm21

2SM2
2SM10
2SM9
2sM12
2SM7

2SM3
2SM8
2SM20
2SM22
2SM23
2SS4
2SM24
2SM25
2SM26

2SM= segundo muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-
B: hemdlisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
ANnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NO3: reduccion

de nitrato. -= respuesta positiva.

SM1
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Figura 1.11. Formacion de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de San
Mateo Atenco (seca-fria). SM= San Mateo Atenco. F= fenon o grupo. Linea roja=

nivel de corte.
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En el sitio de SC, los 24 aislados Gram positivos (nUmeros color morado)
obtenidos en la época seca-célida integraron tres grupos, de los cuales los aislados
del fenon F1 (3SC1, 3SC2, 3SC4, 3SC8, 3SC18 y 3SC19) y F2 (3SC5, 3SC10,
3SC11, 3SC12, 3SC13, 3SC15, 3SC16, 3SC17, 3SC20, 3SC21, 3SC22, y 3SC24)
fueron similares al mostrar capacidad para producir mas de una enzima, utilizar mas
de tres sustratos organicos como fuentes de carbono y energia, reducir nitrato y ser
anaerobios facultativos. Sin embargo, los aislados que formaron el grupo F3 (3SC3,
3SC6, 3SC7, 3SC9, 3SC143 y SC23) se caracterizaron por utilizar menos de dos
compuestos organicos reducir nitrato y nitrito; por tener movilidad en el medio
ensayado. Asimismo, no se observo la capacidad de lisar eritrocitos de la sangre
utilizada en el medio ensayado (tabla 1.11 y figura 1.12).

Tabla 1.11. Caracteristicas fenotipicas de los aislados bacterianos obtenidos en San

Cristébal Huichochitlan durante la época seca-calida en el tercer muestreo.

Enzimas extracelulares Compuestos organicos = Comportamiento respiratorio y mov
ADN Ami Lip Gel Ure P Lac Mal Man Sac Sor Cit G/AnNF F/AnF NO;~ NO, Mov
3sC1 ]
3SC2
3SC4
3SC8
3SC19
3SC18
3SC5
3SC11
3SC16
3SC10
3SC13
3SC17
3SC12
3SC20
3SCi15
3SC22
3SC24
3SC21
3SC3
3SC6
3SC7
3SC9
3SC23
3SC14

Aislados

3SC= tercer muestreo. ADN: ADNasa. Ami: amilasa. Lip: lipasa. Gel: gelatinasa. Ure: ureasa. H-f:
hemolisis beta. Lac: lactosa. Mal: maltosa. Man: manitol. Sac: sacarosa. Sor: sorbitol. Cit: citrato.
AnF/G: anaerobio facultativo en glucosa. AnF/F: anaerobio facultativo en fructuosa. NOs": reduccion

de nitrato. NO2: reduccion de nitrito. Mov: movilidad. -= respuesta positiva.
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Figura 1.12. Formacioén de grupos, obtenidos por el método de Ward del sitio de San

Cristébal Huichochitlan (seca-calida). SM= San Cristobal Huichochitlan. F= fenon o

grupo. Linea roja= nivel de corte.

1.8. Discusion

La mayoria de las técnicas al trabajar con filtros para aislar e identificar
bacterias como parte de los bioaerosoles, se basan en métodos como cortar el filtro
y colocarlo en BHI (infusion cerebro y corazén), haciendo crecer a los
microorganismos en medios de cultivo especificos (Nanclares, 2016), algunos otros
utilizan filtros de fibra de vidrio suspendiéndolos en solucién de fosfato (Alghamdi et
al., 2014); otros recolectan las muestras en filtros de fibra de cuarzo, procediendo a
realizar el aislamiento mediante la extraccion de DNA en kit comerciales especificos
(Gou et al., 2016) por tan solo mencionar algunos. Mientras que la técnica empleada
en este trabajo, al aislar bacterias atrapadas en filtros de fibra de vidrio sometidas a
condiciones de estrés extremas, utilizando CN y AN para el crecimiento de las
células bacterianas, solo permite el desarrollo de aquellas mejor adaptadas,
resultando el procedimiento restrictivo, es decir, fue limitado el crecimiento de las
bacterias debido a la falta de nutrientes que requieren determinados grupos

bacterianos.
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De los 133 aislados obtenidos en los tres sitios de la ZMVT, prevalecio la
morfologia bacilar. Las bacterias con forma de bacilo, anaerobios facultativos o
aerobios formadores de esporas se han asignado al género Bacillus, las cuales
generalmente son microorganismos Gram positivos (Claus y Berkeley, 1986).
Asimismo, lo reportado en este trabajo, fue similar a la registrado por Zufiga-Ortega
et al. (2014) en los sitios de Oxtotitlan-Carmen Serdan y Aeropuerto en la ZMVT,
durante el mes de mayo de 2014; Cruz-Pauseno et al. (2016) en San Mateo Atenco,
donde predominaron los bacilos y cocobacilos Gram positivos, asi como los
realizados por Hurtado et al. (2014) en la ciudad de Tijuana (México), donde el 62%

fueron Gram positivos con forma de bacilos.

En este estudio se identificaron 118 aislados bacterianos pertenecientes al
grupo Gram positivas, resultados similares obtenidos por Hu et al. (2017), en
muestras de particulas suspendidas (PMzs), identificando principalmente especies
del género Bacillus (B. subtilis, B. megaterium y B. cereus). Estos microorganismos,
tienen la particularidad de formar esporas ante la falta de nutrientes,

proporcionandoles mayores posibilidades para la supervivencia en la atmésfera.

Asimismo, se observo el mas alto porcentaje de bacilos Gram positivos en el
sitio de CB; autores como Garcia-Mena et al. (2016) aluden a la existencia de nubes
microbianas derivadas de aglomeraciones humanas y en este sitio de estudio,
ubicado dentro de las instalaciones de la Preparatoria No. 5 "Dr. Angel Maria
Garibay" de la UAEM, existen flujos continuos de multitudes humanas, que bien
pudieran atribuirse los resultados de este trabajo, ya que en estudios similares del
interior y exterior de un aula educativa, Obbard et al. (2018), refieren que las
bacterias transportadas por el aire derivan de los estornudos, exhalacion y tos
emitidos por individuos presentes en el interior de la escuela; con base en lo
reportado por Findeley et al. (2013), derivado de investigaciones realizadas en piel
de personas sanas, se han encontrado bacterias Gram positivas pertenecientes a

los géneros Propionibacterium, Corynebacterium y Staphylococcus.

Por otro lado, la disminuida sobrevivencia de bacterias Gram negativas (15
aislados), podria relacionarse con la incapacidad que tienen para agruparse en
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pares o cadenas, como lo hacen los bacilos (1-2 células) y estreptobacilos (células
en cadena), asi como aspectos metabdlicos que restringen drasticamente su
crecimiento después de ser capturados en los filtros de fibra de vidrio. Algunos
microorganismos pueden sobrevivir y soportar periodos de tiempo mas cortos o mas
largos, cerrando su metabolismo al formar esporas o sintetizando compuestos
protectores, ejemplo, proteinas de choque térmico o solutos compatibles (Moissl-
Eichinger et al., 2016).

En la Tabla 1.3, se observo que las bacterias aisladas de CB presentaron
mayor capacidad para producir enzimas extracelulares (IME= 65 %), asi como la
degradacion de macromoléculas de grasa por accion de la enzima lipasa (67 %). La
produccion de lipasas, es considerada un factor de patogenicidad, sobre todo para
los organismos homeotermos, ya que esta produccion altera la membrana
plasmatica del huésped (Soler et al., 2002), resultando importante para la nutricion
microbiana de géneros como Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, entre otros
(Becker y Markl, 2000). El sitio de CB, esta rodeado por avenidas muy transcurridas
del municipio de Toluca de Lerdo y geograficamente situado en una zona de
transicion, es decir, por un lado, una regién urbanizada y por el otro semi rural. En
estudios recientes Quezada et al. (2018); Quezada (2019), identificaron en esta
demarcacion, dos especies de Bacillus (B. cereus y B. thuringiensis), Brevundimona
diminuta y Exiguobacterium, por lo que, presuntivamente los aislados obtenidos

podrian pertenecer a estas especies.

Las bacterias aisladas de SC aumentaron el porcentaje en la produccion de
exoenzimas durante la época seca-célida, registrandose un IME del 61 %, por lo
que, posiblemente sean potencialmente patégenas para el humano. La ubicacién
geografica de este sitio, esta influenciada por los vientos que llegan de municipios
cercanos convirtiétndose en un depdsito de material particulado fino como las
bacterias procedentes de habitantes de las zonas aledafias. En la mayoria de las
bacterias aisladas de SM, se observé la capacidad de producir ADNasa (58 % y 23
%), gelatinasa (84 % y 27 %) y hemolisis B (68 % y 42 %) en las épocas: lluvias y

seca-fria, caso diferente a lo reportado por Martinez et al. (2018), después de
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obtener 24 aislados bacterianos, de los cuales todos produjeron gelatinasa y un bajo
porcentaje fue hemolitico (17 %). Por lo que existe una importante variacién en
cuanto a la produccion de exoenzimas, asi como la influencia de la técnica utilizada

para la colecta de bacterias ambientales.

Estos resultados evidenciaron, como los aislados bacterianos de los tres
sitios de estudio, produjeron sobre todo ADNasa, gelatinasa y ureasa. La ADNasa,
es una exoenzima conocida como desoxirribonucleasa, capaz de degradar el DNA
(MacFadin, 2003), por lo que se plantea, que las bacterias aéreo-transportadas
capaces de producirlas son potencialmente patégenas. Las enzimas proteoliticas,
es decir gelatinasas, estan asociadas con factores de patogenicidad en bacterias
Gram positivas como Enterococcus faecalis (Nakayama et al., 2001). Finalmente,
las ureasas microbianas hidrolizan urea en amoniaco y diéxido de carbono (Mobley
et al., 1989); en este contexto, se considera la presencia de ureasa como un factor
de patogenicidad, ya que algunos informes han evidenciado como Helicobacter
pylori es causante de gastritis y Ulceras duodenales, también, su capacidad de
metabolizar la urea mediante una ureasa para generar amoniaco, esencial para
neutralizar la acidez en la mucosa gastrica que permite colonizar el tracto digestivo
(Olivares y Gisbert, 2006), incluso, especies como Staphylococcus capitis
urealiticum, son capaces de sobrevivir con o sin urea en pacientes hipoclorhidricos
(Brandi et al., 2006) y en este trabajo se observdé que mas de la mitad de las

bacterias aisladas de CB (86 %) produjeron esta enzima.

La hemdlisis consiste en la fragmentacién de los estromas generando la
liberacién de la hemoglobina (Cuadra, 1957) y las bacterias capaces de producir
hemolisinas, son consideradas patdgenas (Cleary y Cheng, 2006) como los géneros
Streptococcus y Enterococcus (Brooks et al., 2010). En este trabajo, las BAT
aisladas en lluvias y seca-fria, entre un 22 % y 68 % fueron hemoliticas 3, lo que
podria indicar procesos que comprenden lisis en los eritrocitos, desencadenando
efectos citotoxicos en el sistema inmune, sobre todo en los sitios de SM (68 %) y

CB (67 %). Sin embargo, de acuerdo con Garcia-Mena et al. (2016) las bacterias
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hemoliticas B, no necesariamente son un riesgo potencial para las personas

saludables.

En relacién a la utilizacion de compuestos organicos como fuentes de
carbono y energia, en este trabajo la glucosa, fructuosa y sacarosa fueron los
compuestos organicos mayormente utilizados por los aislados bacterianos (mas del
68 %); en un estudio similar Cruz-Pauseno et al. (2016b) mostraron como la
fructuosa y sacarosa (74 % y 67 %), también, fueron los sustratos mas utilizados
por las bacterias aisladas del sitio de San Mateo Atenco durante la temporada seca-
fria. Simon (2012) en tres puntos de la actual Ciudad de México (Pedregal de San
Angel, Santa Ursula y La Merced), observé que las cepas aisladas utilizaron
mayormente fructuosa (promedio 72 %), manosa (promedio 71 %) y glucosa
(promedio 68 %), coincidiendo en que la glucosa y fructuosa son los sustratos
organicos mayormente utilizados por las bacterias suspendidas en el aire, sobre
todo en ciudades contaminadas como lo es la ZMVT. Los resultados del IMU,
evidencian que las bacterias aéreo-transportadas aisladas tienen la capacidad para
degradar la materia organica al utilizar los carbohidratos como una fuente de

carbono y energia en mas del 56 %.

Algunos autores, clasifican a las bacterias patbgenas por sus requerimientos
de oxigeno en: a) aerobias estrictas, precisan de oxigeno libre, b) anaerobias
facultativas, pueden vivir y multiplicarse con o sin oxigeno y ¢) anaerobios estrictos,
crecen en condiciones altamente reductoras o de potencial 6xido reduccion (Harvey
et al.,, 2007); en este trabajo la mayoria de las bacterias fueron anaerobias
facultativas y reductoras de nitrato, particularidades de aquellas capaces de acoplar
la reduccion de nitrato a la oxidacion de diferentes sustratos organicos como los
miembros cultivados de los phyla Actinobacteria y Firmicutes (Kourtev et al., 2009),
por lo que la bacterias aisladas en este estudio, presuntivamente pertenecen al
phylum Firmicutes, reforzando la conjetura con lo encontrado en esta investigacion
(Capitulo 3, figura 3.4).
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1.9. Conclusiones

= Las bacterias aéreo-transportadas viables de San Cristobal Huichochitlan,
San Mateo Atenco y Ceboruco fueron principalmente Gram positivas con
morfologia bacilar.

= EIIME, evidencié como los aislados bacterianos de CB (67 %) y SC (61 %),
fueron capaces de producir enzimas extracelulares, por lo que, se infiere que
poseen caracteristicas potenciales de patogenicidad.

= El IMU, mostré6 que la glucosa, sacarosa y fructuosa son los sustratos
organicos mayormente utilizados por las bacterias aéreo-transportadas, y
sobre todo los aislados de SMy SC, tienen la mayor capacidad para degradar
la materia orgénica al utilizar los sustratos como fuentes de carbono y
energia.

= La mayoria de las bacterias fueron anaerobias facultativas, reductoras de

nitrato y presuntivamente pertenecen al phylum Firmicutes.

1.10. Literatura citada

Alghamdi MA, Shamy M, Redal MA, Khoder M, Awad AH, Elserougy S. 2014.
Microorganisms associated particulate matter: a preliminary study. Science of
the Total Environment, 479:109-116.

Becker P and Markl H. 2000. Modeling of olive oil degradation and oleic acid
inhibition during chemostat and batch cultivation of Bacillus thermoleovorans IHI-
91. Biotechnology and Bioengineering, 70(6):630-637.

Blazewicz SJ, Barnard RL, Daly RA, Firestone MK. 2013. Evaluating rRNA as an
indicator of microbial activity in environmental communities: limitations and uses.
The ISME Journal, 7(11):2061-2068.

Bowers RM, McLetchie S, Knight R, Fierer N. 2011. Spatial variability in airborne
bacterial communities across land-use types and their relationship to the
bacterial communities of potential source environments. The ISME Journal,
5(4):601-612.

36



Cruz-Pauseno, 2019

Brandi G, Biavati B, Calabrese C, Granata M, Nannetti A, Mattarelli P, Di Febo G,
Saccoccio G, Biasco G. 2006. Urease-positive bacteria other than Helicobacter
pylori in human gastric juice and mucosa. The American Journal of
Gastroenterology, 101(8):1756-1761.

Brook RD, Franklin B, Cascio W, Hong Y, Howard G, Lipsett M, Luepker R,
Mittleman M, Samet J, Smith SC, Tager I. 2004. Air pollution and cardiovascular
disease a statement for healthcare professionals from the Expert Panel on
Population and Prevention Science of the American Heart Association.
Circulation, 109(21):2655-2671.

Brooks G, Butel J, Morse S. 2010. Microbiologia médica de Jawetz, Melnick y
Adelberg. 25a. EI Manual Moderno, México, 773 p.

Burrows SM, Elbert W, Lawrence MG, Péschl U. 2009. Bacteria in the global
atmosphere-Part 1: review and synthesis of literature data for different
ecosystems. Atmospheric Chemistry and Physics, 9(23):9263-9280.

Carballo-Cruz R. 1985. Caracterizacidén de bacterias heterotrofas en los aportes de
la laguna de Términos a la Sonda de Campeche. [Tesis de licenciatural.
Universidad Nacional Autonoma de México, México, 145 p.

Chang C. 2010. The immune effects of naturally occurring and synthetic
nanoparticles. Journal of Autoimmunity, 34(3):234-246.

Claus D and Berkeley RCW. 1986. Genus Bacillus Cohn, 1872. In: Sneath PHA,
Mair NS, Sharpe ME and Holt JG, editors. Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology. Williams & Wilkins, Baltimore, 34:1105-1139.

Cleary P and Cheng Q. 2006. Medically important beta-hemolytic Streptococci. In:
Dworkin M, Flkow S, Rosenberg E, Schleifer KH, Stackebrandt E, editors. The
Prokaryotes. 2nd ed. Springer, New York, p. 108-148.

COESPO. Consejo Estatal de Poblacion Estado de México. 2016. Cuaderno
Estadistico, Encuesta Intercensal 2015. Consultado el 05 de julio de 2017.
Disponible
en:http://coespo.edomex.gob.mx/sites/coespo.edomex.gob.mx/files/files/cuader
no%?20estadistic0%202016.pdf

37


http://coespo.edomex.gob.mx/sites/coespo.edomex.gob.mx/files/files/cuaderno%20estadistico%202016.pdf
http://coespo.edomex.gob.mx/sites/coespo.edomex.gob.mx/files/files/cuaderno%20estadistico%202016.pdf

Cruz-Pauseno, 2019

Cruz-Pauseno G, Nduiez-Cardona MT, Diaz-Godoy RV, Garcia PAV. 2016b.
Caracterizacion fenotipica de bacterias heterétrofas de la estacién San Mateo
del Valle de Toluca (Red de Monitoreo Ambiental). XII Congreso de
Investigacion. Universidad Nacional Autbnoma de México Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, México. 17-21 de octubre de 2016.

Cruz-Pauseno G, Ndfiez-Cardona MT, Diaz-Godoy RV. 2016. Comparacion
fenotipica y resistencia a los antibioticos de aerobacterias en dos sitios del Valle
de Toluca. 2do. Congreso Nacional de Investigaciones Microbiologicas.
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, México. 7-9 de noviembre de
2016.

Cuadra M. 1957. Mecanismo de destruccion de los eritrocitos. La hemodlisis
intravascular. En: Anales de la Facultad de Medicina. Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Lima, Peru, 40(4):872-907.

De la Fuente FS. 2011. Analisis de conglomerados. Consultado el 27 de mayo de
2019. Disponible en http://www.estadistica.net/Master-
Econometria/Analisi_Cluster.pdf

Dimmick RL, Straat PA, Wolochow H, Levin GV, Chatigny M A, Schrot JR. 1975.
Evidence for metabolic activity of airborne bacteria. Journal of Aerosol Science,
6(6):387-393.

Esbelin J, Santos T, Hébraud M. 2018. Desiccation: an environmental and food
industry stress that bacteria commonly face. Food Microbiology, 69:82-88.

Findeley K, Oh J, Yang J, Conlan S, Deming C, Meyer JA, Schoenfeld D, Nomicos
E. Park M. 2013. Topographic diversity of fungal and bacterial communities in
human skin. Nature, 498(7454):367-370.

Flores-Tena FJ, Pardave LM, Valenzuela I. 2007. Estudio aerobioldgico de la zona
San Nicolas, Municipio de Aguascalientes. Investigacion y Ciencia, 37:13-18.
Frohlich-Nowoisky J, Kampf CJ, Weber B, Huffman JA, Pohlker C, Meinrat OA,
Lang-Yona N, Burrows SM, Gunthe SS, Wolfgang E, Hang S, Hoor P, Thines E,
Hoffmann T, Després VR, Poschl U. 2016. Bioaerosols in the earth system:
climate, health, and ecosystem interactions. Atmospheric Research, 182:346-

376.

38


http://www.estadistica.net/Master-Econometria/Analisi_Cluster.pdf
http://www.estadistica.net/Master-Econometria/Analisi_Cluster.pdf

Cruz-Pauseno, 2019

Garcia-Mena J, Murugesan S, Pérez-Mufioz AA, Garcia-Espitia M, Maya O,
Jacinto-Montiel M, Giselle Monsalvo-Ponce G, Pifia-Escobedo A, Dominguez-
Malfavon L, Gomez-Ramirez M, Cervantes-Gonzalez E, Nufiez-Cardona MT.
2016. Airborne bacterial diversity from the low atmosphere of greater Mexico
City. Microbial Ecology, 72(1):70-84.

Gou H, Lu J, Li S, Tong Y, Xie C, Zheng X. 2016. Assessment of microbial
communities in PM1 and PMao of Urumgi during winter. Environmental Pollution,
214:202-210.

Granados RP y Villaverde MCP. 2003. Bacteriologia, caracteristicas y clasificacion
bacteriana, virologia caracteristicas y técnicas bioguimicas. En: Microbiologia
tomo 1. 3a ed. Thomson, Madrid, 325.

Haig CW, Mackay WG, Walker JT, Williams C. 2016. Bioaerosol sampling: sampling
mechanisms, bioefficiency and field studies. Journal of Hospital Infection,
93:242-255.

Harvey RA, Champe PC, Fisher BD. 2007. Microbiologia. 2a. ed. Lippincott Williams
& Wilkins. Espafia, 448.

Hernandez-Castillo OV, Mugica-Alvarez MT, Castafieda-Briones JM, Murcia F,
Garcia-Franco Y, Brisefio F. 2014. Aerobiological study in the Mexico City
subway system. Aerobiologia, 30:357-367.

Hu YD, Ma AZ, LU PY, Zhang Y, Zhuang GQ. 2017. Community characteristics of
cultivable bacteria in fine particles (PMz.s) of Beijing and Baoding. Environmental
Science, 38(4):1327-1339.

Hurtado L, Rodriguez G, Lépez J, Castillo JE, Molina L, Zavala M, Quintana PJ.
2014. Characterization of atmospheric bioaerosols at 9 sites in Tijuana, Mexico.
Atmospheric Environment, 96:430-436.

INSP. Instituto Nacional de Salud Publica. 2016. Consultado el 22 de junio de 2017.
Disponible en
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/171727/20160630 _calidadAire
_INSP_H_Riojas.pdf

Jacinto MM. 2013. Estudio de la composicién de las bacterias aerotransportadas

en la atmosfera baja de la zona Metropolitana del Valle de México. [Tesis de

39



Cruz-Pauseno, 2019

licenciatura]. Facultad de estudios superiores Zaragoza, Universidad Nacional
Autonoma de México. México, 88.

Joly M, Amato P, Sancelme M, Vinatier V, Abrantes M, Deguillaume L, Delort AM.
2015. Survival of microbial isolates from clouds toward simulated atmospheric
stress factors. Atmospheric Environment, 117:92-98.

Kaphalia BS. 2014. Chapter 16- Biomarkers of acute and chronic pancreatitis.
Biomarkers in Toxicology, 279-289.

Kourtev PS, Nakatsu CH, Konopka AK. 2009. Inhibition of nitrate reduction by
chromium (VI) in anaerobic soil microcosms. Applied and Environmental
Microbiology, 75(19):6249-6257.

Krumins V, Mainelis G, Kerkhof LJ, Fennell DE. 2014. Substrate-dependent rRNA
production in an airborne bacterium. Environmental Science and Technology
Letters, 1(9):376-381.

MacFadin JF. 2003. Pruebas bioquimicas para la identificacién de bacterias de
importancia clinica. 3a Ed., Panamericana, Buenos Aires, Argentina, 839 p.

Madigan MT, Martinko JM, Dunlap PV, Clark DP. 2009. Brock Biologia de los
Microorganismos. Pearson. México, 1259 p

Manahan SE. 2007. Introduccién a la Quimica Ambiental. Reverté. Consultado
el 22 de junio de 2017. Disponible
en:https://books.google.com.mx/books?id=5NR8DIk1n68C&printsec=frontco
ver&dg=Introduccion+a+la+Quimica+Ambiental&hl=es&sa=X&redir_esc=y#v
=onepage&g=Introduccion%20a%?20la%20Quimica%20Ambiental&f=false.

Maron PA, Mougel C, Lejon DP, Carvalho E, Bizet K, Marck G, Ranjard L. 2006.
Temporal variability of airborne bacterial community structure in an urban area.
Atmospheric Environment, 40(40):8074-8080.

Martinez SA, Nufiez-Cardona MT, Quezada CEU, Gonzalez SG, Diaz-Godoy RV.
2018. Factores de virulencia en bacterias aero-transportadas de tres estaciones
de la Red Automética de Monitoreo Ambiental de Toluca. XXVIII Congreso
Técnico Cientifico ININ-SUTIN. Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares,
México, 142-143. 27-30 de diciembre de 2018.

40



Cruz-Pauseno, 2019

Martiny JBH, Bohannan BJ, Brown JH, Colwell RK, Fuhrman JA, Green JL, Morin
PJ. 2006. Microbial biogeography: putting microorganisms on the map. Nature
Reviews Microbiology, 4(2):102.

Matthias-Maser S y Jaenicke R. 2000. The size distribution of primary biological
aerosol particles in the multiphase atmosphere. Aerobiologia, 16(2):207-210.
Meadow JF, Altrichter AE, Bateman AC, Stenson J, Brown GZ, Green JL, Bohannan

BJ. 2015. Humans differ in their personal microbial cloud. PeerJ, (3):e1258.

Mobley HLT, Hausinger RP. 1989. Microbial ureases: significance, regulation, and
molecular characterization. Microbiology and Molecular Biology Reviews,
53(1):85-108.

Mogrovejo FMT. 2015. Evaluacion de las tendencias de calidad del aire en la zona
metropolitana del valle de Toluca durante los afios 2000-20013. [Tesis de
pregrado]. Universidad de Cuenca, Ecuador, 110 p.

Moissl-Eichinger C, Cockell C, Rettberg P. 2016. Venturing into new realms?
Microorganisms in space. FEMS Microbiology Reviews, 40(5):722-737.

Nanclares DAC. 2016. Evaluacion de las bacterias aisladas de material particulado
PMz2.s captado en tres estaciones de la red de monitoreo de calidad de aire del
Area Metropolitana Valle de Aburra. [Tesis de maestria]. Universidad Nacional
de Colombia-Sede Medellin, Colombia, 74 p.

Nufiez-Cardona MT, Bustos-Martinez JA, Hamdan-Partida A, Chavez-lbafiez E,
Diaz-Godoy RV, Gutiérrez-Castillo ME. 2014. Identificacion de bacterias
aerotransportadas aisladas de la estacién de monitoreo Oxtotitlan (Estado de
México). Mediante el analisis de su 16S rADN. ler. Congreso Nacional de
Investigacion en Microbiolégicas. Benemérita Universidad Autonoma de Puebla,
México, 26-28 de noviembre de 2014.

Obbard JP. 2018. Levels of airborne bacteria in a school classroom environment in
Doha Qatar. Qatar Foundation Annual Research Conference Proceedings,
2018(1):EEPD1078.

Olivares D y Gisbert JP. 2006. Factores implicados en la patogenia de la infeccién
por Helicobacter pylori. Revista Espafiola de Enfermedades Digestivas,
98(5):382-386.

41



Cruz-Pauseno, 2019

OMS. Organizacion Mundial de la Salud. 2016. Ambient air pollution: a global
assessment of exposure and burden of disease. Consultado el 22 junio de 2017.
Disponible en: http://www.who.int/about/licensing/copyright_form/en/

OMS. Organizacion Mundial de la Salud. 2016a. Data base: outdoor air pollution in
cities. Consultado el 18 junio de 2017. Disponible
en:http://www.who.int/phe/health_topics/outdoorair/databases/cities-2011/en/

Palla F and Barresi G. 2017. Biotechnology and conservation of cultural heritage.
Springer. Berlin, 100 p.

Quezada CEU, Nufez-Cardona MT, Hamdam AP, Bustos MJA, Gomez EM, Diaz
RVG, Moreno JA. 2018. Aislamiento e identificacion de bacterias heterotrofas,
presentes en la atmosfera baja, de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca,
Estado de México. XXVIII Congreso Técnico Cientifico ININ-SUTIN. Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares, México. 27-30 de diciembre de 2018.

Quezada CEU. 2019. Analisis de bacterias heterétrofas aerotransportadas, en tres
sitios del Valle de Toluca, Estado de México. [Informe de servicio sociall].
Universidad Autbnoma Metropolitana, unidad Xochimilco, México, 51 pag.

RAMAT. Red Automatica de Monitoreo Atmosférico de la ZMT. 2019. Reportes
Mensuales 2018 Mosaico de la calidad del aire por particulas suspendidas
fraccion respirable (PMz.s) en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (2011-
2018). Consultado el 9 de febrero de 2019. Disponible en:
http://rama.edomex.gob.mx/mosaico

Rascovan N. 2013. Abriendo la caja negra de los microbiomas ambientales
argentinos. Caracterizaciones funcionales y ecolégicas en lagunas de altura
andinas y suelos de la pampa humeda con secuenciacion de alto rendimiento.
[Tesis doctoral]. Buenos Aires, Argentina, 236 p.

Rosas |, Salinas E, Martinez L, Eslava C, Cravioto A. 2004. La atmdsfera como
parte del habitat. En: Microbiologia ambiental. Instituto Nacional de Ecologia,
México, 134 p.

Santl-Temkiv T, Sahyoun M, Finster K, Hartmann S, Augutin-Bauditz S, Stratmann
F, Wex H, Clauss T, Woetmann NN, Havskov SJ, Smith KU, Wick YL,

42



Cruz-Pauseno, 2019

Gosewinkel KU. 2015. Characterization of airborne ice-nucleation-active bacteria
and bacterial fragments. Atmospheric Environment, 109:105-117.

Santos-Romo A, Janeth SAN, Certucha-Barragan MT, Almendariz-Tapia FJ,
Monge-Amaya O, Hernandez-Lopez J, Zepeda-Ibarra J. 2014. Microbiological
identification of atmospheric particles in Hermosillo, Sonora, México. Journal of
Environmental Protection, 5(5):376-386.

Simon IC. 2012. Caracterizacion de bacterias heterétrofas de bioaerosoles
colectados en tres puntos del Distrito Federal. [Informe de servicio sociall.
Universidad Autonoma Metropolitana, unidad Xochimilco, México, 45 p.

Sinclair NA, Stokes JL. 1962. Factors which control maximal growth of bacteria.
Journal of Bacteriology, 83(5):1147-1154.

Smets W, Moretti S, Denys S, Lebeer S. 2016. Airborne bacteria in the atmosphere:
Presence, purpose, and potential. Atmospheric Environment, 139:214-221.

Soler L, Figueras MJ, Chacon MR, Vila J, Marco F, Martinez-Murcia AJ, Guarro J.
2002. Potential virulence and antimicrobial susceptibility of Aeromonas popoffii
recovered from freshwater and seawater. FEMS Immunology & Medical
Microbiology, 32(3):243-247.

Tortora GJ, Funke BR, Case CL. 2012. Introduccion a la Microbiologia. 9a Ed.,
Médica Panamericana, Madrid, Espafia, 923 p.

Vaca SP, Miranda R, Cervantes C. 1995. Inorganic-ion resistance by bacteria
isolated from a Mexico City freeway. Antonie Van Leeuwenhoek, 67(4):333-337.

Walser SM, Gerstner DG, Brenner B, Buinger J, Eikmann T, Janssen B, Sagunski
H. 2015. Evaluation of exposure—-response relationships for health effects of
microbial bioaerosols - a systematic review. International Journal of Hygiene and
Environmental Health, 218(7):577-589.

Wei M, Xu C, Chen J, Zhu C, Li J, Lv G. 2017. Characteristics of bacterial community
in cloud water at Mt Tai: similarity and disparity under polluted and non-polluted
cloud episodes. Atmospheric Chemistry and Physics, 17(8):5253-5270.

Womack AM, Bohannan BJM, Green JL. 2010. Biodiversity and biogeography of
the atmosphere. Philosophical Transactions of the Royal Society of London B:
Biological Sciences, 365(1558):3645-3653.

43



Cruz-Pauseno, 2019

Zhang Q, Han Y, Xiao H. 2017. Microbial a-amylase: a biomolecular overview.
Process Biochemistry, 53:88-101.

Zhong X, Qi J, LiH, Dong L, Gao D. 2016. Seasonal distribution of microbial activity
in bioaerosols in the outdoor environment of the Qingdao coastal region.
Atmospheric Environment, 140:506-513.

Zufiiga-Ortega JF, Castillo-Simon |, Nufiez-Cardona MT, Diaz-Godoy RV,
Gutiérrez-Castillo ME. 2014. Aislamiento y caracterizacion de bacterias
heterotrofas aerotransportas de dos sitios de la Red de Monitoreo Ambiental del
Valle de Toluca. XIX Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud.
Universidad Auténoma Metropolitana, unidad lztapalapa, México. 26-28 de
diciembre de 2014.

44



Cruz-Pauseno, 2019

Anexo 1A. Medios de cultivo y técnicas utilizadas para el aislamiento y

caracterizacion de bacterias aéreo-transportadas
Agar Nutritivo

Reactivos

Caldo nutritivo 8.0¢g

Agar bacteriolégico | 15.0g
Agua destilada 1 000 mL

Esterilizar por autoclave a 15 Ib (121 °C) de presion durante 15 minutos.
Enfriar, vaciar en cajas Petri, este medio también fue utilizado para conservar los

cultivos puros (la cantidad depende del tamafio del vial).

Uso. Es un medio sélido utilizado para aislar bacterias con exigencias

nutrimentales generales.
Caldo nutritivo (BIOXON)

Reactivos

Caldo nutritivo | 8.0 g
Agua destilada | 1 000 mL

Suspender, distribuir y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Solucién salina

Reactivos

NacCl 85¢g
Agua destilada | 1 000 mL

Agregar 9.0 mL de la solucion salina en tubos de ensaye de 15.0 mL de
capacidad y esterilizar por autoclave a 15 libras (121 °C), durante 20 minutos.
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Uso. Esta solucidn es un diluyente isotonico para las células bacterianas con
el fin de proporcionar una concentracion adecuada para observacion al microscopio

o para lavar las células en preparacion para su estudio.
Tincion de Gram (Carballo-Cruz, 1985)

Reactivos. Cristal violeta-oxalato de amonio

Solucion A Solucién B

Cristal violeta | 2.0 g Oxalato de amonio 08¢
Etanol al 96% | 20 mL | Agua destilada 80 mL

Mezclar cada uno de los solutos en su disolvente respectivo. Dejar la solucion
oxalato de amonio en reposo durante una noche. Afadir las dos soluciones Yy filtrar.

Dejar reposar durante 24 horas en un frasco obscuro.

Reactivos. Lugol (300 mL)

Solucién A Solucién B
Agua destilada 240 mL Carbonato de sodio 30 mL
Yodo (cristales) 10g9 (Na2CO3) al 5 %
Yoduro de potasio 20g

Disolver en una pequefia cantidad de agua (de los 240 mL) el Yoduro,
posteriormente agregar el Yodo. Mezclar las dos soluciones y filtrar. Dejar reposar

durante 24 horas en un frasco obscuro.

Reactivos. Safranina

Safranina 05¢g
Alcohol etilico (95 %) | 5 mL
Agua destilada 95 mL
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Reactivos. Alcohol-acetona 100 mL

Acetona 30 mL
Alcohol etilico (95 %) | 70 mL

Mezclar cada una de las soluciones.

Uso. Para distinguir dos grupos de células: Gram positivas y Gram negativas,

esta tincion se debe realizar en cultivos menores a 24 horas de crecimiento.

El proceso para la técnica de tincion de Gram fue de acuerdo con Carballo-
Cruz (1985):

— 1. Preparar un frotis con el aislado bacteriano
y dejar secar las células bacterianas a
temperatura ambiente.

2. Cubrir con cristal violeta y esperar un
minuto.

3. Lavar con agua (moradas/Gram positivas).

4. Aplicar la solucion de Lugol y esperar un
minuto.

Proceso para la

técnica de tincion de 5. Lavar con agua.

Gram 6. Lavar el frotis con alcohol-acetona, hasta
decoloracion.

7. Lavar con agua.

8. Cubrir el frotis con Safranina durante un
minuto.

9. Lavar con agua, hasta que no haya restos
del colorante (rosadas/Gram negativas).

10. Dejar secar y agregar aceite de inmersion.

Interpretacion. Los microorganismos Gram positivos se tifien de color morado

y los Gran negativos se tifien de color rojo o rosa.
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Anexo 1B. Preparacion de medios de cultivo para la prueba de produccion de
enzimas extracelulares y hemalisis, con adaptaciones realizadas por Nufez-
Cardona de Carballo-Cruz (1985)

Ureasa

Reactivos

Agar bacteriolégico (base) | 15.09g
Urea 29.0¢9
Agua destilada (base) 1 000 mL

La solucién base y tubos a utilizar (con rosca) se esterilizan a 121 °C durante
20 minutos. Se expone la urea a rayos UV durante 15 minutos (Nufiez-Cardona,
comunicacién personal). Se mezcla la solucion base y la urea en un ambiente
estéril, posteriormente se vacia 3 mL en cada tubo con rosca. Se deja solidificar en

posicion inclinada.

Interpretacion. Si existe un cambio de color en el medio de cultivo (color rosa),

la respuesta es positiva a la prueba.
ADNasa (BIOXON)

Reactivos

Agar prueba ADNasa | 42.0g
Agua destilada 1 000 mL

Mezclar hasta homogenizar y esterilizar a 121 °C durante 20 minutos, dejar

enfriar y vaciar en cajas de Petri.

Interpretacion. Adicionar acido clorhidrico (HCL) 1.0 N, un halo blanco

muestra la prueba positiva.
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Amilasa

Reactivos
Agar nutritivo 23.0¢
Almidon soluble 15¢
Cloruro de sodio (NACL) | 5.0¢9
Agua destilada 1 000 mL

Mezclar hasta homogenizar y esterilizar a 121 °C durante 20 minutos, dejar

enfriar y vaciar en cajas de Petri.

Interpretacion. Cubrir la placa con solucién de Lugol, se produce un halo

transparente cuando es positiva a la prueba.
Lipasa

Reactivos

Tween 80 10 mL

Agar nutritivo 2309
Agua destilada | 1 000 mL

Mezclar hasta homogenizar y esterilizar a 121 °C durante 20 minutos Dejar

enfriar y vaciar en cajas de Petri.

Interpretacion. Observar la formacién de un halo de cristales alrededor del

area de crecimiento, la respuesta es positiva.
Gelatinasa

Reactivos

Gelatina bacteriologica | 4.0 g

Agar nutritivo 2309
Agua destilada 1 000 mL
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Mezclar hasta homogenizar la solucion y esterilizar a 121 °C durante 20

minutos. Dejar enfriar y vaciar en cajas de Petri.

Interpretacion. Adicionar cloruro mercurico (HgCL,), si se observa la
formacién de un halo transparente alrededor del &rea de crecimiento, la respuesta

es positiva.
Hemolisis

Reactivos

A B

Agar Mueller Hinton 38.0g Sangre | 50 mL
Agua destilada 950 mL

Mezclar los reactivos de Ay esterilizar a 121 °C durante 20 minutos. Dejar

enfriar y agregar B. Homogenizar y vaciar en cajas de Petri.

= Hemodlisis alfa (a). Se observa la formacion de un halo negro-verde alrededor
del &rea de crecimiento.
= Hemodlisis beta (B). Se observa la formacién de un halo transparente

alrededor del area de crecimiento.
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Anexo 1C. Preparacion de pruebas bioguimicas (Nufiez-Cardona,

comunicacion personal)

Lactosa, maltosa, manitol, sacarosa, sorbitol (aztcares)

Reactivos
Rojo de fenol (base) 16.0g
Agua destilada 1000 mL
Adicionar el sustrato: azlcares 50¢g
(lactosa, maltosa, manitol, sacarosa, sorbitol)

Mezclar hasta homogenizar la solucién. Vaciar 3 mL en tubos (con rosca) y

esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.

Interpretacion. Se considera como positivo el cambio del medio de cultivo de

color rojo a amarillo.
Citrato de Simmons

Reactivos

Agar citrato de Simmons | 22.0g
Agua destilada 1 000 mL

Calentar para homogenizar la solucién (hasta que comience a burbujear).
Vaciar en tubos con rosca y esterilizar a 121 °C durante 20 minutos. Dejar enfriar el

medio y colocarlos en posicién inclinada.

Interpretacion. Crecimiento con un color azul intenso en el medio de cultivo,

la prueba es positiva, si no se observa cambio de color, la respuesta es negativa.
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Reduccion de nitrato (NO3z") y nitrito (NOy)

Reactivos
Caldo nutritivo 8.0g
Nitrato de potasio (KNOs) | 1.0g
Agua destilada 1 000 mL

Calentar para homogenizar la solucion. Vaciar 3 mL en tubos (con rosca y
campana Durham) y esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.

Interpretacion. Agregar tres gotas de reactivos Griess A (acido sulfanilico) y
B (alfa naftilamina). Agitar el tubo con suavidad (esperar 2 minutos). Si al agregar
los reactivos A y B se observa color rojo en el medio liquido, la reduccion de nitrato
es positiva y la de nitrito es negativa. Si no hay cambio de color, agregar una pizca
de polvo de zinc, esperar de 3 minutos, si con este no cambia de color quiere decir
qgue el organismo redujo el nitrato en nitrito; si el medio liquido vira a rojo, el nitrato

no ha sido reducido por el organismo.
SIM (Sulfhidrico, Indol y Movilidad)

Reactivos

Medio SIM (BIOXON) | 30.0g
Agua destilada 1 000 mL

Calentar la solucion para homogenizar (hervir durante 1 minuto). Vaciar 3 mL
en tubos con rosca. Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos. Dejar enfriar en

posicion vertical.

Interpretacion.

= Movilidad. Si se observa turbidez alrededor de la linea de siembra, respuesta
positiva. Crecimiento Unicamente en la linea de siembra, respuesta negativa.
* Produccion de acido sulfhidrico (SH2). Cuando se observa en el medio un

color negro, respuesta positiva.
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* Produccion de Indol. Agregar 5 gotas de reactivo Ehrlich por la pared interior

del tubo, si se observa la formacion de un anillo rojo intenso en la superficie

del medio, respuesta positiva.

Oxido-Fermentacion de aztcares (NGfiez-Cardona, comunicacion personal)

Reactivos

Rojo de fenol (base)

169

Agar bacteriologico (BIOXON)

3049

Agua destilada (base)

1 000 mL

Adicionar el sustrato: glucosa/fructuosa

509

Calentar para que se disuelva (retirar hasta que empiece a burbujear) y vaciar

3.0 mL en tubos con tapon de algodon, esterilizar a 121 °C durante 20 minutos,

después de 24 horas, se inoculan los aislados por duplicado y se coloca un sello de

parafina y aceite de parafina (1:1) estériles a uno de ellos. El cambio de color rojo a

amarillo en ambos cultivos indica respuesta positiva a la anaerobiosis facultativa.

Cuando hay cambio de color en un solo tubo quiere decir que es aerobio estricto

(Carballo-Cruz, 1985).
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Anexo 1D. Indice Medio de produccion de Enzimas (I.M.E.) descrito por
Carballo-Cruz (1985)

El indice medio de produccion de enzimas exocelulares calcula la “capacidad
de producirlas por un grupo de cepas que participan en la degradacion de todos los

sustratos” metabolizados.

I.M.E.= Pe/Ne

Donde:

Pe = Porcentaje positivos de las exoenzimas

N = Numero total de exoenzimas ensayadas

indice Medio de Utilizacion de sustrato (I.M.U.) descrito por Carballo-Cruz
(1985).

Con este indice se calcula el “promedio de utilizaciéon de un sustrato, de una
familia de sustratos o del total de sustratos probados por una o grupo de cepas’
(Carballo-Cruz, 1985).

IMU=3 P/N

Donde:

P = Porcentaje de utilizacion de cada uno de los sustratos

N = Numero total de sustratos probados de cada familia quimica
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Capitulo 2
Analizar la composiciobn quimica en particulas
suspendidas con diametro aerodinamico menores o igual
a 2.5 micrometros (PMz5) en tres sitios del Valle de Toluca

y conocer alas bacterias que estan asociadas a estas

2.1. Resumen

Se realiz6 un estudio exploratorio mediante el analisis de particulas PM2s en
tres sitios de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT). A través de la
técnica de Emision de Rayos X Inducidos por Protones (PIXE), se detectd la
Composicion Quimica Elemental (CQE), identificAndose 11 elementos quimicos; se
consideraron los niveles de riesgo minimo (LMR) y el indice de calidad de aire
(IMECA) para determinar el grado de impacto en la salud; se establecié una
asociacion entre la CQE y grupos bacterianos. El silicio (Si) fue el elemento quimico
con mayor concentracion en los sitios de San Cristobal Huichochitlan (SC), San
Mateo Atenco (SM) y Ceboruco (CB), registrando las mayores concentraciones en
este ultimo. Los hallazgos detectados de K y ClI estar vinculados con la quema de
biomasa e incineracién de desechos; los valores de LMR en el cloro (Cl), podrian
estar relacionados con resultados adversos en la salud de adultos mayores; el
IMECA no excedié los estandares diarios (24 horas) de la norma Mexicana NOM-
025-SSA1-2014, sin embargo, en SM se observo una calidad de aire regular y mala,
como resultado de intensas actividades industriales y transito vehicular. Se infiere
una asociacion entre la CQE y la presencia de bacterias, ya que algunos elementos
quimicos son esenciales en los procariotas y estan involucrados con procesos de
esporulacién, mientras que otros CQE podrian ser bioabsorbidos, por lo que
determinados microorganismos bacterianos podrian representar un importante

reservorio de compuestos quimicos en la ZMVT.

Palabras clave: ZMVT, PIXE, PM2s, composicion quimica y bacterias.
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2.2. Abstract

An exploratory study was performed by analyzing PM: s particles at three sites
in the Toluca Valley Metropolitan Area (ZMVT). Through the technique of Proton
Induced X-ray Emission (PIXE), Elemental Chemical Composition (CQE) was
detected, identifying 11 chemical elements; the minimum risk levels (MRLs) and the
air quality index (IMECA) were considered to determine the degree of health impact;
An association was established between the CQE and bacterial groups. Silicon (Si)
was the chemical element with the highest concentration at the sites of San Cristobal
Huichochitlan (SC), San Mateo Atenco (SM) and Ceboruco (CB), registering the
highest concentrations in the latter. The detected findings of K and CI be linked to
biomass burning and waste incineration; MRL values in chlorine (Cl) could be related
to adverse health outcomes in older adults; IMECA did not exceed the daily
standards (24 hours) of the Mexican standard NOM-025-SSA1-2014, however, in
SM a regular and bad air quality was observed, as a result of intense industrial
activities and vehicular traffic. An association between the CQE and the presence of
bacteria is inferred, since some chemical elements are essential in prokaryotes and
are involved with sporulation processes, while other CQE could be bioabsorbed, so
that certain bacterial microorganisms could represent an important reservoir of

chemical compounds in the ZMVT.

Keywords: ZMVT, PIXE, PMzs, elementary particles and bacteria.
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2.3. Introduccioén

La contaminacion atmosférica es la presencia de materia quimica y biologica
que alteran la calidad del aire causando efectos negativos en animales, en la
vegetacion (algunas de importancia econdmica), en personas y hasta en
edificaciones con valor historico. En el aire, existen particulas con diametros
aerodinamicos de origen antropogénico clasificados en: a) particulas gruesas
inhalables, con diametro de 10 um, b) particulas finas, con diametro de 2.5 um o

menos y ¢) particulas ultrafinas, con tamafio a nano escala (Baysal et al., 2018).

Las particulas finas o0 PM2s, suspendidas en la atmdsfera estan constituidas
por diferentes elementos quimicos y particulas organicas e inorganicas. La
complejidad de las PMzs, radica en que son un problema cotidiano de ciudades
emergentes mayormente contaminadas como China, India, Rusia, Corea del Sur,
entre otras (Banco Mundial, 2018), resultado del aumento en la poblacion y la

demanda de los recursos naturales.

La suspension y permanencia de las PM2s en la atmosfera, deterioran
notablemente la calidad del aire y se ve reflejado en la salud de cada individuo
expuesto a estas particulas. De acuerdo con la OMS (2018), nueve de cada diez
personas inhalan aire contaminado, esto afecta directamente al sistema
cardiovascular, causando accidentes cerebrovasculares, cardiopatias, cancer de
pulmén, neumopatia obstructiva crénica e infecciones respiratorias. Asimismo, el 90
% de las muertes asociadas con la contaminacién del aire se producen en paises

en vias de desarrollo.

En México, se han establecido 84 redes de monitoreo ambiental en distintas
zonas metropolitanas con estaciones que evallan contaminantes como el 0zono
(O3), bidxido de azufre (SOz2), bioxido de nitrégeno (NO2), monoxido de carbono
(CO), particulas menores a 10 y 2.5 micrometros (PMio y PM2s), particulas
suspendidas totales (PST) y plomo (Pb). Para el caso de la Zona Metropolitana del
Valle de Toluca (ZMVT), la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA),

actualmente monitorea la calidad del aire y evalla las concentraciones de las
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particulas PM1o, PM25, O3, NO2, CO y SOo.

La RAMA, esta integrada por siete estaciones de muestreo: Oxtotitlan, Toluca
Centro, Aeropuerto, San Cristébal Huichochitlan, Metepec, Ceboruco y San Mateo
Atenco; opera a través de tres épocas climatologicas del afio: seca-fria (noviembre-
febrero), seca-célida (marzo-mayo) y lluvias (junio-octubre). Por la estructura
topogréfica de la ZMVT (2,668 m sobre el nivel del mar), se producen inversiones
térmicas que impiden que la contaminacion del aire se disperse (Romieu et al.,
2012), aunado a la serie de cambios que en los ultimos afios ha tenido, la ZMVT se
ha transformado de una superficie natural a urbana y por consiguiente el clima,
caracterizandola como una ciudad seca. Esto puede explicarse, en gran parte, por
contaminantes derivados de 9,284 industrias y 47,576 comercios (Mata et al., 2018).

En este sentido, es relevante el monitoreo de los contaminantes presentes
en la atmésfera de la ZMVT y una forma para el estudio de las PMzs, es mediante
la técnica de origen atomico, multielemental, no destructivo, rapida y altamente
sensitiva denominada PIXE (emisién de rayos-X inducidos por protones), que opera
cuando un haz de protones provenientes de un acelerador interactia con los
electrones (capas o subcapas) de los &tomos presentes en las muestras a analizar,
ocasionando un hueco al expulsar un electron. Este hueco es ocupado
seguidamente por otro electrén, produciéndose una emisién de energia conocida
como rayos-X, dando lugar un espectro caracteristico con el mismo nombre y a
partir de este espectro conociendo el area bajo el pico, se conoce su concentracion

(Diaz y Dominguez, 2008).

Adicionalmente, con la técnica PIXE es posible determinar elementos de
configuracion electronica Z=12 hasta Z=82, ya que es rapida y no destructiva,
ademas, por su eficiencia, es aplicada a disciplinas como las Ciencias Ambientales,
Geologia, Mineralogia, Petroquimica, Antropologia y Medicina (Cortez-Lugo et al.,
2018).
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En este trabajo, se analizd la composicion quimica en particulas suspendidas
con diametro aerodinamico menores o igual a 2.5 micrometros (PMz.5) en tres sitios
de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca: San Cristébal Huichochitlan (SC), San
Mateo Atenco (SM) y Ceboruco (CB) a través de la técnica de PIXE, asociandose
con la presencia de grupos bacterianos identificados mediante secuenciacion

masiva (Capitulo 3).

2.4. Revision bibliografica

La contaminacion atmosférica, es originada por la quema de combustible fésil
y otras fuentes de energia, generando gases como el didxido de carbono (CO32),
NOx (N20, NO, N203, N204, NO2, N20s), monoxido de carbono (CO), dioxido de
azufre (SOz2), ozono (Os), metano (CH4) y compuestos clorados (CFC’s, HCFC'’s).
La concentracion de estos contaminantes dependera principalmente de su
composicién fisica, quimica, variables meteoroldgicas y topograficas existentes
(Masters y Wendell, 2008; Sanchez, 2015). Por su fuente de origen, autores como

Manahan (2007) los clasifican en particulas primarias y secundarias (figura 2.1).

Particulas segin su

origen
|
Particulas primarias Particulas secundarias
( ) ( R
- Aquellas que se forman en la
Aquellas que son emitidas atmasfera por procesos
directamente a la atmdsfera quimicos a partir de la
(ej. quema de combustibles presencia de materiales
y polvo de las calles) gaseosos (SO,, NOy, COV,
N 3
. J . J

Figura 2. 1. Clasificacion de las particulas segun su fuente de origen.
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Las particulas también se clasifican de acuerdo a su tamafio (diametro
aerodindmico) como gruesas (PM2s5-PMio), finas (£ PMzs) y ultrafinas (PMo.1).
Actualmente, las investigaciones se concentran en el estudio de las particulas finas
y ultrafinas, ya que mientras mas pequefio es el diametro aerodinamico mayor sera
la viabilidad de penetrar y alojarse en las zonas mas profundas del sistema
respiratorio e incluso atravesar barreras pulmonares ingresando al torrente
sanguineo, contribuyendo al riesgo de originar enfermedades cardiovasculares y
respiratorias (OMS, 2018b).

Las particulas suspendidas son un indicador de contaminacion en el aire;
dependiendo de la fuente de origen y de la formacién podrian estar constituidos por
una amplia gama de elementos, entre los que se han identificado componentes
minoritarios de elementos traza; aniones como el sulfato (SO4s?7), ozono (O3°),
cloruro (CI), oxalato (C204?); algunos cationes (NHs*, Na*, K*, Mg?*, Ca?*), PM2s
(Nayebare et al., 2016), polvos minerales, agua, incluso polen, hongos, bacterias,
virus, entre otros (figura 2.2).

Actividade—s industriales y
quema de biomasa

Combustiéon de motor en
vehiculos

Humanos Particulas suspendidas

Figura 2.2. Origen y composicion de las particulas suspendidas en el aire
(Modificado de Zhong et al., 2019).
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Las PM2s por su diametro, tiene la facilidad de transportar diversos materiales
toxicos, ingresar a través del vello nasal y llegar al tracto respiratorio e ir
acumulandose por difusion generando dafios en otras areas del cuerpo como
algunos autores sefialan (Xing et al., 2016). Es por ello, que comprender la
interaccion entre las particulas biolégicas y quimicas diseminadas en la atmosfera
adquiere gran relevancia. Autores como Baysal et al. (2018), han demostrado el
efecto de las PM2.s, nanopatrticulas de 6xido de zinc (ZnO) y dioxido de titanio (TiOz)
en bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y Gram
positivas (Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus), evidenciando como las Gram
negativas no muestran inhibicién ante la exposicion de las PM2.s con ZnO, mientras
que la habilidad para crecer y formar colonias de ambos grupos bacterianos se ve
afectado ante la exposicion de particulas PM25sy TiO2, originado por dafios en el
DNA.

También, existen factores como la zona de estudio que influye en la cantidad
de particulas y bacterias presentes en el aire. Gandolfi et al. (2015), integraron datos
derivados de investigaciones realizadas en areas urbanas como Milan y Venecia,
considerando que es minima la contribucién de las particulas quimicas con la
formacién de comunidades bacterianas, al observar que organismos del orden
Burkholderiales y Actinomycetales estan correlacionados significativamente con los
iones de magnesio (Mg?*), bario (Ba) y diéxido de azufre (SO2), dado que SO:2 es
un compuesto esencial para el crecimiento bacteriano, mientras que el Ba es
aceptado por una amplia diversidad de grupos bacterianos. Xie et al. (2018),
sefialaron que las bacterias suspendidas en los sitios urbanos e industriales estan
influenciados por fuentes estacionalmente independientes (ej. polvo del pavimento
y actividades humanas cotidianas), mientras que las bacterias relacionadas con la
vegetacion predominan en las éareas rurales, ademas de que las estructuras

bacterianas estan reguladas por condiciones meteoroldgicas.

Otro grupo de investigadores en Xi‘an (China) informaron una asociacién
entre las abundancias relativas de las bacterias y el tamafio de las particulas, debido

a la proporciéon de estas, ya que las mas gruesas tienen mayor superficie para la
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adhesion de los microorganismos, mientras que las que tienen extensiones lisas
disminuyen la eficacia de la adhesion (Lu et al., 2018). Contenidos semejantes
registraron Wolf et al. (2017), al observar como las concentraciones de
componentes similares a las bacterias (particulas artificiales) fue mayor en PM2s
(1.41%) que en las PM1.o (0.52 %), evidenciando una alta eficiencia que tienen las

células bacterianas con diametros aerodinamicos de 1 ym.

Por otro lado, andlisis realizados por Franzetti et al. (2011), sefalaron que
existen variaciones estacionales en las comunidades bacterianas presentes en las
particulas PM2s y PMio durante el verano e invierno; mostraron como las
poblaciones microbianas se comparten entre si, pero difieren en abundancia y tipo
de taxones dominantes influenciados por diferentes fuentes, en verano la cantidad
de Rhizobiales y Sphingomonadales se relacion6 con la presencia de restos de
plantas y pélenes en las particulas, mientras que las bacterias formadoras de
esporas en invierno (Actinomycetales y Firmicutes) estan relacionadas con la
dindmica de la poblacién debido a la presion selectiva, es decir, solo las bacterias

mas resistentes predominan durante la temporada mas severa.

Bajo este supuesto, los hallazgos de Wackett et al. (2004), aluden en como
los genes que facilitan la supervivencia de la célula bacteriana adquieren carbono,
nitrégeno, azufre, fésforo, cationes principales, cloruro, zinc y metales de transicion
funcionando de manera sistematizada para la supervivencia del microorganismo,
siendo los cationes principales Na*, K*, Mg?*y Ca?* los que se encuentran en las
células microbianas. Los hallazgos en los analisis de PMzs, muestran que estas
particulas carecen de nutrientes, lo cual resulta desfavorable para el crecimiento y
reproduccion en los microorganismos, sin embargo las PMzs al ser oligotréficas y
con un alto contenido mineral contribuyen en la formaciéon de esporas, lo que
mantiene el estado latente de las bacterias por mayores periodos de tiempo y una
alta resistencia que aumenta las oportunidades de supervivencia microbiana en
circunstancias de sequias, altas radiaciones solares y a los farmacos (Hu et al.,
2017).
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En lo concerniente a las normas oficiales mexicanas, en México se han

establecido limites en maximos permisibles de contaminantes en el aire, a fin de

garantizar la proteccién de la salud de la poblacién, la tabla 2.1 resume los

indicadores para el cumplimiento de las normas oficiales con respecto a cada

contaminante criterio.

Tabla 2.1. Valores de concentracion maxima para contaminantes atmosféricos en

México de las Normas oficiales mexicanas.

Norma Contaminante Valor Tiempo de Exposicién
Oficial permisible de exposicion
Mexicana exposicion
NOM-021- Plomo (Pb) 1.5 yg/m? Promedio Cronica
SSA1-1993 aritmeético de
tres meses
NOM-023- Dioxido de 0.210 ppm Dato horario Aguda
SSA1-1993 nitrogeno (NO2) Segundo
maximo
NOM-021- Monéxido de 11 ppm Promedio mévil Aguda
SSA1-1993 carbono (CO) Segundo de 8 horas
maximo
NOM-022- Dioxido de 0.200 ppm Promedio de 8 Aguda
SSA1-2010 azufre (SO2) Segundo horas
maximo
0.110 ppm Promedio de Aguda
maximo 24 horas
0.025 ppm Dato horario Cronica
Promedio
anual
NOM-020- Ozono (03) 0.095 ppm Dato horario Aguda
SSA1-2014 maximo
0.070 ppm Promedio movil
maximo de 8 horas
NOM-025- Particulas PMio 75 pug/ms Promedio 24 Aguda
SSA1-2014 mMaximo horas
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40 pg/m3 Crénica
Promedio
anual

Particulas PM2.5 45 pg/ms3 Promedio 24 Aguda
MAaximo horas

12 pg/m3 Cronica
Promedio
anual

Fuente: gob.mx/cofepris.

2.5. Objetivo

= Analizar la composicion quimica en particulas suspendidas con diametro
aerodinamico menores o igual a 2.5 micrometros (PMzs) en tres sitios del

Valle de Toluca y conocer a las bacterias que estan asociadas a estas.

2.6. Métodos

2.6.1. Colecta de muestras

Para este estudio, se realiz la colecta de muestras ambientales en un dia
de tres épocas (lluvias, seca-fria y seca-calida) en los sitios de San Cristobal
Huichochitlan (SC), San Mateo Atenco (SM) y Ceboruco (CB), todas pertenecientes
a la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico de la ZMVT considerando las
recomendaciones establecidas en el laboratorio del Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares, dirigido por el Dr. Raul Venancio Diaz Godoy. Las
muestras fueron colectadas con un muestreador TCR TECORA para particulas
PM2s (figura 2.3), con un flujo de 16.7 L/min vy filtros de fibra de vidrio de 47 mm

(PALL Corporation), esterilizados con rayos gama.
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Las colectas se realizaron a una altura promedio de 3.0 m aproximadamente,
durante 24 horas. La Composicion Quimica Elemental (CQE) identificada fueron
caracterizadas mediante la técnica de Andlisis por emision de rayos X inducidos por
protones (PIXE).

Figura 2.3. Muestreador TCR TECORA para la captura de particulas PMzs.

2.6.2. Andlisis de las muestras: emision de rayos X inducidos por protones
(PIXE)

Para la cuantificacion de las CQE y PMzs mediante la técnica de PIXE, se
cortaron los filtros con tijeras metdlicas previamente esterilizadas; posteriormente,
la fraccion de cada filtro fue colocado sobre una regleta metalica para introducirlos
asi en la camara de bombardeo que trabaja con vacio de 5x10™ Torr, generado por
dos bombas, una mecanica y otra de fusion. La camara estd conectada al
acelerador de particulas Tandem Van de Graaff de 12 MV, este acelerador emite un
haz de protones de 2.5 MeV y una intensidad de 10 nA, cuyas especificaciones

metodoldgicas fueron descritas por Aldape et al. (1996) (figura 2.4).
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Figura 2.4. Componentes del filtro de fibra de vidrio con las particulas retenidas. (A)
filtro, (B) marco de aluminio y (C) ensamblaje del filtro con el marco de aluminio.

Previo al analisis PIXE, se normaliz6 la precision de los estandares
elementales finos producidos con un margen de error no mayor al 0.7% para cada
elemento que se identifico; se utilizo el software GUPIXWIN para la determinacion
y cuantificacion de los elementos quimicos presentes en las muestras (figura 2.5).

Acelerador de particulas
Tandem Van de Graaff

Camara de
bombardeo

Filtro de fibra
de vidrio (47
)

Muestreador
TCR Tecora
PM2.5)

T Técnica por Emisién de
Regleta Rayos-X Inducido (PIXE)
metalica

:&:lq ,".ww’«- -
< "

Software GUPIXWIN

Figura 2.5. Metodologia para la deteccién de CQE utilizando la técnica de PIXE

(Diaz-Godoy comunicacion personal).
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Paralelamente, se determinaron las concentraciones (u/m3) para las
particulas PM25 y se estimaron los indices de calidad de aire (IMECA) a partir de
dichas concentraciones segun el algoritmo disponible en la pagina oficial de la Red
Automatica de Monitoreo Atmosférico de la ZMVT (rama.edomex.gob.mx/imeca).

Los valores de referencia IMECA se muestran en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Valores de referencia IMECA considerados por la Red Automética de

Monitoreo Atmosférico de la ZMVT.

Intervalos 0-50 51-100 101-150 @ 151-200 201-300

Calidad del Regular Extremadamente

aire mala

2.6.3. Andlisis de los datos

Para el analisis de la asociacion entre las CQE y las bacterias ambientales,
se consideraron registros con concentraciones mayores a 0.10 mg/m?3 para cada
CQE registrado en los sitios de muestreo, los cuales fueron asociados con la
presencia de grupos bacterianos detectados a partir de 100 conteos realizados

por secuenciacion masiva (figura 3.10 en Capitulo 3).

2.7. Resultados

2.7.1. Composicion de las particulas inhalables PM2.s

La técnica de PIXE permitio detectar 11 elementos quimicos en las particulas
PMzs, las cuales fueron: silicio (Si), azufre (S), cloro (Cl), argdn (Ar), potasio (K),
calcio (Ca), vanadio (V), cromo (Cr), manganeso (Mn), hierro (Fe) y zinc (Zn). Es
importante mencionar que, el sitio de SC en la época de lluvias, se registraron datos
imprecisos debido a errores técnicos (ejemplo, fallas con la energia eléctrica) en el

equipo de medicion TCR TECORA, por lo que estos datos no fueron analizados.
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En el sitio CB en las tres épocas de muestreo (lluvias, seca-fria y seca-
calida), se detectaron las mayores concentraciones de Si, Ca, K y Fe, en
comparaciéon con los sitios SM y SC; con respecto al Cl, se observé una alta
variabilidad de sus concentraciones en los tres sitios, independientemente de la
época estacional, estos valores se encontraron en un rango general entre 0y 0.44
mg/m3. Las concentraciones de S, V y Zn fueron variables no estableciéndose una

tendencia o comportamiento (tabla 2.3).

Tabla 2.3. Concentraciones de la CQE (mg/m3) detectadas en las PM2s.

Composicion Lluvias Seca-fria Seca-célida
guimica
elemental (mg/m3) sC SM CB SC SM CB SC SM CB

Si ! 5.80 44.61 4.74 1.05 43.63 14.84 6.70 64.15
S 0.30 * 0.34 * * 042 0.43 *
Cl 0.17 * 044 026 0.34 0.29 0.27 *
Ar * * * * * 0.25 0.16 *
K ! 063 349 067 0.62 199 0.30 0.66 274
Ca ! 6.63 28.74 6.33 5.22 20.34 1.69 5.94 29.53
\% 0.07 * * * * 0.08 * *
Cr 0.01 * * * * * * *
Mn 0.10 * * * * * * *
Fe ! 053 084 025 028 131 0.11 0.27 0.94
Zn 0.03 * 0.01 0.08 0.04 0.05 * 037

1 Datos no integrados. * Datos no detectados.
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Para determinar el grado de contingencia que representan las
concentraciones de particulas quimicas elementales detectadas en este estudio, se
consideraron los niveles de riesgo minimo (LMR), de acuerdo con los valores
establecidos por la ATSDR (2018), para la composicion quimica elemental de Cl, V,
Cr, Mny Zn (tabla 2.4).

Tabla 2.4. Valores de LMR y afecciones por inhalacion.

Composicion Niveles de riesgo Duracion Sistemas afectados
quimica minimo (LMR)?2
elemental
Cl 0.06 ppm (0.17 mg/m3) Agudo Cancer dérmico, ocular,
respiratorio y sistema
0.002 ppm Intermedio nervioso

0.00005 ppm Crénico

\ 0.0008 mg/m® Agudo Sistema nervioso,
respiratorio,
0.0001 mg/m3 Croénico cardiovascular,
gastrointestinal, renal,
0.01 mg/kg/dia Intermedio** reproductivo
Cr 0.0003 mg/m?3 Intermedio Dafio al sistema

inmunoldgico, urinario,
nervioso y respiratorio

Mn 0.3 pg/m3  Crénico Sistema nervioso y
respiratorio

Zn 0.3 mg/kg/dia Intermedio y Sistema nervioso,
cronico** respiratorio, cancer
gastrointestinal,
hematoldgico
2 ATSDR (2018). Agudo= 1 a 14 dias, Intermedio= 15 a 364 dias y Crénico= 1 afio 0 méas. ** Via de

ingestion oral.
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2.7.2. Concentraciones de las particulas PM2s

Las concentraciones de las particulas PM2s alcanzaron concentraciones
mayores a 34 ug/m? (rango 34-93 pg/m?) en todos los sitios de muestreo, siendo en
SM donde se detecto la mayor variabilidad, con una mayor concentracion (80 pg/m3)
en la temporada de seca fria con respecto a la de lluvia y seca-célida (p>0.05). Los
sitios SC y CB mostraron niveles similares de PM2s en las tres épocas del afio

(p>0.05), como se observa en la tabla 2.5.

Tabla 2.5. Concentraciones de las particulas PM2.s (ug/m?) e indices de calidad del

aire (IMECA) registrados en los sitios de muestreo por época de estudio.

Valores de Lluvia Seca-fria Seca-calida

concetracion
SC SM CB SC SM CB SC SM CB

(ug/m°)
PM2s 34 35 93 49 53 34 52 80 38
IMECA** 84 85 40 105 108 84 107 134 90

** |_os valores de referencia IMECA se muestran en la secciéon de Métodos, Tabla 2.2.

Con base a los indices IMECA en las particulas PM2.s, la mayoria de los sitios
estudiados mostraron una REGULAR y MALA calidad en el aire, siendo SM el sitio

gue mostro los mas altos indices de contaminacion por PMzs (tabla 2.5 y figura 2.6).
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Figura 2.6. Comportamiento de las PM2s con base al IMECA por época de
muestreo. Rectangulo verde: calidad del aire buena, Rectangulo amarillo: calidad

del aire regular. Rectangulo naranja: calidad del aire mala.
2.7.3. CQE y grupos bacterianos

En este andlisis solo fue posible establecer una asociacién entre la CQE y la
presencia de los grupos bacterianos identificados por secuenciacion masiva con
datos disponibles de dos épocas del afio (lluvias y seca-calida) en los tres sitios de
estudio. Las bacterias con mayor presencia fueron los pertenecientes a la familia
Bacillaceae; los géneros Exiguobacterium y tres especies de Bacillus (B. cereus y
B. flexus), asi como la CQE: Si, Ca, Fe y K, independientemente de la época de
muestreo. Especificamente en SM se observaron los mismos ejemplares
bacterianos (Paenibacillus sp., Paenibacillus lautus y Pseudomonas);
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concentraciones de Cly S en ambas épocas.

Mientras que para el caso de CB, las bacterias registradas en ambas épocas
fueron los de la familia Enterobacteriaceae, Exiguobacteraceae, Oxalobacteraceae
y Rhodobacteraceae; en la seca-calida se observaron tres especies adicionales

(Bacillus firmus, Bacillus selenatarsenatis y Paenibacilus lautus) (tabla 2.6).
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Lluvias Seca-calida
SM CB SC SM CB
CQE Gpo. bacteriano CQE Gpo. bacteriano CQE Gpo. bacteriano CQE Gpo. bacteriano CQE Gpo.
bacteriano
Si . Si Acinetobacter Iwoffii Si Bacillaceae Si Bacillaceae Si Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter sp.
S Acinetobacter K Bacillaceae S Bacillal S Bacillal K Bacillaceae
Iwoffii acillales acillales
Cl Bacillaceae Ca Bacillus sp. Cl Bacillus sp. Cl Bacillus sp. Ca Bacillales
K Bacillus sp. Fe Bacillus cereus Ar Bacillus cereus Ar Bacillus cereus Fe Bacillus sp.
Ca Bacillus cereus ) K ) ) K ) Zn Bacillus cereus
Bacillus flexus Bacillus firmus Bacillus flexus
Mn Citrobacter sp. Ca Ca ;
Bacillus flexus P Bacillus flexus Balneimonas Bacillus firmus
Fe Exiguobacterium Deinococcus sp. Fe Fe ;
9 P Bacillus selenatarsenatis Enterobacteriaceae Bacillus flexus
Zn I Enterobacteriaceae Zn . Bacillus
Paenibacillus sp. Balneimonas sp. . .
Erwinia sp. selenatarsenatis
Paenibacillus Exiguobacteraceae Exiguobacterium S Enterobacteriaceae
lautus Erwinia dispersa
Pseudomonas sp. Exiguobacterium Exiguobacteraceae Exiguobacteraceae .
Erwinia sp.
Lactococcus sp. Oxalobacteraceae Exiguobacterium Exiguobacteraceae

Microbacterium
Oxalobacteraceae
Planomicrobium
Pseudomonas sp.
Rhizobiales
Rhodobacteraceae

Solibacillus sp.

Paenibacillus sp.
Paenibacillus lautus

Planococcaceae

Planomicrobium
Rhizobiales
Solibacillus sp.

Sphingomonadaceae
Sreptomyces sp.

Oxalobacteraceae

Paenibacillus sp.
Paenibacillus lautus

Planococcaceae

Planomicrobium sp.
Pseudomonas sp.

Rhizobiales

Sphingomonadaceae
Sreptomyces sp.

Exiguobacterium

Oxalobacteraceae

Paenibacillus lautus

Planococcaceae

Planomicrobium
Pseudomonas sp.

Rhodobacteraceae
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2.8. Discusion

Respecto a la composicion quimica de las PMzs, el silicio (Si) fue el elemento
con mayores concentraciones en los tres sitios de estudio, sobre todo en CB. Bzdek
et al. (2014) en un estudio realizado en California, Estados Unidos, reportaron que
el Si es un componente abundante en las particulas atmosféricas tanto a escala
local como regional, sobre todo en Ilugares afectados por actividades
antropogénicas, debido a emisiones a la atmésfera de productos quimicos para el
cuidado personal, polimeros, recubrimientos de materiales comerciales, productos
de construccién y equipos cientificos. En este estudio, los sitios de muestreo se
encuentran geograficamente entre los municipios de Toluca, San Mateo Atenco y
muy cerca de Metepec, los cuales alcanzaban en el afio 2015 alrededor de
1,176,874 habitantes (INEGI, 2015), por lo que, probablemente, estas altas

concentraciones de Si estén relacionadas con la intensa actividad antropogénica.

El Si es el segundo elemento mas abundante en la corteza terrestre (Bueche,
1988); en el sitio de CB, las altas concentraciones registradas podrian estar
relacionadas con las cenizas que se dispersan en el aire producto de la quema
industrial o el polvo mineral derivado del suelo, como lo sefialan Tegen y Kohfeld
(2006) en estudios realizados en California (E.U.). Por otro lado, la exposicion al Si
cristalino como el polvo derivado de cuarzo, tridimita y cristobalita, aumentan el
riesgo de contraer silicosis e infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium kansasii y Mycobacterium intracellulare (Greenberg et al., 2007). La
silicosis, es una enfermedad pulmonar fibrética ocasionada por la inhalacién de
diéxido de silicio cristalino, que en ocasiones se desarrolla después de varias
décadas de exposicidn a este elemento quimico en concentraciones altas (Leung et
al., 2012). Actualmente, el limite permisible para la exposicion al silice cristalino
respirable, recomendado por el Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional
es un promedio ponderado en el tiempo de 8 horas de 0.05 mg/m?® (Rosenman et
al., 1996). Si bien, los argumentos expuestos podrian considerarse validos, se
requieren mediciones periddicas locales en las concentraciones de Si industrial, asi

como del polvo mineral presente en el aire para definir sus fuentes principales de
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emision en la ZMVT y de esta forma determinar si se trata de un comportamiento

causal o no.

Los hallazgos encontrados para el Cay el Fe en los tres sitios, coinciden con
lo reportado por Diaz y Aldape (2002) en la zona de Ticoman en la Ciudad de
México, a través del analisis PIXE. En este caso, ambos compuestos conjuntamente
con el K se relacionaron significativamente con la presencia de particulas de polvo
procedentes del suelo. Algunos reportes de Romero-Guzman et al. (2018) de
mediciones realizadas en seis estaciones de la ZMVT, concluyeron que el Fe es un
contaminante abundante en dichas zonas. Por el contrario, de acuerdo a un estudio
realizado en una escuela primaria de Cuajimalpa en la Ciudad de México, se
registraron concentraciones menores de Ca, K y Fe (Diaz y Dominguez, 2009).
Algunos autores refieren en la estacion San Cristébal Huichochitlan, como las
concentraciones de K estan asociadas con las practicas de agricultura, ya que las
particulas de este elemento quimico derivan de la quema cortical en sembradios de
maiz (Martinez, 2017).

Otra linea de evidencias apunta que las particulas de sal marina son fuentes
naturales de Cl en la atmosfera (Keene et al., 1999), sin embargo, algunos origenes
derivan de actividades antropogénicas como la quema de biomasa, la combustion
de carbdn, la incineracion de desechos, entre otros, que aungue en concentraciones
menores, también contribuyen con la presencia de este elemento quimico (Wang et
al., 2019); en el presente estudio, se observaron concentraciones mayores de Cl,
independientemente de la época estacional, contenidos similares registraron Faxon
et al. (2015) en el sureste de Texas (E.U.) donde los registros en Cl inhalable,
alcanzaron concentraciones de 2-60 ppm, sugiriendo que el Cl afecta la reactividad
atmosférica que en consecuencia repercute en la formacién de ozono y aerosoles

organicos secundarios.

El Cl en el aire, en concentraciones menores de 10 ppm, facilmente puede
ingresar al organismo a través de la nariz y boca, en este sentido la EPA establecio
como limite 0.5 ppm de Cl, ya que la exposicion a niveles mas altos produce cancer
en la piel, ocular, asi como afectaciones en el sistema respiratorio y nervioso
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(ATSDR, 2010). En México, las normas establecidas en salud ambiental en valores
limite permisibles de contaminantes atmosféricos no existen estandares que
regulen las concentraciones respirables de las particulas elementales, por lo que es

importante el monitoreo de estos contaminantes.

Diaz y Dominguez (2009) después de trabajos realizados en la Zona
Metropolitana de la ciudad de México, concluyeron que concentraciones de 0.22
mg/dia de Cl inhalable, aumentan los riesgos en la salud reflejados en dafios a los
sistemas ocular, respiratorio, nervioso, cardiovascular, gastrointestinal, renal y
reproductivo, sobre todo en adultos mayores de 70 afios. En el presente estudio se
detectaron concentraciones entre 0.17 y 0.44 mg/m?, por lo que se debe prestar
mayor interés y prevenir la exposicion a estos contaminantes. La sinergia entre
varios elementos y contaminantes atmosféricos incrementa el deterioro en la salud;
la toxicidad por inhalacién depende no solo del componente quimico, sino también
de la dosis, el tamafio y el lugar donde se depositen (Baysal et al., 2018).

Las concentraciones de las PM2s, en la mayoria de los sitios monitoreados
mostraron una regular y mala calidad en el aire, caracteristico de ciudades
contaminadas como Zhuhai, China (Liang et al., 2018), Nueva Delhi, India (Pant et
al., 2015), Yessentuki, Rusia (Azarov et al., 2017) superando notablemente los
estandares nacionales de calidad del aire ambiental durante los periodos de estudio.
En este contexto, las fuentes comunes generadoras de particulas finas y ultrafinas
provienen de automoviles (40%), fabricas industriales (33%) y la combustién por
diésel (26%) como Posner et al. (2015) han sefalado.

No es sorprendente ver, gue en SM se hayan registrado los niveles mas altos
de PMzs, ya que existe una intensa actividad industrial y transito vehicular, aunque
esto no justifica, en realidad, lo registrado durante el muestreo, por lo que se deben
hacer mas investigaciones a escala local para tener un panorama completo sobre

el comportamiento de las PM2sy las posibles fuentes.

Lo obtenido en este estudio ayudaria a entender la posible relacion con

efectos adversos para la salud en la poblacion, por ejemplo, enfermedades
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cardiovasculares, cancer de pulmén (OMS, 2018) y sintomatologias poco
mencionadas como el estrés oxidativo intracelular (Feng et al., 2016), necrosis
tumoral y cambios en la microbiota del tracto respiratorio (Yang et al., 2019; Quin et

al., 2019) por tan solo mencionar algunos.

Por otro lado, es posible que las muestras ambientales de los sitios de
recoleccion tengan diferentes contaminantes que den cuenta de los diferentes
resultados, en este sentido, existe una amplia vinculacién entre el S y bacterias
como Escherichia coli, ya que este elemento en conjunto con el C, O, Ny P
comprenden aproximadamente el 97 % de la estructura celular y son elementos

esenciales en todos los procariotas (Wackett et al., 2004).

Los resultados en este estudio, registraron la presencia de elementos como
el Ca, considerado un cation menor, pero que esta involucrado en la produccion de
nucleasas que generan el proceso de esporulacién (Burke et al., 1982), asimismo,
el Ca es un componente importante en las endosporas (dipicolinato de Ca) el cual
esta vinculado con la resistencia de la espora al calor extremo (Gottschalk, 1979).
Las esporas, se encuentran generalmente en los géneros como Bacillus,

identificados en los sitios de estudio de la ZMVT.

En relacién al Fe, Kotrba et al. (2011) informaron que este elemento es
consumido por bacterias como Streptomyces rimosus y Deinococcus radiodurans,
adicionalmente, esta especie tiene la capacidad de bioacumular elementos como el
Mn, dependiendo de las concentraciones relativas del entorno extracelular.
También, organismos como Pseudomonas putida y Streptomyces rimosus
bioabsorben elementos como el Z, este elemento y metales de transicion
comprenden del 1 al 2 % de la masa microbiana esenciales para las células
bacterianas (Wackett et al., 2004), por lo que no es inesperado que los grupos
bacterianos identificados en la ZMVT hayan desarrollado respuestas a la presencia
de estos CQE.

Algunos estudios sefialan que células bacterianas con forma de baston,

menores a 1 um de largo poseen flagelos e inclusiones ricas en P y K (Pésfai et al.,
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2003), en este contexto, los grupos bacterianos suspendidos en el aire, podrian
representar un importante reservorio de compuestos quimicos en el aire de la
ZMVT. De igual manera, en una revision, Wackett et al. (2004) refieren que hay
procesos de sustitucion del hierro por manganeso en algunos patdgenos
bacterianos, debido a la ausencia de proteinas en las membranas que contienen
hierro y genes que codifican proteinas como el superoxido dismutasa, que

comprenden manganeso en lugar de hierro.

Los grupos bacterianos detectados en el aire de la ZMVT fueron ligeramente
mayores en la época seca-célida, debido a las temperaturas mas altas, que
favorecen el crecimiento de los microorganismos, como las bacterias. Los hallazgos
de esta investigacion podrian ser el antecedente para entender la asociacion entre

grupos bacterianos aero transportados y las CQE que integran las PM2s.

2.9. Conclusiones

» En las PMzs, se identificaron 11 CQE y el Si registro las concentraciones
mas altas en CB, esto podria relacionarse con actividades antropogénicas
y polvo derivado del suelo.

= Las concentraciones de ClI, podrian vincularse con la quema de biomasa e
incineracion de desechos.

= En México no existen estandares que regulen las concentraciones
respirables de Cly de los CQE registrados en este trabajo.

» Las particulas PM2s detectadas en la mayoria de los sitios monitoreados,
mostraron una regular y mala calidad en el aire, sobre todo el sitio de SM,
como resultado de la intensa actividad industrial y transito vehicular.

= Se infiere una asociacion entre los CQE y la presencia de bacterias, ya que
algunos elementos quimicos detectados en este estudio son esenciales
para los procariota y estan involucrados en el proceso de esporulacion.
Asimismo, determinadas especies bacterianas son capaces de bioabsorber
estos CQE por lo que podrian representar un importante reservorio de
elementos quimicos en la ZMVT.
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Capitulo 3

Identificar mediante secuenciacion de amplicones
(bibliotecas de clones), la composicion bacteriana de la

atmosfera baja en seis sitios de la ZMVT

3.1. Resumen

En la atmOsfera existe una amplia variedad de microorganismos como las
bacterias y sus fuentes pueden ser naturales (ejemplo, vegetacién y suelo) o por
influencia antropocéntrica. El objetivo de este estudio fue identificar mediante
secuenciacion masiva, la composicion bacteriana de la atmaosfera baja en seis sitios
de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT). Las muestras fueron
colectadas durante la época de lluvias y seca-calida mediante la técnica por
gravedad con cajas de Petri (abiertas durante 30 min.) colocadas a una altura de
0.5-3.0 m del suelo, en los sitios: Oxtotitlan (OX), San Mateo Atenco (SM), San
Cristébal Huichochitlan (SC), Ceboruco (CB), Zinacantepec (ZC) y San Lorenzo
Tepaltitlan (SL); se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) y se
realiz la extraccion de ADN bacteriano (kit DNeasy PowerSoil). Se registré el mayor
namero de bacterias en los sitios de ZC, CBy SC (130, 104 y 101 UFC) en la época
de lluvias, mientras que en la seca-calida, el mayor registro fue en SM (159 UFC),
seguido de SC (119 UFC) y CB (103 UFC) y se identificaron 203 géneros
bacterianos. En lluvias, predominaron los phyla Firmicutes y Proteobacteria,
mientras que en la seca-calida los Firmicutes. La diversidad a, no fue
estadisticamente significativa a diferencia de la diversidad B; el LEfSe mostré que
las bacterias aéreo-transportadas (BAT) con mayor abundancia en la época de
lluvias fueron Acinetobacter, Trichococcus, Mycobacterium, Variovorax y la
familia Microbacteriaceae, mientras que en la seca-calida fueron mas abundantes
27 grupos bacterianos. La mayor frecuencia de las BAT en el aire de la ZMVT en

las dos épocas de estudio incluyeron: Bacillus, B. flexus y B. cereus.

Palabras clave: bacterias, aire, secuenciacion, sitios, ZMVT.
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3.2. Abstract

In the atmosphere there is a wide variety of microorganisms such as
bacteria and their sources can be natural (eg, vegetation and soil) or by
anthropocentric influence. The objective of this study was to identify by mass
sequencing, the bacterial composition of the lower atmosphere at six sites in the
Metropolitan Zone of the Toluca Valley (ZMVT). The samples were collected
during the rainy season and dry-warm by gravity technique with Petri dishes (open
for 30 min.) Placed at a height of 0.5-3.0 m from the ground, at the sites: Oxtotitlan
(OX), San Mateo Atenco (SM), San Cristobal Huichochitlan (SC), Ceboruco (CB),
Zinacantepec (ZC) and San Lorenzo Tepaltitlan (SL); colony forming units (CFU)
were quantified and bacterial DNA extraction (DNeasy PowerSoil kit) was
performed. The highest number of bacteria was recorded at the sites of ZC, CB
and SC (130, 104 and 101 CFU) in the rainy season, while in the dry-warm season,
the highest record was in SM (159 CFU), followed of SC (119 CFU) and CB (103
CFU) and 203 bacterial genera were identified. In rains, the Phyla Firmicutes and
Proteobacteria predominated, while in the dry-warm the Firmicutes. The a
diversity was not statistically significant unlike the B diversity; The LEfSe showed
that the airborne bacteria (BAT) with greater abundance in the rainy season were
Acinetobacter,  Trichococcus, Mycobacterium,  Variovorax and the
Microbacteriaceae family, while in the dry-warm 27 bacterial groups were more
abundant. The highest frequency of BAT in the air of the ZMVT in the two study
periods included: Bacillus, B. flexus and B. cereus.

Keywords: bacteria, air, sequencing, site, ZMVT.
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3.3. Introducciodn

Las bacterias constituyen aproximadamente el 25 % de los llamados
bioaerosoles (Jaenicke, 2005), estos son condensados de particulas biolégicas
suspendidas en el aire, que incluyen virus, bacterias, hongos, polen, endotoxinas y
micotoxinas (Walser et al. 2015). En este sentido las bacterias suspendidas en el
aire tienen multiples tamafios, algunas son tan diminutas que pueden llegar a medir
100 nm y otras iguales o mayores a 1 ym (Poschl y Shiraiwa, 2015), dependiendo
de las fuentes de origen. Las bacterias aéreo-transportadas (BAT) interaccionan
positiva y negativamente con el ambiente, por lo que la comprensién en su
distribucion, diversidad, abundancia, y variabilidad temporal en sitios con entornos

diferentes adquiere gran relevancia.

Existen multiples técnicas para evaluar la calidad del aire, por medio de la
estimacion del volumen de particulas suspendidas con diametros aéreo dinamicos
(PM1o y PM2.s), utilizando plantas como indicadores bioldgicos, analizando el agua
de lluvia, colectando bioaereosoles en medios de cultivo o utilizando filtros de
distintos diametros. Incluso, se ha monitoreado a las bacterias aerotransportadas
mediante la comparacion entre dos métodos de identificacion bacteriana (MALDI-
TOF MS y secuenciacion masiva) analizando la atmdsfera baja de la actual Ciudad

de Gran México por periodos de cuatro afios (Garcia-Mena et al., 2016).

En el presente estudio se realiz la identificacion de las bacterias en la
atmésfera baja de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT) a través de un
secuenciador por semiconductores lon Torrent, basado en un chip que comprende
un sistema integrado de deteccion electroquimica; que evalta la variacién de pH
mediante un sistema Semiconductor complementario de 6xido-metal (CMOS), y la
liberacion de un protén (H*) durante la adicion de un nucleétido en la hebra
complementaria del DNA a secuenciar a través de la DNA polimerasa, generando
una sefial gréafica proporcional al nimero de nucleétidos adicionados (Merriman et
al., 2012).
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El objetivo de este capitulo fue identificar mediante secuenciacion de
amplicones (bibliotecas de clones), la composicion bacteriana de la atmdsfera baja
en seis sitios de la ZMVT, los cuales fueron: Oxtotitlan (OX), Ceboruco (CB), San
Mateo Atenco (SM), San Cristébal Huichochitlan (SC), Zinacantepec (ZC) y San
Lorenzo Tepaltitlan (SL).

3.4. Revision bibliografica

Se han publicado estudios diversos respecto al reconocimiento bacteriano a
través de varios métodos de identificacion como los realizados por Fykse et al.
(2015), quienes reportaron 140 colonias aisladas, de las cuales los géneros
Bacillus y Staphylococcus, predominaron en la atmésfera de Noruega y Finlandia,
mientras que las bacterias Gram negativas del género Acinetobacter lo fueron en
Suecia, argumentando que existe una correlacion entre los cambios en direccion

del viento y particulas de tierra o polvo.

En otro estudio Garcia-Mena et al. (2016), durante las cuatro estaciones del
afo en 12 sitios de la Ciudad de México y 7 municipios del Estado de México, a
través de la secuenciacion del 16S rDNA y el analisis de espectrometria de masas,
mostraron como ambos métodos coinciden en un 91.3 % a nivel de género y un
65.2 % a nivel de especie, asimismo, las bacterias identificadas por secuenciacion
Sanger correspondieron a Firmicutes con 75.6 % del género Bacillus (B. pumilus,
B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. amyloliquefaciens, B. simplex, B. safensis
y B. thuringensis); el 19.5 % del phylum Actinobacteria (Enterococcus,
Lysinibacillus fusiformis y Microbacterium esteraromaticum), mientras que la
diversidad bacteriana de los bioaerosoles caracterizados mediante secuenciacion
masiva mostré que los phyla mas abundantes fueron Firmicutes (Staphylococcus)
y Proteobacteria (Erwinia, Acinetobacter y Pseudomonas), sugiriendo que las
bacterias suspendidas tienen abundancias diferentes y no son las mismas a lo largo

del afo.
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Siguiendo esta misma estrategia Serrano-Silva y Calderén-Ezquerro (2018),
utilizaron tres métodos de muestreo durante una semana en la Ciudad de México
(alcaldia de Coyoacan) de los cuales el método Hirst, fue el mas eficiente,
colectando la mayor abundancia de los géneros: Paracoccus, Corynebacterium,
Arthrobacter, Kaistobacter, Rubellimicrobium, Microbispora, Sphingomonas,
Rhodococcus, Dietzia, Kocuria, Lactobacillus, Staphylococcus, obteniendo los
mismos géneros bacterianos entre los muestreadores Durham y Jet de alto

rendimiento.

Genitsaris et al. (2017), en la ciudad de Thessaloniki, Grecia, al incluir
mediciones de abundancia, biomasa y la composicion taxonomica bacteriana (por
secuenciacion), mostraron cémo la atmosfera del area de estudio alberga una
abundante y diversa comunidad bacteriana. Los resultados del analisis molecular
mostraron que la mayoria de las unidades taxondmicas operativas (OTU)
pertenecieron a los phyla Proteobacteria (47 %), seguidas por Firmicutes (18 %),
Actinobacteria (17 %) y Bacteroidetes (10 %), mientras que el resto de las OTU
fueron Cyanobacterias (3 %), registrando la mayor abundancia bacteriana en
verano. Al mismo tiempo, evidenciaron cémo la temperatura del aire afecta

significativamente la abundancia y biomasa de las bacterias suspendidas.

Por otro lado, algunas investigaciones realizadas en el monte Bachelor,
Orego6n, exponen informacion de bacterias metabolicamente activas en la
atmosfera, a través de una relacion entre las secuencias de ARNr y ADNr, ya que
el numero de ribosomas por célula activas contienen de 100 a 1,000 ribosomas y
facilmente se correlaciona con la tasa de crecimiento; las bacterias mas abundantes
incluyé a miembros del orden Rhodospirillales (A. rubrifaciens y A. rubrifaciens) en
las comunidades tanto de ARNr como de ADNr, sugiriendo que los microorganismos
microbianos metabdlicamente activos en el aire pueden alterar la quimica de la
atmosfera a través de su participacion en los ciclos biogeoquimicos (Klein et al.,
2016).
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Ademas, se ha evidenciado que bacterias provenientes de nubes en la
atmosfera de Puy de D6me (Francia), son capaces de mantener la actividad
metabdlica y asimilar carbono organico, asi como reducir radicales a través de su
metabolismo oxidativo, sugiriendo que los microorganismos bacterianos

desempefian una doble funcién en la quimica atmosférica (Baldrian et al., 2012).

Smith et al. (2018), después de un estudio en la troposfera y la estratosfera,
registraron los phyla con mayor abundancia que incluyo: Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Euryarchaeota y Fusobacteria,
sugiriendo que las posibles fuentes de bacterias capturadas a grandes alturas
provienen de instalaciones de tratamiento de aguas residuales y de la agricultura,
sin embargo, el establecimiento de conexiones a fuentes de emision especificas no
fue posible dentro del marco experimental aplicado, concluyendo que la mayoria de

los géneros estan ampliamente distribuidos en la naturaleza.

Las bacterias transportadas por el aire, estan expuestas a condiciones muy
severas en la troposfera, por ejemplo: estrés por desecacion, radiacion UV, bajas
temperaturas y condiciones oligotroficas. En este sentido, con base en analisis de
estudios en particulas de polvo del Sahara provenientes de los Alpes Europeos, se
han identificado bacterias productoras de pigmentos capaces de adaptarse a la
radiacion UV y al estrés por desecacion como: Gemmatimonadetes, Deinococcus-
Thermus, Chloroflexi, Deltaproteobacteria y Myxococcales (Meola et al., 2015).

Para la identificacion de las bacterias aéreo transportadas (BAT), en las
tltimas décadas se han utilizado algunos métodos como la secuenciacion, que se
refiere a la determinacién del orden preciso de los nucle6tidos en una molécula de
DNA (o de RNA) mediante una serie de reacciones quimicas (Madigan et al., 2009).
En el caso de organismos procaridticos las secuencias empleadas, mayormente
como una herramienta para la identificacion molecular, esta basado en el DNA
ribosémico 16S (rDNA) como un indicador taxonomico y filogenético, este gen es
como un codigo de barras para cada especie que al secuenciarse se pueden
identificar de forma Unica. El gen 16S tiene aproximadamente 1500 pares de bases
y nueve regiones variables que aportan la mayor parte de la informacion para
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distinguir a las especies bacterianas, permitiendo la definicion mas alta de la misma
(Winstock, 2011).

3.5. Objetivo

= Identificar mediante secuenciacion de amplicones (bibliotecas de clones), la

composicién bacteriana de la atmdsfera baja en seis sitios de la ZMVT.

3.6. Métodos

El muestreo se realizo en dos dias (16 de agosto de 2017 y 26 de marzo de
2018) en cuatro estaciones de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico de la
Zona Metropolitana de Toluca (RAMA): Oxtotitlan (OX: 19°17° 0.40” N, 99° 41’ 0.56”
0O), San Mateo Atenco (SM: 19° 16" 49.5”N, 99° 32’ 30” O), San Cristobal
Huichochitlan (SC: 19° 19’' 38.0” N, 99° 38’ 3.44” O) y Ceboruco (CB: 19° 15’ 37.1”
N, 99° 38’ 44.6” O), adicionalmente se consideraron dos sitios cumpliendo con los
requerimientos establecidos por la Regulacion Ambiental de la EPA (2006):
Zinacantepec (ZC: 19° 16’ 34.21” N, 99° 44’ 03.3” O) y San Lorenzo Tepaltitlan (SL:
19° 18’ 59.96” N, 99° 32’ 25.3” O). Todos los sitios de estudio estan distribuidos en
las zonas centro, norte y sur de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT)
(figura 3.1). Por su ubicacion, en la ZMVT convergen fendmenos atmosféricos
provenientes de areas frias, templadas y tropicales, por lo que su atmésfera es muy
dindmica durante el afio con un clima templado, lluvias en verano y precipitaciones
en invierno, con oscilaciones térmicas anuales (inferiores a 5 °C) y con temperaturas

elevadas antes del solsticio de verano (Morales et al., 2007).
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Figura 3.1. Estado de México, ubicacion de los sitios de estudio en la ZMVT.

3.6.1. Colectay procesamiento de muestras

Las muestras fueron colectadas simultaneamente (12:00 am) en los seis
sitios de la ZMVT: OX, CB, SM, SC, ZC y SL mediante el método de gravedad,
usando, por duplicado, cajas Petri con agar nutritivo (abiertas durante 30 min),
colocadas a una altura de 0.5-3.0 m del suelo, siguiendo la metodologia descrita por
Garcia-Mena et al. (2016). Los cultivos fueron incubados (37 °C, durante 48 h); se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC); se extrajo el ADN
bacteriano utilizando kit DNeasy PowerSoil siguiendo las indicaciones del fabricante
(Anexos 3A) (figura 3.2).
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Colecta de muestras

i Secuenciacion masiva
Cajas de Petri con agar _ Cosecha de células - Genotecas 16S rDNA
nutritivo (AN) 1.5 mL de NaCl (solucién - Chip Kit V2 lon 318
al 0.85 % esteril) - Interpretacion de los
datos (software QIIME
v1.8.0)

NanoDrop 2000
(medicién de
calidad de DNA)

N Sistema lon
(Incubacién Torrent
37 °C, 24-48 ) 200

horas) % 7 Zan”

DNeasy PowerSail kit
(Quiagen)

Figura 3.2. Colecta y procesamiento de muestras analizadas en seis sitios de la

ZMVT, en dos dias de épocas diferentes para el andlisis de secuenciacién masiva.
3.6.2. Extraccién de DNA gendmico bacteriano

Se colocé 1.5 mL de NaCl (solucion estéril al 0.85 %) en las muestras con las
colonias bacterianas del cual se utilizé 200 pL para la extraccién de DNA mediante
el DNeasy PowerSoil kit (Qiagen, México, No. de catalogo 12888-100). La calidad
del DNA purificado se determiné por niveles de absorbancia A260/A280 nm en el
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific); evaluandose mediante el
fraccionamiento electroforético en 0.5 x TBE gel en 0.5 % agarosa, tefiidos con
Midori Green a través del equipo Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR+Imaging

System, conservandose a -12.8 °C.

93



Cruz-Pauseno, 2019

3.6.3. Elaboracion de bibliotecas de rDNA 16S

Las bibliotecas de rDNA 16S se construyeron con un amplicon de
aproximadamente 281 pb incluyendo la regién polimérfica V3 del rDNA 16S
bacteriano utilizando un Chip Kit V2 lon 318 y el Sistema lon Torrent PGM System
y un antisentido. Los 12 primers utilizados fueron los barcode CAAACAACAGCT,
GCGATATATCGC, CAGCTCATCAGC, GATCTGCGATCC, GCAACACCATCC,
CGAGCAATCCTA, TGGACATCTCTT, GAACACTTTGGA, GAGCCATCTGTA,
AAGGCGCTCCTT, ACCATAGCTCCG, TTGGGTACACGT. Los 12 iniciadores
utilizados fueron: V3-341F1, V3-341F2, V3-341F3, V3-341F4, V3-341F5, V3-341F6,
V3-341F19, V3-341F20, V3-341F21, V3-341F22, V3-341F23, V3-341F24
(complementarias a las posiciones 334-354), ademas del primer V3-518R
(complementarios a las posiciones 506-529). La amplificacion se realizé utilizando
el termociclador Applied Biosystems 2720 durante 5 min a 95 °C y 25 ciclos durante
40 mina 72 °C.

3.6.4. Andlisis de secuenciacion del DNA por semiconductores

Después de la secuencia, las lecturas fueron filtradas por el software de PGM
para eliminar la baja calidad y las secuencias policlonales (Garcia-Mena et al.,
2016). Los datos filtrados fueron exportados como archivos FASTQ; después los
archivos se “demultiplexearon” y se analizaron a través del software QIIME (v1.9.0);
con FastQC report se determind la calidad de las secuencias, estas se
recortaron mediante Timmomatic-0.36 con lecturas de 200 pb. Las alineaciones
de secuencias representativas se realizaron con el conjunto Greengenes (v13.8)
en QIIME, agrupandose en unidades taxondmicas operativas (OTU) estructurando
las secuencias con un umbral de similitud del 97 %, posterior a ello, se guardaron
en formato Matriz de Observacion Biologica (BIOM), asi mismo las quimeras

fueron eliminadas de los conjuntos de datos usando Chimera Slayer.
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3.6.5. Analisis de datos

La diversidad alfa (a) en las comunidades bacterianas, se determinaron
utilizando la prueba no paramétrica Mann-Whitney-Wilcoxon, para contrastar si dos
muestras proceden de poblaciones uniformemente densas, donde p= <0.05 es
estadisticamente significativo, determinando los indices: Chaol y Shannon,
basadas en su abundancia, para dilucidar qué tan uniformes fueron las especies
bacterianas y Simpson, basado en la dominancia, para estimar la probabilidad de
que dos individuos sacados al azar de una muestra correspondan a la misma
especie, utilizando los paquetes Phyloseq (Vegan v2.2.1 y Ggplot2) en el entorno R
(v3.4.4).

Para evaluar la diversidad beta (B) se aplic6 el Andlisis de Similitudes
(ANOSIM), esta determina si existe una diferencia significativa entre dos o mas
grupos de unidades de muestreo, empleando las distancias calculadas UniFrac
(Vazquez-Baeza et al., 2013), mediante el "agrupamiento” por categoria de
metadatos (tablas de unidades taxondmicas operativas o OTU) y el andlisis de
coordenadas principales, donde p= <0.05 es estadisticamente significativo. La
abundancia de los grupos bacterianos en diferentes niveles taxonémicos se realizé

por separado mediante el andlisis de componentes principales (PCA).

La abundancia de las BAT, se determiné utilizando el Anélisis Discriminante
Lineal (LDA, por sus siglas en inglés) (LEfSe, v1.0) observando las abundancias
relativas significativamente diferentes de los taxon a través de una grafica de
barras, estableciendo los parametros con el valor p predeterminado, a= <0.05, y
una puntuacién LDA >2.0 con LEfSe (Nirmalkar et al., 2018) y aquellos grupos
bacterianos que no fueron representativos se descartaron dejando aquellas
bacterias de importancia médica. Para diferenciar la abundancia bacteriana por
sitios de estudio, se elaboré un mapa de calor agrupando de forma jerarquica las
especies bacterianas en funcién de las secuencias (>100 lecturas), la intensidad de
color tiene como escala de 0 a 12 indica: verde, es una baja abundancia, amarillo,

abundancia media y rojo alta abundancia.
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3.7. Resultados

De la colecta realizada por el método de gravedad y después de 48 h de
incubacion, en un dia correspondiente a la época de lluvias, se observé el mayor
crecimiento bacteriano en los sitios de ZC, CB y SC (130, 104 y 101 UFC), sin
embargo, este registro cambio durante el muestreo realizado en la seca-calida,
registrandose el mayor crecimiento de las BAT en SM (159 UFC), seguido de SC
(119 UFC) y CB (103 UFC) respectivamente (tabla 3.1).

Tabla 3.1. Promedio de UFC de bacterias cultivables en los seis sitios de estudio en

la época de lluvias y seca-calida en la ZMVT.

Sitios Lluvias Seca-calida

(16 de agosto de (26 de marzo de

2017) 2018)
Oxtotitlan (OX) 50 94
Ceboruco (CB) 104 103
San Mateo Atenco (SM) 25 159
San Cristdbal Huichochitlan (SC) 101 119
Zinacantepec (ZC) 130 46
San Lorenzo Tepaltitlan (SL) 18 98

3.7.1. Extraccién de DNA gendmico bacteriano

La extraccion de DNA gendmico se llevo a cabo de acuerdo con Garcia-Mena
et al. (2016), obteniendo concentraciones aceptables para continuar con el andlisis
(tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Concentracion de DNA de las muestras colectadas, durante la época de
lluvias y seca-calida.

Lluvias Seca-calida
Sitios | Concentracion A260/280(nm) | Concentracion  A260/280(nm)
DNA (mQ) DNA (mg)
OX 14.8 2.01 14.8 1.95
CB 4.3 1.89 4.3 1.94
SM 33.9 1.92 33.9 2.15
SC 21.6 1.92 12.8 2.01
ZC 12.8 2.06 21.6 1.91
SL 3.5 1.92 3.5 1.87

La calidad del DNA mediante el fraccionamiento electroforético (0.5 %
agarosa), se observé con el equipo Bio-Rad Molecular Gel XR+Imaging System

registrando niveles admisibles para la construccion de genotecas (figura 3.3).

a) Lluvias b) Seca-célida

Figura 3.3. Amplificacién de la regién V3 secuenciados con los primers 341 en gel
agarosa. Carril 1: Barco de PCR. Carril 2 y 3: marcador negativo y positivo. Carril 4-
9: moléculas de DNA del gen aislado derivado de las muestras de aire.
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3.7.2. Phyla con mayor abundancia en la ZMVT

Se realizaron 10 000 lecturas de las 12 muestras analizadas; las secuencias
recuperadas fueron agrupadas con base en la identidad de secuencia (92 %)
identificAndose 203 géneros bacterianos. De las dos épocas de muestreo, la mayor
abundancia la registraron los Firmicutes (59.4 % y 79.1 %) que incluye la familia
Planococcaceae (4.9 % y 8.8 %) y los géneros Bacillus (25.9 % y 49.7 %),
Paenibacillus (24.6 % y 8.5 %); en porcentajes muy bajos Exiguobacterium (1.6 %
y 1.1 %). También, se observé el phylum Proteobacteria, con porcentajes altos en
grupos bacterianos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (20.3 %y 6.4 %)
dentro de los cuales se identifico el género Erwinia (2.7 % y 0.4 %); en este grupo
también se observaron los géneros Acinetobacter (10.3 % y 0.3 %), Pseudomonas
(1.7 % y 0.1 %) y otro sin clasificar (5.1 % y 0.2 %). De igual manera, se registraron,
en porcentajes minimos los phyla Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Acidobacteria y otro que no fue posible asignarle un nombre (figura 3.4).

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%

0.00%

Lluvias Seca-calida
#OTU ID Lluvias Seca-calida

Bl Thermi 0.5802 0.1899
mm Proteobacteria 39.5846 18.7455
H Firmicutes 59.4135 79.1552
M Cyanobacteria 0.0011 0.0025
I Bacteroidetes 0.0204 0.2602

Actinobacteria 0.3841 1.6372
Bl Acidobacteria 0.0002 0.0000
Bl Sin asignar 0.0159 0.0095

Figura 3.4. Abundancia bacteriana (%) a nivel de phyla identificados con el gen 16S
rDNA, en la época de lluvias y seca-calida en la ZMVT.
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La mayor abundancia relativa de los phyla identificados en lluvias incluye a
los Firmicutes en SM (97.04 %), SC (95.39 %), SL (72.42 %) y ZC (51.28 %) y las
Proteobacteria con porcentajes que sobrepasan la mitad de los taxa identificados
en los sitios de OX (74.76 %) y CB (72.75 %) (figura 3.5).
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Figura 3.5. Abundancia de los phyla registrados en los seis sitios de la ZMVT

(lluvias).

En general, se observo en las muestras de aire colectadas en seca-calida
estaban dominadas por el phylum Firmicutes. Este grupo bacteriano, se detecto
considerablemente en los seis sitios de muestreo, mostrando un impacto notable en
la composicion de la diversidad bacteriana al observarse los porcentajes mas altos
en los sitios de SL (95.10 %), SC (83.91 %) y CB (81.09 %) (figura 3.6). En conjunto,

los registros sugieren que la composicion de las comunidades bacterianas en el aire
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de la ZMVT, son muy cambiantes ante factores ambientales asociados con la

temperatura del aire, humedad relativa y la intensidad de radiacion solar, sobre todo

en sitios donde se forman aldeas de calor por tiempos prolongados como o son

varios sitios de la ZMVT.
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Figura 3.6. Phyla con mayor abundancia en los seis sitios de muestreo de la ZMVT

(seca-célida).

3.7.3. Diversidad de bacterias

En los gréficos, el andlisis de diversidad a mostro ser diferente entre lluvias

y seca-cdlida, sin embargo, las estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (figura 3.7).
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Figura 3.7. indices de diversidad a. El eje Y muestra el nimero de especies
observadas (p= 0.09); el indice de riqueza Chaol (p= 0.24); los indices de
diversidad de Shannon (p= 0.06) y Simpson (p= 0.30). El eje X representa el dia

muestreado en la época de lluvias y seca-calida.

También se calcul6 la diversidad 3, para evaluar la matriz de distancia entre
las unidades taxondémicas operativas (OTU) distribuidas en las dos épocas del
afo, generando un grafico de dispersion tridimensional mediante el analisis de
coordenadas principales (PCoA), el cual expone una diversidad estadisticamente
significativa (p= 0.04), ya que las propiedades filogenéticas de las comunidades
bacterianas se agruparon de manera diferente entre cada época (figura 3.8a). En
la figura 3.8b se observo desde diferentes angulos las coordenadas principales
PC1 (27.8 %), PC2 (12.49 %) y PC3 (11.46 %), mostrando mayor variabilidad entre
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los sitios de estudio en la época de lluvias, mientras que en la seca-calida estuvieron
definidas al compartir comunidades bacterianas semejantes con excepcion de
3ZC (PC3 vs PC2).
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Figura 3.8. Diversidad . Andlisis de coordenadas principales. a) Grafico de
dispersion tridimensional. b) Angulos de las coordenadas principales. Los puntos
mas proximos indican la similitud filogenética entre las comunidades bacterianas.
Lluvias (cuadro azul): 10X, 1CB, 1SM, 1SC, 1ZC y 1SL. Seca-calida (cuadro rojo):
30X, 3CB, 3SM, 3SC, 3ZCy 3SL.

3.7.4. Diferencias en las abundancias de las bacterias aéreo-transportadas
(BAT)

Para identificar los géneros bacterianos con abundancias diferentes entre
los dias muestreados, se utilizd el analisis de discriminante lineal (LEfSe); se
observo diferencias estadisticamente significativas, las BAT mas abundantes en
un dia de lluvias fueron cuatro géneros (Acinetobacter, Mycobacterium,
Variovorax, Trichococcus) y la familia Microbacteriaceae, en contraste con la

seca-calida, donde se observo 27 grupos bacterianos (figura 3.9).
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3.7.5. Abundancias principales de las BAT por sitios

Se obtuvieron un total de 40 taxas (= 0.1 % en abundancia relativa) en la
época de lluvias, registrandose cinco phyla que incluy6: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Thermi. En SM se registré la mayor
abundancia del género Paenibacillus (86.5 %); en todos los sitios se observd
porcentajes considerables del género Bacillus y Acinetobacter. Mientras que en SC
se registraron ejemplares de la familia Planococcaceae (40.86 %); en CB grupos
bacterianos pertenecientes a Enterobacteriaceae (46.37 %). Asi mismo, en OX se
detectaron bacterias de la familia Planococcaceae (15.09 %), Enterobacteriaceae
Otro (22.41 %), Enterobacteriaceae (20.03 %) y una familia sin identificar
perteneciente a la clase Gammaproteobacteria (26.40 %) (tabla 3.3). El total de los

OTU identificados se encuentran en Anexos 3C.

Tabla 3.3. Abundancia relativa (%) de las bacterias identificadas en los seis sitos de
la ZMVT (lluvias).

Bacterias identificadas (OTU ID) O Ly o=l e 2 sk

Actinobacteria Corynebacterium 0.13 0.00 0.00 0.01 0.01 0.5
Microbacterium 0.08 0.38 001 0.03 0.04 o040
Micrococcaceae 0.01 0.08 0.00 0.02 0.21 o0.00
Kocuria 0.03 031 000 0.02 0.00 011
Streptomyces 0.01 0.02 0.00 0.10 0.04 o0.00
Bacteroidetes Weeksellaceae 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 o0.00
Firmicutes Bacillales 0.00 0.13 0.01 0.76 047 0.00
Bacillaceae Otro 0.01 028 021 156 0.78 0.02
Bacillaceae 0.00 0.11 0.08 0.82 0.32 0.00
Bacillus 542 1858 9.94 49.09 38.36 67.91
Paenibacillus 1.42 0.12 8657 0.06 091 1.18
Planococcaceae Otro 0.01 0.01 0.00 0.11 0.04 o0.00
Planococcaceae 15.09 0.02 0.03 40.68 0.08 0.00
Lysinibacillus 0.00 0.00 0.00 0.2112 0.00 o0.00
Rummeliibacillus 204 000 0.00 0.00 0.01 0.00
Solibacillus 0.00 0.20 0.00 0.00 0.00 o0.00
Staphylococcus 0.25 0.07 0.04 082 168 0.68
Exiguobacteraceae Otro 0.00 172 0.01 0.212 0.08 0.08
Exiguobacterium 038 249 0.11 097 460 1.86
Trichococcus 0.11 0.01 0.03 0.06 0.00 0.00
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Enterococcus 0.01 0.09 0.00 0.11 0.00 0.65
Lactococcus 0.00 0.72 0.00 0.00 0.00 o0.00
Proteobacteria Rhizobiales 0.02 025 0.00 0.00 0.01 o0.00
Balneimonas 0.01 0.04 0.00 0.00 0.19 o0.00
Rhodobacteraceae 0.08 0.20 0.00 0.08 0.00 0.00
Skermanella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 o0.00
Sphingomonadacea 0.03 0.07 0.00 0.00 0.00 0.05
Comamonadaceae 0.02 0.00 0.00 0.00 1.07 0.00
Oxalobacteraceae Otro 0.00 024 0.00 0.00 0.010 o0.00
Oxalobacteraceae 142 035 0.00 0.00 147 0.00

Gammaproteobacteria 2640 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
Enterobacteriaceae Otro 22.41 12.34 0.00 0.22 0.39 0.00

Enterobacteriaceae 20.03 46.37 0.00 0.01 3.88 0.00
Citrobacter 0.01 427 0.00 0.00 0.00 o0.00
Enterobacter 0.12 0.17 0.00 0.01 o0.01 o0.00
Erwinia 1.65 0.09 0.00 0.07 1253 0.00
Serratia 0.57 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00
Acinetobacter 153 541 282 341 24.01 2555
Pseudomonas 0.03 255 0.09 0.01 7.37 0.00
Thermi Deinococcus 048 094 0.01 037 083 119

Para la época seca-célida, se estimo la abundancia de 58 grupos bacterianos
(= 0.1 % en abundancia relativa), las OTU se asignaron de nuevo a los mismos
phyla (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Thermi), pero en
diferente abundancia de bacterias. Se registré el mayor porcentaje en CB del género
Bacillus (69.63 %), seguido SL con la familia Planococcaceae (34.65 %), asi como
en SM el género Paenibacillus (19.15 %). También se identific6 un porcentaje
importante  de comunidades bacterianas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (26.57 %) en ZC (tabla 3.4). Otros constituyentes menores
registrados en los seis sitios incluyeron: Microbacterium, Microbispora,
Streptomyces, Planomicrobium, Exiguobacterium, Balneimonas, Agrobacterium y
Deinococcus, asi como grupos bacterianos de la familia Actinomycetales,
Micrococcaceae  Otro, Micrococcaceae, Bacillales Otro, Bacillaceae,
Exiguobacteraceae Otro, Rhizobiales Otro, Sphingomonadacea, Oxalobacteraceae
Otro y Oxalobacteraceae. El total de los OTU identificados se encuentran en

Anexos 3D.
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Tabla 3.4. Abundancia relativa (%) de las bacterias identificadas en los seis sitos de
la ZMVT (seca-calida).

Bacterias identificadas (OTU ID) CAN I R

Actinobacteria Corynebacterium 0.00 0.28 0.02 0.04 0.20 0.00
Microbacterium 047 043 034 033 0.92 0.19
Micrococcacea Otro 0.04 0.27 013 0.14 0.11 0.32
Micrococcaceae 0.02 0.10 0.03 0.26 0.18 0.13
Kocuria 0.01 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00
Microbispora 0.16 0.11 0.05 0.20 0.09 0.06
Rhodococcus 0.00 0.02 0.00 0.00 0.26 0.00
Streptomyces 0.85 0.09 046 059 041 0.26
Bacteroidetes Cytophagaceae 0.19 0.27 0.00 0.05 0.03 0.00
Hymenobacter 0.00 0.02 0.02 0.00 0.212 0.00
Pontibacter 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 o0.02
Chryseobacterium 0.82 0.01 0.02 0.02 0.03 0.00
Firmicutes Bacillales Otro 1.13 052 190 203 092 0.24
Bacillales 0.26 105 056 147 1.15 0.19
Bacillaceae Otro 1.74 110 0.62 287 0.28 0.63
Bacillaceae 0.26 099 0.27 0.34 0.01 0.43
Bacillus 4195 69.63 36.34 60.64 46.88 45.23
Brevibacillus 217 0.00 048 0.00 0.38 0.00
Paenibacillus 369 194 19.15 497 0.12 10.20
Planococcaceae Otro 0.00 0.26 120 0.03 0.01 o0.02
Planococcaceae 8.13 160 501 224 283 34.65
Lysinibacillus 0.00 0.36 057 0.00 0.01 0.00
Planomicrobium 336 146 277 254 420 1.19
Rummeliibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 126 0.01
Solibacillus 0.15 0.00 0.10 4.79 1.03 0.00
Sporosarcina 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.79
Viridibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.06 1.25
Staphylococcus 1.12 0.01 0.00 0.07 0.22 0.00
Exiguobacteraceae Otro 1.71 104 445 0.78 0.62 0.09
Exiguobacterium 0.22 087 247 082 181 0.10
Proteobacteria Rhizobiales Otro 0.16 0.11 0.31 0.27 0.10 0.03
Rhizobiales 0.01 0.01 0.07 0.1 0.00 0.03
Bradyrhizobiacea Otro 0.02 0.02 0.04 0.10 0.00 0.01
Balneimonas 0.35 019 097 111 122 0.13
Agrobacterium 0.02 001 011 0.01 0.01 o0.84
Rhodobacteraceae 0.01 139 0.01 0.00 0.00 0.54
Acetobacteraceae 168 0.10 0.02 0.00 0.01 o0.01
Azospirillum 0.01 0.00 0.07 0.00 0.62 0.00
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Skermanella 0.13 0.01 0.05 0.02 0.03 0.00
Sphingomonadacea 0.16 0.17 093 0.67 0.11 0.13
Betaproteobacteria 1.70 0.04 0.01 0.00 0.00 0.00
Comamonadacea Otro 0.00 0.15 0.01 0.00 0.00 o0.00
Oxalobacteraceae Otro 6.86 053 0.36 1.76 0.38 0.07
Oxalobacteraceae 1429 9.92 233 880 0.79 1.70
Cupriavidus 0.00 044 0.00 0.00 0.00 0.00
Janthinobacterium 046 0.12 0.01 0.00 0.00 0.00

Gammaproteobacteria Otro 0.00 0.00 0.00 0.03 0.12 0.03
Enterobacteriaceae Otro 290 056 8.27 0.00 1.01 o0.00

Enterobacteriaceae 0.88 046 1.76 0.02 26.57 0.00
Enterobacter 0.01 0.25 0.22 0.00 0.35 0.00
Erwinia 0.25 048 054 0.00 2.05 0.00
Acinetobacter 0.06 1.25 0.00 0.23 0.98 0.00
Enhydrobacter 0.43 0.05 0.00 0.32 0.00 0.00
Pseudomonadacea Otro 0.00 0.00 5.63 0.00 0.00 0.00
Pseudomonadaceae 0.01 0.08 0.03 0.10 0.010 o0.02
Pseudomonas 0.00 032 030 0.01 0.00 o0.00
Thermi Deinococcus 0.01 030 0.04 0.27 0.47 0.18
Actinomycetales 056 0.08 0.05 0.02 0.05 0.01

3.7.6. Frecuencia de las BAT por sitios

La frecuencia de las BAT en funcién de las secuencias (= 1 % del total de
lecturas) fue de 36 microorganismos bacterianos. La figura 3.10 expone mediante
una intensidad de color, como en la época de lluvias se registrd la mayor frecuencia
de grupos bacterianos en CB y ZC. El género Exiguobacterium y la especie
Acinetobacter Iwoffii estuvieron presentes en todos los sitios de estudio (lluvias). En
contraste con la época seca-cdlida, la frecuencia de las bacterias aument6 en SM,
SC y fue muy representativa en CB, permaneciendo en los seis sitios el género
Planomicrobium, organismos del orden Bacillales, bacterias de las familias
Oxalobacteraceae y Planococcaceae. También, en ambas épocas se detectaron
bacterias que mantuvieron su frecuencia en la mayoria de los sitos de la ZMVT que

incluyo: Bacillus, B. flexus y B. cereus.
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Figura 3.10. Frecuencia de las BAT por encima del 1 % del total de lecturas.
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3.8. Discusion

Se observo que las BAT colectadas en la ZMVT, requieren 48 h para crecer
en un medio de cultivo, ya que el registro de las UFC se observo durante este
periodo de tiempo; en los sitios de CB (lluvias: 104 UFC y seca-calida: 103 UFC) y
SC (lluvias: 101 UFC y seca-calida: 119 UFC) el crecimiento fue ligeramente similar,
mientras que en el resto de los sitios fue muy variable. Sin embargo, los recuentos
de placas estan sujetos a errores, porque las BAT podrian ser viables y perder la
capacidad de formar colonias, es decir, estan presentes, pero no sobreviven en el
medio utilizado. Si las BAT, presentan este fendbmeno, los datos obtenidos estan
subestimados y no estarian representando adecuadamente el total de bacterias

presentes en el aire.

Vale la pena sefalar que existe una diferencia importante en la composicion
bacteriana del aire de la ZMVT, ya que en lluvias y en la seca-célida, las bacterias
en el aire tienen una distribucion diferente con respecto a la época del dia
muestreado. Algunos reportes realizados por Agarwal (2017), sugieren que la
variacion estacional es atribuida a las condiciones geograficas y meteoroldgicas del

sitio de estudio.

Los resultados de este trabajo, evidencian los phyla con mayor abundancia:
Firmicutes y las Proteobacteria, resultados similares a lo registrado por Garcia-
Mena et al. (2016) en ciudades tan grandes como la Ciudad de México, incluso en
conjunto con las Actinobacterias y Cyanobacterias son muy comunes en muestras
de bioaerosoles urbanos (Serrano-Silva y Calderén-Ezquerro, 2018). En este
contexto, el phylum Firmicutes es mas comdn en la atmdésfera de ecosistemas
urbanos, gracias a sus estrategias de vida al formar propagulos inactivos (por
ejemplo, esporas), muy caracteristico en especies de Bacillus y otras bacterias
Gram positivas, por tanto, son organismos ubicuos en amplios rangos geograficos
(Womack, 2010). Dado que, caracteristicas como los altos niveles de particulas
suspendidas en las grandes urbes, Lu et al. (2018) evidenciaron la contribucién de

las particulas gruesas con la abundancia de grupos bacterianos Gram positivos
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(Firmicutes) ya que las particulas mas gruesas poseen mayor superficie para la
adhesién de los microorganismos, mientras que las que tienen superficies lisas
disminuyen la eficacia de la adhesion, este hallazgo esta de acuerdo con la
abundancia observada de Firmicutes registrados en la ZMVT y la cantidad particulas
suspendidas de fraccion respirable (PMio y Os), donde para el afio 2017 la calidad
del aire fue reportada como regular y para el afio 2018 como mala (RAMA, 2019).
Apoyando la hipotesis de una asociacion entre este grupo de bacterias aéreo-
transportadas y las particulas gruesas suspendidas, sin embargo, se requieren de

estudios posteriores para confirmar esta percepcion.

Investigaciones recientes en sitios urbanos y rurales, han demostrado como
predomina en zonas urbanas el phylum Proteobacteria (Liu et al.,, 2019), no
obstante, en este trabajo las BAT integrantes de este phylum tuvieron una baja
abundancia. Caracteristicas de algunos ejemplares de las Proteobacteria, es que
estan relacionadas con especies bacterianas fijadoras de nitrogeno, ademas estan
asociadas con los ciclos ambientales en el aire de este elemento (Aziz et al., 2018)
y la baja abundancia de estos phyla en la ZMVT es justificable, ya que la mayoria
de los municipios que la conforman, tienen caracteristicas de zonas rurales y la
superficie del suelo es de uso agricola, forestal y en mayor proporcion de uso urbano
(SMAGEM y SEMARNAT, 2016). También, llama la atencion la presencia del
phylum Cyanobacteria, resultados que coinciden con los realizados por varios
autores, favoreciendo el planteamiento de que las bacterias marinas en su mayoria
integrantes de este phylum, pueden ser transportados por corrientes de aire a
grandes distancias entre los continentes, y asi pueden depositarse en las areas
mas distantes del mundo diseminandose a través de las nubes y la precipitacion
(Polymenakou, 2012; Hu et al., 2017).

La diversidad a, mostré en los graficos (observado, Chaol, Shannon y
Simpson) marcadas diferencias entre ambas épocas, sin embargo, el analisis
estadistico determiné que no existian diferencias significativas. EI namero de
muestreos y los datos con valores muy extremos registrados en este trabajo,

podrian explicar una de las razones principales a este resultado. Mientras que la
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diversidad B, registr6 una marcada disimilitud y una diversidad estadisticamente
significativa, en este sentido las bacterias en el aire tienen una distribucion diferente
con respecto a la temperatura que requiere su 6ptimo desarrollo y crecimiento (Fang
et al., 2018).

Los resultados derivados del analisis LEfSe, muestran las BAT con mayor
abundancia en lluvias incluyen: los géneros Acinetobacter, Mycobacterium,
Variovorax, Trichococcus y la familia Microbacteriaceae. En primer lugar, son
reducidas las BAT identificadas en este dia de muestreo, por las precipitaciones
ocurridas en esta época contribuyendo con la limpieza de la atmésfera, mecanismo
gue eliminé bacterias asociadas a particulas suspendidas en la columna de aire
(Jang et al., 2018), otra segunda explicacién es que los origenes de las muestras
de aire fueron colectadas en un episodio donde la lluvia ya habia realizado el
“lavado” y en términos de contaminacion microbioldgica, el aire de la ZMVT era “mas

limpio”.

El género Acinetobacter (Proteobacteria), con 57 especies reportadas a la
fecha, cominmente se encuentran en el suelo, en cuerpos de agua naturales y
residuales. Se ha demostrado que grupos bacterianos de este género estan
ampliamente asociados con nodulos de la raiz en plantas, en vegetales crudos,
lavados y congelados (Juni, 2015), también se han identificado en productos de
pescado congelados (Zotta et al., 2019). Algunas especies como Acinetobacter
baumannii son resistentes a varios farmacos como los carbapenemas, antibiéticos
betalactamicos con amplio espectro de actividad bactericida y otras especies son
patdbgenos oportunistas y nosocomiales que generan infecciones en el torrente
sanguineo e incluso llegan a producir neumonia (McDonald et al.,, 1999),
endocarditis, meningitis, infecciones en heridas quirdrgicas y tracto urinario (Lee et

al., 2017), infecciones en la piel y otros tejidos blandos (Peleg et al., 2008).

En informes realizados por VandeWalle et al. (2012), reportaron una
relaciéon entre las poblaciones de Acinetobacter, Aeromonas y Trichococcus en la

infraestructura de alcantarillado urbano, ya que los sistemas de aguas pluviales
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liberan estas especies facilitando su propagacion a través de las tuberias de
alcantarillado, al grado en que la infraestructura urbana afecta a los rios, lagos y
costas urbanas de todo el mundo (McLellan y Roguet, 2019). Asi mismo, el género
Trichococcus (Firmicutes), esta integrado por ocho especies Gram positivos hasta
ahora reportadas, de las cuales Trichococcus flocculiformis, Trichococcus pasteurii
y Trichococcus collinsii han sido aislados de pantanos, guano de pinguinos, suelo
y sitios contaminados por hidrocarburos (Rainey, 2015); tienen la capacidad de
crecer en un amplio rango de temperaturas, menores a los 0 °C hasta mas de 45
°C (Strepis et al., 2016). Actualmente, no hay reportes asociados con alguna
patogénesis en el humano, por el contrario, los ejemplares de Trichococcus, tienen
particularidades con potencial para aplicaciones biotecnoldgicas que incluyen:
biorremediacién ambiental, produccién de polisacéaridos extracelulares, acido lactico
y moléculas con propiedades anticongelantes (Pikuta y Hoover, 2014), por lo que
la presencia de estos dos géneros Acinetobacter y Trichococcus en la ZMVT,

podrian derivar de diversas fuentes.

La familia Microbacteriaceae (Actinobacteria), comprende 21 géneros (por
ejemplo: Agromyces, Clavibacter, Cutobacterium y Microbacterium), varian de
morfologia celular (desde coccoide, bastones irregulares hasta hifas de
fragmentacion ramificada), residen en habitats naturales terrestres y acuaticos;
en asociacion con plantas, animales, algas, hongos y algunas son consideradas
organismos nosocomiales (Evtushenko y Takeuchi, 2006). También, se ha
informado de especies capaces de reducir la contaminacién por metales pesados
y ser altamente resistentes a la radiacion UV y desecacion (Evtushenko, 2015),
caracteristicas que podrian explicar la presencia abundante de esta familia en la
ZMVT, donde el clima urbano, estéa relacionado con islas de calor generado a partir
de la concentracion de edificios y calles pavimentadas que contribuyen a que el aire
caliente se acumule en el centro de la ciudad (Morales et al., 2007).

En esta investigacion, se identific6 una abundancia representativa del género
Mycobacterium integrante de la familia Mycobacteriaceae, hasta el afio 2019, se

han reportado 213 especies y subespecies con publicacién valida (Parte, 2018),

114



Cruz-Pauseno, 2019

el género incluye parasitos obligados, saprofitos y formas oportunistas. La mayoria
de las especies micobacterianas viven de manera natural en el suelo y cuerpos de
agua, sin embargo el mayor nicho ecol6gico son huéspedes de sangre caliente, y la
mayoria de las infecciones en humanos se deben a Mycobacterium leprae o
Mycobacterium tuberculosis, esto es particularmente en individuos con el sistema
inmune debilitado (Magee y Ward, 2015). En Toluca, de acuerdo con datos del ISEM
(2019) han sido 60 los casos nuevos notificados por tuberculosis para el afio 2017,
de los cuales 22 casos acontecieron en la época de lluvias, sin existir ningun reporte
por lepra, por lo que la abundancia de esta bacteria, podria relacionarse con la

ocurrencia de tuberculosis en la ZMVT.

El género Variovorax (Proteobacteria), tiene nueve especies reportadas,
son rizobacterias moviles Gram negativas que forman colonias amarillentas;
crecen a temperaturas de 20-35 °C (Gao et al., 2015) y promueven el crecimiento
en las plantas. Nguyen y Kim (2016), mencionan que especies de este género
degradan sustratos como la quitina, celulosa y facilitan procesos de biodegradacion
en la naturaleza. También se ha reportado que las cepas de Variovorax son capaces
de degradar policarbonatos alifaticos polihexametileno, carbonatos y complejos
metélicos (Willems et al., 2015), incluso existe evidencia de que pueden degradar
el isopreno (Carrion et al., 2018).

En el dia correspondiente a la seca-calida, se identificaron 27 grupos
bacterianos, de los cuales sobresalen: Stenotrophomonas (con 18 especies
reportadas), es un bacilo de distribucion universal, tipicamente se encuentran en
el suelo, agua, vegetales y animales; especies como Stenotrophomonas
maltophilia; son consideradas bacterias nosocomiales, capaces de causar
infecciones respiratorias, ya que facilmente pueden alojarse en las manos del
personal sanitario (Corzo-Delgado et al., 2006). El género Blautia, integrado por
13 especies Gram positivas (Parte, 2013), caracterizados por ser anaerobios
estrictos y formar parte de la microbiota en el intestino humano (Bircher et al., 2018),
han sido aislados de heces y apéndice cecal en mamiferos (Shin et al., 2018), al

igual que Collinsella (Actinobacteria), con cinco especies reportadas (Parte, 2013),
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fueron detectadas de manera abundante en el tracto gastrointestinal de humanos
(Bag et al., 2017). Otro género que se presenta en heces fecales humanas y del
gue existe reducida informacion es Dorea (Firmicutes), ya que actualmente solo han
sido reportadas dos especies (Taras et al., 2002), caso similar lo es
Faecalibacterium, con solo una especie reportada Faecalibacterium prausnitzii

(Jayasudha et al., 2018) ambas registradas en este estudio.

Asimismo, Propionibacterium (22 especies y subespecies reportadas), es
un comensal de la piel y patégeno oportunista que causa infecciones asociadas
a implantes (Achermann et al., 2014). Lactobacillus, con mas de 170 ejemplares,
es considerado como uno de los colonizadores mas abundantes del colon del
hombre, si bien forman parte de la microbiota gastrointestinal y vaginal en humanos,
también pueden ser patégenos ocasionales (Goldstein et al., 2015). Sphingomonas,
con 128 especies reportadas, forman colonias con pigmento amarillo y han sido
clasificadas como oportunistas emergentes, asociadas con alteraciones en la
microbiota bacteriana de personas con cancer de colon (Richard et al., 2018);
bacterias como Sphingomonas paucimobilis causan afecciones en los huesos y
tejidos blandos de personas inmunocompetentes (EI Beaino et al., 2018).
Rhodococcus con 66 especies reportadas, es un cocobacilo aerobio, Gram
positivo; ejemplares como Rhodococcus equi, causan enfermedades oportunistas
inusuales en personas con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH) y en
ocasiones los sintomas pueden confundirse con tuberculosis pulmonar (Vechi et
al., 2018), mientras que microorganismos como Rhodococcus ruber, han
mostrado un gran potencial para biorremediar varios entornos contaminados por
ésteres de acido ftalico (DEHP), especialmente en ambientes salinos (Yang et al.,
2018), al igual que Streptomyces (787 especies y subespecies reportadas) con
cepas aisladas de suelos hiperaridos y propiedades bioactivas (ldris et al., 2017),
algunas otras han sido detectadas del suelo fangoso (Shen et al., 2018), incluso
de manera invitro se ha comprobado la actividad citotéxica contra el cancer de
préstata, cancer de mama y cancer de pulmén (Ramirez-Rodriguez et al., 2018).
Realizar este tipo de estudios, es importante, para disminuir los riesgos de

infecciones causadas por bacterias consideradas oportunistas, diseminadas en el
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aire de la ZMVT.

Se puede inferir en este estudio, que las caracteristicas geograficas de cada
sitio de muestreo podrian tener influencia con el tipo de microorganismo
identificado, para el caso de SM, donde se registré el género Paenibacillus (ambas
épocas), que cuenta con patdgenos oportunistas responsables de provocar cancer
de piel, nacimientos prematuros, hidrocefalia y leucemia linfoblastica (Grady et al.,
2016), la fuente principal podria relacionarse con la suspension de polvos
provenientes de areas pavimentadas y sin pavimento, la erosion del suelo, asi como
de areas agricolas aledafas. Algunas fuentes puntuales podrian ser la industria del
calzado, la cria del ganado para la obtencion de las pieles y el proceso de la
curtiduria (Pillado et al., 2013), la presencia de animales domeésticos (ejemplo:

perros, gatos, aves y roedores).

La frecuencia de grupos bacterianos identificados en los sitios de la ZMVT en
lluvias, incluy6é: Exiguobacterium y Acinetobacter Iwoffii. Las especies
pertenecientes al género Exiguobacterium, rara vez provocan afectaciones en la
salud humana (Chen et al., 2017), por lo que se siguiere que son parte del entorno
natural de la atmosfera de la ZMVT, ya que ha sido reportada su amplia distribucion
y fuentes de origen como la rizosfera de las plantas, cuerpos de agua naturales y
en plantas de procesamiento de alimentos (Vishnivetskaya et al., 2009). Mientras
que para el caso de Acinetobacter Iwoffii, aunque, es una especie ubicua en el
medio ambiente, ha sido documentada como un agente causal de infecciones

nosocomiales como sepsis neonatal (Mittal et al., 2015).

En ambas épocas, la frecuencia del género Bacillus en el aire de la ZMVT,
podria explicarse, por su capacidad de formar endosporas que le permiten resistir
condiciones extremas como entornos frios y calientes (Rodrigues y Tiedje, 2007) y
algunas cepas de Bacillus cereus, han sido reportadas como agentes de
intoxicacion alimentaria y como causantes de infecciones en heridas y ojos (Ehling-
Schulz et al., 2019), por lo tanto, se sugiere tener ciertos cuidados al manipular
alimentos en la calle o expuestos al aire libre, ya que facilmente podrian
contaminarse y causar dafios en la salud de las personas que los ingieren. Estudios
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similares, en ciudades como Kurdistan (Iran), Bacillus flexus ha sido documentado
como una cepa resistente a metales pesados que incluyé: zinc, cromo, niquel,
cobre, mercurio y cadmio con diferentes concentraciones, concluyendo que esta
especie es un transformador de arsénico (Jebeli et al., 2017) y en algunos casos ha
sido reportado como una especie nosocomial en pacientes con heridas en

guemaduras (Ucar et al., 2016).

3.9. Conclusiones

= El promedio de unidades formadoras de colonias (UFC) en el aire de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT) oscilaron entre 18 y 159 UFC.

= Se identificaron 203 grupos bacterianos en los dos dias correspondientes a
la época de lluvias y seca-cdlida, registrandose la mayor abundancia relativa
en los phyla Firmicutes y Proteobacteria.

» La diversidad B, mostré diferencias estadisticamente significativas; en la
época de lluvias cinco géneros bacterianos fueron los mas abundantes:
Acinetobacter, Mycobacterium, Variovorax, Trichococcus y
Microbacteriaceae, mientras que en la seca-célida, se observaron 27
grupos bacterianos, entre los que tienen importancia médica fueron:
Stenotrophomonas, Propionibacterium, Lactobacillus, Sphingomonas y
Rhodococcus reportados como patdgenos oportunistas.

» La mayor frecuencia de bacterias aéreo-transportadas viables en el aire de
la ZMVT en las dos épocas de estudio incluyd: Bacillus, B. flexus y B. cereus.
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Anexo 3A. Proceso para la extraccion de DNA bacteriano utilizando el kit DNeasy
PowerSoil (100 pruebas) con No. Catalogo 12888-100.

00000
— Sample to Insight QIAGEN —

PowerSeil Kit, extraccion de ADN:

1. Agregar 200pl de la muestra al tubo PowerBead (tubos con piedritas rojas) v mezclar
suavemente con el vortex.

2. Afiadir 60 pl de solucién ©1 y colocar en el vartex por 10 min.

3. Centrifugar los tubos a 10,000 ric durante 30 s.

4. Transferir 500 pl del sobrenadante a un tubo limpio de 2 ml (con la pipeta de 200 pl azul
OSCUra).

5. Afiadir 250 pl de solucion €2 y agitar en el vortex durante 30 s. Incubar a 4°C durante
5 min.

B. Centrifugar los tubos durante 1 min a 10, 000 rfc.

L Evitando el pellet, transfiera 600 pl del scbrenadante a un tubo de 2 ml limpio.

8. Afiadir 200 pl de solucion C3 vy agitar con el vdrtex brevemente 30 s. Incubar a 4°C
durante 5 min.

9. Centrifugar los tubos durante 1 min a 10,000 rfc.

10. Evitando el granulo, transfiera 750 pl del sobrenadante a un tubo limpio de 2 ml (con
la pipeta de 200 pl).

A1. Colocar la solucion C4 v afiadir 1200 pl al tubo de 2 ml, mezclar con el vortex durants
30s.

12. Extraer 675 Wl en la columna MB Spin Column y centrifugar a 10,000 rfc durante 1
min (desechar el liquido/vaciar).

E Repita el paso dos veces, hasta que toda la muestra haya sido procesada.

14. Afiadir 500 pl de la solucion C8. Centrifugar durante 30 s a 10,000 ric.

E‘\-’aciar {que no quede nada). Centrifugar de nuevo durante 1 min a 10,000 ric.
ﬁcmaque cuidadosamente la columna ME Spin Column en un tubo limpio de 2 mil.
A7. Afiadir 100yl de solucion 86 al centro de la membrana filtrante. Esperar por 2 min.
E Centrifugar durante 1 min a 10,000 rfc. Deseche la columna giratoria de M8 Spin

Columen. El ADN esta ahora listo para aplicaciones posteriores.
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Anexos 3B. Barcode utilizados para la secuenciacién masiva en muestras de

aire de la ZMVT en las épocas: lluvias y seca-calida.

#Sample

ID

SC

SM

OX

ZC

CB

SL

ZC

OoX

CB

SM

SL

SC

Barcode

GATCTGCGA
TCC
CAGCTCATC
AGC
CAAACAACA
GCT
GCAACACCA
TCC
GCGATATAT
CGC
CGAGCAATC
CTA

ACCATAGCT
CCG
TGGACATCT
CTT
GAACACTTT
GGA
GAGCCATCT
GTA
TTGGGTACA
CGT
AAGGCGCTC
CTT

LinkerPrimerSequence

Epocade lluvias

CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG

Epoca seca-célida

CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGT
CTCCGACTCAG

Input_file_name

V3-341F1-.trimm.fna
V3-341F2-.trimm.fna
V3-341F3-.trimm.fna
V3-341F4-.trimm.fna
V3-341F5-.trimm.fna

V3-341F6-.trimm.fna

V3-341F19-.trimm.fna
V3-341F20-.trimm.fna
V3-341F21-.trimm.fna
V3-341F22-.trimm.fna
V3-341F23.trimm.fna

V3-341F24-.trimm.fna

Description

Augustl7
Augustl7
Augustl7
Augustl7
Augustl7

Augustl7

March18
March18
March18
March18
March18

March18
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Anexos 3C. Bacterias obtenidas mediante secuenciacion masiva en la época de lluvias.

#OTU ID SC SM OX zZC CB SL
P_sin asignaar; otro;otro;otro;otro;otro 0.00 0.01 0.03 0.03 0.01 0.01
P__acidobacteria;c__acidobacteria-6;0__iii1-15;f ;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__acidimicrobiia;o__acidimicrobiales;f__;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;otro;otro 0.01 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__actinomycetaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__actinosynnemataceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__bogoriellaceae;g__georgenia 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __brevibacteriaceae;g__brevibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__cellulomonadaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _cellulomonadaceae;g__actinotalea 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__cellulomonadaceae;g__cellulomonas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__corynebacteriaceae;g__corynebacterium 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.15
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__dermabacteraceae;g__brachybacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__dietziaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _dietziaceae;g__dietzia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__frankiaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _frankiaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _geodermatophilaceae;g__modestobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _gordoniaceae;g__gordonia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__intrasporangiaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _intrasporangiaceae;g__arsenicicoccus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__microbacteriaceae;otro 0.00 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _microbacteriaceae;g__ 0.00 0.00 0.02 0.00 0.04 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __microbacteriaceae;g__agrococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__microbacteriaceae;g__clavibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __microbacteriaceae;g__curtobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__microbacteriaceae;g__microbacterium 0.03 0.01 0.08 0.04 0.38 0.40
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__micrococcaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
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P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__micrococcaceae;g__ 0.02 0.00 0.01 0.21 0.08 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __micrococcaceae;g__arthrobacter 0.01 0.00 0.02 0.00 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _micrococcaceae;g__kocuria 0.02 0.00 0.03 0.00 0.31 0.11
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__micrococcaceae;g__microbispora 0.01 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _micrococcaceae;g__micrococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__micromonosporaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _mycobacteriaceae;g__mycobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__nocardiaceae;g__nocardia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _nocardiaceae;g__rhodococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __nocardioidaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _nocardioidaceae;g__aeromicrobium 0.01 0.00 0.01 0.01 0.02 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f __promicromonosporaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _propionibacteriaceae;g__propionibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__streptomycetaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f__streptomycetaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__actinomycetales;f _streptomycetaceae;g__streptomyces 0.10 0.00 0.01 0.04 0.02 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__bifidobacteriales;f _bifidobacteriaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__actinobacteria;o__bifidobacteriales;f__bifidobacteriaceae;g__bifidobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__coriobacteriia;o__coriobacteriales;f _coriobacteriaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__coriobacteriia;o__coriobacteriales;f__coriobacteriaceae;g__collinsella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_actinobacteria;c__coriobacteriia;o__coriobacteriales;f _coriobacteriaceae;g__slackia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__bacteroidia;o__bacteroidales;f__bacteroidaceae;g__bacteroides 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__bacteroidia;o__bacteroidales;f _prevotellaceae;g__prevotella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__bacteroidia;o__bacteroidales;f__s24-7;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__bacteroidia;o__bacteroidales;f__[paraprevotellaceae];g__[prevotella] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__cytophagia;o__cytophagales;f _cytophagaceae;g 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__cytophagia;o__cytophagales;f__cytophagaceae;g__dyadobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__cytophagia;o__cytophagales;f _cytophagaceae;g__hymenobacter 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__cytophagia;o__cytophagales;f _cytophagaceae;g__pontibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__flavobacteriia;o__flavobacteriales;f _flavobacteriaceae;g__flavobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__flavobacteriia;o__flavobacteriales;f__[weeksellaceae];g__ 0.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_bacteroidetes;c__flavobacteriia;o__flavobacteriales;f__[weeksellaceae];g__chryseobacterium 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__sphingobacteriia;o__sphingobacteriales;f__sphingobacteriaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__sphingobacteriia;o__sphingobacteriales;f__sphingobacteriaceae;g__pedobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_bacteroidetes;c__[saprospirae];o__[saprospirales];f__chitinophagaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_cyanobacteria;c__4c0d-2;0__mlel-12;f ;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_cyanobacteria;c__chloroplast;o__chlorophyta;f __chlamydomonadaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_cyanobacteria;c__chloroplast;o__streptophyta;f__;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;otro;otro 0.05 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f ;g 0.76 0.01 0.00 0.47 0.13 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__bacillaceae;otro 1.56 0.21 0.01 0.78 0.28 0.02
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__bacillaceae;g___ 0.82 0.08 0.00 0.32 0.11 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__bacillaceae;g__bacillus 49.09 9.94 5.42 38.36 18.58 67.91
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__bacillaceae;g__marinibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__bacillaceae;g__virgibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__paenibacillaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__paenibacillaceae;g__brevibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__paenibacillaceae;g__cohnella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__paenibacillaceae;g__paenibacillus 0.06 86.57 1.42 0.91 0.12 1.18
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;otro 0.11 0.00 0.01 0.04 0.01 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f _planococcaceae;g__ 40.68 0.03 15.09 0.08 0.02 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__kurthia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__lysinibacillus 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f __planococcaceae;g__paenisporosarcina 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__planococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__planomicrobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.63 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__rummeliibacillus 0.00 0.00 2.04 0.01 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f __planococcaceae;g__solibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f __planococcaceae;g__sporosarcina 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__planococcaceae;g__viridibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f _staphylococcaceae;g__jeotgalicoccus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__staphylococcaceae;g__macrococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f _staphylococcaceae;g__staphylococcus 0.82 0.04 0.25 1.68 0.07 0.68
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__exiguobacteraceae;otro 0.11 0.01 0.00 0.08 1.71 0.08
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__exiguobacteraceae;g__ 0.01 0.00 0.00 0.02 0.03 0.01
P_firmicutes;c__bacilli;o__bacillales;f__exiguobacteraceae;g__exiguobacterium 0.97 0.11 0.38 4.60 2.49 1.86
P_firmicutes;c__bacilli;o__gemellales;f__gemellaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__aerococcaceae;g__aerococcus 0.03 0.00 0.02 0.02 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__carnobacteriaceae;g__desemzia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__carnobacteriaceae;g__granulicatella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f __carnobacteriaceae;g__trichococcus 0.06 0.03 0.11 0.00 0.01 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__enterococcaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__enterococcaceae;g__enterococcus 0.11 0.00 0.01 0.00 0.09 0.65
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__lactobacillaceae;g__lactobacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__leuconostocaceae;g__weissella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__streptococcaceae;g__lactococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.71 0.00
P_firmicutes;c__bacilli;o__lactobacillales;f__streptococcaceae;g__streptococcus 0.01 0.00 0.00 0.00 0.03 0.01
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__clostridiaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__clostridiaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__clostridiaceae;g__clostridium 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f _clostridiaceae;g__proteiniclasticum 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__ clostridiales;f__lachnospiraceae;g__blautia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g__coprococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g__dorea 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g__lachnospira 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g__roseburia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__lachnospiraceae;g__[ruminococcus] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f __peptostreptococcaceae;g__tepidibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__ruminococcaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f __ruminococcaceae;g__faecalibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__ruminococcaceae;g__oscillospira 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__ruminococcaceae;g__ruminococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__clostridia;o__clostridiales;f__veillonellaceae;g__megamonas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__erysipelotrichi;o__erysipelotrichales;f__erysipelotrichaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_firmicutes;c__erysipelotrichi;o__erysipelotrichales;f _erysipelotrichaceae;g__eubacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;otro;otro;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;otro;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__caulobacterales;f _caulobacteraceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;otro;otro 0.00 0.00 0.02 0.01 0.25 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f _aurantimonadaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__bradyrhizobiaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f _bradyrhizobiaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__bradyrhizobiaceae;g__balneimonas 0.00 0.00 0.01 0.19 0.04 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f __bradyrhizobiaceae;g__bradyrhizobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__hyphomicrobiaceae;g__devosia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f __hyphomicrobiaceae;g__hyphomicrobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__methylobacteriaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f __methylobacteriaceae;g__methylobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f __methylocystaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f _phyllobacteriaceae;g__mesorhizobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f__rhizobiaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhizobiales;f _rhizobiaceae;g__agrobacterium 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodobacterales;f _hyphomonadaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodobacterales;f _rhodobacteraceae;g__ 0.08 0.00 0.08 0.00 0.20 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodobacterales;f__rhodobacteraceae;g__paracoccus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f__acetobacteraceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f__rhodospirillaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f__rhodospirillaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f __rhodospirillaceae;g__azospirillum 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__rhodospirillales;f__rhodospirillaceae;g__skermanella 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;f__sphingomonadaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;f__sphingomonadaceae;g___ 0.00 0.00 0.03 0.00 0.07 0.05
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;f__sphingomonadaceae;g__sphingobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;f _sphingomonadaceae;g__sphingomonas 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00
P_proteobacteria;c__alphaproteobacteria;o__sphingomonadales;f__sphingomonadaceae;g__sphingopyxis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;otro;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;otro;otro 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f__alcaligenaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __alcaligenaceae;g__achromobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __burkholderiaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __comamonadaceae;otro 0.00 0.00 0.04 0.04 0.02 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f__comamonadaceae;g___ 0.00 0.00 0.02 1.07 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f _comamonadaceae;g__acidovorax 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f _comamonadaceae;g__methylibium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f _comamonadaceae;g__variovorax 0.01 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __oxalobacteraceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.01 0.24 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __oxalobacteraceae;g_ 0.00 0.00 1.42 1.47 0.35 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __oxalobacteraceae;g__cupriavidus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__burkholderiales;f __oxalobacteraceae;g__janthinobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__methylophilales;f__methylophilaceae;g__methylotenera 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__betaproteobacteria;o__rhodocyclales;f _rhodocyclaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;otro;otro;otro 0.00 0.00 26.40 0.00 0.01 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__alteromonadales;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__alteromonadales;f __alteromonadaceae;g__marinobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;otro 0.22 0.00 22.41 0.39 12.34 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g_ 0.01 0.00 20.03 3.88 46.37 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__citrobacter 0.00 0.00 0.01 0.00 4.27 0.00
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P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__enterobacter 0.01 0.00 0.12 0.01 0.17 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__erwinia 0.07 0.00 1.65 12.53 0.09 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__klebsiella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__salmonella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__serratia 0.00 0.00 0.57 0.00 0.19 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__enterobacteriales;f__enterobacteriaceae;g__trabulsiella 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;otro;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;f__moraxellaceae;g__acinetobacter 3.41 2.82 1.53 24.01 5.41 25.55
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;f__moraxellaceae;g__enhydrobacter 0.00 0.00 0.01 0.00 0.04 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o___pseudomonadales;f__moraxellaceae;g__psychrobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;f__pseudomonadaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;f__pseudomonadaceae;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__pseudomonadales;f__pseudomonadaceae;g__pseudomonas 0.01 0.09 0.03 7.37 2.55 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__xanthomonadales;f__sinobacteraceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__xanthomonadales;f__xanthomonadaceae;otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__xanthomonadales;f _xanthomonadaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__xanthomonadales;f__xanthomonadaceae;g__lysobacter 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00
P_proteobacteria;c__gammaproteobacteria;o__xanthomonadales;f _xanthomonadaceae;g__stenotrophomonas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Anexos 3D. Bacterias obtenidas mediante secuenciacion masiva en la época seca-calida.

#OTU ID ZC OX CB SM SL SC
P_Sin asignaar; Otro;Otro;Otro;Otro;Otro 0.03 0.01 0.01 0.00 0.01 0.01
P__Acidobacteria;c__Acidobacteria-6;0__iiil-15;f _;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;f__;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;Otro;Otro 0.05 0.56 0.08 0.05 0.01 0.02
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Actinomycetaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Actinosynnemataceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Bogoriellaceae;g__Georgenia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Brevibacteriaceae;g__Brevibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Cellulomonadaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Cellulomonadaceae;g__Actinotalea 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f __Cellulomonadaceae;g__Cellulomonas 0.02 0.09 0.02 0.03 0.01 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Corynebacteriaceae;g__Corynebacterium 0.10 0.00 0.28 0.02 0.00 0.04
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Dermabacteraceae;g__Brachybacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.03
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Dietziaceae;Otro 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Dietziaceae;g__Dietzia 0.03 0.04 0.01 0.04 0.00 0.02
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Frankiaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Frankiaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Geodermatophilaceae;g__Modestobacter 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f __Gordoniaceae;g__Gordonia 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;g___ 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Intrasporangiaceae;g__ Arsenicicoccus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f __Microbacteriaceae;Otro 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f __Microbacteriaceae;g__Agrococcus 0.04 0.01 0.02 0.05 0.01 0.05
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Clavibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Microbacteriaceae;g__Curtobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Microbacteriaceae;g__Microbacterium 0.92 0.47 0.43 0.34 0.19 0.33
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f __Micrococcaceae;Otro 0.11 0.04 0.27 0.13 0.32 0.14
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P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f __Micrococcaceae;g_ 0.18 0.02 0.10 0.03 0.13 0.26
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Arthrobacter 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Kocuria 0.11 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Microbispora 0.09 0.16 0.11 0.05 0.06 0.20
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Micrococcaceae;g__Micrococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f __Micromonosporaceae;g___ 0.02 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f __Nocardiaceae;g__Nocardia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardiaceae;g__Rhodococcus 0.26 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f __Nocardioidaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Nocardioidaceae;g__Aeromicrobium 0.02 0.03 0.02 0.01 0.01 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f___Promicromonosporaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Propionibacteriaceae;g__Propionibacterium 0.04 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f__Streptomycetaceae;Otro 0.00 0.01 0.00 0.01 0.01 0.01
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f _Streptomycetaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces 0.41 0.85 0.09 0.46 0.26 0.59
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f __Bifidobacteriaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium 0.03 0.00 0.01 0.04 0.00 0.03
P_Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f __Coriobacteriaceae;g___ 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Collinsella 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01
P_Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f __Coriobacteriaceae;g__Slackia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Bacteroides 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Prevotellaceae;g__Prevotella 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__S24-7;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__[Paraprevotellaceae];g__[Prevotella] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g___ 0.03 0.19 0.27 0.00 0.00 0.05
P_Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Dyadobacter 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f __Cytophagaceae;g__Hymenobacter 0.21 0.00 0.02 0.02 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Cytophagia;o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Pontibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.10
P_Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f _Flavobacteriaceae;g__Flavobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae];g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;o__Flavobacteriales;f__[Weeksellaceae];g__Chryseobacterium 0.03 0.82 0.01 0.02 0.00 0.02
P_Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__Sphingobacteriaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Bacteroidetes;c__Sphingobacteriia;o__Sphingobacteriales;f__Sphingobacteriaceae;g__Pedobacter 0.02 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00
P_Bacteroidetes;c__[Saprospirae];o__[Saprospirales];f__Chitinophagaceae;g_ 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Cyanobacteria;c__4C0d-2;0_ MLE1-12;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Chlorophyta;f __Chlamydomonadaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Streptophyta;f__;g_ 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;Otro;Otro 0.92 1.13 0.52 1.90 0.24 2.03
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__;g__ 1.15 0.26 1.05 0.56 0.19 1.47
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;Otro 0.28 1.74 1.10 0.62 0.63 2.87
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g___ 0.01 0.26 0.99 0.27 0.43 0.34
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Bacillus 46.88 = 4195 @ 69.63 | 36.34 @ 45.23 | 60.64
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Marinibacillus 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Virgibacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__ 0.00 0.03 0.04 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Brevibacillus 0.38 2.17 0.00 0.48 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Cohnella 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus 0.12 3.69 1.94 19.15 | 10.20 4.97
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;Otro 0.01 0.00 0.26 1.20 0.02 0.03
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g_ 2.83 8.13 1.60 5.01 34.65 2.24
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Kurthia 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Lysinibacillus 0.01 0.00 0.36 0.57 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Paenisporosarcina 0.01 0.06 0.01 0.00 0.00 0.07
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Planococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Planomicrobium 4.20 3.36 1.46 2.77 1.19 2.54
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Rummeliibacillus 1.26 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Solibacillus 1.03 0.15 0.00 0.10 0.00 4.79
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Sporosarcina 0.00 0.00 0.01 0.00 0.79 0.01
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Planococcaceae;g__Viridibacillus 0.06 0.00 0.00 0.00 1.25 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Jeotgalicoccus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Macrococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Staphylococcaceae;g__Staphylococcus 0.22 1.12 0.01 0.01 0.00 0.07
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Exiguobacteraceae;Otro 0.62 1.71 1.04 4.45 0.09 0.78
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Exiguobacteraceae;g___ 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Exiguobacteraceae;g__Exiguobacterium 1.81 0.22 0.87 2.47 0.10 0.82
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Gemellales;f _Gemellaceae;g_ 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Aerococcaceae;g__Aerococcus 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Desemzia 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.01
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Granulicatella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Carnobacteriaceae;g__Trichococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enterococcaceae;g__Enterococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 0.02 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Leuconostocaceae;g__Weissella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Lactococcus 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Streptococcaceae;g__Streptococcus 0.01 0.00 0.02 0.02 0.00 0.02
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Otro;Otro 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f __;g_ 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__Clostridiaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g_ 0.01 0.00 0.01 0.01 0.00 0.01
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Clostridium 0.00 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g__Proteiniclasticum 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__Lachnospiraceae;Otro 0.04 0.01 0.02 0.03 0.01 0.04
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g_ 0.07 0.04 0.01 0.05 0.00 0.05
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Blautia 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Coprococcus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Dorea 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Lachnospira 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__Roseburia 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Clostridiales;f __Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus] 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Peptostreptococcaceae;g__ Tepidibacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__ 0.05 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02
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P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Faecalibacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g__Oscillospira 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f __Ruminococcaceae;g__Ruminococcus 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__ Clostridia;o__ Clostridiales;f__Veillonellaceae;g__Megamonas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__Eubacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;Otro;Otro;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;Otro;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Caulobacterales;f__Caulobacteraceae;g__ 0.01 0.00 0.01 0.02 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;Otro;Otro 0.10 0.16 0.11 0.31 0.03 0.27
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__;g__ 0.00 0.01 0.01 0.07 0.03 0.11
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Aurantimonadaceae;Otro 0.00 0.00 0.01 0.00 0.02 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Bradyrhizobiaceae;Otro 0.00 0.02 0.02 0.04 0.01 0.10
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Bradyrhizobiaceae;g_ 0.02 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Bradyrhizobiaceae;g__Balneimonas 1.22 0.35 0.19 0.97 0.13 1.11
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Bradyrhizobiaceae;g__Bradyrhizobium 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Hyphomicrobiaceae;g__Devosia 0.00 0.01 0.00 0.02 0.02 0.04
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Hyphomicrobiaceae;g__Hyphomicrobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Methylobacteriaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f __Methylobacteriaceae;g__Methylobacterium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Methylocystaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Phyllobacteriaceae;g__Mesorhizobium 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f__Rhizobiaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f _Rhizobiaceae;g__Agrobacterium 0.01 0.02 0.01 0.11 0.84 0.01
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f Hyphomonadaceae;g_ 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f Rhodobacteraceae;g__ 0.00 0.01 1.39 0.01 0.54 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales;f Rhodobacteraceae;g__Paracoccus 0.00 0.00 0.03 0.00 0.01 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f ;g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Acetobacteraceae;g__ 0.01 1.68 0.10 0.02 0.01 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f __Rhodospirillaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g___ 0.02 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00
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P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f__Rhodospirillaceae;g__Azospirillum 0.62 0.01 0.00 0.07 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f___Rhodospirillaceae;g__Skermanella 0.03 0.13 0.01 0.05 0.00 0.02
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;Otro 0.01 0.01 0.01 0.03 0.01 0.05
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f _Sphingomonadaceae;g_ 0.11 0.16 0.17 0.93 0.13 0.67
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingobium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobactria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas 0.06 0.02 0.01 0.05 0.02 0.05
P_Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Sphingomonadales;f__Sphingomonadaceae;g__Sphingopyxis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;Otro;Otro;Otro 0.00 1.70 0.04 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Alcaligenaceae;g_ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__Achromobacter 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Burkholderiaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Comamonadaceae;Otro 0.00 0.00 0.15 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f__Comamonadaceae;g___ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f Comamonadaceae;g__Acidovorax 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Comamonadaceae;g__Methylibium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f Comamonadaceae;g__Variovorax 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f __Oxalobacteraceae;Otro 0.38 6.86 0.53 0.36 0.07 1.76
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f __Oxalobacteraceae;g___ 0.79 14.29 9.92 2.33 1.70 8.80
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Oxalobacteraceae;g__Cupriavidus 0.00 0.00 0.44 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Oxalobacteraceae;g__Janthinobacterium 0.00 0.46 0.12 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Methylophilales;f__Methylophilaceae;g__Methylotenera 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o___Rhodocyclales;f _Rhodocyclaceae;g__ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;Otro;Otro;Otro 0.12 0.00 0.00 0.00 0.03 0.03
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Alteromonadales;f__Alteromonadaceae;g__Marinobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;Otro 1.01 2.90 0.56 8.27 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f __Enterobacteriaceae;g_ 26.57 0.88 0.46 1.76 0.00 0.02
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Citrobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Enterobacter 0.35 0.01 0.25 0.22 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f _Enterobacteriaceae;g__Erwinia 2.05 0.25 0.48 0.54 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Klebsiella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Enterobacteriales;f _Enterobacteriaceae;g__Salmonella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteriao__Enterobacteriales;f__Enterobacteriaceae;g__Serratia 0.00 0.01 0.00 0.04 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__ Enterobacteriales;f _Enterobacteriaceae;g__Trabulsiella 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;Otro;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o___Pseudomonadales;f _Moraxellaceae;g__Acinetobacter 0.98 0.06 1.25 0.00 0.00 0.23
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_Pseudomonadales;f__Moraxellaceae;g__Enhydrobacter 0.00 0.43 0.05 0.00 0.00 0.32
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o___Pseudomonadales;f _Moraxellaceae;g__Psychrobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o_Pseudomonadales;f __Pseudomonadaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 5.63 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o___Pseudomonadales;f _Pseudomonadaceae;g_ 0.01 0.01 0.08 0.03 0.01 0.10
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Pseudomonadales;f _Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas 0.01 0.00 0.32 0.30 0.00 0.01
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f _Sinobacteraceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f__Xanthomonadaceae;Otro 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f _Xanthomonadaceae;g_ 0.02 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f _Xanthomonadaceae;g__Lysobacter 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Xanthomonadales;f _Xanthomonadaceae;g__Stenotrophomonas 0.03 0.04 0.01 0.00 0.00 0.01
P_Therm;c__Deinococcio__Deinococcales;f__Deinococcaceae;g__Deinococcus 0.47 0.01 0.30 0.04 0.18 0.27
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Capitulo 4

Relacionar los factores ambientales que determinan la
presencia de grupos fisiologicos bacterianos

4.1. Resumen

Existen bacterias suspendidas en el aire y estan ampliamente
relacionadas con el entorno natural. El objetivo de este trabajo fue relacionar los
factores ambientales que determinan la presencia de grupos fisiologicos
bacterianos en seis sitios de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT),
para lo cual se realizé una base de datos con las abundancias relativas de los
phyla identificados en los sitios: Oxtotitlan (OX), Ceboruco (CB), San Mateo
Atenco (SM), San Cristébal Huichochitlan (SC), Zinacantepec (ZC) y San
Lorenzo Tepaltitlan (SL); se registraron pardmetros ambientales que incluyo:
direccién del viento (DV), velocidad del viento (VV), humedad relativa (HR),
presion atmosférica (PA), temperatura (TMP) y radiacibn solar (RUV),
estableciendo una correlacion. De acuerdo con los resultados obtenidos, no se

observo correlacion estadisticamente significativa entre las variables.

Palabras clave: bacterias del aire, relacion, variables ambientales.

4.2. Abstract

There are bacteria suspended in the air and are widely related to the
natural environment. The objective of this work was to relate the environmental
factors that determine the presence of bacterial physiological groups in six sites
of the Metropolitan Zone of the Toluca Valley (ZMVT), for which a database was
made with the relative abundances of the phyla identified at the sites: Oxtotitlan
(OX), Ceboruco (CB), San Mateo Atenco (SM), San Cristdbal Huichochitlan (SC),
Zinacantepec (ZC) and San Lorenzo Tepaltitlan (SL); Environmental parameters
were recorded that included: wind direction (DV), wind speed (VV), relative
humidity (HR), atmospheric pressure (PA), temperature (TMP) and solar
radiation (RUV), establishing a correlation. According to the results obtained, no

statistically significant correlation was observed between the variables.
Key words: air bacteria, correlation, environmental variables.
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4.3. Introduccion

“... la Tierra como un sistema auto-regulado que surge de la totalidad de
organismos que la componen, las rocas de la superficie, el océano y la
atmosfera, estrechamente unidos como un sistema que evoluciona” (Lovelock,
2007), funciona de manera armoniosa y cada elemento interactla con otro, por
lo que la supervivencia y distribucion de las bacterias que entran a la atmésfera
naturalmente, asi como de fuentes antropogénicas estan moduladas por factores
biolégicos y condiciones meteoroldgicas, como la radiacion solar, la temperatura,

la humedad relativa y la composicion quimica (Lighthart, 1997).

El transporte bacteriano en el aire puede ser de varios miles de kildmetros
(Després et al., 2012) y en su mayoria aquellos capaces de crecer en alguin
medio de cultivo se caracterizan por ser bacterias Gram positivas (Gandolfi et
al., 2013) con una fraccion de tamafio de particula mayores a 10 um (Claup,
2015).

Las bacterias aéreo-transportadas (BAT) tienen un papel importante en la
formacion de nubes y precipitaciones, especialmente bacterias como
Pseudomonas syringae, existen trabajos, donde se ha sugerido que las bacterias
crecen, se dividen, producen proteinas y metabolitos en las nubes dentro de la
atmosfera, incluso lo hacen a temperaturas inferiores de 0 °C (Womack et al.,
2010). De ahi que las bacterias presentes en el aire influyen en la composicion
de las asociaciones microbianas de nieve, suelos, agua en los lagos, océanos,
vias metabdlicas, asi como en las redes alimenticias de estos ambientes (Sattler
et al., 2001). El objetivo de este trabajo fue relacionar los factores ambientales

gue determinan la presencia de grupos fisiol6gicos bacterianos.
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4.4. Revision bibliografica

Existen algunos informes sobre la variacion estacional y la caracterizacion
de las bacterias en el aire cerca de fuentes puntuales en ciudades como Nueva
Delhi, registrando concentraciones altas de bacterias en invierno y primavera a
diferencia del verano (Agarwal, 2017). En estudios similares Zhen et al. (2017)
en la ciudad de Pekin, registraron recuentos bacterianos altos en primavera y
otofio, aludiendo que estos resultados se deben principalmente a factores
meteoroldgicos y no a la presencia de contaminantes atmosféricos. Diversas
investigaciones, han evidenciado una relacidon entre grupos bacterianos y la

época del afio (tabla 4.1), asi como del lugar de estudio.

Tabla 4.1. Diversidad bacteriana registrada en cinco lugares diferentes con los

phyla més abundantes.

Referencia Lugares Grupos bacterianos Epoca
de estudio
Fykse et al. Noruega, Firmicutes Bacillus
(2015) Finlandia,
Suecia
Proteobacteria  Sthaphylococcus,
Acinetobacter
Garcia-Mena Ciudad de Firmicutes Bacillus y Staphylococcus Otofio
etal. (2016) Méxicoy  proteobacteria  Pseudomonas, Invierno y
Estado de Acinetobacter Verano
Mexico
Klein et al. Monte Proteobacteria  Acidisphaera
(2016) Bachelor, rubrifaciens,
Oregon Pseudomonas,
Myxococcaceae
Actinobacteria  Solirubrobacterales,
Actinomycetales
Genitsaris et Thessaloniki, Proteobacteria, Verano
al. (2017) Grecia Firmicutes,
Bacteroidetes,
Cianobacterias
Yuan et al. Beijing Firmicutes Bacillus pichinotyi,
(2017) Kocuria palustris

Actinobacteria
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Zhai et al. (2018), después de un estudio, integran datos sugiriendo que
las fuentes locales desempefian un papel importante en la configuracion de las
comunidades bacterianas en el aire, teniendo un impacto mayor que los
causados por las condiciones meteorolégicas. No obstante, algunos autores
sefalan que las variables meteorologicas son el factor principal, por ejemplo,
durante la primavera influyé sustancialmente la temperatura, la humedad
relativa y la velocidad del viento, mientras que en verano lo fue la presién
atmosférica y la humedad relativa, infiriendo que los factores meteorologicos
pueden alterar la liberacion y el transporte bacteriano e incluso acarrear bacterias

exdgenas (Zhen et al., 2017).

Otros estudios, mencionan que la atmédsfera esta colonizada
transitoriamente por bacterias de fuentes locales como el suelo, el agua o las
plantas de cada area, infiriendo en una asociacibn de microorganismos
bacterianos con polvos en el aire, ya que de esta forma logran protegerse del
efecto por radiacion solar y al mismo tiempo lo utilizan como via de transporte
(Bertolini et al., 2013). Bajo este contexto, especies como Staphylococus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Burkholderia cenocepacia,
Bacillus subtilis y Serratia marcescens no logran evadir la muerte celular causada
por la exposicion al 0zono y por iones negativos presentes en el aire (Fletcher et
al., 2007).

Por otro lado, una sola gota de lluvia puede transferir el 0.01 % de las
bacterias a la superficie del suelo y de esta al aire a través de los cientos de
aerosoles generados por la lluvia (Joung et al., 2017) y después de un evento
de calor este mismo fendémeno se ha observado al incrementarse
significativamente la abundancia de bacterias formadoras de esporas (Fang et
al., 2018).

En otro aspecto, el territorio de la ZMVT es una zona influenciada por los
vientos alisios que soplan con mas intensidad en primavera y verano. Se
caracteriza por tener un clima templado en la mayor parte del valle; semifrio en
los municipios de Lerma, Zinacantepec y Toluca, asi como un clima frio, en estos
altimos dos (GEM y SEMARNAP, 1997).

146



Cruz-Pauseno, 2019

Elevaciones montafiosas como la Sierra Nevado de Toluca al suroeste, la
Sierra de las Cruces y la Sierra de Ocoyotepec al este, la Sierra de Monte Alto
al noroeste y la Sierra Matlazinca al sur, determinan fuertemente la direccién de
los vientos, en las que el Nevado de Toluca influye en las corrientes de aire
provenientes del sur, generando el cambio de su trayectoria; mientras que la
Sierra de Monte Alto y la Sierra de las Cruces impiden la circulacién de los
vientos alisios, en la época seca-fria que llegan al Valle (ProAire, 2012). Este
fendmeno natural origina que los vientos predominantes en el Valle de Toluca se
deslicen al sureste y en ocasiones crean domos de polvo en la ciudad (GEM,
2007; Morales et al., 2007). En la figura 4.1, se observa la direccion de los vientos

en los seis sitios de estudio de la ZMVT.
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Figura 4.1. Direccion de los vientos en la ZMVT (Modificado de ProAire, 2012).

147



Cruz-Pauseno, 2019

Respecto al uso de suelo en la ZMVT existe una estrecha relaciéon entre
el clima, el uso de suelo y las particulas, debido a que estas Ultimas provienen
de actividades humanas. De acuerdo con datos del Gobierno del Estado de
México (GEM, 2007) para el afio 2004, la superficie territorial de la ZMTV era de
2,669.6 Km?, dentro del cual incluia: uso agricola (1,696.9 Km?), uso humano
(110.5 Km?), uso forestal (518.9 Km?), entre otros (343.2 Km?), con ocho tipos
de suelo. En la tabla 4.2, se observan los tipos de suelos que predominan en la
ZMVT.

Tabla 4.2. Territorio y proporcidén de los tipos de suelo que predominan en la
ZMTV.

Territorio Proporcion Tipo de suelo
Phaeozem
Centro y sur Mayor Andosol
Vertisol
Luvisol
Temoaya y Otzolotepec Menor Cambisol
Planosol
Nevado de Tolucay o Regosol
Tenango del Valle Minima Leptoso

FAO-Unesco (1976).

4.5. Objetivo

» Relacionar los factores ambientales que determinan la presencia de

grupos fisioldgicos bacterianos.

4.6. Métodos

La colecta de las muestras se llevo a cabo los dias 16 de agosto de
2017 (época de lluvias) y 26 de marzo de 2018 (época seca-calida) en los
sitios: Oxtotitlan (OX), Ceboruco (CB), San Mateo Atenco (SM), San Cristdbal
Huichochitlan (SC), Zinacantepec (ZC) y San Lorenzo Tepaltitlan (SL)
ubicados en la zona centro, norte y sur de la Zona Metropolitana del Valle de

Toluca (ZMVT), a través de la técnica por gravedad (Capitulo 3); en un intento
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por comprender la relacién entre las bacterias aéreo-transportadas (BAT) y
las variables ambientales, se realiz6 una base de datos con las abundancias
relativas de los phyla identificados en los seis sitios de estudio y el registro de
los parametros ambientales que incluyd: direccidon del viento (DV), velocidad
del viento (VV), humedad relativa (HR), presion atmosférica (PA), temperatura
(TMP) y radiacion solar (RUV), estableciendo una correlacion de Spearman

(coeficiente de correlacion R), considerando significativo un valor de p<0.05.

4.7. Resultados

Se identificaron cinco phyla en los seis sitios de estudio: OX, CB, SM, SC,
ZCy SL; en ambas épocas los phyla con mayor abundancia fueron los Firmicutes
y las Proteobacteria. Se registrd6 una mayor VV (m/s) y HR (%) en la época de
lluvias a diferencia de la época seca-calida (tabla 4.1 y 4.2). Los valores
reportados en este estudio, son razonables ya que en la época de lluvias se
caracteriza por fuertes rafagas de vientos y la humedad relativa aumenta con el

agua originada por las precipitaciones en la ZMVT.
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Tabla 4.1. Grupos bacterianos y variables ambientales registrados en seis sitios

de la ZMVT en la época de lluvias.

Lluvias
Phyla (%)
SC SM CB OX ZC SL

Acidobacteria 0.24 0.03 1.02 0.21 0.36 0.73
Bacteroidetes 0.18 0.00 0.00 0.04 0.01 0.01
Firmicutes 05.39 97.04 2529 2479 4748 72.42
Proteobacteria 3.83 292 7275 7446 51.28 25.63
Thermi 0.37 0.01 0.94 0.48 0.83 1.19

Variables ambientales

DV (°A) 174 170 156 139 131 _
VV (m/s) 27 17 13 22 39 _
HR (%) 77 82 69 _ 78 _
PA (mm de Hg) 561 563 562 _ B _
TMP (°C) 151 166 17.0 0000 150  _
RUV (W/m?) 08 09 09 00 B _

_: datos no disponibles.
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Tabla 4.2. Grupos bacterianos y variables ambientales registrados en época

seca-calida.
Seca-calida
Phyla (%)
SC SM CB OX ZC SL
Acidobacteria 1.82 1.36 1.52 2.35 2.47 1.04
Bacteroidetes 0.20 0.07 0.34 1.02 036 0.02
Firmicutes 8391 76.11 81.09 66.08 62.10 95.10
Proteobacteria 13.78 2241 16.74 30.53 3455 3.65
Thermi 0.27 0.04 0.30 0.01 0.47 0.18
Variables ambientales
DV (°A) _ _ _ _ 200 _
VV (m/s) 1.6 1.5 1.1 1.3 3.6 a
HR (%) 46 0 0 3 46 3
PA (mm de Hg) 560 560 560 3 1026
TMP (°C) 16.5 18.0 17.7 16.8 25.0 _
RUV (W/m2) 0.9 1.1 1.1 3 _ 3

_: datos no disponibles.

De acuerdo con los resultados la correlacion entre los grupos bacterianos

y las variables: DV, VV, HR, PA, TMP y RUV, no se observd una correlacion

significativa (tabla 4.3). Este resultado sugiere, la realizacion de registros y

periodos de tiempo mayores a los realizados en este estudio.
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Tabla 4.3. Correlacion entre los grupos bacterianos y las variables ambientales

registrados en los seis sitios de estudio.

Grupos bacterianos (Phyla %)

Variables

ambientales . , , o . .
Acidobacteria Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Thermi

DV (FA) R= 0.657 0.808 0.541 -0.566 -0.451

p= 0.156 0.052 0.267 0.242 0.370
\AY R= -0.163 -0.217 -0.152 0.155 0.443
(m/s)

p= 0.653 0.546 0.675 0.669 0.200
HR (%) R= -0.608 -0.495 -0.139 0.160 0.407

p= 0.110 0.213 0.743 0.705 0.316
PA(mm R= 0.642 0.575 -0.221 0.196 0.181
de Hg)

p= 0.120 0.177 0.634 0.673 0.698
TMP R= 0.592 0.263 0.442 -0.467 -0.115
(°C)

p= 0.071 0.463 0.200 0.174 0.752
RUV R= 0.549 0.347 0.587 -0.601 -0.276
(W/m2)

p= 0.201 0.445 0.166 0.154 0.549

R: coeficiente de correlacion. Se considera significativo un valor de p<0.05.
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4.8. Discusion

En este trabajo se habia sugerido relacionar los factores ambientales que
determinan la presencia de grupos fisiolégicos bacterianos identificados
previamente, sin embargo, no se observo una correlacion estadisticamente
significativa entre las variables consideradas. Apoyando estas observaciones
Matthias-Maser et al. (2000), evidencian que solo las bioparticulas con
dimensiones considerables (ejemplo, polen y esporas de hongos), mostraron
una relacién estadisticamente significativa con las condiciones atmosféricas a
diferencia de las concentraciones de bacterias con didmetros aproximados de 2
pm. Asi mismo, Qi et al. (2015), en un estudio para determinar el nivel de
actividad microbiana en la atmdsfera en Qingdao, China, observaron que estos
procesos microbianos no mostraron una correlacion significativa con variables
ambientales que incluyo6: la temperatura, la humedad relativa y la velocidad del
viento. No obstante, podria apreciarse posiblemente una correlacién sustancial
si se realiza un muestreo por periodos de tiempo mas largo; en este sentido
Marotzke y Forster (2015), sugieren que es probable observar algunos efectos
como el cambio climatico cuando se consideran conjuntos de datos
meteoroldgicos a largo plazo, lo que se sugiere, sea aplicable en estudios futuros

para dilucidar lo planteado inicialmente.

4.9. Conclusiones

= De acuerdo con los resultados de la relacién entre los grupos bacterianos
y las variables: direccion del viento (DV), velocidad del viento (VV),
humedad relativa (HR), presién atmosférica (PA), temperatura (TMP) y
radiacion solar (RUV), mediante la correlacion de Spearman, no se

observo correlacion estadisticamente significativa.

153



Cruz-Pauseno, 2019

4.10. Literatura citada

Agarwal S. 2017. Seasonal variability in size-segregated airborne bacterial
particles and their characterization at different source-sites. Environmental
Science and Pollution Research, 24(15):13519-13527.

Bertolini V, Gandolfi I, Ambrosini R, Bestetti G, Innocente E, Rampazzo G,
Franzetti A. 2013. Temporal variability and effect of environmental
variables on airborne bacterial communities in an urban area of Northern
Italy. Applied Microbiology and Biotechnology, 97(14):6561-6570.

Clausf M. 2015. Particle size distribution of airborne microorganisms in the
environment-A review. Landbauforsch Applied Agricultural and Forestry
Research, 65(2):77-100.

Després V, Huffman JA, Burrows SM, Hoose C, Safatov A, Buryak G, Frohlich-
Nowoisky J, Wolfgang E, Meinrato A, Ulrich P, Jaenicke R. 2012. Primary
biological aerosol particles in the atmosphere: a review. Chemical and
Physical Meteorology, 64(1):2-40.

Fang Z, Guo W, Zhang J, Lou X. 2018. Influence of heat events on the
composition of airborne bacterial communities in urban ecosystems.
International Journal of Environmental Research and Public Health,
15(10):2295.

FAO-Unesco. Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion, Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la
Ciencia y la Cultura. 1976. Mapa mundial de suelos 1: 5 000 000. Paris,
3:104.

Fletcher LA, Gaunt LF, Beggs CB, Shepherd SJ, Sleigh PA, Noakes CJ, Kerr KG.
2007. Bactericidal action of positive and negative ions in air. BMC
Microbiology, 7(1):1-9.

Fykse EM, Tjarnhage T, Humppi T, Sarvik VE, Ingebretsen A, Skogan G,
Olofsson G, Wa'sterby P, Gradmark P, Larsson A, Dybwad M, Blatny JM.
2015. Identification of airborne bacteria by 16S rDNA sequencing, MALDI-
TOF MS and the MIDI microbial identification system. Aerobiologia,
31:271-281.

Gandolfi I, Bertolini V, Ambrosini R, Bestetti G, Franzetti A. 2013. Unravelling the

bacterial diversity in the atmosphere. Applied Microbiology and

154



Cruz-Pauseno, 2019

Biotechnology, 97(11):4727-4736.

Garcia-Mena J, Murugesan S, Pérez-Mufioz AA, Garcia-Espitia M, Maya O,
Jacinto-Montiel M, Giselle Monsalvo-Ponce G, Pifia-Escobedo A,
Dominguez-Malfavon L, Gomez-Ramirez M, Cervantes-Gonzéalez E,
Nufiez-Cardona MT. 2016. Airborne bacterial diversity from the low
atmosphere of greater Mexico City. Microbial Ecology, 72(1):70-84.

GEM y SEMARNAP. Gobierno del Estado de México, Secretaria del Medio
Ambiente, Recurso Naturales y Pesca. 1997. Aire Limpio: Programa para
el Valle de Toluca 1997-2000. Consultado el 5 de febrero de 2019.
Disponible en
htps://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/69320/16 PROAIRE_V
ALLE_DE_TOLUCA 1997-2000.pdf

GEM. Gobierno del estado de México. 2007. Inventario de Emisiones de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, 2004. Consultado el 7 de julio de 2017.
Disponible
en:http://sma.edomex.gob.mx/sites/sma.edomex.gob.mx/files/files/sma_p
df ie_zm_vt.pdf

Genitsaris S, Stefanidou N, Katsiapi M, Kormas KA, Sommer U, Moustaka-Gouni
M. 2017. Variability of airborne bacteria in an urban Mediterranean area
(Thessaloniki, Greece). Atmospheric Environment, 157:101-110.

Joung YS, Ge Z, Buie CR. 2017. Bioaerosol generation by raindrops on soil.
Nature Communications, 8:1-10.

Klein AM, Bohannan BJM, Jaffe DA, Levin DA, Green JL. 2016. Molecular
evidence for metabolically active bacteria in the atmosphere. Frontiers in
Microbiology, 7:1-11.

Lighthart B. 1997. The ecology of bacteria in the alfresco atmosphere. FEMS
Microbiology Ecology, 23:263-274.

Lovelock J. 2007. La venganza de la Tierra. Editorial Planeta, Barcelona, 249 p.

Marotzke J and Forster PM. 2015. Forcing, feedback and internal variability in
global temperature trends. Nature, 517(7536):1-15.

Matthias-Maser S, Jaenicke R. 2000. The size distribution of primary biological
aerosol particles in the multiphase atmosphere. Aerobiologia, 16(2):207-
210.

Morales CCM; Madrigal DU and Gonzalez LAB. 2007. Isla de calor en Toluca,

155


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1352231017301449#!

Cruz-Pauseno, 2019

México. Ciencia Ergo-Sum, 14(3):307-316.

ProAire. Programa para mejorar la calidad del aire Valle de Toluca 2012-2017.
2012. Consultado el 26 de junio de 2019. Disponible en
http://proaire.edomex.gob.mx/toluca_2012 2017

Qi J, Zhong X, Shao Q, Gao D, Wu L, Huang L, Ye Y. 2015. Microbial activity
levels in atmospheric bioaerosols in Qingdao. Aerobiologia, 31(3):353-
365.

Sattler B, Puxbaum H, Psenner R. 2001. Bacterial growth in supercooled cloud
droplets. Geophysical Research Letters, 28(2):239-242.

Womack AM, Bohannan BJM, Green JL. 2010. Biodiversity and biogeography of
the atmosphere. Philosophical Transactions of the Royal Society of
London B: Biological Sciences, 365(1558):3645-3653.

Yuan H, Zhang D, Shi Y, Li B, Yang J, Yu X, Chen N, Kakikawa M. 2017. Cell
concentration, viability and culture compaosition of airborne bacteria during
a dust event in Beijing. Journal of Environmental Sciences, 55:33-40.

Zhai Y, Li X, Wang T, Wang B, Li C, Zeng G. 2018. A review on airborne
microorganisms in particulate matters: composition, characteristics and
influence factors. Environment International, 113:74-90.

Zhen Q, Deng Y, Wang Y, Wang X, Zhang H, Sun X, Ouyang Z. 2017.
Meteorological factors had more impact on airborne bacterial communities

than air pollutants. Science of the Total Environment, 601:703-712.

156


http://proaire.edomex.gob.mx/toluca_2012_2017

Cruz-Pauseno, 2019

Conclusiones generales

El andlisis de los resultados obtenidos en cada capitulo ha permitido
establecer cuatro conclusiones con respecto a la distribucién espacio-temporal

de la composicion bacteriana en la atmosfera baja del Valle de Toluca:

1. Entres sitios: San Cristobal Huichochitlan (SC), San Mateo Atenco (SM)
y Ceboruco (CB) se obtuvo:

a) El aislamiento y caracterizacién de las bacterias viables a

través de sus propiedades morfoldgicas y fisiolégicas.

b) Mediante la técnica atomica denominada PIXE se detectd la

composicion quimica elemental de las PMzs.

c) Se determind la asociacién entre las PMzsy las bacterias aéreo-

transportadas.

2. En seis sitios de la ZMVT: Oxtotitlan (OX), Ceboruco (CB), San Mateo
Atenco (SM), San Cristébal Huichochitlan (SC), Zinacantepec (ZC) y San
Lorenzo Tepaltitlan (SL), mediante secuenciacion masiva, se identificé la
composicién bacteriana y se observaron factores que determinaron la

presencia de grupos fisiolégicos bacterianos.

3. Se cumplieron los objetivos planteados y se obtiene la distribucion
espacio-temporal de la composicidon bacteriana en la atmosfera baja del

Valle de Toluca.

4. Se requiere incrementar la frecuencia de la toma de muestras tanto de
las PM2.s como de las bacterias aéreo-transportadas para precisar la

influencia y su relacion.
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Capitulo 5. Transferencia de conocimiento

A través de la divulgacion cientifica, se transmite el conocimiento a la
comunidad interesada, conocimiento derivado de investigaciones que directa o
indirectamente influye en la cultura de la sociedad. En este trabajo, mediante una
entrevista en Radio Ciudadana 660 AM Ciudad de México (o también Terramar),
titulado: “Contaminantes biolégicos en la atmoésfera. El caso de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, México”, se planteo satisfacer la transferencia

de este conocimiento.

Radio Ciudadana 660 AM, inicia en mayo de 2017, transmitiendo por radio
AM e internet desde la Ciudad de México, todos los jueves a las 18:30 horas.
Emite conversaciones sobre "Ecologia, Biodiversidad y Ambiente", es una
estacion de radio que impulsa la cultura, la libertad de expresiéon y el derecho a
la informacion. El oyente encuentra temas de interés general por expertos, sin
fines de lucro o publicidad, el Unico propésito de la estacion es difundir
investigaciones de calidad, realizadas sobre todo por investigadores, cientificos
y estudiantes que comparten lo mas novedoso y relevante de diferentes ramas
de la ciencia. Esta dirigido a todo publico interesado en estos temas, pero
especialmente a la generacién del cambio (climético). El equipo Terramar esta
integrado por: Javier Rodrigo Reyes Pinzén (conductor), Ricardo Reyes Chilpa
(contenidos) y Carolina Duran (produccién), que abrieron el espacio para
compartir una fraccién del trabajo realizado en la Zona Metropolitana del Valle

de Toluca, México.

Asimismo, como parte de la transferencia de conocimiento, se realizo la
publicacién de una nota cientifica en el Boletin informativo cauce que lleva por

nombre: “Bacterias que se inhalan en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca”,
con la finalidad de divulgar a la comunidad estudiantil una parte del trabajo que

se realiz6 en esta tesis.
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Contenido de Escaleta realizada durante la entrevista en radio TERRAMAR,

enero de 2019.

“TERRAMAR: Conversaciones sobre Ecologia, Biodiversidad y Ambiente No. -

Grabacion: 15/Enero/2019. IMER 19hrs. Transmision: Pendiente

Conduccion: Javier Rodrigo Reyes Pinzon. Produccion: Carolina -Duran.

Guién: Guadalupe Cruz. Antonio Lozada v Ricardo Reyes

Tema: Contaminantes Bioldgicos en la Atmosfera. El caso de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, México.

Invitados: Guadalupe Cruz Pauseno y Antonio Lozada Canudas

CONDUCTOR: INTRODUCCION

Robert Owen (1816) relaciond el bienestar humano y la calidad del aire a través de
la siguiente frase: “Para obtener y conservar la salud de un buen estado, para
mantener la felicidad, es necesario aire purp. Las ciudades y fabricas no tienen aire
puro, es necesario adoptar medidas para garantizarlo”. Si bien desde esa fecha ha
existido un creciente interés en el tema, solo después der la Segunda Guerra
Mundial (1945) surge oficialmente la necesidad de identificar las fuentes de
contaminacion del aire que pueden afectar la salud humana. El rapido y

desordenado crecimiento urbano vy la industrializacién, como ocurre en la Zona
Metropolitana de la ciudad de Toluca, México, se traducen en un aumento en las

fuentes de contaminantes inorganicos, como el ozono; pero también es necesario
conocer los riesgos de las particulas organicas de origen biolégico, hongos vy
bacterias, también conocidas como bioaerosoles, a los cuales no se les brinda

suficiente atencién.

Invitados: Guadalupe Cruz Pauseno y Antonio Lozada Canudas. Ambos son
biélogos por la Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco y estudiantes de la

Maestria en Ecologia Aplicada en la misma universidad.

Conductor: Contaminantes Bioldgicos en la Atmdsfera. El caso de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, México.

| Con: Guadalupe Cruz Pauseno y Antonio Lozada Canudas

CONDUCTOR: INICIA ENTREVISTA

1.- ;Qué es la contaminacion atmosférica?
Es la presencia de materia, sustancias quimicas, bioldgicas y formas de energia

que alteran la calidad del aire causando efectos negativos en animales, vegetacion
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(algunas de importancia econdmica), personas y edificaciones de importancia

histérica.

2.- ;Cuales son los principales contaminantes?

Primero habria que clasificar los contaminantes de acuerdo con su origen:
Inorganicos- Emisiones principalmente relacionadas con actividades humanas
como la industria, minerias, otros. Los contaminantes criterios monitoreados son
Diéxido de azufre (SOz2), Monodxido de carhono (CQ), Diéxido de nitrégeno (NOz),
Ozono (0z) y Plomo (Pb).

Organicos- También conocidos como bioaeroscles, son aquellos que comprenden
particulas de origen o actividad biolégica que pueden afectar a seres humanos.
Estan compuestos principalmente por polen, virus, bacterias y hongos de diferentes

diametros.

3.- ;Por qué estudiar la Zona Metropolitana del Valle de Toluca?

Porqué se encuentra en el centro del pais y esta reportada como la segunda
conurbacion con importancia economica del Estado de México. También se resalta
su importancia debido a que conserva actividades agricolas cerca de las zonas
industriales presentes, traduciéndose esto en caracteristicas particulares de los
sitios que tienen el potencial de fungir como fuentes de diversos microorganismos.
Para esto se realizaron los muestreos en seis sitios los cuales fueron: San Mateo
Atenco, Nueva Oxtotitlan, San Cristébal Huichochitlan, Ceboruco, Zinacantepec y
San Lorenzo Tepaltitlan.

4.- ;Cual es en general la calidad del aire en el Valle de Toluca?

Si bien es complicado generalizar, gracias a los datos obtenidos por la Red
Automatica de Monitoreo Atmosférico de Toluca, los mosaicos de la calidad del aire
por particulas suspendidas de fraccion respirable (10 ym, 2.5 ym y ozono) se han

registrado como regular (2017) y mala (2018).
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5.- Comentan sobre particulas muy pequefas en el aire. Recordemos a nuestra
audiencia que un micrometro es la milésima parte de un milimetro. ;Por qué
es importante el didametro de los microorganismos?

De acuerdo con la NOM-025-55A1-2014 “Limites permitidos para PM10 y PM2.5",
las particulas se pueden clasificar en 3 tipos. Gruesas (10 ym), finas (2.5 pm) y ultra
finas (0.1 ym). La importancia de esta clasificacion radica en la region del cuerpo a
la que puede impactar, hay estudios que refieren que las particulas con diametro de
10 pm se alojan en la parte superior del tracto respiratorio (Nariz-traquea), mientras
gue las particulas de 2.5 uym pueden llegar a la parte baja del tracto respiratorio

(Faringe-pulmones) pudiendo llegar hasta los alvéolos pulmonares.

6.- Uds. Se han enfocado a estudiar microorganismos en el aire ;por qué?

e Generar antecedentes en el monitoreo de microorganismos (bacterias y
hongos) para fomentar el interés en estos estudios, que podrian proporcionar
una referencia potencialmente importante para la gestion agricola y de salud.

e Acondicionar el camino para el desarrollo de propuestas o normativas
ambientales que establezcan los minimos y maximos permisibles de
particulas biolégicas (bacterias y hongos); reforzar las estrategias

ambientales para contrarrestar los riesgos a la salud a nivel local y nacional.

7.- { Qué microorganismos han detectado? ;Cémo lo hicieron? ;Qué danos a
la salud pueden causar?

Para la obtencion de las muestras se empled la técnica de sedimentacion pasiva,
en la que se expusieron cajas de Petri con Agar Nutritivo (bacterias) y Agar Rosa
de Bengala (hongos); posteriormente fueron incubadas a diferentes temperaturas.
Para el caso de las bacterias se extrajo el DNA bacteriano para una secuenciacidn

masiva e identificarlas de acuerdo a su huella genética.
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Guadalupe: Se identificaron 203 tipos de bacterias, dentro de las cuales sobresalen
las que pertenecen a la familia Planococcaceae, Enterobacteriaceae,
Oxalobacteraceae; géneros como Bacillus, Paenibacillus, Erwinia Acinetobacter y
Planomicrobium. Algunos de los padecimientos asociados son cancer en la piel,
nacimientos prematuros, leucemia, infecciones pulmonares, endocarditis,

meningitis e infecciones en el tracto urinario.

Antonio: De 2,500 unidades formadoras de colonia analizadas, se registraron mas
de 55 generos fungicos de los cuales se resalta la presencia de Fusarium,
Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Penicilium, Aspergillus, Epicoccum, Mucor,
Geotrichum, Verticilium. Algunos de los padecimientos respiratorios son
complicaciones de asma, rinitis alérgica, aspergilosis bronquiopulmonar alérgica,

cromoblastomicosis, sinusitis alérgica, bronquitis y mucormicosis, entre otras.

8.- ;De donde provienen estos hongos y bacterias? ;Nos vamos a enfermar
por respirarlos?

No, no es mala la presencia de estos microorganismos. Ya que tanto bacterias como
hongos cumplen funciones vitales en los diferentes ecosistemas, ya sea como
degradadores de materia organica, intervienen en los ciclos biogeoquimicos, como

control bioldgico natural o recirculadores de nutrientes en las cadenas tréficas.

Si bien su presencia en grandes concentraciones supone un riesgo para la salud
del ser humano, se necesita que la persona esté en un estado inmunocomprometido
para que estos patdgenos, identificados como oportunistas, puedan generar algun

tipo de padecimiento.

9.- ;Cual es su recomendacion...?
e Seguir apoyando a los estudios de monitoreo atmosférico, para la
identificacion de particulas bioldgicas y contaminantes inorganicos.
« |dentificacion de los periodos con mayor presencia de particulas biologicas,

para la implementacion de estrategias preventivas por parte del sector salud.
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« El fomento de héabitos de higiene en la poblacion y de un estilo de vida
saludable, para prevenir padecimientos derivados de algun cuadro de
inmunodepresion al sistema.

e Generar conciencia ambiental en torno a los microorganismos que se
estudiaron, para conocer sus aspectos benéficos, asi como sus posibles

impactos al ser humano.

10.- ;Donde y qué apoyo tuvieron para realizar estos estudios? ;Dodnde
pueden consultarlos?

 Maestria en Ecologia Aplicada UAM-Xochimilco

Guadalupe Cruz Pauseno trabaja con la Dra. Maria Teresa Nufiez Cardona en la
identificacion de bacterias suspendidas en el aire.
Antonio Lozada trabaja con la Dra. Maria Judith Castellanos Moguel en el monitoreo

de hongos presentes en la atmosfera.

Agradecimientos: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el financiamiento
otorgado a los proyectos:
o (CB-2568751: Responsable Dr. Raul V. Diaz Godoy (ININ), Dra. Maria Judith
Castellanos Moguel y Dra. Maria Teresa Nufiez Cardona (UAM-Xochimilco),
Dra. Martha Patricia Sierra Vargas (INER).
e 163235 INFR-2011: Responsable Dr. Jaime Garcia Mena, (CINVESTAY

Zacatenco).

CONDUCTOR: Agradecemos a nuestros invitados Guadalupe Cruz Pauseno
y Antonio Lozada Canudas por su presencia el dia de hoy, tratando el tema:
Contaminantes Biolégicos en la Atmosfera. El caso de la Zona Metropolitana
del Valle de Toluca, México. Los invitamos a que escuchen el proximo programa

y que nos escriban a nuestro Facebook.
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QIMER

BRIDEEEN A8 P20 2 e ncave 20 L4 Ass)

Clugad de México a 27 de Febrero del 2019
Guadalupe Cruz Pauseno
Maestra
Presente,
Sirva este conducto para agradecer su participacion en e programa Terramar,
Conversaciones sobre ecologia, biodiversidad y ambiente, aberdando ef tema
“CONTAMINANTES BIOLOGICOS EN LA ATMOSFERA BAJA DE LA ZONA
METROPOLITANA DEL VALLE DE TOLUCA" el cual se levd a cabo el 27 de Febraro
del 2019, en XEDTL. Ciudadana 660 AM del Instituto Mexicano de ia Radio,

Valoramos el poder contar con ciudadanos/ciudadanas comprometidas como usted, que
ha contribuido honorificamente a llevar a nuestros y nuestras radioescuchas informacién
valiosa.

Lic. Claudia Ortigoza Pérez
Gerente

©
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Publicacion de nota cientifica en el Boletin Informativo CauUCe Junio de
2019.

Bacterias que se inhalan en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca

Guadalupe Cruz Pauseno, Jaime Garcia Mena, Rail Venancio Diaz Godoy

Las bacterias son organismos que comprenden uno de los grupos taxonomicos mas
extensos en la tierra. estas se encuentran en cualquier ambiente y forman parte del entorno
natural incluso en el cuerpo humano. El aire no es la excepcidn, ya que las que estan
forman parte de los bioaerosoles, que son fracciones de origen natural. con diversos
tamanios en forma de proteinas. virus, bacterias. esporas de hongos y polen, ademas
funcionan como nucleos para la formacion de cristales de hielo: nubes, influyendo en el
clima'. La permanencia y distribucién de las bacterias dependen de factores quimicos
como la contaminacion en el aire derivado de actividades anfropogénicas y naturales
como la velocidad y direccion del viento, radiacion solar, temperatura, humedad entre
otros.

A medida que los nucleos urbanos crecen. también se incrementa la contaminacion en el
aire, por lo que se requiere saber mas sobre su composicion y calidad, sobre todo en la
Zona metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT). considerada como la segunda
conurbacion con mayor importancia econémica y demografica. En la ZMVT respiran
alrededor de 2. 274, 372 habitantes®, se evalua constantemente las particulas suspendidas
como las PMssy PMyg (particulas menores a 2.5 y 10 micras) a través de la Red
Automatica de Monitoreo Atmosférico de la ZMVT (RAMA). Sin embargo, son escasos
los estudios acerca de la calidad microbiologica. aun cuando es de interés epidemioldgico.

Debido a lo anterior, surge la necesidad de conocer las bacterias que se inhalan en la
ZMVT, ya que estan asociadas con diversas enfermedades en plantas, animales y en el
humano. adquiriendo gran importancia biologica y econdmica. Con la finalidad de
conocer la composicion bacteriana en seis sitios de la ZMVT: Oxtotitlan, San Mateo
Atenco, San Cristobal Huichochitlan, Ceboruco, Zinacantepec y San Lorenzo Tepaltitlan.
fueron colectadas bacterias vivas del ambiente mediante la exposicion de cajas de cultivo
por el método por gravedad’. Después de colectar las bacterias. se trasladaron al
laboratorio del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados para ser incubadas:
cosechadas y extraer los acidos nucleicos posteriormente, fueron secuenciadas utilizando
el gen 168 ribosomal como identificador genético.
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A traves de la secuenciacion, se identificaron 203 géneros bacterianos presentes en el aire
de la ZMVT: la lista incluye microrganismos poco comunes y algunas de interés médico
como: Bacillus, Paenibacillus, Exiguobacterium, Erwinia y Acinetobacter. 1.a presencia
de estos ejemplares en grandes concentraciones podria ser un riesgo para la salud de
personas con un sistema inmunoldgico debilitado, por lo que un optimo estado de salud
protege al organismo de adquirir infecciones originadas por la presencia de estas
bacterias.

En el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la unidad Xochimilco de la UAM, a cargo
de la doctora Maria Teresa Nunez Cardona, el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional bajo la direccion del doctor Jaime Garcia
Mena y el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares, coordinado por el doctor Raul
Venancio Diaz Godoy, la alumna Guadalupe Cruz Pauseno desarrolla en la Maestria
de Ecologia Aplicada de la UAM-X, el proyecto: “Distribucion espacio-temporal de la
composicion bacteriana en la atmosfera baja del Valle de Toluca”, con el financiamiento
otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a los proyectos: 163235 INFR-
2011-01 del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados de la unidad Zacatenco y
CB-256751 del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares.

Agradecimientos

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el financiamiento otorgado a los
proyectos: 163235 INFR-2011-01 (responsable Dr. Jaime Garcia Mena-CINVESTAV-
Zacatenco), CB-256751 (responsable-Dr. Raul V. Diaz Godoy-ININ y Dra. Maria Teresa
Nuiiez-Cardona-UAM-X) y a la Maestria en Ecologia Aplicada.
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Estacion de monitoreo ambiental perteneciente a la Red Automatica de Monitoreo
Atmosférico de la ZMVT.

Microorganismos colectados en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

$ID.035.19 15 de julio de 2019
COORDINACION DE LA MAESTRIA EN ECOLOGIA APUCADA
UAM XOCHIMILCO

Presente

Por medio de la presente, le comunico que ls C. Guadalupe Cruz Pauseno, alumna de la maestria en
ecologia aplicada, con numero de matricula 2172800594; presentd una solicitud de difusion para la
mvestigacion titulada: Bacterias que se Inhalan en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca.

Dicho material se difundid en la pagina web de la Universidad Auténoma Metropolitana Xochimilco
{weew x0c uam.mx), como también en las redes soclales: Facebook/ Seccion de Informacion y Difusion
y Twitter @CAUCEUAMXOC

Agradezco su atencion y quedo de usted para cualquier duda, sin mas por el momento, reciba un cordial
saludo.

Alentamente

Casa abicrta al tiempo

Jefe de la Seccidn de Informacion y Difusion
Coordinacion de Extension Universitaria
WWW KOS UL IS

S483 7325 v 5483 7521
SARCELLCOTIE, NOC. Yaam mX
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Raul V. Diaz-Godoy
y Jaime Garcia Mena. 2017. Characterization of hemolytic bacteria in the
atmosphere of two sites from the Toluca Valley. Técnicas para el estudio de las
bacterias del aire en México. XL Congreso Nacional de Microbiologia. Asociacién
Mexicana de Microbiologia A. C. Guadalajara, Jalisco 2 al 5 de abril de 2017.

(Fundada en 1949)
Presidente

e Couw Pausene

Por su asistencia y La presentacién del Cartel

Chanaclorization of hemelylic bactovia in the alnespher,

Otorga la presente
constancia .
Durante el “XL Congreso Nacional de Microbiologfa®,

celebrado del 02 al 05 de abril de 2017, en Guadalajara, Jal.
ffedo Heriberto Herrera Estrella

e of lwo siles from Toluca Valley

La Asociacién Mexicana de Microbiologia, A.C.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Raul V. Diaz-Godoy
y Jaime Garcia Mena. 2017. Técnicas para el estudio de las bacterias del aire en
México. XIV Encuentro Participacion de la Mujer en la Ciencia. Centro de
Investigaciones en Optica, A.C. Le6n, Guanajuato 18 de mayo de 2017.
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Ecologia Aplicada. Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco

Ciudad de México, 22 de mayo de 2017.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Jaime Garcia Mena,
Raul V. Diaz-Godoy. 2017. Avances en el estudio de la distribucion espacio-
temporal de la composicion bacteriana en la atmésfera baja del Valle de Toluca.
13° Congreso de Investigacion. Universidad Nacional Autonoma de México,
unidad FES Zaragoza. Ciudad de México, 16 al 20 de octubre de 2017.

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA
DE MEXICO

CONSTANCIA

Cue otorga la

FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES FARAGOZA
a través del Departamento
de Educacion Continua
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fﬂrﬁirnm. Jmfm-ﬂ gmcm mm Emif Tf"l E:'ifaz gyoJa#
Wﬂ-ﬂ'ﬁ fugsrrm guﬁr'irrﬂ C-pﬂdh'm

Por la presentacion del Trabajo en Cartel: Avances en el Estudio
de la Dhstribucion Espacio-Temporal de la Composicion
Bacteriana en la Atmaosfera Baja del Valle de Toluca. dentro del
13 Congreso de Investigacion, orgamizado por la Division de
Estudios de Posgrado e Inwvestigacion de esta Facultad =] 16 de
octubre del afio en curso.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU™
Cindad de México, a 20 de octubre de 2017.

o

iz Dr. Victor Mannel Mendoza Nunez
Dhrector
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Raul V. Diaz-Godoy. 2017. Estado del arte del proyecto de investigacion:

Distribucion espacio-temporal de la composicion bacteriana en la atmdosfera

baja del valle de Toluca. XXII Simposio del Departamento de Ciencias de la

Salud. Universidad Autbnoma Metropolitana, unidad Iztapalapa. Ciudad de

13 al 15 de diciembre de 2017.
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Cruz Pauseno Guadalupe, Nufiez Cardona Maria Teresa, Garcia Mena Jaime,

Diaz Godoy Raul Venancio. Estudios en bacterias del aire realizados en México

de 2006-2016. Encuentro Académico

Dia del Bidlogo 2018. Universidad

25 de enero.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Jaime Garcia Mena,
Raul Venancio Diaz Godoy. 2018. Qué implica vivir en la zona metropolitana del

Valle de Toluca. XV Encuentro Participacion de la Mujer en la Ciencia. Centro de

Investigaciones en Optica, A.C. Ledn, Guanajuato 23 de mayo de 2018.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Jaime Garcia Mena,
Raul Venancio Diaz-Godoy. 2018. Identificacion de bacterias del aire en seis
puntos del Valle de Toluca. 14° Congreso de Investigacion. Universidad
Nacional Autonoma de México, unidad FES Zaragoza. Ciudad de México, 17 al
21 de septiembre de 2018.
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a través del Departamento
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Por la presentacion del Trabajo en Cartel: Identificacion de
Bacterias del aire en Seis Puntos del Valle de Toluca, dentro del
14° Congreso de Investigacion, el dia 17 de septiembre del afio en
curso, organizado por la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de esta Facultad.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad de México, a 30 de noviembre de 2018.

Dr. Vicente Jesus Hernandez Abad
Director
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez Cardona, Jaime Garcia Mena,
Raul Venancio Diaz Godoy. 2018. Avances en el estudio de la Distribucion

espacio-temporal de la composicion bacteriana en la atmdsfera baja del Valle de

ler Congreso de Ecologia Aplicada. Universidad Auténoma

Metropolitana, unidad Xochimilco. Ciudad de México, 21 y 22 de octubre de

Toluca parte II.
2018.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Jaime Garcia Mena,
Raul V. Diaz-Godoy. 2017. Perspectivas del uso de plantas para mejorar la

LIODEWUPIOOT) CIOPRUIPIOC )
SOTY SAURAII ) BST "B oJaLwNo)-Zel(] Zodoy [P BUIXON] “el(]

T e %

. .,.,.Emom.w_:uv B|egS
810< 8P 84NjoQ ep 9¢ |8 22

24 m.vmx WL O TR @WW id

~OMNTOL 3d JHTIVA :
T4 N3 21V THA AVAITYD VT IVE0[HN VIVd SYLNY1d Jd 0SN TAd SVALLDAdSHAd.,

:ofeqes j9p uoizejuasaid e} jod

ey Aopog Zei(] ‘'sunel euapy :
BjOJED) ‘BSRISY BlIBYN BUOPIED ZOUNN ‘atdnjepens oussned znin
= m e 4

sjuasaad ej uebioyp

edejederzi pepun gy YYS W1 30 SYIONIID 30 OLNIMVINYAICA 13

I3 67 3 |0

oS B e &
A, ? YNVYUIOJOM IR YIRONQLOY GVAISNIAIND V1

calidad del aire en el Valle de Toluca. XXl Simposio del Departamento de
Ciencias de la Salud. Universidad Autonoma Metropolitana, unidad Iztapalapa.

Ciudad de México, 22 al 26 de octubre de 2018.
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Guadalupe Cruz Pauseno, Maria Teresa Nufiez-Cardona, Jaime Garcia Mena,

Khemlal Nirmalkar, Raul V. Diaz-Godoy. 2018. Andlisis por secuenciacion
écnico

s

masiva de bacterias aerotransportadas en seis puntos de la Zona Metropolitana

del Valle de Toluca. XXVIII Congreso T

Investigaciones Nucleares-SUTIN, Toluca, M

2018.
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