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Resumen

Una de las principales zonas de extraccion y produccion de petrdleo en nuestro
pais, es La Sonda de Campeche, donde se encuentra la Reserva de la Biosfera Los
Petenes (RBLP), en la cual se encuentra la mayor y mejor conservada superficie de
pastos marinos del pais; asi este ecosistema corre el riesgo de ser impactado por
derrames de petroéleo. El objetivo del presente trabajo fue establecer una linea base
de calidad ambiental en la RBLP, a través de la medicion de biomarcadores
(concentracion de clorofila, fenoles, carbohidratos y lipoperoxidacion) en el pasto
Thalassia testudinum (Tt). Se hicieron tres muestreos durante el afio 2015 para
cubrir las diferentes estacionalidades, con 18 sitios de muestreo. Los biomarcadores
mostraron que la temporada de lluvias representa el mayor estrés para los pastos
marinos Thalassia testudinum, lo cual en parte es resultado del aumento en los
sélidos disueltos que provocan una disminucion de la penetraciéon de la luz en la
columna de agua, lo que disminuye la eficiencia fotosintética. Los sitios cercanos a
la ciudad de Campeche muestran con frecuencia que los pastos marinos se
encuentran bajo la influencia de algun factor de estrés adicional, por lo que se
recomienda un monitoreo mas intensivo en éstas areas y la identificacion de las
fuentes de contaminantes. Los menores niveles de estrés en los pastos marinos se
presentan en la época de secas, donde las concentraciones de fenoles y azUcares
son bajas con excepcion de los sitios cercanos a la ciudad de Campeche. Los
valores de los biomarcadores medidos en este estudio, conforman una linea base
gue podra ser de utilidad para evaluar otros factores de estrés como la presencia
de hidrocarburos en caso de que ocurra un derrame y estos contaminantes alcancen
la zona de pastos marinos cuya importancia ecologica es fundamental por toda la
gama de servicios ecologicos que representa (produccion de oxigeno, regulacion
del ciclo del carbono, zona de crianza de muchas especies, retencion de solidos,

proteccion de la zona costera entre otros).



Abstract

One of the main areas of oil extraction and production in our country is La Sonda de
Campeche, where the Los Petenes Biosphere Reserve (RBLP) is located, which
contains the largest and best conserved sea grasses area of the country; therefore
this ecosystem runs the risk of being impacted by oil spills. The objective of the
present work was to establish a baseline of environmental quality in the RBLP,
through the measurement of biomarkers (concentrations of chlorophyll, phenols,
carbohydrates and lipoperoxidation) in Thalassia testudinum (Tt). Three sample
collections were carried out during the year 2015 to cover the different seasons, with
18 sampling sites. Biomarkers showed that the rainy season represents the greatest
stress for the sea grass Thalassia testudinum, which is partly a result of the increase
in dissolved solids causing a decrease in light penetration in the water column, which
decreases photosynthetic efficiency. Sites close to the city of Campeche often
showed that sea grasses are under the influence of some additional stress factor,
SO more intensive monitoring is recommended in these areas and identification of
sources of pollutants. The lowest levels of stress in sea grasses occur in the dry
season, where the concentrations of phenols and sugars are low, except for sites
near the city of Campeche. The values of the biomarkers measured in this study
form a baseline that will be useful to evaluate other stressors such as the presence
of hydrocarbons in the event of an oil spill in which these contaminants reach the
marine grasses, which are ecologically important for many reasons (oxygen
production, regulation of the carbon cycle, breeding zone for many species, retention

of solids, protection of the coastal zone, among others).



1. INTRODUCCION

El petrdleo es un recurso natural no renovable de amplio uso industrial, México es
uno de los pocos paises en el mundo que cuenta con yacimientos de hidrocarburos
gue son suficientes para cubrir las necesidades energéticas y econdmicas del pais,
sin embargo, existe un gran riesgo de accidentes; en los 90s se estimaba que
alrededor del 0.2% de la producciéon mundial de petréleo terminaba en el mar, lo

gue representa cerca de 3 millones de toneladas por afio (Echarri, 1998).

Una de las principales zonas donde se produce petréleo y gas en México se ubica
en la parte sur del Golfo de México, se trata de la Sonda de Campeche, donde en
la actualidad se genera el 82% de la produccion total nacional de crudo (IMP, 2001)
(PEMEX, 2003). Las diversas actividades que son llevadas a cabo por Petréleos
Mexicanos (PEMEX), como los procesos de exploracién, produccion, transporte,
almacenamiento y oleoductos, implican una gran posibilidad de que pudieran existir
diversos impactos de contaminacién por hidrocarburos en el ambiente marino
(Garcia-Cuellar et al. 2004).

Aunado a lo anterior, podrian existir otras fuentes aportadoras de hidrocarburos que
incidan en el &rea como son: descargas industriales y municipales que alcanzan el
area por via de escurrimientos de rios y descargas costeras, produccion biolégica
in situ, deposiciones atmosféricas, emanaciones cronicas, discretas, asi como la
intensa actividad de botes pesqueros y comerciales (Botello et al. 1992). De ahi que,
todas las fuentes conocidas y estimadas de aportaciones de petroleo en el mar
ocurren y, potencialmente contribuyen a la carga de hidrocarburos en el Golfo de

México.

La Reserva de la Biosfera Los Petenes (RBLP) se localiza en el estado de
Campeche, la cual fue decretada el 24 de mayo de 1999 en el Diario Oficial y cuenta
con su Programa de Manejo publicado el 22 de abril del 2009. Desde principios de
los ochentas se han desarrollado trabajos enfocados a su proteccion, conservacion
y uso sostenible de los ecosistemas y recursos naturales; esto, debido a la gran
importancia que tiene su biodiversidad (CONANP, 2006). En 1996 se generaron
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estudios técnicos por parte de la Universidad Autbnoma de Campeche, para
sustentar su decreto como area natural protegida.

La RBLP presenta poco deterioro ambiental, estimado en 30 % de toda su
superficie. La densidad de poblacién humana es minima tanto dentro del area como
en su zona de influencia, adicionalmente, dicha Reserva contiene la mayor y mejor
conservada superficie de pastos marinos del Golfo de México (CONANP-
SEMARNAT, 2006).

Los pastos marinos son un recurso natural de gran importancia debido a la gran
cantidad de servicios ambientales que proporcionan (Daranas, 2007), entre los

cuales destacan:

e Promover diversidad bioldgica: por la alta tasa de produccién primaria de las
angiospermas y de las algas asociadas, de modo que producen oxigeno y
regulan el ciclo global del carbono.

e Zonas de cria: como resultado de su productividad y de su complejidad
estructural, incrementan la diversidad de habitats y de especies ya que dan
vida y sustento a diversas poblaciones (RAMSAR, 2003).

e Mejorar la calidad del medio marino: amortiguan el oleaje y retienen los
sélidos suspendidos en el agua, mejorando su transparencia. Las
angiospermas y algas asociadas absorben los nutrientes del agua y los
sedimentos, actuando como filtros.

e Proteccion de la zona costera: las hojas y el sistema radicular de las
angiospermas favorecen la estabilizacién de los sedimentos y reducen su
resuspension, protegiendo a las costas contra la erosion y a los arrecifes
coralinos contra la sedimentacion excesiva. La acumulacion de hojas en las
playas disipa la energia de las olas y retienen los sedimentos. Son fuente de
sedimentos producto de los esqueletos carbonatados de los organismos que
viven en ellos (Fernandez et al. 2004).

e Los pastos marinos son un excelente bioindicador pues cuentan con una

amplia distribucion, presentan resistencia a algunos contaminantes; se ha



demostrado su capacidad para acumular contaminantes y han sido usados
en diversas ocasiones como indicadores de la calidad del ambiente y de
respuestas a situaciones de estrés, ademas han sido utilizados en
bioensayos para la evaluacibn de su estado de salud a través de

biomarcadores (Alvarez-Legorreta et al. 2008).

Los biomarcadores son respuestas o alteraciones bioquimicas, fisioldgicas,
morfologicas e histopatolégicas de los organismos, ocasionadas por la exposicion
a contaminantes y, en general, estas respuestas son rapidas, sensibles y, en
ocasiones, son reacciones especificas de los organismos a los contaminantes
(Botello, 2005).

De acuerdo con Cajaraville et al. (2003) pueden interpretarse como "medidas en los
niveles molecular, bioquimico o celular, tanto en poblaciones naturales provenientes
de habitats contaminados, como en organismos expuestos experimentalmente a
contaminantes, y que indican que el organismo ha estado expuesto a sustancias

toxicas y la magnitud de la respuesta del organismo al contaminante".

El presente trabajo utiliz6 como biomarcadores en los pastos marinos la
concentracion de clorofila, fenoles, proteinas y carbohidratos, asi como la
lipoperoxidacion medida como malonaldehido para establecer una linea base de

estas respuestas en la RBLP.

Estos biomarcadores se han utilizado con gran éxito en pastos marinos para evaluar
su estado de salud. Por ejemplo, la evaluacion de las clorofilas permite medir el
estrés causado por las actividades antropogénicas, ya que dicho estrés causa una
baja en la eficiencia de los fotosistemas, disminucion en la fijacion de COz, pérdida
del uso eficiente del agua, entre otras. El contenido de clorofila se ha correlacionado
con diversas condiciones ambientales como la intensidad luminica, la temperatura,
la humedad relativa, presencia de plagas, densidad de poblacién, fuente de

nitrdgeno, entre otras (Solarte et al. 2005).



Asi también, las reservas de carbohidratos juegan un papel importante en la
resistencia de las plantas ante las perturbaciones, al servir como un "mecanismo de
rescate” (Chapin et al. 1990). Los pastos marinos tienen una red de rizomas
(6érganos de almacenamiento) que se localizan por debajo del subsuelo, estas
estructuras sirven como reservas de carbohidratos para el crecimiento de la planta
y su sobrevivencia durante los periodos de baja capacidad fotosintética. Debido a
la acumulacion de estas reservas, los pastos marinos, bajo una situacion de estres,
mostraran mayor contenido de carbohidratos en los tejidos de las hojas (Cambell,
2012).

Las plantas responden a variaciones ambientales, como las ocasionadas por la
época del afo, la fertilizacion y los dafios causados por plagas y enfermedades, lo
cual influye en la produccion de metabolitos secundarios (Strack, 1997). Los fenoles
son metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica de los
carbohidratos formados durante la fotosintesis, una parte se emplearan en la
conformaciéon estructural de la planta (metabolismo primario) y otros en el
metabolismo secundario, lo que tendra una gran influencia en la cantidad y calidad
de los compuestos fendlicos producidos (Pérez, 2014).

La lipoperoxidacién es un proceso complejo que se produce en plantas y animales
debido a la presencia de radicales libres de oxigeno, que al generar la peroxidacion
en los organelos que cuentan con membranas lipidicas, como lo son el reticulo
endoplasmico, la mitocondria y los lisosomas, culmina en la eventual destruccion de
dichas membranas lipidicas, produciendo ademas una variedad de productos de

degradacion, como son los aldehidos (Buege y Aust, 1978).

Debido a la cercania que presenta el area de estudio con la sonda de Campeche
se puede decir que, es un area sensible a sufrir derrames de hidrocarburo, por lo
gue es importante conocer el estado de salud de los pastos marinos Talassia
testudinumy, las respuestas de los biomarcadores pueden aportar informacion muy

importante con respecto a su estado actual.



2. MARCO TEORICO

2.1 Sitios sensibles a derrames de hidrocarburos

La produccion y extraccion de petroleo para satisfacer nuestras necesidades ha
ocasionado que la contaminacion por este recurso sea cada vez mayor y sea una
problematica a nivel mundial, ya que existe un gran riesgo de accidentes debido a
las operaciones de extraccion, refinacion, transporte, almacenamiento y uso de

hidrocarburos como principal fuente de energia (Botello, 2005).

Uno de los principales accidentes que se ha presentado en el Golfo de México, es
el del Pozo Ixtoc-1 en las costas de Campeche, en el cual se derramaron mas de 3,
100,000 barriles de crudo (Botello, 2005). Actualmente sabemos que las zonas de
extraccion, produccion y uso no son las unicas vinculadas a los aportes de este
contaminante en los ecosistemas marinos, sino que también existe filtraciones
naturales desde el fondo del océano, la movilizacion de las corrientes maritimas
representa un transporte, asi como las descargas de aguas residuales (municipales
e industriales) y los puertos (Atwood et al. 1988).

El Golfo de México es una de las regiones mas grandes de produccion de petroleo
en el mundo, por lo que esta considerada como zona de alto riesgo en cuanto a
accidentes causados por derrames de petréleo (Figura 1), se calcula una
produccion de mas de 3 millones de barriles por dia de los cuales el 75% proviene
de la Sonda de Campeche, movilizados por ductos submarinos con diversos
destinos, como lo son bollas flotantes, puertos de almacenaje, transformacion y
refinacion, originando un sitio propenso a sufrir las afectaciones que traen consigo

las actividades ya mencionadas (Botello, 2005).
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Figura 1. Zonas de alto riesgo para accidentes petroleros en el &rea del Gran Caribe (Tomado de: Botello,
2005)

Debido a la intensa actividad petrolera ya mencionada, la contaminacién por
hidrocarburos es una de las problematicas principales en el Golfo de México y esto
hace que sitios cercanos a estas zonas de extraccion, principalmente a la Sonda de
Campeche, sean sensibles a ser afectados por derrames, esto podria haber
expuesto a los ambientes cercanos a factores estresantes que podrian implicar

impactos en los ecosistemas de la region.

El presente trabajo se realizé en el estado de Campeche, debido a la relevancia
ecologica que tiene la Reserva de la Biosfera Los Petenes (RBLP), ubicada en este
estado. La RBLP se encuentra reconocida por el Programa de Regiones Prioritarias
para la Conservacion de la Biodiversidad de la Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), considerada como: Region
Terrestre prioritaria, Region Marina Prioritaria, Region Hidrologica Prioritaria y Areas

de Importancia para la Conservacion de Aves (CONABIO, 2006).



En la RBLP se encuentra la pradera de pasto marino mas grande de México, por lo
que su importancia ecoldgica y los servicios ambientales que genera son relevantes
(CONANP, 2003). Por lo que es importante generar un diagnostico de éste sitio con
el fin de conocer el estado de salud de los pastos marinos y su posible respuesta

ante un derrame de hidrocarburos.

2.2 Pastos marinos

Los pastos marinos son plantas angiospermas, que se encuentran sumergidos en
ambientes marinos, tienen hojas, tallos, raices, rizomas, flores, frutos y semillas.
Pertenecen a las Alismataceae, con aproximadamente 60 especies de pastos
marinos en el mundo (Van Tussenbroek et al. 2015), aunque en las costas de
México se reportan seis géneros. En el Golfo de México se desarrollan Thalassia
testudinum, Halodule beaudettei, Halodule wrightii, Syringodium filiforme, Halophila
decipiens, Halophila engelmanii y Ruppia maritima (den Hartog y Kuo, 2006).

Los pastos marinos son grandes productores primarios, y muchos animales marinos
dependen directa o indirectamente de estos. Sus estructuras fisicas forman un
sistema tridimensional que constituye un area de desove y funciona como
estabilizador y reten natural de arena. Las hojas disminuyen el oleaje y las
corrientes, lo que permite una rapida sedimentacion de granos de arena, lodos y
materia organica disminuyendo la erosion de las playas. Otra funcion de los pastos
marinos es la de servir como habitat para multiples organismos, al mismo tiempo
que las hojas les permiten ocultarse de sus depredadores. Las hojas sirven como
sustrato para plantas y animales sésiles. Sirven como areas de crianza para las
etapas juveniles de peces. Finalmente, los pastizales marinos, en conjunto con los
manglares y las marismas intermareales, son importantes sumideros marinos de
carbono, mitigando los efectos del cambio climatico global, todos estos servicios
ambientales que proveen los pastos marinos han sido subestimados posiblemente

debido a su poca estética y su alta produccion de materia organica (Orth et al. 2006).



Las praderas de pastos marinos han sido sefialadas como importantes almacenes
de carbono, aunque solo ocupan el 0.2% del &rea de los océanos a nivel mundial
se estima que almacenan 27.4 TC/afo, que es el 10% del carbono capturado en los
océanos (Nellemann et al. 2009). La acumulacion de carbono en los sedimentos
asociados a las praderas marinas ofrece un almacén a largo plazo de carbono
organico y se le conoce como “carbono azul”’. Sin embargo, las praderas de pastos
marinos estan teniendo una disminucion en su cobertura de hasta un 5% al afio,
esta disminucién es asociada principalmente a causas antropogénicas, incluyendo
un decremento en la calidad del agua y el incremento de la temperatura del agua
(Orth et al. 2006). La pérdida de cobertura de las praderas marinasrepercute en la
liberacion de la gran cantidad de carbono almacenado en los sedimentos asociados

a las praderas marinas (Duarte et al. 2005).

Los pastos marinos crecen en fondos arenosos y lodosos hasta una profundidad de
50 m., pero en el caso de Thalassia testudinum ha sido encontrada a no mas de
15m. Su distribucion esta limitada principalmente por factores fisicos y quimicos,
tales como las mareas, las fuerzas hidrodinamicas, la salinidad, la luz y los

nutrientes (Lara-Dominguez et al. 1999).

De acuerdo con Van Tussenbroek (2015), las caracteristicas de Thalassia
testudinum son las siguientes: cuenta con hojas en forma de cinta de color verde y
tiene un largo entre 10 y 80 cm, un ancho entre 0.5y 2 cm, la vaina de la base es
semitransparente y el 4pice de la hoja madura es redondeado con un borde serrado.
Sus rizomas son gruesos, con multiples escamas, terminando en un apice agudo.
Las raices son gruesas, de color blanco a gris y sin ramificaciones y tienen una
reproduccion sexual. En la Figura 2 se muestran las partes de este ejemplar del

pasto marino.
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Figura 2. Estructuras vegetativas de Thalassia testudinum, (tomado: de Van Tussenbroek, 1995)

El uso de estos organismos como bioindicadores constituye una herramienta de
gran importancia para la investigacion ecolégica. Mediante el uso de biomarcadores
sus respuestas han ayudado a fomentar su uso en el diagnéstico ambiental (Ferrat,
et al. 2003).

2.3 Bioindicador

Algunos organismos pueden proporcionar informacion de cambios fisicos y
quimicos en el agua, ya que a lo largo del tiempo revelan modificaciones en la
composicion de su comunidad, ademas determinan los efectos de los impactos en

los ecosistemas acuaticos (Ferrat et al. 2003).

El concepto de bioindicador se refiere a especies seleccionadas por su sensibilidad
o tolerancia a varios parametros. Usualmente se emplean bioindicadores de
contaminacion debido a su especificidad y facil monitoreo, la presencia de una
especie en particular, que demuestra la existencia de ciertas condiciones en el
medio, mientras que su ausencia es la consecuencia de la alteracion de tales
condiciones (Odum, 1972).
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Segun Vazquez et al. (2006), las ventajas del uso de bioindicadores como

herramientas para determinar la calidad del medio son:

e Las comunidades biologicas reflejan las condiciones del sistema (fisica,
quimica, bioldgica y ecologica)

e Los monitoreos son mMAas economicos que los hechos con andlisis
fisicoquimicos en laboratorios.

e Lainformacion generada puede utilizarse mediante escalas numeéricas

Debido a que las plantas en general presentan diversas respuestas fisiologicas,
bioldgicas, bioquimicas, asi como mecanismos de adaptacion o mortalidad, han
sido utilizadas para diagnésticos o predicciones de impactos por actividades
antropogénicas (Vangronsveld et al. 1998). Estos organismos vegetales son
sedentarios, sensibles a las variaciones ambientales, asi como el primer eslabén en
la cadena alimenticia, por lo que reaccionan mas rapidamente ante los efectos

adversos, que los organismos que viven en ellos (Ferrat et al. 2003).

Los pastos marinos han sido utilizados como bioindicadores, principalmente en la
identificacion de ambientes marinos bajo estrés relacionado con luz, temperatura,
estrés hidrico, herbicidas, metales y contaminantes organicos. Sus respuestas ante
estas situaciones han sido utilizadas principalmente como biomarcadores de
actividad fotosintética, procesos enzimaticos de nutricién, sintesis de metabolitos

secundarios y estrés oxidativo (Ferrat et al. 2003).

2.4 Biomarcadores

Existen diversos factores de estrés en el ambiente, los cuales pueden ser debidos
a actividades antropogénicas, variabilidades ambientales o factores naturales. La
complejidad de los ecosistemas acuaticos junto con su alta variabilidad y la
influencia de multiples factores estresantes, imposibilitan el uso Unicamente de los
criterios para estimar los efectos de la calidad del agua sobre los ecosistemas pues
se podria obtener un fundamento incompleto. Asi, algunos criterios bioldgicos

poseen algunos atributos deseables para estimar los efectos de factores
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ambientales y ayudar a entender las bases de estos efectos sobre el ecosistema
(Rendon, 2005). Los biomarcadores, no solo reflejan la exposicion quimica, sino
que tienen la capacidad de integrar muchos de los factores fisicos, quimicos y

bioldgicos que operan en el sistema.

Los biomarcadores son efectos, respuestas o alteraciones que pueden ser
cuantitativas o cualitativas, ocasionadas por la exposicion a contaminantes. Estas
pueden ser bioquimicas, fisiologicas, morfoldégicas e histopatologicas de los
organismos (SRNT, 1989).

El presente estudio se enfoc6 en hacer uso de algunos biomarcadores (actividad
fotosintética, metabolitos secundarios, y de estrés oxidativo) como una herramienta

clave para identificar la presencia de estrés y su impacto en los pastos marinos.

2.4.1 Actividad fotosintética

La abundancia y distribucion de las plantas esté relacionada con la cantidad de luz
disponible y la fotosintesis de estas (Ferrat et al. 2003). La fotosintesis comprende
dos reacciones globales diferenciadas: en la primera se realiza la transduccion de
energia, se transfiere la energia hacia el centro de reaccién y los que conforman
este centro que constituyen un tipo particular de moléculas de clorofila (Chl a P680
y Chl a P700) llevan a cabo la reaccién fotoquimica y, en la segunda, la reaccion
global de la fotosintesis se lleva a cabo la reduccion y fijacion del carbono; también
se induce una transferencia de electrones donde el agua es un donador propiciando

la liberacion de O2 como bioproducto (Solarte et al, 2005).

La luz necesaria para la fotosintesis debe penetrar en la columna de agua hasta
llegar a las hojas; sin embargo, ésta es atenuada por factores externos como la
profundidad, materia organica disuelta, incremento de nutrientes (eutrofizacion),
escorrentias, florecimientos algales, tormentas y modificaciones en los patrones de
lluvia (Ralph et al. 2007).
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Los organismos fotosintéticos presentan plasticidad en sus respuestas a las
variaciones ambientales. Las plantas y algas adaptadas a hébitats caracterizados
por amplios rangos de variacion espacial y/o temporal tienden a presentar una
predisposicion a la aclimatacion fotosintética, es decir, respuestas al cambio
ambiental, permitiéndoles compensar fisiolégicamente grandes cambios, por
ejemplo, Dunton (1997) observé cambios tanto en las concentraciones de pigmento
como en las relaciones Chl a/b con respecto a los cambios en la irradianza,
concluyendo que la plasticidad se ve afectada en el periodo de aclimatacion,

causando la disminucion de las praderas de pastos marinos.

El estrés provocado por las condiciones ambientales o actividades antropogénicas
puede afectar la fotosintesis. Segun, (2005) el fotodafio de los cloroplastos es la
respuesta principal y comun de todos los factores de estrés que operan en
condiciones de campo en presencia de luz, entonces el cloroplasto es considerado
como el blanco del estrés ambiental. El estudio de los pigmentos es importante ya
gue aporta informacién sobre productividad y eventos de estrés. La clorofila a se
puede convertir en clorofila b mediante la oxigenacion enzimética activada por la
clorofila a monooxigenasa (CAO). En ocasiones la biosintesis de clorofila a se
puede ver inhibida, mientras que, en otros casos, la clorofila b puede re convertirse
en clorofila a via 7-hidroximetil clorofila a por las enzimas clorofila b reductasa y 7

hidroximetil clorofila a reductasa (Solarte et al. 2005).

La reduccion de luz causa disminucion en la densidad del cloroplasto, aumento del
contenido de clorofila b y, por consecuencia disminucion de la relacién clorofila a/b
(Ralph et al. 2007). Por ejemplo, (Lee y Dunton, 1997) observé cambios en ambas
concentraciones de pigmento y relaciones Chl a/b en respuesta a la limitacion de
luz. La irradianza bajo el agua varia en funcién de la profundidad, la materia
organica disuelta y las particulas suspendidas, estos factores combinados con
cambios fuertes en las estacionalidades, podrian causar que la concentracion de
clorofila a disminuya, o una disminucién del rango de clorofila a/b en respuesta a la
reduccion de luz (Lee y Dunton, 1997) ya que se ha demostrado que ante la falta de

luz la clorofila a puede pasar a clorofila b.
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Como se muestra en la Figura 3, el aumento de la frecuencia de fenémenos
meteoroldgicos extremos, la escorrentia del suelo, la resuspension de sedimentos,
cambios en los patrones de precipitacion de lluvia, cambios drasticos en salinidad y
el aumento de la temperatura de la superficie del mar causan un aumento de la
demanda de respiracion, que, en combinacion con tasas fotosintéticas reducidas de
la luz, alteran el balance de carbono en detrimento de la salud de la planta (Ralph
et al. 2007). Estos efectos directos e indirectos de la luz alteraran el crecimiento y

la supervivencia de los pastos marinos.
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Figura 3. Modelo conceptual de la reduccion de la luz y el impacto sobre el pasto donde se puede observar (A)
El crecimiento de los pastos marinos es Influenciado por la calidad 6ptica del agua, incluyendo solidos
suspendidos, materia organica disuelta y fitoplancton, que varian fuertemente de acuerdo con la escorrentia,
asi como el crecimiento de microalgas en las hojas. (B) Las actividades humanas, tanto en la tierra como en el
agua, han provocado cambios en la calidad del agua, Ya que estan reduciendo la luz disponible para los Pastos
marinos. Modificado de (Ralph et al. 2007).

2.4.2 Lipoperoxidacion

Es bien sabido que el oxigeno es esencial para los organismos aerobios; sin
embargo, existen especies reactivas de oxigeno, reducidas o activadas de esta
molécula que son altamente peligrosas debido a su capacidad de oxidar distintos
componentes celulares (Skyba et al. 2012). Existen distintos factores como los
metales, luz ultravioleta, temperaturas extremas y diversos contaminantes que
estan asociados con la sobreproduccion de especies toxicas de oxigeno y dafio
celular en los productores primarios (Aranguiz et al. 2009). La produccién de dichos

radicales es equilibrada con mecanismos conocidos como moléculas antioxidantes,
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la superoxido dismutasa y catalasa son la primera linea de antioxidantes (Skyba et
al. 2012). Una pequefia proporcion (2-3%) de las especies reactivas de oxigeno
puede escapar del rol protector de los mecanismos antioxidantes, causando dafio
oxidativo a los componentes celulares. El desequilibrio entre la produccion y la
neutralizacion de las especies reactivas de oxigeno por los mecanismos
antioxidantes se llama estrés oxidativo. Estas formas toxicas del oxigeno pueden
reaccionar con los &acidos nucleicos, proteinas, lipidos, pigmentos y otras

biomoléculas, causando su degradacion (Aranguiz, 2009).

Este proceso de estrés oxidativo se considera un mecanismo de toxicidad
significativo sobre los organismos a los que afecta y su evaluacion puede servir
como una herramienta de diagndstico, con la finalidad de predecir el impacto de

ciertos contaminantes sobre los organismos (Ochoa y Gozalez, 2008).

Uno de los principales efectos causados por el estrés oxidativo es la oxidacion de
las membranas lipidicas (lipoperoxidacion), ésta puede darse en los lipidos que se
encuentran en las membranas celulares, alterando su permeabilidad, fluidez,
cohesion y funcién metabdlica, hasta llegar a la muerte celular para dar origen a
compuestos como el malonaldehido (MDA) (Ochoa y Gozalez, 2008), formado por
el rompimiento de acidos grasos, este compuesto (MDA) ha sido identificado como
un producto con el que se puede cuantificar la peroxidacion lipidica (Buege y Aust,
1978) ademas, es un pardmetro importante para la determinacién de estrés
oxidativo, el malonaldehido se ha identificado como un producto reactivo al 4cido
tiobarbittrico (TBA) (Chérif et al. 1996). Una de las técnicas mas comunmente
utilizadas en peces para medir los niveles de peroxidacion lipidica es el empleo de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), que cuantifica los niveles de

produccion de malonaldehido.
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2.4.3 AzlUcares

Los carbohidratos son moléculas estructurales y de almacenamiento muy
importantes para el metabolismo tanto de organismos terrestres como acuaticos
(Bianchi y Canuel, 2011). Las plantas asignan recursos para el crecimiento o
almacenamiento de productos, lo que generalmente es una acumulacién de
recursos. Sin embargo, no sabemos en qué condiciones las plantas almacenan o
acumulan recursos basicos como los carbohidratos, los cuales son necesarios para
el crecimiento. Las plantas también regulan la particion de los recursos no sélo
mediante la asignacion entre crecimiento y almacenamiento, sino también mediante

el ajuste del crecimiento de raices y brotes (Mooney, 1995).

La capacidad de dichas plantas para soportar eventos de perturbacion depende en
gran medida de dichas reservas de azUcares, las cuales desempefian un papel
importante en la resiliencia de estas plantas, ya que sirven como un mecanismo de
rescate que les permite mantener su respiracion y reconstruir sus tejidos frente a
una perturbacion (Campbell et al. 2012). Diversos estudios han demostrado que la
capacidad de generar nuevos brotes esta directamente relacionada con la cantidad
de azucares almacenados (Puijalon et al. 2008). Bajo condiciones naturales
aguellas plantas que destinan una alta proporcion de azucares para el
almacenamiento se veran favorecidos en caso de dafio (Puijalon et al., 2008). Los
pastos marinos destinan una parte sustancial al almacenamiento subterraneo es

decir en sus rizomas (Campbell et al. 2012).

2.4.4 Compuestos fendlicos

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia
a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener
una funcién directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, de asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o sintesis, éstos se llaman metabolitos secundarios
(Avalos y Peréz-Urria, 2009). Algunos productos del metabolismo secundario tienen
funciones ecoldgicas especificas como atrayentes o repelentes de animales, otros

compuestos tienen funciones protectoras frente a depredadores, actuando como
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repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas
frente a diferentes patdégenos, actuando como pesticidas naturales o responden a
variaciones ambientales, como los ocasionados por la época del afio, la fertilizacion
y enfermedades, lo cual influye en la produccién de estos metabolitos secundarios
(Strack, 1997).

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo fenol, por lo que son de gran importancia, para las respuestas de las
plantas, evitando la invasion de microorganismos o patégenos, ademas de su

capacidad antioxidante (Sepulveda et al. 2003)

Los compuestos fendlicos son sintetizados en las hojas y luego son transportados
a otros tejidos. Por lo tanto, la cantidad total de estos compuestos en las hojas son
mayores frente a una situacion de estrés (Perez et al. 2014). Las hojas de las plantas
presentan variaciones en las concentraciones de compuestos fendlicos en las
distintas temporadas anuales, esto se debe al estrés que causan los cambios en la
temperatura, radiacion UV, pH, oxigeno disuelto, CO: disponible, organismos
patdgenos (como bacterias y hongos), depredadores y la presencia de
contaminantes, las cuales ademas podrian presentarse de manera sinérgica,
provocando un estrés distinto al que ocasiona cada factor por separado, y teniendo
como consecuencia variaciones en la produccién de compuestos fenélicos ( Chaves
et al. 1997).
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como se comportan los niveles de los biomarcadores de estrés del pasto marino
Thalassia testudinum en la Reserva de la Biosfera Los Petenes en un ciclo anual?

4. HIPOTESIS

Silos biomarcadores de estrés en Thalassia testudinum de la Reserva de la Biosfera
Los Petenes responden al estrés ambiental a lo largo del afio entonces, conociendo
sus variaciones en un ciclo anual éstos servirdn como herramientas de diagndstico

temprano en caso de un derrame de hidrocarburos en la Sonda de Campeche.
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5. OBJETIVO GENERAL

Establecer la linea base de respuesta de los biomarcadores de estrés del pasto

marino Thalassia testudinum en la Reserva de la Biosfera Los Petenes.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar las concentraciones de clorofilas a, b y totales en ejemplares de
pasto marino (Thalassia testudinum).

e Evaluar la lipoperoxidacion en tejidos de especimenes colectados de pasto
marino (Thalassia testudinum).

e Medir la concentracion de azucares en el pasto marino (Thalassia
testudinum).

e Cuantificar la concentracion de fenoles en tejido de pasto marino (Thalassia
testudinum).

e Buscar la relacion entre los biomarcadores, los parametros fisicoquimicos y
la presencia de actividades antropogénicas en la Reserva de la Biosfera Los

Petenes.
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6. AREA DE ESTUDIO

El trabajo se realizé en la RBLP, que se encuentra en el estado de Campeche, dicha
reserva se localiza en la zona costera norte del estado y al sureste del Golfo de
México, es una larga y estrecha franja costera, que cuenta con porciones terrestres
y marinas. Queda comprendida entre los 20°51°30” y 19°49’00” de latitud norte y
90°45'15” y 90°20’00” de longitud oeste (Figura 4). Limita al norte con la Reserva de
la Biosfera Ria Celestun y el Golfo de México, al oeste con el Golfo de México.
(CONANP, 2006).
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Figura 4. Reserva de la Biosfera Los Petenes ubicada en el estado de Campeche (Tomado de: CONANP
2006).

La importancia biolégica de RBLP se tiene principalmente en los sistemas hidricos
subterraneos, marinos y costeros donde se desarrollan asociaciones de vegetacion,
y que ademas, junto con las pequefias lagunas costeras funcionan como area de

proteccion ante tormentas y huracanes, aqui se alojan distintas especies protegidas
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por la norma NOM-059-2001, como el mangle botoncillo, palo de tinte y un crustaceo
llamado cacerolita de mar (especie Unica en el continente), entre otros. Anualmente
se presenta el transito y reproducciéon de aves como flamencos y garzas. En el area
de pastos marinos aloja a 61 especias de peces de la cual el de mayor valor
comercial es el boquinete (CONANP, 2003)

En la RBLP los principales habitats son: bajos marinos cubiertos por pastos marinos,
manglar chaparro; manglar de cuenca; pastizal inundable; petenes (con ejemplares
de manglar, selva mediana subcaducifolia y de selva mediana
subperennifolia/perennifolia); selva baja inundable; selva baja caducifolia; y
blanquizales. Por la superficie ocupada, sobresalen los pastos marinos (Thalassia
testudinum y Ruppia maritima), localizados en toda la parte marina de la reserva; el
manglar de franja, distribuido en todo el litoral de la reserva; el manglar de cuenca,
acentuado en la parte sur y centro de la reserva; y los petenes (con sus manantiales
u ojos de agua), distribuidos en toda la reserva, su estado de salud delos habitas es

bueno a excepcion de los petenes (Barrios et al. 1992).

La vegetacién sumergida de pastos marinos en la plataforma continental de la
Reserva estad compuesta de Thalassia testudinum, Halodule wrigth, Ruppia
maritima y Siringodium filiforme. Su significativa extension tiene el reconocimiento
de la mayor superficie de pastos marinos del Gofo de México y Caribe Mexicano.
Los niveles de produccion de biomasa de Thalassia testudinum, se reportan entre
los mas altos para el golfo de México (1.8-2.7 gC/m2 por dia) (CONANP, 2003).

En esta zona hay tres periodos climaticos: un periodo de secas de febrero a mayo,
un periodo de lluvias de junio a octubre y el de nortes, de octubre a febrero
(Wiseman, 1999).

Los tres periodos son representativos de la zona, aunque estos se superponen con
frecuencia y varian su intensidad de un afio a otro. Los factores ambientales varian
temporalmente pero también espacialmente debido a su gran area de aguas poco
profundas que favorece un gradiente natural de variables ambientales desde la
costa hasta el mar. A lo largo de la costa, el lecho de pastos marinos recibe una
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entrada continua de agua subterrdnea a través de muelles submarinos cerca de la
costa, lo que aumenta la heterogeneidad de las variables ambientales (Perry et al.
2009, Bauer-Gottwein et al. 2011).

Figura 5. Ubicacién Geografica de la Reserva de la Biosfera Los Petenes y sitios de muestreo ubicada
geograficamente entre los 20°51°30” y 19°49°00” de latitud norte y 90°45°15” y 90°20°00” de longitud oeste

(mapa realizado en Google Earth).

Los patrones de circulacion se establecen con base en una rama de corriente de
Lazo, la cual forma un giro ciclénico dentro de la sonda de Campeche. Las
corrientes a una distancia no mayor entre 180 km mar adentro estan influenciadas
por los vientos dominantes: en invierno (octubre a febrero) se dirigen al noroeste y
en verano (marzo-agosto) se desvia hacia el este ya que se ve influenciado por el
flujo del agua proveniente de la corriente de Lazo que al mezclarse con el giro

ciclonico lo desvia hacia el este (Ocampo, 2005) como se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Corrientes marinas del Golfo de México tomado de (Ocampo, 2005)
La zona de Campeche se caracteriza por tener poca profundidad presentando
zonas de bajos orientados perpendicularmente. La profundidad que va de cerca de
4 metros a menos 1 metro tiende a disminuir hacia el lado de Los Petenes y
aumentar hacia el lado del Lerma. En esta zona se encuentra la desembocadura de
la Ria de San Francisco por lo que el aporte de sedimento terrigeno crean una zona
de acumulacion y al haber una dindmica costera baja favorece a la acumulacién de

sedimentos (Rivera et al. 2012).

Esta profundidad se ve modificada en la temporada de lluvias y nortes ya que el
aporte de sedimentos terrigenos aumenta debido al lavado natural del suelo y a la
alteracion de los suelos, y la ruptura de la coraza calcarea ocasiona la exposicion

de las calizas blandas superficiales y arenales calcareas costeros.

24



7. METODOLOGIA

La metodologia se dividio en dos partes como se puede observar en la Figura 7. La
primera parte se llevé a cabo en campo en la cual se realiz6 la recoleccion de
muestras y la otra es la que se realizo en el laboratorio, donde se aplicaron los
procedimientos analiticos para obtener los biomarcadores.

Metodologia

Figura 7. Diagrama de metodologia
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7.1 METODOLOGIA DE CAMPO

Se utilizaron los sitios de muestreo del proyecto “Fortalecimiento de la linea base
del Golfo de México: indicadores del estado de salud de las comunidades de pastos
marinos de la reserva de la biosfera Los Petenes, Campeche”, los cuales fueron
establecidos en tres lineas paralelas a partir de la costa dentro de la RBLP en 18
sitios de muestreo. Cada una de las estaciones fue identificada como A, B, C, D, E
y F, los transectos tomados mar adentro se identificaron como 1, 2 y 3, quedando

el area de muestreo como se muestra en la Figura 8 (Ramirez et al. 2010).

|
‘L,,

W/90°26,
4 Koben

< 4

Figura 8. Area y sitios de muestreo ubicados dentro de la Reserva de la Biosfera Los Petenes, México (mapa

realizado en Google Earth).

Se efectuaron tres salidas cuatrimestrales para la toma de las muestras, con la

intencidn de cubrir las tres temporadas climaticas: lluvias, secas y nortes.
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En cada sitio de muestreo se determinaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: temperatura, potencial de hidrogeno, salinidad, potencial redox,
oxigeno disuelto y solidos suspendidos utilizando un equipo multiparamétrico Marca
YSI, Modelo MPS 556 (Figura 9).

La toma de muestras se hizo en los 18 sitios seccionados, en un area de 0.3 m por
sitio y se tomaron con un nucleador de 21 cm de diametro (Figura 9), posteriormente
las muestras se lavaron con agua destilada y se preservaron en bolsas de aluminio
a 4°C para inhibir su metabolismo, y se transportaron en frio en hieleras, para su

posterior analisis en el laboratorio (Ramirez et al. 2010).

i

Figura 9. Equipo utilizado en campo, para la toma de parametros fisicoquimicos del agua se us6
Multiparametrico YSI y para la toma de muestras de sedimento se recolecto con el nucleador.

7.2 METODOLOGIA DE LABORATORIO

Antes de comenzar con la parte analitica las muestras recolectadas se lavaron con
agua destilada y se cortaron en trozos de aproximadamente 2 cm?con la finalidad
de que la muestra recolectada tuviera una mayor homogeneidad, posteriormente se

realizé cada una de las determinaciones propuestas.
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7.2.1 Cuantificacién de clorofilas

Se utiliz6 la técnica descrita por Arnon (1949) con algunas modificaciones. En la
cual, se peso 1 g de peso fresco de hojas de T. testudinum, previamente enjuagadas
con agua destilada, las cuales se homogenizaron con 15 ml de acetona al 80%, en
un homogeneizador para tejido marca Benchmark modelo D1000 (Figura 10), se
centrifug6 (centrifuga J-600) dos veces a 5000 rpm durante 10 minutos y se extrajo
el sobrenadante. Posteriormente, en un espectrofotdmetro modelo 21D Spectronic

(Figura 11) se realizaron mediciones de las absorbancias a 645 y 663 nm.

« ey

Figura 10. Equipo utilizado para la homogenizacion Figura 11. Muestras de extraccion de clorofilas

de las hojas del pasto marino, homogeneizador totales y espectrofotometro  Spectronic 21D
Benchmark D1000

7.2.2 Determinacion de proteinas.

Se homogeniz6 1g de tejido en 10ml de solucion Triton X-100 al 1 % (p/v) , con una
Micropipeta de repeticion (Figura 13), se utilizd un filtropur S 0.45 para extraer el
sobrenadante y se conservaron para su analisis a -4°C posteriormente, se utilizé el
método de Bradford (1976) para la determinacion de proteinas, adaptado a

microplaca (Figura 12) (Herbert et. al. 1995).

Se empled el reactivo Bio-Rad como solucion de reaccion en una proporcion 1:4
con agua destilada y albimina de suero bovino (BSA) como estandar, las lecturas
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se realizaron a 630 nm. Se emplearon 10 pl de cada muestra por cuadriplicado, 200
pI de colorante de Bio-rad y se leyeron en lector de Elisa (Figura 14) a una longitud
de onda de 630 nm.

Figura 12. Extracciones de Figura 13. Material utilizado en Figura 14. Equipo utilizado para
proteinas totales en microplaca laboratorio para la obtencion de medir proteinas totales, Lector de
proteinas totales, Micropipeta de Elisa
repeticion

7.2.3 Determinacion de lipoperoxidacion.

Se utilizé la técnica de Buege y Aust (1978) con modificaciones. Se tomaron 300 pl
del homogenizado (tejido y agua desionizada) y se agregaron 700 ul de regulador
Tris-HCI, 150 uM pH 7.4 para completar 1 ml. Las muestras se metieron a
incubacion a 37°C por 30 minutos. Se agregaron 2 ml de acido tiobarbiturico (Figura
15) al 0.375% p/v disuelto en &cido tricloroacético al 15%. Posteriormente, se
calentaron hasta alcanzar la ebullicion por 45 minutos para luego centrifugarlas a
3000 rpm por 10 minutos. Una vez obtenidas las extracciones (Figura 16) se ley6 el

sobrenadante a 532 nm.

Figura 15. Reactivo utilizado para la Figural6. Extracciones hechas para medir
determinacién de lipoperoxidacion, lipoperoxidacion.
29 4cido tiobarbiturico.



7.2.4 Cuantificacién de azUcares totales

Se siguid la técnica de Dubois et al. (1956) para la cuantificacion de los azucares
totales, la cual consistié en: enjuagar las muestras con agua destilada, se pes6 1 g
de muestra de peso fresco de T. testudinum, se homogeniz6 con 10 ml de etanol al
80% y se centrifugé dos veces a 3000 rpm durante 10 minutos (Figura 17).
Posteriormente, en un tubo Corning de 15 ml se agregé 1 ml del sobrenadante al
cual se le adicion6 1 ml de solucién de fenol al 5% y 5 ml de acido sulfurico, se
homogenizo6 en hielo y se afor6 a 15 ml con agua destilada (Figura 18). Su lectura
fue tomada a una longitud de onda 490 nm y para la curva de calibracion se uso
glucosa.

Figura 17. Centrifuga J-600
Equipo utilizado para
centrifugar los extractos de
pastos marinos

Figura 18. Extraccion de azUcares
totales

7.2.5 Determinacion de fenoles

Se utilizo la técnica de Swain y Hills (1959) con modificaciones, la cual consistié en
los siguientes pasos: se pesaron 1 g de muestra de pasto marino (T. testudinum)
previamente enjuagada con agua destilada, en 10 ml de etanol al 80% se
homogeniz6 la muestra y se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos. En un tubo
Corning se extrajo 1 ml de la muestra a la cual se le agregaron 3 ml de solucion
fenilfenol al 10% y 1 ml de solucion saturada de bicarbonato de sodio, aforando a

12 ml; éste se agita y se coloco a bafio Maria a 50 °C durante 30 minutos. Una vez
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que se obtuvieron los extractos (Figura 19) Se analizé a una longitud de onda 630
nm.

e T §

b 2 oG G s

Figura 19. Se muestran los fenoles extraidos de
las muestras de pasto marino

7.2.6 Construcciéon de mapas de isolineas.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de los distintos biomarcadores en
pasto marino (Thalassia testudinum) fueron desplegados sobre mapas mediante el
programa Ocean Data View (ODV) (Schlitzer, R., Ocean Data View,

http://odv.awi.de, 2015). Los resultados estan representados con colores, donde

los colores conocidos como calientes (amarillo a rojo) representan los valores mas
altos y los colores conocidos como frios, azul y morado, representan valores bajos
(Figura 20).

Niveles
maximos

Alto

N Figura 20. Colores para

Medio las isolineas obtenidos
del programa Ocean
Data View.
Bajo
Niveles bajos

cercanos a0
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8. ANALISIS ESTADISTICO

8.1 Estadistica paramétrica

Se realiz0 una estadistica paramétrica para conocer la distribucién de los
resultados, los valores promedios y su deviacién estandar. Los valores promedios

fueron desplegados en mapas de isolineas para ver su comportamiento espacial.

Se analizé la normalidad de los datos y se compar6 entre épocas utilizando pruebas
con ANOVAS para cada variable que se midié para comprobar si existia variabilidad

temporal en algunas de las variables o los factores medidos.

Se realizaron ANOVAS por transectos y entre todos los sitios para probar la

variacion espacial del comportamiento de las variables

Se llevé a cabo un analisis estadistico multivariado en el que se buscé el coeficiente

de correlacién entre los biomarcadores y los parametros fisicoquimicos.

Con aquellas muestras que presentaron correlacion se aplicaron pruebas
estadisticas multivariadas con la finalidad de identificar si existe, ademas, una

igualdad de varianzas y la prueba para identificar igualdad de medias.

Posteriormente, se realiz6 un analisis multivariado de factores ambientales y de
biomarcadores indicadores de estrés en pastos marinos considerando las tres

estaciones de temporalidad: secas, lluvias y nortes.
Datos analizados:

Para el andlisis estadistico fueron incorporados cinco parametros fisicoquimicos
para cada uno de los 18 sitios de colecta en cada una de las tres temporadas de
estudio en la RBLP, los cuales fueron retomadas de la base de datos del proyecto
“Fortalecimiento de la linea base del Golfo de México: indicadores del estado de
salud de las comunidades de pastos marinos en la Reserva de la Biosfera Los

Petenes, Campeche
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Etiquetas de los pardmetros ambientales:

e Temp(°C)
e Sal(ups)

e 02 (mgl?t)
e pH

e OPR_(mV)

Biomarcadores de estrés: se analizaron ocho biomarcadores en cada uno de los 18
sitios de colecta dentro de la RBLP para cada una de las tres temporadas (secas,

lluvia y nortes):
Etiquetas de los biomarcadores

e clorofila_a
e clorofila_b
e clorofila_total
e Relacion_a/b

e Azlcares
e Fenoles

e Proteinas
e Lipo

8.2 Estadistica No paramétrica

8.2.1 Biomarcadores

Inicialmente se hizo una matriz de correlacion y se encontré que la clorofila total
tuvo una correlacion de 0.97 con la clorofila a y 0.95 con la clorofila b. Debido a su
alta correlacion esta variable se excluy6 del analisis multivariado ya que su

comportamiento seria igual al de las variables altamente correlacionadas.

Los datos de los biomarcadores se normalizaron, lo cual consistid en que a cada
valor del parametro se le resto el valor promedio y se dividié entre la desviacion

estandar. Una vez normalizados los datos se realiz6 una matriz de disimilitud para
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trabajar con las disimilitudes de los biomarcadores por sitio en vez de los valores
crudos o los normalizados de acuerdo a Warwick y Clarke (1995).

Asimismo, se llevé a cabo un Analisis de Componentes Principales (ACP) que

permitid reducir la variacion de los datos en dos componentes principales.

El mismo procedimiento aplicado a los datos de biomarcadores se utilizo para los

parametros ambientales.

Al final, se realizaron matrices de disimilitud de biomarcadores y de parametros
ambientales y ambas matrices se sometieron a un andlisis de correlacion de
matrices para saber si éstas se relacionan, en otras palabras, saber si el ambiente

influye en los biomarcadores.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1PARAMETROS FISICOQUIMICOS, (Interpretacién via estadistica

paramétrica).

9.1.2 Promedios generales para toda la zona de estudio en cada temporada

En la tabla 1 se presentan los valores promedio y su respectiva desviacion estandar
para cada uno de los factores ambientales medidos en cada una de las temporadas.
La temperatura promedio mas alta, fue en la época de secas con 30.03 £ 0.9 °C, sin
embargo, esta temperatura sigue siendo adecuada para la subsistencia de los

pastos marinos (Lépez, 1997).

La salinidad y el oxigeno disuelto presentaron los niveles mas bajos en la temporada
de nortes con 32.5 + 3.8 ups y 4.3 + 1.04 mg/l respectivamente, lo cual podria ser
un factor estresante para los pastos marinos ya que, en el caso de la salinidad, se
presentan cambios rapidos en este parametro y, frente a cambios hipo-salinos, la
tolerancia de las praderas es menor (Kahn y Durako, 2006), de forma general, se
obtuvieron valores de oxigeno disuelto cercanos o superiores a 4 mg/l, como
marcan los lineamientos de calidad del agua (CONAGUA, 2016), lo cual nos indica
gue solo en nortes (4.3 = 1.4 mg/l) se registraron concentraciones menores en este
parametro, por lo que, en algunos sitios se podria presentar estrés debido a sus
bajos niveles. La importancia de este resultado se debe a que de existir baja
concentracion de oxigeno en la columna de agua esto es un indicador de menor
fotosintesis (produccion de oxigeno) en el pasto y mayor respiracion (consumo de
oxigeno), lo que puede ocasionar un desbalance de carbono y afectar el crecimiento

y subsistencia del pasto marino.

El pH esta directamente asociado con el consumo de carbono. Cuando incrementa
la fotosintesis las plantas consumen mayor cantidad de CO: y la especie quimica
que prevalece es el carbonato, esto provoca un aumento del pH, En contraste,
cuando hay poco consumo de CO:2 predomina la especie quimica HCOz que hace
gue el pH sea menor. El pH en el &rea de muestreo tuvo para la época de lluvias el

35



nivel mas bajo (7.9 + 0.1 en promedio) sin embargo este pH es adecuado para la
subsistencia del pasto marino; (Moore et al. 1997). El potencial redox present6 un
promedio menor en época de lluvias con -89.7 = 15.5 mV; sin embargo, esto no es
un factor que pudiese propiciar estrés en las praderas de pastos marinos, ya que
éstas crecen en sedimentos con potenciales redox entre -175y + 300 mV (Enriquez
et al. 2001).

Tabla 1. Promedios de los parametros fisicoquimicos en secas, lluvias y nortes.

Temporada | Temperatura | Salinidad 0. D. pH Potencial redox
4 (ups) (mgll) (mV)
Secas 30.03+0.9 4298+0.9 | 6.38+1.3 | 8.35+0.04 -103.8+-11.1
Lluvias 28.3+0.8 443 +1.4 6.3+0.9 79%0.1 -89.7 + 15.5
Nortes 27911 325+3.8 | 4.3+1.04 8.4+£0.19 -100.01 £6.3

9.2 Comparaciones por temporada

9.2.1 Temperatura

Las mediciones de temperatura (°C) presentaron promedios de 30.03 + 0.05
(secas), 28.29 + 0.08 (lluvias) y 27.96 + 0.19 (nortes). En la época mas fria (nortes),
el sitio con menor temperatura fue el D1 (23.27 °C), y la temperatura mas alta se
encontré en el sitio F2 en la temporada de lluvias (45.98 °C). Al comparar la

temperatura promedio de cada una de las épocas climaticas se encontré que la
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temperatura de la época de secas fue mayor a la de lluvias y nortes (ANOVA; a=
0.05, p <0.05, F=23.9) (Figura 21).

En cuanto a la distribucion espacial de este parametro (Figura 22) se observé una
variacion importante en el sitio B1, ya que en secas registré el nivel mas alto en dos
de los tres muestreos (32.84 °C) y la temperatura mas baja se registré en nortes
(25.5°C) como se muestra en la Figura 22. Estas variaciones pueden relacionarse
con las aportaciones de agua residual ubicadas en la cercania de éste sitio. En
estudios previos se reporta que las temperaturas que favorecen al pasto marino en
cuanto a su produccion de semillas y generacién de nuevos brotes estan en un
rango de 25°C y 30°C, y que temperaturas arriba de 33°C pueden provocar que las
praderas de pasto marino disminuyan su produccion (Lépez, 1997). Por lo tanto,
durante las distintas épocas de muestreo los valores registrados en este estudio
estuvieron dentro del rango de temperaturas favorables, por lo que las condiciones

de temperatura que presenta el sitio son buenas para su reproduccion.

Temperatura °C
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Abril (Secas) Junio (Lluvias) Octubre (Nortes)

Figura 22. Resultados de isolineas Temperatura °C
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9.2.2 Salinidad

La salinidad en la temporada de nortes (32.5 * 3.8 ups) fue significativamente menor
ala de lluvias y secas, segun la prueba estadistica Kruskal-Wallis (H=38.2, p < 0.05)

(Figura 23).

Salinidad
%

Secas Luvias MNortes

Temporada

Figura 23. Salinidad (ups)

La salinidad donde se desarrollan de mejor forma los pastos marinos varia entre 20-
40 ups; sin embargo, estudios de laboratorio han registrado que existe una
disminucién en el crecimiento y la biomasa del pasto marino T. testudinum frente a
cambios rapidos hipo o hiper salinos, aunque también se menciona que frente a un
cambio hipo-salino la tolerancia de las praderas es menor (Kahn y Durako, 2006).
El sistema presenta un ambiente hipersalino con cambios rapidos de salinidad en
las distintas estacionalidades principalmente en las estaciones cercanas a la costa
(Figura 24), lo cual podria representar un factor de estrés para las praderas de
Thalassia testudinum.
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Figura 24. Isolineas con resultados de Salinidad (ups)

9.2.3 Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto es importante para la vida marina ya que a niveles bajos pueden
conducir a una condicién suboxica o, en casos extremos a anoxia en el ambiente y,
por lo tanto, baja supervivencia de especies; En cambio, cuando el oxigeno disuelto
se encuentra por encima de 4 mg/l es un buen indicio de fotosintesis en el ambiente
y descomposicion de materia organica (Borum et al. 2007). Ademas, el oxigeno
disuelto es importante en los procesos de: fotosintesis, oxidacién-reduccion,
solubilidad de minerales y la descomposicion de materia organica. Los pastos
marinos presentan una produccién de oxigeno ciclica que depende de la fotosintesis
y de las condiciones de luz, de esta forma, no habra una descompensacion del
oxigeno. Los pastos marinos requieren del oxigeno para mantener su metabolismo
tanto en sus hojas como en los rizomas, por lo cual en condiciones de deficiencia
de oxigeno son vulnerables a la exposicion de metabolitos secundarios debido a su
alta actividad metabdlica. Ademas de la importancia del oxigeno dentro de los
tejidos de los pastos marinos, el mantenimiento de las condiciones 6xicas alrededor
de las raices puede proporcionar una proteccién eficaz contra la invasién de
compuestos toxicos. La anoxia del tejido altera el crecimiento de las raices, la
absorcién de nutrientes y la translocacién de nutrientes y carbohidratos (Smith et al.

1988). Esto permite la invasion de fitotoxinas y sulfuros (Borum et al. 2007).
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Figura 25. Oxigeno disuelto (mg/l)

El Oxigeno disuelto presentd valores desde 2.65 mg/l, registrado en el sitio F2 en la
temporada de nortes, hasta 9.28 mg/l en secas en D1; este parametro presento
diferencias significativas en la temporada de nortes (ANOVA; 0=0.05, p < 0.05, F=
19.8) (Figura 25), mostrando la mayor variabilidad en secas. De forma general se
obtuvieron valores de oxigeno disuelto cercanos o superiores a 4 mg/l, con
excepcion de algunas estaciones en nortes (Figura 26), en la estacion F2 donde se
presenta el valor mas bajo representa un factor estresante para el desarrollo de los
pastos marinos y otros organismos acuaticos, ya que podria significar que hay
disminucién en la fotosintesis ya que, en la temporada de nortes, disminuyen las
horas luz, incrementan los vientos y el movimiento que se tiene sobre la superficie,
ocasiona mayor turbidez en el agua y afecta la penetracion de luz, teniendo como

consecuencia, la disminucion en fotosintesis y en la produccion de oxigeno.
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Figura 26. Isolineas de Oxigeno disuelto mg/I|

9.2.4 Potencial de hidrogeno

El pH mostré diferencias significativas en la temporada de lluvias (ANOVA; a=0.05,
p < 0.05, F=62.6), siendo ésta la que presenta niveles menores (Figura 27).
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Figura 27. Potencial de Hidrogeno
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Los resultados del potencial de hidrogeno (pH) muestran un sistema alcalino con
lecturas superiores a 7.8, siendo este valor el minimo registrado en el sitio E2 en la
temporada de lluvias y un maximo de 8.6 registrado en el sitio B2 en el temporal de
nortes (Figura 28). Korhonen et al. (2012) reporté que a pH 8 los pastos marinos
presentan un mejor rendimiento cuantico, es decir; una mejor fotosintesis, y mayor
tasa de recuperacién y que la variacion del pH puede alterar las funciones
fisiolégicas de los pastos marinos, debido a que los cambios repentinos en el
sedimento o el agua pueden afectar negativamente la fotosintesis de los pastos

marinos.
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Figura 28. Resultados en Isolineas Potencial de Hidrogeno

9.2.5 Potencial Redox

Este pardmetro present6 diferencias significativas en la temporada de lluvias
(ANOVA; 0=0.05, p < 0.05, F=7.1) (Figura 29). Los pastos marinos crecen en
sedimentos con Potencial Redox entre -175 y + 300 mV (Terrados et al. 1999;
Enriguez et al. 2001; Marba-Duarte, 2001). Los resultados registrados en el area de
estudio en las tres temporadas fueron las siguientes -103.8 + - 11.1, -89.7 + 15.5, -
100.01 £ 6.3 para secas, lluvias y nortes respectivamente (Figura 30), lo que indica

que los valores registrados para este parametro son adecuados para el crecimiento
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y la supervivencia de estos, ademas, la estructura de los rizomas del pasto marino
restringe la magnitud de los efectos de las condiciones redox del sedimento. La
actividad de los pastos marinos, es capaz de atenuar las condiciones anéxicas del
sedimento dentro de las capas ocupadas por la rizosfera., el efecto que los pastos
marinos tiene sobre las propiedades redox del sedimento se cree que es el resultado
de la liberacidbn de oxigeno a través de la raiz, y la oxidacion de compuestos
reducidos (por ejemplo, hierro, sulfuro) creando una zona suboxica (Marba y Duarte,
2001).
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Figura 29. Potencial Redox (mV)
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9.3 Biomarcadores (Interpretacion via estadistica paramétrica).

9.3.1 Promedios generales paratoda la zona de estudio en cada temporada

En latabla 2, se presentan los valores promedio y su respectiva desviacion estandar
para cada uno de los biomarcadores medidos en las muestras de T. testudinum
para cada una de las temporadas. La concentracion de clorofila mas alta fue en la
época de secas (0.30 £ 0.07 mg/g) y, el menor, fue en la época de lluvias (0.18 +
0.06 mg/g) lo cual podria ser un factor de estrés, ya que éstas estan relacionadas
directamente con la fotosintesis, la produccion de oxigeno y la asimilacion del
carbono en la planta por lo que, al disminuir estos factores podria repercutir en la
disminucién de las praderas, los patrones se repiten en la concentracién de clorofila
b y clorofilas totales, en cuanto a la relacion a:b el menor se present6 en lluvias
(1.31+0.10 mg/mol), lo cual podria significar que en esta temporada la planta

presenta una menor plasticidad fisioldgica.

Con respecto a los resultados de azucares, se presentd el mayor promedio en el
periodo de lluvias (0.27+ 0.07 mg/g), lo cual podria significar un estado de estrés ya
que, los pastos marinos transportan sus reservas de carbohidratos de la raiz a las

hojas como un mecanismo de rescate ante un impacto.

La produccién de metabolitos secundarios, como los compuestos fendlicos, esta
relacionada con situaciones de estrés, por lo que la temporada de lluvias donde se
presentd el promedio mas alto (0.27+ 0.07 mg/g) podria representar un factor

estresante para las praderas.

Por otro lado, en la temporada de lluvias se present6 el menor nivel de produccion
de proteinas (9.21+ 2.39 mg/ml), lo cual esta inversamente relacionado con la
lipoperoxidacion que presenta su mayor promedio en lluvias (0.75+ 0.14 nmol/mg)
se infiere que podria ser debido a los altos niveles de lipoperoxidacién que, a su
vez, representa la presencia de especies reactivas de oxigeno, las cuales suprimen
la sintesis de casi todas las proteinas teniendo como consecuencia la inhibicion de

la reparacion del dafio fotosintético (Murata et al. 2006).
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Los resultados de los biomarcadores en general muestran informacion biolégica
importante sobre el estado en el que se encuentra el area de estudio, esta
informacion puede ser de gran utilidad para generar una alerta temprana de sefiales
de estrés, dichas sefiales se observaron principalmente en la temporada de lluvias
y nortes, ademas los patrones de comportamiento estacional en cuanto a
situaciones estresantes nos muestran evidencias dinamicas por medio de los
biomarcadores y a través de estos se pueden evaluar los efectos de estresores
sobre el pasto marino y a su vez los resultados que se muestran en la tabla 2 podran
ser considerados para evaluar las situaciones estresantes sobre el pasto marino

Thalassia testudinum.

Tabla 2. Resultados de biomarcadores en Thalassia testudinum en tres épocas del afio.

Abril (Secas) Junio (Lluvias) Octubre (Nortes)
Primer muestreo Segundo muestreo Tercer muestreo
Minimo | Maximo | Promedio | Minimo | Maximo | Promedio | Minimo | Maximo | Promedio
Clorofila a (mg/g) 0.18 0.46 0.30 + 0.08 0.36 0.18+ 0.14 0.45 0.29+
0.07 0.06 0.08
Clorofila b (mg/g) 0.11 0.33 0.21+ 0.06 0.27 0.13+ 0.14 0.35 0.25+
0.06 0.04 0.06
Clorofilas  totales 0.29 0.81 0.51+ 0.14 0.63 0.31+ 0.30 0.80 0.54+
(mg/g) 0.13 0.11 0.13
Relacion alb 1.47+ 1.47+ 131+
(mg/mol) 1.21 2.06 0.20 1.21 2.06 0.48 0.98 1.27 0.10
Azucares (mg/g) 0.10 0.69 0.26+ 0.16 0.39 0.27+ 0.05 0.18 0.11+
0.17 0.07 0.04
Fenoles (mg/g) 0.09 0.75 0.23% 0.16 0.39 0.25+ 0.06 0.29 0.14+
0.15 0.07 0.07
Proteinas (mg/ml) 13.37 30.47 23.74+ 6.49 15.00 9.21+ 24.04 32.63 28.16%
4.35 2.39 2.05
Lipoperoxidacion 0.40 0.89 0.53+ 0.44 0.95 0.75¢ 0.28 0.60 0.36+
nmol/mg proteina 0.12 0.14 0.07
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9.3.2 Comparaciones de biomarcadores por temporada

Clorofila a

En la Figura 31 se muestra la variacion estacional de las concentraciones de
clorofila a; se puede observar que, en la temporada de lluvias, los niveles muestran
diferencias estadisticamente significativas con las épocas de secas y nortes
(ANOVA; 0=0.05, p < 0.05, F=14.4)
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Figura 31. Clorofila a mg/g

En cuanto a la distribucién espacial (Figura 32), se observdé una menor cantidad de
clorofilas en el mes de junio, correspondiente a la temporada de lluvias (34B) donde
el valor promedio fue de 0.18 mg/ g con niveles minimos de 0.08 y méximos de 0.36
mg/g reportandose el valor minimo en el sitio A2 el cual es el sitio de muestreo mas
cercano a la ciudad de Campeche; el valor maximo se registr6 en el sitio F2 uno de
los sitios mas alejados de la costa y la ciudad para la misma temporada. El
promedio de la clorofila a aumenta en la apoca de nortes (0.29 mg/g) de manera
similar al de secas (0.30 mg/g), con la diferencia de que las concentraciones de
clorofila b son muy similares a los valores registrados en éste estudio para clorofila
b, por lo que la relacion muestra resultados anémalos lo cual se puede relacionar
con alguna situacion de estrés. Destaca la estacion A2 en secas Y lluvias, debido a

gue los resultados registraron valores anémalos frente a la costa de la ciudad de
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Campeche en donde los niveles de clorofila fueron muy bajos, por lo que se
recomienda tener un monitoreo sobre el mismo, ya que es probable que dicho efecto
se deba a la cercania de las actividades antropogénicas (descargas de aguas

residuales y otros contaminantes de la ciudad).

Clorofila a mg/g

20.1°N

20°N

19.9°N

19.8°N
-

0.7°W 90.6°W 90.5°W w 90.6°W 90.5°W 90.6°W
Abril (Secas) Junio (Lluvias) Octubre (Nortes)
Figura 32. Concentraciones de clorofila a en la RBLP
Clorofila b

En la Figura 33 se muestra la variacion estacional de las concentraciones de
clorofila b, las cuales tuvieron un comportamiento similar al de la clorofila a.
Especificamente, la temporada de Illuvias presentd valores promedio
significativamente menores a los registrados en la temporada de nortes y secas
(ANOVA; 0=0.05, p < 0.05, F= 24.1). Asi mismo, se puede observar que los niveles
de clorofila b aumentan en el periodo de nortes con una media de 0.25 mg/g y un
maximo de 0.35 mg/g.
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Figura 33. Concentraciones de clorofila b mg/g

La clorofila b trabaja en un rango de absorcién de luz distinto al de la clorofila a, es
decir absorbe la luz no visible de color azul, para completar el espectro de absorcion
visible de la clorofila a. En la Figura 34 se puede observar que al igual que la clorofila
a, la clorofila b presenté una menor concentracion en el mes de junio,
correspondiente a la temporada de lluvia (34 B) con un promedio 0.13 mg/g y un
valor minimo de 0.06 mg/g correspondiente al sitio A2. El promedio més alto (0.25
mg/g) se presentd en la temporada de nortes (Figura 34C) (0.25 mg/g) mostrando

su nivel maximo en el sitio C1 (0.35 mg/g) y su nivel minimo en el sitio B1 (0.14

mg/g).
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Figura 34. Isolineas de clorofila tipo b
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Clorofilas totales

En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de clorofilas totales, siendo el periodo de lluvias (ANOVA; a=0.05,

p < 0.05, F= 19.5) el que presentd los valores mas bajos (Figura 35).
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Figura 35. Clorofila total (mg/g)

Las concentraciones de clorofilas totales presentaron un promedio de 0.32 mg/g en
la temporada de lluvias con un valor minimo de 0.14 mg/g en el sitio A2 cercano a
la ciudad de Campeche; en contraste, las temporadas de nortes y secas fueron
similares con promedios de 0.55 y 0.51 mg/g respectivamente. En la distribucion
espacial de este parametro se pudo observar el valor mas alto en el sitio B2 en la
temporada de secas (Figura 36 A) 0.81 mg/g. Estos resultados son similares a los
presentados por Cabello (2004), en el presente trabajo los niveles mas altos se
obtuvieron en la temporada de nortes (Figura 36 C) lo cual podria deberse a una
posible estimulacion causada por la temporalidad, ya que al incrementar el
movimiento de la superficie en esta, temporada disminuye la penetracion de luz al
y al aumentar la turbidez del agua, esto provoca que los pastos produzcan mayor
cantidad de clorofilas con la finalidad aprovechar la poca disponibilidad de luz; asi
la baja eficiencia fotosintética produce una respuesta compensatoria en la que se

incrementan las concentraciones de clorofila (Lee y Dunton, 1997). Se recomienda
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realizar un monitoreo sobre aquellos sitios que mostraron niveles bajos

reiteradamente, ya que pueden evidenciar alguna situacion de estrés.

Clorofila Total mg/g
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Figura 36. Isolineas de clorofilas totales

w 90.6°W 90.5°W 90.4°W

Relacién de clorofilas a/b

En la Figura 37 se presentan los valores de la relacion clorofila a/clorofila b (Chl
a/b), los cuales muestran diferencias significativas en la época de lluvias segun la
prueba estadistica Kruskal-Wallis (H= 3, 132, 155, p < 0.05). El rango tipico para la
adaptacion genética depende de la relacion Chl a/b, y por consiguiente la
clasificacion que se le dara a la planta (sol o sombra); para plantas de sombra los
valores son 1.6—-2.2 mg/mol y, para plantas de sol, es de aproximadamente 2.2-3.4
mg/mol (Celdran, 2017), encontrando en el presente estudio los niveles méas altos
en las temporadas de secas con 2.06 £ 0.19 mg/mol y un promedio de 1.47 mg/mol,
mientras que las temporadas de lluvias y nortes muestran niveles bajos con
promedios de 0.95 £+ 0.48 mg/mol y 1.13 + 0.09 mg/mol, respectivamente, por lo que
los pastos marinos presentan resultados similares a las plantas de sombra y, por lo

consiguiente, su plasticidad fisiolégica es menor.
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Figura 37. Relacion de Clorofilas a/b (mg/mol)

En la Figura 38 se muestran que los niveles mas bajos para las temporadas de
lluvias y nortes (0.95 + 0.48 mg/ mol y 1.13 £ 0.09 mg/mol), por lo que en estas
temporadas la plasticidad fisiolégica es menor, es decir, las praderas de pastos

marinos presentan una mayor vulnerabilidad ante eventos estresores.
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Figura 38. Isolineas de clorofila a/b
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Proteinas

En la Figura 43 se muestran las concentraciones de proteinas, trabajos previos
relacionan la disminucion de proteinas en las hojas de Thalassia testudinum con el
dafio fotosintético (Murata et al. 2006). En el presente estudio se encontraron
diferencias significativas entre cada uno de los muestreos (ANOVA; a=0.05,p <
0.05, F=184.02) (Figura 39). La concentracion mas alta de proteinas se registrd en
la temporada de nortes con un promedio de 28 mg/ml, presentando su nivel maximo
en el sitio F1 (32.63 mg/ml), mientras que sus niveles mas bajos se registraron en
los sitios A 'y B. El promedio de proteinas mas bajo (9.36 mg/ml) se registré en el
periodo de lluvias (Figura 40B) y en el periodo de secas se registré un promedio de
23.55 mg/ml donde el nivel maximo fue en el sitio C1 (30.38 mg/ml) y en minimo en
el B2 (18.83 mg/ml).
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Figura 39. Proteinas (mg/g)

De acuerdo con Nishiyama et al. (2006), los organismos fotosintéticos han
desarrollado un proceso de reparacion para evitar la acumulacion del dafio
fotosintético que consiste en la sintesis de proteinas, ademas, se ha encontrado
que los niveles altos de especies reactivas de oxigeno suprimen la sintesis de casi
todas las proteinas teniendo como consecuencia la inhibicion de la reparacion del
dafio fotosintético, como se puede observar en la temporada de lluvias donde los

niveles de proteinas son bajos (Figura 40B).
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Figura 40. Isolineas de proteinas mg/g

Lipoperoxidacion

La peroxidacion lipidica se produce en la formacion y propagacion de radicales de
lipidos, la absorcion de oxigeno, un reordenamiento de los dobles enlaces
insaturados en los lipidos, y la eventual destruccién de los lipidos de membrana,
produciendo una variedad de productos de degradacién, incluyendo alcoholes,
cetonas aldehidos, y éteres (Buegue, 1978), Se puede observar que la mayor
cantidad de estrés oxidativo se present6 en el temporada de lluvias (Figura 42B)
con un promedio de 0.74 MDA nmol/mg proteina, el nivel mas alto se registré en C3
y D1 con valores de 0.9 MDA nmol/mg proteina, mostrando que, en la temporada
de lluvias es muy probable que los pastos se encuentren bajo una situacion de

estrés.

Los niveles méas bajos de estrés oxidativo se registraron en la temporada de secas
(Figura 42C) con un promedio de 0.37 MDA nmol/mg proteina, mientras que, los
niveles mas altos se registraron en los sitios B1 y A, mostrando de esta forma que
debido a la cercania que se tiene con la ciudad es posible que ahi se estén llevando
a cabo actividades antropogénicas contaminantes que estén causando estrés

oxidativo sobre el pasto marino.
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En la Figura 41 se muestran los valores de lipoperoxidacion donde se encontraron
diferencias significativas entre cada uno de los muestreos (ANOVA; a=0.05, p <
0.05, F=53.4)
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Figura 41. Concentraciones de lipoperoxidacion
(MDANnmol/mg proteina)
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Figura 42. Isolineas de lipoperoxidacion MDAnmol/mg proteina

La evaluacién de los diferentes biomarcadores en los pastos marinos de la RBLP
durante un ciclo anual, representan el primer reporte de estos indicadores de estrés
y conforman una primera linea base para este ecosistema. La importancia de estos
resultados radica en la posibilidad de que sean usados para evaluar los efectos de
otros factores de estrés como pudiera ser la presencia de hidrocarburos resultado
de un derrame accidental, lo cual es probable ya que la RBLP se encuentra cerca
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de la Sonda de Campeche, donde como ya se ha mencionado se producen y
transportan cantidades importantes de hidrocarburos.

AzUcares

En la Figura 43 se muestra la variacion estacional de las concentraciones de
azucares, se puede observar que los niveles de la temporada de nortes muestran
diferencias estadisticamente significativas con secas Yy lluvias, de acuerdo con la
prueba estadistica Kruskal-Wallis (H= 286,468, p < 0.05). Asi, el periodo de nortes
representa mayor estrés en cuanto a este marcador, ya que los azlcares son
importantes para la resistencia de los pastos marinos ante factores de estrés, lo cual
podria indicar, ademas que existe una baja asimilaciéon de CO: y, por lo tanto una
ausencia de azucares, por lo que se recomienda analizar la concentracion de

azUcares en la raiz.
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Figura 43. Azlcares totales mg/g

Los azucares son importantes en la resistencia de las plantas ante eventos de
estrés, al servir como un "mecanismo de rescate”, los pastos marinos asignan una
parte sustancial de su biomasa bajo el suelo de 6rganos de almacenamiento
(rizomas), estas estructuras sirven como reserva para apoyar el crecimiento de la

planta y el mantenimiento durante periodos de baja capacidad fotosintética.
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Se puede observar que durante la época de lluvias se registré el promedio mas alto
de concentracion de azucares en las muestras de hojas del pasto marino Tt. (0.27
mg/g), aunque en la temporada de secas donde se presenta un promedio (0.26
mg/qg), la importancia de este es que sobresalen algunos sitios mas altos (Figura 44
A) dichos sitios Al, A2 y A3 obtuvieron resultados de 0.69, 0.44 y 0.58 mg/g,
respectivamente, siendo estas zonas cercanas a la ciudad, de igual forma en la

Azlcares mg/g

B
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Figura 44. Isolineas de azicares mg/g

época de lluvias se muestran con mayor concentracion los sitios cercanos a la
ciudad de Campeche y la costa, lo cual se puede relacionar con la poca penetracion
de luz para llevar acabo la fotosintesis, los niveles mas bajos se encuentran en la
temporada de nortes (30 mg/g) con lo que se puede inferir que los niveles de estrés
son bajos, aunque existe la posibilidad que, debido a la deficiencia de CO2 no se
logren metabolizar azUcares de forma adecuada. Los sitios A y B en la temporada
de secas y lluvias coinciden presentando niveles altos de azucares, por lo que se
recomienda realizar monitoreos para identificar las posibles fuentes antropogénicas

gue provocan esta respuesta de estrés en los pastos.

Fenoles

Las concentraciones de fenoles muestran un comportamiento parecido al de los
azucares; en la Figura 45 se pueden observar concentraciones menores
estadisticamente significativas entre la temporada de nortes comparado con las
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temporadas secas y lluvias, de acuerdo con la prueba estadistica Kruskal-Wallis (H=
1, 749, 237, p < 0.05).
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Figura 45. Concentracion de fenoles
(mg/g)

Los fenoles son metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica y
sirven como mecanismo de defensa, por lo que se producen ante una situacién de
estrés (Avalos y Peréz-Urria, 2009). El sitio D1 en secas present6 el valor mas
elevado con 0.75 mg/g, sin embargo se pueden observar valores andmalos
distribuidos el periodo de lluvias (Figura 46B) que aunque tienen un promedio de
0.25 mg/g presenta algunos valores anémalos en los sitios cercanos a la ciudad de
Campeche (Figura 46 A y B) resaltan algunos sitios cercanos a la ciudad de
Campeche y de la misma forma el sitio E, lo cual puede significar que estan

respondiendo a alguna situacion de estrés.
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9.4 Pruebas de Correlacién entre Biomarcadores y factores ambientales

La tabla 3 muestra las correlaciones encontradas entre los parametros
fisicoquimicos y los biomarcadores, donde se observan las relaciones entre
clorofilas, proteinas (r=0.61) y lipoperoxidacion (r=0.62), lo cual puede ser un
indicador que, en presencia de especies reactivas al oxigeno, existird deficiencia en

los sistemas fotosintéticos y en la sintesis de proteinas (Aranguiz et al. 2009).

En los pardmetros fisicoquimicos se observa como el pH tiene correlacion con los
biomarcadores clorofilas a y b (r=0.64) y proteinas (r=0.76), y de manera inversa
con lipoperoxidaciéon (r=-.061), por lo que los cambios en este parametro podrian
influir sobre dichos biomarcadores.

Se encontrd correlacion inversa con las concentraciones reportadas en
lipoperoxidacion contra clorofila B (r=-0.62) y proteinas (r= -0.92), y para los

parametros fisicoquimicos, salinidad (r= 0.66)
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Tabla 3. Correlaciones entre los parametros fisicoquimicos y los biomarcadores.

Clorofila_a | Clorofilab | Clorofila total |Relaciéona/b| Azlicares | Fenoles | Proteinas |Lipoperoxidacion
Clorofila_a 1.0 0.86 0.97 -0.15 -0.18 -0.28 0.52 -0.46
Clorofila b 0.86 1.0 0.95 -0.46 -0.28 -0.28 0.67 -0.62
m_uﬂwm_m 0.97 0.95 1.0 -0.29 -0.22 -0.28 0.61 -0.55
Relaciéna/b | 015 -0.46 -0.29 1.0 0.33 0.23 0.50 0.52
Aglicares -0.18 -0.28 -0.22 0.33 1.0 0.42 -0.25 0.25
Fenoles -0.28 -0.28 -0.28 0.24 0.42 1.0 -0.40 0.43
Prote(nas 0.52 0.67 0.61 -0.50 -0.25 -0.40 1.0 -0.92
Lipo -0.46 -0.62 -0.55 0.52 0.25 0.44 -0.92 1.0
Temp(C) 0.17 0.18 0.18 0.19 0.22 0.29 0.14 -0.04
Amw_”wamo_ -0.28 -0.51 -0.39 0.67 0.48 0.48 -0.65 0.66
02 (mgh1) -0.06 -0.27 -0.15 0.45 0.13 0.38 -0.49 0.59
oH 0.64 0.64 0.66 -0.32 -0.19 -0.32 0.76 -0.61
ﬂmﬁom%mw_as -0.23 -0.24 -0.24 0.02 0.06 0.35 -0.40 0.37
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10.RESULTADOS DE ANALISIS MULTIVARIADO NO PRAMETRICOS

11.RESULTADOS BIOMARCADORES

La Figura 47 muestra el andlisis de componentes principales (ACP) de los
biomarcadores tomados en cada sitio de colecta durante 3 estaciones climéticas. El
simbolo de colores indica la temporalidad de los datos: triangulo verde (temporada
de secas), triangulo invertido azul (temporada lluvias) y cuadrado azul turquesa
(temporada nortes). Los numeros asociados a cada simbolo en el ACP
corresponden al transecto del cual se obtuvieron las muestras, siendo secas el
transecto mas pegado a la costa, lluvias el transecto medio y nortes el transecto

mas alejado de la costa.

ACP

4 1 temporada
1

v 2
3

Azucares_1

Fenoles_1

Relacién_A/B_1
clorofila_A_1

clorofila_B_1
Proteinas_1

PC1

Figura 47. Andlisis de Componentes principales
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Tabla 4. Componentes principales

Variable CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
clorofila_a_1 -0.418 -0.301 0.123 -0.509 0.253
clorofila_b_1 -0.458 -0.167 0.320 -0.348 0.009
Relacién_a/b_1 -0.185 -0.435 -0.854 -0.028 -0.123
Azlcares_1 0.229 -0.652 0.202 0.406 0.554
Fenoles_1 0.306 -0.511 0.292 -0.115 -0.731
Proteinas_1 -0.475 -0.070 0.051 0.426 -0.227
Lipo_1 0.457 -0.024 -0.156 -0.510 0.166

Nota: CP componente principales

El resultado indica que la descomposicion de la variabilidad de los resultados en 2
componentes principales aporta el 66.1% de la variacién de la cual el primer
componente aporta el 49.9% y el segundo el 16.2%. Las variables que mas
aportaron al primer componente son las proteinas (r=0.475), la clorofila b (0.458) y
lipoperoxidacion (0.457); Para el componente 2 los azucares y fenoles tuvieron la
mayor correlacion (0.652 y 0.511 respectivamente).

La Figura 48 del ACP muestra claramente que la estructura de los datos se separa
de acuerdo al componente 1, siendo las variables proteinas, clorofila b y

lipoperoxidacién los parametros que mas influyeron en esta estructura.
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La temporada que registré6 promedios méas altos en proteinas fue la de nortes, el
mismo comportamiento se presenta para clorofila b mientras que, para

lipoperoxidacioén, la concentracion mas alta fue en lluvias.

El componente 2 (azlUcares y fenoles) tiene influencia en la separacion de la
temporada de secas respecto a las otras dos (lluvias y nortes), las cuales deben ser
muy parecidas en los valores promedio de los datos que tienen mas influencia en

fenoles y azucares.

10.2 Resultados variables ambientales

Se hizo un matriz de correlacion entre las variables y se encontr6 que varias
covariaban por lo que éstas se descartaron para el analisis posterior. Resultando 5

variables ambientales.

En la Figura 48 se presenta el analisis de componentes principales de las variables
ambientales tomadas en cada sitio de colecta durante 3 estaciones climaticas. 1=
Secas, 2=Lluvias y 3=Nortes.

4 temporada
1

v?2
3

PC1

Figura 48. Analisis de componentes principales, parametros fisicoquimicos
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Tabla 5. Componentes principales de las variables ambientales

Variable CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
Temp 0.183 -0.719 0.313 -0.470 0.361
Sal 0.619 -0.207 0.167 0.107 -0.731
02 0.494 -0.193 -0.721 0.276 0.349
pH -0.472 -0.394 -0.560 -0.309 -0.462
OPR 0.341 0.498 -0.202 -0.772 -0.012

Nota: CP componente principal

El 69% de la contribucion esta dado por los dos primeros componentes principales
que explican el 43% y 26.8% de la variabilidad de los datos.

CP1: la salinidad (0.619), oxigeno (.494) y pH (.472) fueron las variables que mas
se relacionaron mientras que, para el CP2: la temperatura fue la que tuvo mas
influencia (0.719).

De acuerdo a la Figura 48 las estaciones de muestreo se agrupan de acuerdo a la
estacion climatica, es decir: las temporadas 1, 2 y 3y se separan principalmente por

la salinidad y la temperatura, las cuales varian en las diferentes temporadas.

Para encontrar si ambas distribuciones espaciales de la variablilidad de los datos
de los biomarcadores tenian relacion con los datos ambientales se hizo una
correlacion de matrices de disimilitudes euclidianas (RELATE; Testing matched
resemblance matrices). EL resultado de este analisis indicé que la matriz de datos
ambientales explica la estructura de los biomarcadores con un nivel de significancia
de 0.01% y p= 0.378.
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PC2

En las graficas de la Figura 49 se puede observar como cambian los valores de
salinidad, pH y temperatura en cada estacion. La diferenciacion por estacion se ve
en la Figura 49A donde se separan en 3 grupos los valores de los biomarcadores
de acuerdo a las estaciones climaticas y, en las siguientes graficas se observa el

cambio de las variables salinidad, pH y temperatura.
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Figura 49. Comparacion visual de la distribucién de los biomarcadores, sobreponiendo los valores de cada
uno de las variables ambientales.

Los niveles mas bajos de temperatura y oxigeno disuelto se presentaron en nortes
con 27.9 £+ 1.1 mientras que, la variable salinidad presenté el mismo
comportamiento. La temporada donde se presentaron los niveles mas bajos de pH

fue en lluvias.
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12.

CONCLUSIONES

Los biomarcadores mostraron que la temporada de lluvias representa el
mayor estrés para los pastos marinos Thalassia testudinum, lo cual, en parte,
es resultado del aumento en los solidos disueltos que provocan una
disminucién de la penetracién de la luz en la columna de agua, lo que
disminuye la eficiencia fotosintética.

Los menores niveles de estrés en los pastos marinos se presentan en la
época de secas, donde las concentraciones de fenoles y azGcares son bajas
con excepciodn de los sitios cercanos a la ciudad de Campeche.

Los sitios cercanos a la ciudad de Campeche muestran con frecuencia que
los pastos marinos se encuentran bajo la influencia de algun factor de estrés
adicional, por lo que se recomienda un monitoreo mas intensivo en éstas
areas y la identificacion de las fuentes de contaminantes.

En lluvias y nortes se arrastran contaminantes hacia la zona costera, esto
puede ser demostrado por los altos niveles de lipoperoxidacién detectados,
ya gue el metabolismo de dichos contaminantes produce especies reactivas
de oxigeno que ocasionan la oxidacién de las biomoléculas de los pastos
marinos.

Los valores de los biomarcadores medidos en este estudio, conforman una
linea base que podra ser de utilidad para evaluar otros factores de estrés
como la presencia de hidrocarburos, lo cual es probable en esta zona ya que
la Reserva de Biosfera los Petenes se encuentra ubicada cerca de la Sonda
de Campeche, donde actualmente se extrae petrdleo y pudiera ocurrir un
derrame accidental de estos contaminantes.

El pasto marino T. testudinum es un buen indicador de situaciones adversas
ya que, a través de la evaluacién de algunos biomarcadores se pudieron
identificar situaciones de estrés como la época de lluvias y la influencia de la

Ciudad de Campeche.
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13.

Recomendaciones

Se recomienda continuar con las mediciones de las condiciones ambientales
en las que se encuentran los pastos marinos (temperatura, salinidad, oxigeno
disueltos potencial de Hidrogeno y potencial redox) con el fin de conocer la
dinamica del sitio y su comportamiento en un periodo mas extenso que el
anual.

Cuantificar nutrientes y contaminantes con el fin de conocer las
concentraciones que existen en el medio y realizar correlaciones con los
biomarcadores.

Desarrollar bioensayos con Fraccion Soluble de Petréleo, con el fin de
conocer las respuestas de los biomarcadores a concentraciones conocidas.
Medir otros biomarcadores como carotenoides, flavonoides, catalasa, para
complementar esta informacion.

Ademas de los biomarcadores mencionados que se evalian en hojas,

cuantificar carbohidratos en rizomas.
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