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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo investigo la calidad del aire en la ciudad de Mérida, Yucatan. Teniendo como
objetivos, (i) analizar la microbiota aerotransportada en la ciudad de Mérida; a lo largo de un afio,
para identificar sus caracteristicas, sus posibles cambios, fuentes e implicaciones; y (ii) analizar
la composicién quimica de las deposiciones secas y hiumedas, también en Mérida, Yucatan, para
explorar su posible relacion con la fertilidad del suelo y la salud humana.

En el Capitulo I, se establece el marco teorico, destacando la importancia de los aerosoles,
especialmente la microbiota aerotransportada, y las deposiciones atmosféricas como indicadores
de la calidad del aire en entornos urbanos.

El Capitulo Il presenta un andlisis de los estudios realizados en México sobre microbiota
aerotransportada. Para esto, se realizé una revision bibliografica historica de manera sisteméatica
de los articulos cientificos sobre microbiota aerotransportada en México. Se encontré que, hasta
junio de 2023, se habian realizado 34 estudios en 14 estados del pais, con el 53% de ellos
enfocados en la Ciudad de México. La mayoria de estos estudios se enfocaron en
microorganismos cultivables (77%), principalmente hongos, por lo que se resalta la necesidad de

investigaciones adicionales utilizando técnicas metagendémicas.

En el Capitulo Ill, se analiz6 mensualmente, a lo largo de un afio, la microbiota bacteriana y
fungica aerotransportada en un punto de la ciudad de Mérida, Yucatan. Para lo cual, se utilizé un
muestreador activo, se filtré aire y se extrajo el ADN metagendmico de la biomasa atrapada en
el filtro. Posteriormente, el ADN se analiz6 mediante secuenciacibn de amplicones y
procedimientos bioinformaticos. Asi mismo, se colectaron datos de variables ambientales con los
gue se realizé un analisis de componentes principales, mediante el cual, se pudieron agrupar los
meses del afio en tres temporadas, temporada de lluvias (junio, julio, agosto, septiembre),
temporada seca-fria (noviembre, diciembre, enero, febrero) y temporada seca célida (abril y

mayo), con dos meses de transicién entre temporadas (marzo y octubre).

Se clasificaron 1,210 OTUs de bacterias y 367 de hongos aerotransportados clasificados a nivel
de género. De estos, 41 OTUs de bacterias y 18 de hongos estuvieron presentes durante todos
los meses del afio, con una abundancia relativa 21% en al menos un mes, sugiriendo que son

parte del "core" de la microbiota de Mérida.




RESUMEN

Hubo variaciones mensuales y estacionales en las comunidades microbianas: mayo mostroé la
menor diversidad de bacterias, y septiembre la de hongos. La estacion seca-fria tuvo el mayor
namero de OTUs Unicos (clasificados a nivel de género) de bacterias (189), y la temporada
lluviosa la mayor cantidad de OTUs unicos de hongos (58). En cambio, la temporada seca-célida
presento la menor cantidad de OTUs Unicos de bacterias (70) y hongos (15).

Por su parte, mayo y junio mostraron la mayor disimilitud en las comunidades de bacterias,
mientras que mayo destac6 por la variabilidad en hongos. Las principales fuentes de estos
microorganismos fueron la piel humana, las plantas, el suelo y el agua, con variaciones a lo largo

del afio.

El Capitulo IV examina los cambios mensuales de la compasicién quimica de las deposiciones
atmosféricas en Mérida. Las deposiciones secas alcanzaron 45.73 kg ha™ anuales, con mayor
acumulacion en los meses de marzo a mayo (61% del total). Las deposiciones humedas se
asociaron con 87 eventos de precipitacion, con un total de 1,128 mm anuales y junio el mes mas
lluvioso (226.5 mm). Las deposiciones secas contuvieron principalmente calcio y hierro, aunque
en agosto se observé un enriquecimiento en elementos como K, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn,
Ti, Vy Zn Tiy V, posiblemente debido a la llegada de los polvos del desierto del Sahara, ya que
algunos de estos elementos son carcateristicos de estos polvos (v.g. Ti, V). De igual manera, las
deposiciones humedas estuvieron conformadas principalmente por Ca, seguido por Cloruros, Na

y Sulfatos.

El Capitulo V discute las implicaciones de estos hallazgos en la salud humana, destacando el
aumento en la abundancia relativa de un OTU que solo pudo ser clasificado a nivel de familia
perteneciente a la familia Enterobacteraceae en septiembre y la presencia de géneros como
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium y Curvularia que destacan por aguantar especies
alergénicas en los meses de septiembre y octubre. También se destaca un aumento en metales
pesados durante agosto, lo que podria tener afectaciones sobre la salud humana. En términos
de fertilidad del suelo, el aporte de nutrientes fue minimo, aunque podria influir en los ciclos

biogeoquimicos a largo plazo.
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ABSTRACT

In this study, the air quality in the city of Mérida, Yucatén, was investigated. The objectives were:
() to analyze the airborne microbiota in Mérida over the course of a year to identify its
characteristics, possible changes, sources, and implications; and (ii) to analyze the chemical
composition of dry and wet deposition, also in Mérida, Yucatén, to explore its potential relationship

with soil fertility and human health.

Chapter | establishes the theoretical framework, highlighting the importance of aerosols,
especially airborne microbiota, and atmospheric depositions as indicators of air quality in urban

environments.

Chapter Il presents an analysis of studies conducted in Mexico on airborne microbiota. A
systematic historical literature review of scientific articles on airborne microbiota in Mexico was
conducted. It was found that by June 2023, 34 studies had been carried out in 14 states of the
country, with 53% of them focused on Mexico City. Most of these studies concentrated on
cultivable microorganisms (77%), mainly fungi, emphasizing the need for additional research

using metagenomic techniques.

In Chapter Ill, the airborne bacterial and fungal microbiota at a specific point in the city of Mérida,
Yucatan, were analyzed monthly over a year. An active sampler was used to filter the air, and
metagenomic DNA was extracted from the biomass trapped in the filter. Subsequently, the DNA
was analyzed using amplicon sequencing and bioinformatic procedures. Additionally, data on
environmental variables were collected and analyzed using principal component analysis, which
grouped the months of the year into three seasons: rainy season (June, July, August, September),
cool-dry season (November, December, January, February), and warm-dry season (April and

May), with two transition months between seasons (March and October).

A total of 1,210 bacterial OTUs and 367 fungal OTUs were classified at the genus level. Of these,
41 bacterial OTUs and 18 fungal OTUs were present throughout all months of the year, with a
relative abundance 21% in at least one month, suggesting they are part of Mérida's "core"

microbiota.

Monthly and seasonal variations in microbial communities were observed: May showed the lowest

bacterial diversity, and September the lowest fungal diversity. The cool-dry season had the
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highest number of unique bacterial OTUs (classified at the genus level) (189), while the rainy
season had the highest number of unique fungal OTUs (58). In contrast, the warm-dry season
presented the fewest unique bacterial OTUs (70) and fungal OTUs (15).

May and June showed the greatest dissimilarity in bacterial communities, while May stood out for
variability in fungal communities. The main sources of these microorganisms were human skin,

plants, soil, and water, with variations throughout the year.

Chapter IV examines the monthly changes in the chemical composition of atmospheric deposition
in Mérida. Dry deposition totaled 45.73 kg ha™* annually, with the highest accumulation occurring
from March to May (61% of the total). Wet deposition was associated with 87 precipitation events,
totaling 1,128 mm annually, with June being the rainiest month (226.5 mm). Dry deposition mainly
contained calcium and iron, although in August, there was an enrichment in elements such as K,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, Ti, V, and Zn, possibly due to the arrival of Saharan desert dust,
as some of these elements (e.g., Ti, V) are characteristic of this dust. Similarly, wet deposition

was mainly composed of Ca, followed by chlorides, Na, and sulfates.

Chapter V discusses the implications of these findings for human health, highlighting the increase
in the relative abundance of an OTU that could only be classified at the family level within
Enterobacteraceae in September, as well as the presence of genera such as Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, and Curvularia, known for containing allergenic species in September
and October. Additionally, an increase in heavy metals was observed in August, which could
affect human health. In terms of soil fertility, the nutrient contribution was minimal, though it could

influence biogeochemical cycles in the long term.
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La atmésfera es una capa, principalmente compuesta de gases, que rodea al planeta Tierra. Esta
constituida primordialmente por nitrégeno, oxigeno y argén, que comprenden el 99.04% de su
volumen (Schubert y Walterscheid, 1999). Ademas, diariamente son emitidos diversos gases
traza y aerosoles producto de procesos naturales de origen fisico, quimico y biol6gico, asi como
de actividades humanas (Monks et al., 2009). De igual manera, podemos encontrar en ella
bioaerosoles, los cuales son particulas aerotransportadas de origen organico, tales como polen,
esporas, filamentos, bacterias, endotoxinas, e incluso virus (Schlosser, 2019); que pueden estar
adheridos a otras particulas aerotransportadas o en vida libre (Chen et al., 2020).

En los Ultimos afios, la importancia de los estudios sobre microorganismos y particulas organicas
(v.g. polen, esporas) aerotransportados ha ido en aumento, particularmente en entornos urbanos.
Esto se debe a que muchas de estas particulas y microorganismos pueden tener efectos
patogénicos o alergénicos, y, en consecuencia, tener efectos negativos en la salud de los seres
humanos, las plantas y los animales (Holt y Thomas, 2005; Triadd-Margarit et al., 2022). Se ha
observado que las comunidades de microorganismos aerotransportados pueden variar temporal
y espacialmente debido a factores tanto ambientales (v.g. temperatura, humedad, radiaciéon
solar), como antropogénicos (v.g. emisiones de metales pesados, sulfatos, particulas organicas)
(Li et al., 2019; Tignat-Perrier et al., 2020; Chatoutsidou et al., 2023), resaltando la importancia y

necesidad de realizar estudios de corte longitudinal.

De igual manera, la composicion quimica de las deposiciones atmosféricas (tanto secas como
humedas), puede ofrecer indicadores de la calidad del aire (Olszowski et al., 2012). Ademas de
desempefiar un papel fundamental en el funcionamiento de los ecosistemas, ya que intervienen
en los ciclos biogeoquimicos al aportar nutrientes al suelo (Lovett, 1994; Anderson y Downing,
2006). Las deposiciones atmosféricas se refieren a las particulas suspendidas (organicas e
inorganicas) que se asientan en la superficie terrestre, ya sea a través de la deposicion en seco
(por efecto de la gravedad) o por el “lavado” mediante eventos de precipitacion (v.g. lluvia,

granizo, rocio) (Cizmecioglu y Muezzinoglu, 2008).

Estas particulas pueden incluir materiales aerotransportados desde lugares que se encuentran
a miles de kilbmetros de distancia, hasta particulas emitidas localmente (Noll et al., 1988; Scorer,
1992), lo que contribuye a que su composicion normalmente varie espacial y temporalmente.

Considerando la importancia de la microbiota aerotransportada y de las deposiciones
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atmosféricas en la calidad del aire y los ciclos biogeoquimicos, es claro que el estudio de sus
cambios temporales en las ciudades altamente pobladas es de gran relevancia.

La ciudad de Mérida es el centro urbano mas poblado de la Peninsula de Yucatan, con una
poblacién de casi un millon de habitantes (INEGI, 2020), y en ella se ha reportado una variacion
estacional en la composicion quimica de los aerosoles aerotransportados a los que estan

expuestos la poblacion (Cérdoba et al., 2020).

Ademés de los aerosoles emitidos propios de las actividades humanas, tanto en ambientes
urbanos como rurales, se han identificado algunas fuentes exdégenas como aerosoles marinos,
asi como a aerosoles derivados de la quema de biomasa por agricultura itinerante en los
alrededores de la ciudad, y el polvo mineral procedente del desierto del Sahara (Cérdova et al.,
2020). Debido a esta variacion estacional de los aerosoles aerotransportados, es posible que

también se vea influenciada la composicién quimica de las deposiciones.

Aunado a lo anterior, la ciudad también presenta condiciones climatoldgicas distintivas, con una
marcada época de lluvias y otra seca, asi como meses con temperaturas maximas que superan
los 40°C y una humedad relativa por arriba del 85% durante casi todo el afio (Orellana et al.,
2009; Estrada-Medina et al., 2016), factores que tal vez puedan modificar las comunidades
microbianas aerotransportadas. Finalmente, al ser una regién karstica, la disponibilidad de ciertos
nutrientes se ve limitada, principalmente el fésforo (Sedov et al., 2007), por lo que los aportes de
nutrientes en las deposiciones por fuentes exdgenas, pueden ser cruciales para el
funcionamiento de los ecosistemas. Estas particularidades hacen que Mérida sea una ciudad
interesante para el estudio de los cambios longitudinales de la microbiota aerotransportada y las

deposiciones atmosféricas.

En cuanto a los estudios previos de microbiota aerotransportada en Mérida, estos se han
centrado principalmente en las bacterias (Rodriguez-Gémez et al., 2020) y los hongos (Ponce-
Caballero et al., 2013; Rodriguez-Goémez et al., 2020), en ambos casos cultivables. Por lo que
sus resultados son limitados, ya que los microorganismos cultivables representan una fraccion
de las comunidades de microorganismos aerotransportados, dado que aproximadamente el 99%
de los microorganismos aun no han podido ser cultivados con medios convencionales (Shamim
et al., 2019). En lo que respecta a los estudios de deposiciones atmosféricas, estos son escasos

en la regién y ninguno se ha llevado a cabo en la ciudad de Mérida o sus zonas circundantes.
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Por consiguiente, el objetivo del presente trabajo fue analizar los posibles cambios mensuales
de (i) las comunidades de bacterias y hongos aerotransportados usando tecnologia
metagendmica, para conocer sus composicion, estructura, posibles fuentes de origen y sus
posibles implicaciones vy (ii) la composicién quimica de las deposiciones atmosféricas (secas y
hamedas) a lo largo de un afio, asi como analizar su posible relacién con la salud humanay la

fertilidad de los suelos en la ciudad de Mérida, Yucatan, México.
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ANTECEDENTES
1.1 Microorganismos y su importancia

Los microorganismos desempefian diversos papeles fundamentales en el funcionamiento de los
ecosistemas y en la salud de los organismos superiores. Participan en una amplia variedad de
procesos, incluido el reciclaje de nutrientes, los ciclos biogeoquimicos y las asociaciones
simbidticas con animales, plantas, hongos y otros organismos. Ademas, presentan un gran
potencial biotecnolégico en aplicaciones como la elaboracién de vino, pan, quesos y diversos
medicamentos (Colwell, 1997).

A lo largo de la historia, el ser humano ha sentido un constante interés por comprender y estimar
la diversidad de organismos que habitan nuestro planeta. Sin embargo, estimar la diversidad de
microorganismos, como bacterias, arqueas, hongos microscépicos y microalgas, no resulta tan
sencillo como estimar la diversidad de organismos mas grandes, como plantas, mamiferos y

reptiles (Pedrés-Ali6 y Manrubia, 2016).

Hasta hace poco mas de una década, el enfoque tradicional para el estudio de los
microorganismos requeria su cultivo en medios ricos en nutrientes. No obstante, esta
metodologia se enfrentaba a diversos desafios, en gran parte debido a que aproximadamente el
99% de los microorganismos aun no ha podido ser cultivado (Torsvik et al., 1990). En respuesta
a esta limitacion, se desarrollaron métodos moleculares, como las 6micas, que han permitido
obtener una cantidad significativamente mayor de informacion. Estas tecnologias han mejorado
nuestra comprension de la funcién, estructura y dinamica de las poblaciones de microorganismos

en el ambiente (Hirsch et al., 2010; Rastogi y Sani, 2011).

Hasta hace unas décadas, se estimaba que la diversidad de bacterias oscilaba entre 4x10° y
3x10°, mientras que la de hongos entre 1.0 y 1.5x10°, con un intervalo de 0.1-1% y 4.7-7% de
especies descritas para bacterias y hongos, respectivamente (Systematics Agenda, 1994).
Estimaciones mas recientes, basadas en teorias ecolégicas reformuladas y resultados de
estudios metagendmicos a gran escala, sugieren que la diversidad de microorganismos puede
alcanzar entre 1x10% y 1x10*? especies, de las cuales, menos de 1x10° de las especies han sido

cultivadas hasta el dia de hoy (Locey y Lennon, 2016).
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1.2 Metagendmica

(14

La metagendmica, una disciplina incluida en el grupo de las ciencias "émicas", se enfoca en el
andlisis de las secuencias del genoma de todos los microorganismos presentes en una muestra
(Hugenholtz y Tyson, 2008). Esta herramienta se ha vuelto crucial para explorar y comprender
las comunidades de microorganismos en diversos entornos, como cuerpos de agua (Gilbert y
Dupont, 2011), suelos (Torsvik et al., 1990), particulas de polvo transportado por el aire (Tringe
et al., 2008; Cha et al., 2017), sedimentos (Andreote et al., 2012; Mason et al., 2014), rizésferas

(Mirete et al., 2007), entre otros muchos ambientes.

La importancia de la metagenémica radica en su capacidad para clasificar a la vasta mayoria de
microorganismos presentes en muestras ambientales, los cuales, como ya se ha mencionado,
no han podido ser cultivados por métodos tradicionales. Por ejemplo, en muestras de agua de
mar, solo un escaso 0.001-0.1% de las bacterias puede ser cultivado, mientras que en suelos y
sedimentos este porcentaje en algunos casos puede ascender a un 0.3% y 0.25%,
respectivamente (Torsvik et al., 1990; Amann et al., 1995; Streit y Schmitz, 2004); pese a los
avances actuales, se estima que el 99% del potencial de especies microbianas existentes, siguen

sin describirse hasta la fecha (Locey y Lennon, 2016).

En el contexto de la metagendémica, la secuenciacion de amplicones es una herramienta
fundamental, ya que permite obtener informacion sobre la filogenia y la biodiversidad. En el caso
de las bacterias, algunas regiones variables del gen 16S del rRNA se han convertido en
marcadores ampliamente utilizados para propésitos taxonémicos, ya que permiten diferenciar
unidades taxonémicas operativas (OTUs) y hacer clasificaciones basandose en similitudes entre
secuencias (Case et al., 2007; Yarza et al., 2014). A pesar de sus ventajas, se deben considerar
sus limitaciones, por ejemplo, que la clasificacion se hace comparando las secuencias con las
que se encuentran en las bases de datos, las cuales todavia distan de estar completas, o la
variabilidad en el nimero de copias de este gen en los genomas bacterianos, lo que puede

afectar el analisis de abundancias relativas (Vos et al., 2012).

En el caso de los hongos, las regiones espaciadoras internas transcritas (ITS), especialmente la
ITS2, son esenciales para la clasificacion (Jorgensen and Cluster, 1988). La considerable
variabilidad en las secuencias de las regiones ITS entre diferentes especies fungicas, las
convierte en herramientas ideales para la discriminacién de especies (Gardes y Bruns, 1993).

Ademas, la naturaleza multicopia de la repeticion de ADNr facilita la amplificacion de la region
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ITS a partir de muestras pequefias o degradadas (White et al., 1990). Estas caracteristicas hacen
que la regién ITS sea una herramienta valiosa en la clasificacién de hongos.

1.3 Concepto de microbiomay microbiota asociada

La metagendmica se ha consolidado como una herramienta esencial para el estudio de las
comunidades de microorganismos. En sus origenes, se introdujo el término “microbioma”, que
se referia a la comunidad de microorganismos comensales, simbioticos y patégenos que

comparten, literalmente, el espacio corporal humano (Del Frari y Ferreira, 2021).

Sin embargo, algunos autores han ampliado esta definicion considerando al “microbioma” como
el conjunto de todos los microorganismos que comparten un nicho especifico y las caracteristicas
abiéticas (fisicas, quimicas y fisicoquimicas) del ambiente en el que se encuentran en interaccion;
a diferencia del término “microbiota”, que se refiere exclusivamente a los microorganismos (Liu,
2016). Aunque esta Ultima definicién se centra en los aspectos bibticos de los microbiomas, su
estudio se ha vuelto mas complejo al considerar tanto los factores bidticos (que incluyen
bacterias, arqueas, eucariotas y virus) como los factores abioticos circundantes (Marchesi y
Ravel, 2015).

Los microbiomas son altamente sensibles a los factores abidticos del entorno, lo que los hace
susceptibles a cambios en funcién de las condiciones ambientales. Ejemplos de esto se
encuentran en suelos, donde las practicas de manejo, como las descritas por Hartman et al.
(2018), y las fluctuaciones en las propiedades fisicoquimicas, segun de Gannes et al., (2015)
pueden influir en la composicion de los microbiomas. Esta dinAmica también se aprecia en otros
entornos, como los océanos (Sunagawa et al., 2015), la rizésfera (Marschner et al., 2002) y hasta
en particulas de polvo en el aire, donde Cha et al., (2017) identificaron que el origen de estas

particulas puede modificar la composicion del microbioma.

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en el funcionamiento de los
ecosistemas. Banerjee et al., (2018) describen que ciertos taxones microbianos se consideran
"piedras angulares" (keystone taxas) debido a su alta conectividad en las redes biogeoquimicas.
Algunos de estos taxones, ya sea de manera individual o dentro de un gremio, incluso pueden
ejercer una influencia significativa en la estructura y el funcionamiento de los microbiomas,

independientemente de su abundancia relativa o condiciones espacio-temporales.
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La investigacion de microbiomas no solo tiene relevancia en la comprension de los ecosistemas,
sino que también ofrece aplicaciones biotecnoldgicas valiosas. Por ejemplo, en el suelo, la
manipulacién de los microbiomas puede contribuir a mejorar su calidad y fertilidad (Chaparro et
al.,, 2012). De manera similar, el estudio de los microbiomas de la rizosfera puede tener un
impacto positivo en la salud y el vigor de las plantas (Berendsen et al., 2012). Incluso en el
contexto de polvos aerotransportados, la investigacion de microbiomas se relaciona con el
transporte de organismos, tanto patdgenos como beneficiosos (Griffin, 2007; Polymenakou et al.,
2008; Oh et al., 2013).

1.4 Aerosoles y material particulado aerotransportado

El material particulado se refiere a las particulas sélidas (organicas y minerales) y a las pequefias
gotas liguidas en suspension. Mientras que el término "aerosol" engloba tanto a estas particulas
sélidas y liquidas, junto con el gas circundante (Fierro, 2000). Estas particulas son de gran interés
en la tropésfera debido a su impacto en diversos procesos geofisicos, la salud humana, el

equilibrio ecosistémico, el ambiente y el clima (Buseck y Schwartz, 2003).

Estas particulas varian en tamafio y se categorizan en PM.s y PMyg, indicando didmetros
aerodinamicos menores de 2.5 umy 10 um, respectivamente (Nawrot et al., 2006). Dependiendo
de su tamafo, estas particulas pueden tener diversas implicaciones en la salud humana, ya que
pueden ingresar al sistema respiratorio, 0 pueden servir como vehiculo para la entrada de
microorganismos (Myong, 2016; Mariani et al.,, 2017). El ingreso de estas particulas o
microorganismos al organismo puede desencadenar enfermedades respiratorias, infecciones
oculares y la transmisién de otros tipos de enfermedades (v.g. gastrointestinales) (Middleton,
2017).

Ademaés de sus efectos en la salud humana, los aerosoles también desempefian un papel crucial
a nivel ecosistémico, ya que pueden influir en la deposicion tanto de nutrientes como de
contaminantes (v.g. metales pesados), en la corteza terrestre y cuerpos de agua (Remer, 2006;
Landing et al., 2010; Mahowald et al., 2017). Segun su composiciéon quimica, los aerosoles
pueden tener un impacto positivo al enriquecer el suelo con nutrientes, o negativo al depositar

metales pesados (Arsene et al., 2006; Polkowska et al., 2011).

1.4.1 Principales fuentes de material particulado

Los aerosoles pueden ser de origen natural o antropogénico. Entre las fuentes de origen natural

se encuentran los aerosoles marinos, el polvo volcénico, el polvo cosmico y el polvo mineral,
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mientras que entre las fuentes de origen antropogénico podemos encontrar contaminantes
industriales y particulas provenientes de la quema de combustibles y biomasa vegetal, entre otras
(Middleton, 2017). De estas fuentes, las que representan el mayor aporte de aerosoles a la
atmosfera son los aerosoles marinos y el polvo mineral (IPCC, 2007). Sin embargo, actividades
como las quemas agricolas, o eventos extraordinarios, como la erupcién de un volcan o un
incendio, pueden modificar temporalmente la composicion de los aerosoles en una region

determinada.

Los aerosoles marinos, principalmente compuestos por particulas marinas y sulfatos generados
a partir de la oxidacion del dimetilsulfuro (DMS), dominan las fracciones de tamafio grueso y fino
de la masa de aerosoles marinos a nivel global; sin embargo, investigaciones recientes en los
océanos Atlantico norte y Austral destacan la variacion temporal significativa en la concentracion
de materia, subrayando la relevancia de la materia organica insoluble (MOI) en el rango
submicrénico (2.3 a 2.8 Tg C afo?, mientras que las sales marinas contribuyen con 24 Tg afio?)
(Vignati et al., 2010).

Para que el rocio marino se convierta en aerosol atmosférico, se requieren tanto particulas
suspendidas como disueltas, siendo las sales, principalmente de NaCl, el componente principal,
junto con otros iones (v.g. SO?4, Mg?*, Ca?"y K*) (Grythe et al., 2013). Estos aportes varian
estacional y anualmente debido a factores fisicos, quimicos y bioldgicos que afectan la quimica

del agua de mar (Prathera et al., 2013).

Ademas de los aerosoles marinos, el polvo mineral es una de las principales fuentes de aerosoles
atmosféricos, y, por consiguiente, una de las mas estudiadas. Las regiones de mayor aporte de
polvo mineral a la atmosfera son el norte de Africa, la Peninsula Arabiga, Turkmenistan,
Afganistan, Pakistan, el norte de la India, el desierto de Namib y Kalahari, y la cuenca de Tarim
en China. A esta region, generadora de las mayores emisiones de polvo mineral a la atmaésfera,
se le conoce como “cinturén de polvo” (dust belt). En menor medida se encuentran las zonas de

desiertos ubicadas en Estados Unidos, México y Australia central (Prospero et al., 2002).

De todas las regiones que pertenecen al “cinturén de polvo”, el norte de Africa es la de mayor
importancia (desierto de Sahara y la region Sahel) (Engelstaedter et al., 2006; Griffin, 2007). Se
ha estimado que el desierto del Sahara emite 130-760 Tg afio ! (Goudie y Middleton, 2001),

aunque otro estudio estima que la emisién anual asciende a 1,600 Tg afio ~* (Ozer, 2001). Esto
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es de relevancia, ya que las estimaciones de las emisiones mundiales de polvo oscilan entre
1,000-3,000 Tg afio ~* (Houghton et al., 2001; Zender et al., 2004).

El polvo atmosférico originario del desierto del Sahara y de la region Sahel tiene influencia
durante todo el afio, o durante parte de este, en la calidad del aire en Africa, Oriente Medio,
Europa, Asia, el Caribe y las Américas. Distinguiéndose dos rutas atmosféricas principales que
llegan al continente americano, 1) durante el verano en el hemisferio norte (aproximadamente
junio-octubre), el polvo del desierto africano se transporta a través del Atlantico hacia el norte del
Caribe y América del Norte y, 2) durante el invierno en el hemisferio norte (aproximadamente de
noviembre-mayo), el polvo del desierto africano se transporta a través del Atlantico hacia el sur
del Caribe y América del Sur (Griffin, 2007).

La llegada de estas “plumas” de polvo mineral aerotransportado puede tener impactos
significativos en la dindmica de los ciclos biogeoquimicos de los ecosistemas. Por ejemplo, en el
caso de la cuenca del Amazonas, se estima que anualmente se depositan 190 kg de polvo por
hectarea, lo que representa una deposicion neta de 1 — 4 kg ha! afio® de fésforo, lo que convierte
a estos fenédmenos un factor critico para mantener la productividad de este ecosistema (Swap et
al., 1992).

Finalmente, la tercera fuente de material particulado a la atmdésfera es la quema de biomasa, que
puede darse de manera natural (v.g. incendios de bosques de coniferas o sabanas) o atrtificial
(quemas agricolas por agricultura itinerante), y que contribuye con méas del 86% de las emisiones
globales de hollin de carbono negro, siendo la mayor fuente las sabanas africanas (Levine et al.,
1995).

La composicion y propiedades de los aerosoles por quema de biomasa son muy variables, por
ejemplo, los aerosoles provenientes de incendios forestales y de turba tienden a tener una mayor
eficiencia de dispersion con tamafios de particulas mas grandes que los de incendios de pasto y
arbustos, lo que probablemente se deba a la diferencia de contribucion relativa de las fases de

combustion en llamas y sin llama (Shi et al., 2019).

El estudio de este tipo de aerosoles es de interés, ya que la quema de biomasa es una fuente
importante de aerosoles, pero también de vapores precursores de aerosoles a la atmosfera.
Estas emisiones incluyen aerosoles carbonosos primarios (carbon negro), aerosoles organicos

primarios, aerosoles inorganicos (que incluyen potasio, cloruro, sulfato, y otras sales inorganicas
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y minerales traza), asi como vapores inorganicos y organicos; todos los cuales se someten a

envejecimiento fisico a medida que la pluma se transporta a con el viento (Hodshire et al., 2019).

1.4.2 Bioaerosoles

El término “bioaerosol” se refiere a la fraccidn de los aerosoles aerotransportados que tiene
naturaleza bioldgica. Estos bioaerosoles pueden abarcar una amplia variedad de componentes,
como organismos vivos adheridos a particulas minerales (v.g. bacterias), organismos vivos
suspendidos en el aire (v.g. algas, amibas e incluso virus), particulas biologicas (v.g. fragmentos
de plantas, filamentos de hongos, piel, esporas y polen), asi como metabolitos y toxinas (Griffiths
y DeCosemo, 1994; Naruka et al., 2014). Dependiendo de su origen y tipo, estos bioaerosoles
pueden variar en tamafio (Figura 1). Considerando todo lo anterior, es posible considerar la
atmasfera como un microbioma, debido a la presencia de factores abioticos distintivos que

pueden moldear a sus comunidades microbianas.

Nubes y neblina

. Aerosoles 1 Precipitacién
Nleleculas 1 [ \ Lluvia, nieve, granizo
Gaseosas A

[ | \
—)—— Proteinas Virus  Bacterias Esporas Polen
Sulfatos, SOA, Hollin Polvo mineral, aerosoles marinos
100 pm I1nm 10nm 100 nm 1pum 10 um 100 pm Imm 1cm 10cm
- ultrafinas - - finas - - gruesas -

Figura 1. Gama de tamafios de las principales particulas que conforman los aerosoles y bioaerosoles.
Modificado de: Pdschl y Shiraiwa, 2015

1.5 Microorganismos aerotransportados

En la seccion anterior se exploré la importancia de las principales fuentes de material particulado
a la atmosfera (aerosoles marinos, polvo mineral y quema de biomasa); estos componentes
tienen diferentes efectos, siendo uno de los mas estudiados su relaciéon con las comunidades

microbianas aerotransportadas.

Los microorganismos aerotransportados pueden encontrarse en el aire en vida libre, o adheridos

a las particulas sélidas en suspension, por lo que se ha encontrado que la composicion quimica
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de los aerosoles puede influir en la composicion y estructura de las comunidades microbianas

aerotransportadas (Innocente et al., 2007).

Esta seccion describira las principales caracteristicas de los microorganismos aerotransportados,
la importancia del estudio de estas comunidades, y los principales ambientes en los que se han

realizado este tipo de estudios, haciendo énfasis en los estudios realizados en las ciudades.

1.5.1 Caracteristicas y fuentes de microorganismos aerotransportados

En la atmésfera se encuentra suspendida una amplia gama de microorganismos, que incluye
bacterias, hongos, actinomicetos, virus, polen y algunas arqueas. Estos microorganismos
pueden ser suspendidos localmente o transportados desde largas distancias, y tienen su origen
en diversas fuentes, como el suelo, cuerpos de agua, vegetacion, particulas minerales en
suspension, pelaje y heces de animales, piel y cavidades humanas, entre otros (Stetzenbach,
2007; Chen et al., 2020)

La viabilidad y funciones metabdlicas de estos microorganismos dependen en gran medida de
su origen, de los nutrientes, y el agua; que pueden obtener del material particulado en
suspension; el cual, hasta cierto punto, puede actuar como un escudo protector contra la
radiacion ultravioleta, ayudando a reducir el dafio causado por la exposicion a la luz solar
(Kharangate-Lad, 2015; Maier y Gentry, 2015).

Al igual que en otros microbiomas, las comunidades de microorganismos en el aire estan sujetas
a la influencia de factores ambientales (v.g. radiacién solar, humedad, temperatura, velocidad del
viento). Hay estudios en los que se han observado variaciones temporales y espaciales en estas
comunidades, con cambios en su composicién y estructura relacionados con variables
ambientales, tanto de origen natural como antropogénico (v.g. contaminantes atmosféricos) (Li
et al., 2019; Tignat-Perrier et al., 2020).

Las bacterias y los hongos son los grupos de microorganismos aerotransportados que se han
estudiado mas ampliamente. Para el caso de las bacterias, los phyla que mayormente se han
reportado en el aire son Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes, Cyanobacteria y Proteobacteria;
mientras que, en el caso de los hongos, los phyla mas reportados son Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota, y Rozellomycota (Chen et al., 2020). Sin embargo, debido a la
diversidad taxondémica que presenta cada uno de estos phyla es muy dificil inferir su

funcionalidad a este nivel taxondmico.
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1.5.2 Meétodos de colecta

El muestreo de microorganismos aerotransportados involucra la utilizacion de métodos pasivos
o0 activos. Los métodos pasivos se basan en la sedimentacion de particulas en una superficie
para su posterior recoleccion, mientras que los métodos activos implican la captura de

microorganismos mediante un flujo de aire controlado (Luciano, 1977)

En general, los métodos activos son los mas comiunmente utilizados y abarcan una variedad de
técnicas para la captura de microorganismos. Estas técnicas incluyen: a) impactacion, donde se
aprovecha la inercia del flujo de aire para depositar particulas en un colector, cinta adhesiva o en
un recipiente con medio de cultivo; b) impactacion en un liquido, que es una variante de la
anterior, pero el flujo de aire pasa a través de una solucion, agua destilada, o0 un medio de cultivo
liquido; y c) filtracion, en la cual el flujo de aire es forzado a través de un filtro, papel filtro o

membrana (Grinshpun et al., 2016).

Behzad et al. (2015) identificaron cinco puntos clave que hay que considerar al momento de
disefiar una investigacion que involucre microorganismos aerotransportados: a) la baja densidad
de microorganismos en el aire, b) la eficiencia en la recuperacion de microorganismos del aire,
¢) la variabilidad en la composicién de las comunidades de microorganismos en el aire, d) la falta
de estandarizacion en protocolos y metodologias, y e) los desafios relacionados con la
secuenciacion de ADN vy la bioinformatica. Adicionalmente, otros puntos clave a considerar son

f) la clasificacién y g) la inferencia de sus funciones de acuerdo con su taxonomia.

1.5.3 Importancia de los microorganismos aerotransportados

El estudio de los microorganismos aerotransportados es importante desde diversas perspectivas.
A nivel atmosférico, desempefian un papel fundamental, ya que actlan como nucleos de
condensacién, un proceso esencial para fendbmenos ambientales y climatolégicos como la
formacion de nubes y la precipitacion, que afecta el ciclo del agua (Ladino et al., 2018). Ademas,
algunos de estos microorganismos pueden desempefar un rol crucial al oxidar compuestos
organicos volatiles emitidos a la atmdsfera, como el metano y acidos carboxilicos, pudiendo tener

un impacto significativo a nivel global (Santl-Temkiv et al., 2022).

Por otro lado, los microorganismos aerotransportados también pueden colonizar nuevas
superficies. En el caso de los suelos, se ha reportado la presencia de microorganismos

aerotransportados que cumplen funciones vitales en el suelo, como la descomposicion de la
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materia organica o la participacion en ciclos biogeoquimicos como el del nitrégeno (Burns y
Hardy, 1975; Smets et al., 2016).

Ademés de los beneficios ecosistémicos proporcionados por los microorganismos
aerotransportados, también existen efectos perjudiciales para el ser humano, las plantas y los
animales. Un ejemplo de esto es su capacidad para colonizar nuevas superficies cuando son
transportados por el aire. Estos microorganismos, como bacterias, hongos y arqueas, pueden
colonizar superficies como hormigén, piedra, ladrillo, yeso, madera, plastico, superficies pintadas
e inclusive metal y formar biofilms o biopeliculas que las deterioran y les dan mal aspecto
(Gaylarde y Morton, 1999; Gors et al., 2007)

Estas biopeliculas son comunidades biolégicas complejas que producen una matriz extracelular
compuesta de polisacéridos, proteinas y otras sustancias, y se ha observado que estos biofilms
pueden causar dafios en edificios (Polo et al., 2012). Los edificios de patrimonio cultural, como
iglesias y piramides, estan entre las construcciones mas afectadas por este fenémeno (Herrera
y Videla, 2004; Ortega-Morales et al., 2019; Cappitelli et al., 2020). Ademas de colonizar
superficies inertes y dafiar edificios, estos microorganismos pueden aerotransportarse y
colonizar alimentos, lo que tiene implicaciones para la salud humana; ya que pueden ser

patégenos o promover la descomposicion de alimentos (Annous et al., 2009; Smith et al., 2011).

Ademas, el aire puede transportar patdgenos de animales o humanos desde granjas o plantas
de tratamiento de aguas residuales, y dispersarlos (Karwowska, 2005; Yang et al., 2019); ademas
de servir como vector de patégenos de plantas (West et al., 2009). Se ha documentado que
algunos microorganismos aerotransportados pueden ser patégenos para los humanos,
provocando infecciones respiratorias, oculares, cutaneas, gastrointestinales y sistémicas (Fiegel
et al., 2006; Doron y Gorbach, 2008; Sharif, 2022); ademas de que pueden provocar reacciones
alérgicas, principalmente en personas sensibles (Agarwal et al., 1984; Burge y Rogers, 2000).
Este amplio espectro de impactos tanto positivos como negativos en los ecosistemas y la salud
humana, subraya la importancia de comprender y estudiar los microorganismos

aerotransportados de manera integral.

1.5.4 Estudio de microorganismos aerotransportados

De manera general, los estudios de la microbiota aerotransportada pueden dividirse en dos
grandes grupos. En primer lugar, se enfocan en ambientes interiores, como escuelas, casas,

aviones, estaciones del metro, y hospitales, centrandose en la transmision aérea de patdégenos
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y alérgenos humanos (Prussin y Marr, 2015). Sin embargo, para los propdésitos de este trabajo,

nos centraremos en el segundo grupo: los estudios realizados en exteriores.

Los estudios sobre microorganismos aerotransportados en ambientes exteriores abarcan una
amplia gama de &reas, uno de los entornos que mas ha recibido atencion son las plantaciones
agricolas. Esto se debe a que el viento puede actuar como un medio de transporte para
numerosos organismos patégenos de plantas y vectores de enfermedades que generan
cuantiosos dafios econdmicos. Por ejemplo, en el Centro Agrondmico Tropical de Investigacion
y Ensefianza (CATIE) en Costa Rica, se han llevado a cabo investigaciones relacionadas con
deteccién y la dispersion de patdgenos responsables de la enfermedad Sigatoka en plantaciones
de platano (Burt et al., 1977).

En Argentina, se han realizado estudios para la clasificacion molecular de esporas de hongos
pertenecientes al género Cladosporium que son transportadas por el aire; este género, aunque
ubicuo y abundante en la atmésfera, incluye muchas especies patdgenas para cultivos
(Temperini et al.,, 2018). En México, el estudio de la microbiota aerotransportada de ha
implementado en agroecosistemas, como el estudio de Valle-Aguirre et al. (2016), que reportaron
los géneros Fusarium y Colletotrichum como los més predominantes entre los hongos patégenos
del aguacate en una plantacion de esta especie. Estos estudios en plantaciones y
agroecosistemas ofrecen una comprension mas detallada de la biologia de las especies, lo que
facilita el desarrollo de estrategias mas efectivas para su clasificacion y control; ademas, estos
hallazgos pueden influir en la produccion de alimentos en areas urbanas, dada la creciente

tendencia de cultivar en las ciudades.

Ademés de las plantaciones, existen otros entornos de interés debido a su potencial como
fuentes de microorganismos patdgenos y material particulado en la atmésfera, lo que puede tener
efectos perjudiciales para la salud. Entre estos entornos se incluyen los vertederos de basura,
las granjas de animales y las plantas de tratamiento de aguas residuales. Hay estudios que han
reportado que el aire en zonas aledafias a plantas de tratamiento de residuos sélidos puede
transportar hasta mas de 2,400 unidades formadoras de colonias (UFC) por m*® (Mendoza et al.,
2020), y puede transportar microorganismos patégenos como Clostridium sp., Salmonella sp.,

Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis (Kalwasinska y Burkowska, 2013;).

En relacién con las plantas de tratamiento de aguas residuales, se ha documentado que la

concentracion de UFC en el aire circundante puede variar de 23 a 4,878 por m® y que se
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encuentran géneros como Micrococcus, Bacteroides, Chryseobacterium, Pseudomonas y
Acinetobacter, que comprenden especies patdgenas (Yang et al., 2019). En las granjas de
animales, donde se realiza un manejo zootécnico intensivo, se han observado géneros de
bacterias patégenas aerotransportadas, como Staphylococcus, Sphingomonas y Acinetobacter,
de los que también se han reportado cepas resistentes a antibiéticos (Bai et al., 2022). Estos
intervalos de UFC son muy variables, y pueden sobrelaparse con conteos de ambientes de
interiores (v.g. hospitales, casas, escuelas) (Rocha et al., 2012; Ponce-Caballero et al., 2016);

sin embargo, el punto clave es la presencia de organismos patdgenos.

Estos estudios resaltan la importancia de investigar la microbiota aerotransportada a partir de
fuentes de contaminacion, lo cual no solo ayuda a comprender los riesgos a los que estan
expuestos los trabajadores en estos entornos, sino que también expone los posibles riesgos para
la poblacion en areas cercanas, ya que los microorganismos en el aire pueden viajar largas

distancias.

En este sentido, los grandes asentamientos humanos se han convertido en uno de los principales
focos de estudio de la microbiota aerotransportada, debido a su potencial para transmitir
patdégenos y alérgenos humanos. Un estudio de Flies et al., (2020) revelé que en las ciudades
se observa una menor abundancia y diversidad de microorganismos aerotransportados en
comparacion con los asentamientos rurales, y esto se atribuye a los efectos de la urbanizacion.
De manera similar, Liu et al., (2019) sefialan que esta distincion entre areas urbanas y rurales se
debe principalmente a la actividad humana, que es la causa fundamental de los contaminantes
del aire, como PMas, PMio, NO,, SO, y CO, que influyen en las comunidades de bacterias y

hongos en la atmésfera.

Dado este contexto, las diferencias en las comunidades de microorganismos en el aire también
sugieren que sus efectos en la salud humana pueden variar significativamente. Por ejemplo,
Priftis et al., (2007) observaron una mayor prevalencia de alergias y sensibilizacién en nifios que
crecian en areas urbanas en comparacion con los que crecian en areas rurales. Teniendo en
cuenta estas variaciones entre entornos rurales y urbanos, asi como los diferentes niveles de
urbanizacion en las ciudades, es crucial avanzar en la comprension de la composicion de las

comunidades de microorganismos y sus efectos en la salud publica.

Se han realizado varios estudios en areas urbanas para caracterizar las comunidades de

microorganismos transportados por el aire. Estos estudios incluyen tanto investigaciones

14



CAPITULO |

enfocadas Unicamente en organismos cultivables, como estudios de metagenomica. Uno de los
hallazgos clave en entornos urbanos es que existe una variacion temporal y espacial en la
composicion de las comunidades de microorganismos transportados por el aire. Esta variacion
se debe principalmente a factores climaticos y antropogénicos, por lo que a menudo muestra
patrones estacionales (Li et al., 2019; Tignat-Perrier et al., 2020; Chatoutsidou et al., 2023). Por
ejemplo, hay estudios que han demostrado que los cambios pueden ocurrir tanto en un periodo
de horas como en un ciclo estacional mas amplio (v.g. dia y noche, mensual, estaciones del afio)
(Zhiguo et al., 2004; Gusareva et al., 2019).

Factores ambientales como la humedad relativa, la velocidad del viento, la temperatura y la
radiacion solar han demostrado ser consistentes en su capacidad para influir en la composicion
de las comunidades de bacterias y hongos en el aire de las ciudades (Genitsaris et al., 2017; Lee
et al., 2017; Kilic et al., 2020). Ademas, se ha encontrado que la diversidad de bacterias también
estd influenciada por el origen de las particulas aerotransportadas a las que estan adheridas
(Chaetal., 2017).

Las fuentes de microorganismos en el aire de la ciudad pueden incluir ambientes peculiares. Por
ejemplo, se ha descubierto que las heces, principalmente de perros, son una fuente significativa
de microorganismos en el aire de las ciudades (Bowers et al., 2011). Lo cual agrega una

dimensién interesante a la comprensién de la microbiota aerotransportada en entornos urbanos.

A nivel de género, la riqueza varia considerablemente en diferentes ciudades. Por ejemplo,
Beijing (China) y Ciudad de México (México) reportan una riqueza de 526 y 627 géneros,
respectivamente (Gao et al., 2017; Serrano-Silva y Calderén-Ezquerro, 2018). En un estudio
longitudinal realizado a lo largo del afio en Madrid (Espafia), se encontraron hasta 1,086 géneros
de bacterias en una sola muestra (Nufiez et al., 2021). Por otro lado, los hongos exhiben una
rigueza de géneros notablemente menor, con estudios que reportan de 45 (Lecce, Italia) a 570

(Madrid, Espafia) géneros de hongos (Fragola et al., 2021; Nafez et al., 2021).

Estas diferencias entre ciudades pueden atribuirse a factores intrinsecos a las areas urbanas,
como las condiciones ambientales y los niveles de contaminacion atmosférica. Ademas, las
variaciones en los métodos de muestreo, procesamiento de muestras, técnicas de analisis y
clasificacion taxonémica pueden influir en la diversidad de géneros encontrados. A pesar de
estas variaciones, algunos géneros de bacterias y hongos se han detectado de manera

consistente en el aire de diversas ciudades, algunos géneros (v.g. Enterococcus, Escherichia)
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de interés en términos de salud publica al incluir especies patdégenas, patdégenos oportunistas
como Pseudomonas (Gao et al., 2017; Al Salameen et al., 2020) o géneros que comprenden
especies alergénicas como Cladosporium, Alternaria, Aspergillus y Fusarium (Al Salameen et al.,
2020; Fragola et al., 2021).

En resumen, los estudios de microbiota aerotransportada en entornos urbanos revelan una
dindmica compleja de microorganismos en el aire, con variaciones temporales y espaciales
significativas. La influencia de factores geograficos, ambientales y antropogénicos en estas
comunidades es evidente, y se han encontrado tendencias generales en la composicion
microbiol6gica del aire de la ciudad. Ademas, la presencia de microorganismos patdgenos y
alergénicos resalta la relevancia de comprender esta microbiota para evaluar los riesgos para la

salud publica en areas urbanas.

1.6 Deposiciones atmosféricas

Ademas del estudio de la microbiota aerotransportada como componente atmosférico, también
es esencial considerar las deposiciones atmosféricas como otro elemento clave de la dinamica
atmosférica. En esta seccion, nos adentraremos en la dindmica y los efectos de las deposiciones

atmosfeéricas y su relevancia en cuestiones ecosistémicas y de salud.

1.6.1 Definicién y tipos

El término “deposiciones atmosféricas” se refiere a las particulas suspendidas que se asientan
en las superficies (de suelos, construcciones, objetos, etc.), ya sea a través de la deposicion en
seco (por efecto de la gravedad) o himedas, por lavado (v.g. lluvia, granizo, rocio) (Cizmecioglu
y Muezzinoglu, 2008). Estas particulas pueden incluir material aerotransportado desde distancias
significativas o particulas emitidas localmente, lo que contribuye a una variabilidad tanto espacial

como temporal en su composicion (Noll et al., 1988; Scorer, 1992).

La composicion quimica de las particulas aerotransportadas puede variar espacial y
temporalmente, asi como responder a patrones estacionales (v.g. Japon, Korea, Pakistan, China)
(Kaneyasu et al., 1995; Hao et al., 2007; Shah y Shaheen, 2010; Lee y Hieu, 2011), lo que influye
en la composicién quimica tanto de las deposiciones humedas (e.qg. lluvia) como secas (Kopacek
et al., 1997; Lee et al., 2000; Artaxo et al., 2002). Esta variacion puede deberse a fluctuaciones
en las fuentes de emisiones, cambios en las actividades humanas, condiciones meteorolégicas

(condiciones ambientales en un momento dado) y el clima, uso del suelo (principalmente tipo de
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vegetacion) y topografia, los cuales son factores determinantes en las tasas y patrones de
deposicion (Weathers y Ponette-Gonzéalez, 2011).

1.6.2 Deposiciones atmosféricas y sus principales efectos ecosistémicos

Las deposiciones atmosféricas ejercen diversos efectos en los ecosistemas, destacandose su
contribucién al ciclo global de nutrientes. La deposicion atmosférica de nitrdgeno es
generalmente de magnitud modesta en comparacion con los aportes derivados de la
descomposicion de la materia orgénica y la fijacion biol6gica de nitrégeno. Sin embargo, en
algunas regiones, las tasas de deposicion de nitrégeno han experimentado incrementos notables

debido a las actividades humanas (Chiwa et al., 2013).

Se ha documentado que hasta un 60% del nitrogeno (N) almacenado en los suelos se fija
biolégicamente, con tasas que oscilan entre 20 y 300 kg ha! afio en suelos predominantemente
dominados por leguminosas (Soumare et al., 2020). En contraste, la cantidad de nitrdgeno
depositada desde la atmésfera se han reportado en niveles considerablemente mas bajos; en un
estudio realizado por Van Langenhove et al., (2020) encontraron que la deposicién atmosférica

de nitrégeno en un bosque tropical puede alcanzar hasta 13 kg ha* afio™.

Este mismo estudio revelé que, en el caso del fosforo (P) y el potasio (K), se observa una
tendencia opuesta, donde las deposiciones atmosféricas son de mayor relevancia en
comparacion con las cantidades liberadas a través de la descomposicion de la hojarasca. Las
deposiciones atmosféricas de estos elementos pueden llegar a ser hasta tres veces mayores si

consideramos tanto las deposiciones directas (secas y hiumedas) como el lixiviado del dosel.

Ademas de los macronutrientes (N, P, K), las particulas aerotransportadas que son depositadas
también pueden también desempefiar un papel significativo en la aportacion de micronutrientes
cruciales, tales como zinc, cobalto, niquel, manganeso y cobre (Duce et al., 1991). En este
contexto, es esencial resaltar la importancia de las deposiciones atmosféricas como un

componente fundamental en los ciclos biogeoquimicos de ciertos elementos.

Este aporte de nutrientes por parte de las deposiciones atmosféricas, no solamente se da en
ecosistemas terrestres, sino también en ecosistemas acuaticos. En el caso de los sistemas
acuaticos, el fitoplancton puede experimentar limitaciones en la disponibilidad de P y/o N, siendo
las deposiciones atmosféricas un importante aporte de nutrientes que tiene influencia en la

productividad primaria de estos ecosistemas (Guerzoni et al., 1999; Van Wambeke et al., 2021).
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Por lo contrario, en algunas regiones también se han encontrado efectos adversos relacionados
con las deposiciones atmosféricas, uno de ellos es que pueden contribuir a la eutrofizacion de
cuerpos de agua y zonas costeras (Paerl, 1995; Bergstrom y Jansson, 2006). Un segundo efecto
negativo, es que las deposiciones pueden contribuir en el aporte de contaminantes a la corteza
terrestre 0 cuerpos de agua, tales como pesticidas organoclorados, microplasticos, metales
pesados (i.e. cadmio, cromo, mercurio, niquel), hidrocarburos aromaticos policiclicos (Klein y
Fischer, 2019; Luo et al., 2019; Hermanson et al., 2020; Hou et al., 2020; Silva et al., 2020).

Por otro lado, la problematica difiere en entornos urbanos. En estas areas, tanto el material
particulado aerotransportado, las deposiciones atmosféricas y el material particulado generado
in situ (i.e. a través de la industria, la quema incompleta de combustibles fésiles en automoviles,
y el polvo de carreteras/caminos/calles) contribuyen a la formacion de los polvos urbanos (Du et
al., 2004). Estos polvos urbanos, caracterizados por su enriguecimiento en metales pesados (v.g.
plomo, cadmio, cobre) (Chenery et al., 2020), al encontrarse depositados en las superficies de
las ciudades, pueden ser re-suspendidos por el viento. Una vez en suspension, entran en
contacto con los seres humanos, pudiendo penetrar a través de sus vias respiratorias y dando
lugar a problemas de salud, tales como enfermedades respiratorias, cardiovasculares y efectos
adversos sobre el sistema nervioso y endocrino, asi como un aumento en la prevalencia de

enfermedades como la diabetes (Kaur y Jhamaria, 2021).

1.7 Estudios realizados en Mérida, Yucatan
1.7.1 Estudios relacionados con microbiota aerotransportada

En Mérida, Yucatan, se han llevado a cabo solamente tres estudios relacionados con la
microbiota aerotransportada. El primero, dirigido por Ponce-Caballero et al., (2010) en el que se
compararon las comunidades de hongos cultivables aerotransportados en interiores y exteriores
de viviendas en la ciudad. Encontraron un total de 16 especies de hongos, siendo las mas
abundantes Cladosporium spp., Fusarium spp., Acremonium spp., Alternaria spp. y Bipolaris
spp., de los cuales, el género Cladosporium fue el mas frecuente, presente en el 53% de las

muestras de interiores y en el 70% de las muestras de exteriores.

En un segundo estudio, también llevado a cabo por Ponce-Caballero et al., (2013) se investigd
la variacién estacional de propagulos de hongos aerotransportados, a partir de su cultivo e
clasificacion a partir de claves taxonémicas. Se compararon las comunidades de interiores y

exteriores, considerando la temperatura, humedad relativa y velocidad del viento durante las
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estaciones secas (mayo), lluviosa (octubre) y de frentes frios (febrero). Se observé la misma
composicion de especies que en el estudio anterior, destacando también la prevalencia de
Cladosporium durante la temporada lluviosa y de frentes frios. Ademas, se encontraron
correlaciones negativas con la temperatura y positivas con la humedad relativa respecto a las
concentraciones de propagulos de hongos. En cuanto a la variacion estacional, algunos géneros
incrementaron sus abundancias relativas (v.g. Alternaria, Aspergillus, Geotrichium y Nogrospora)

durante la temporada seca en comparacion con las temporadas lluviosa y de nortes.

En un estudio mas reciente, Rodriguez-Gomez et al., (2020) examinaron la variabilidad
estacional e interanual de bacterias, hongos y actinobacterias cultivables. A diferencia de los
estudios anteriores, en este caso, la identificacion de microorganismos se realiz6 mediante
cultivo, purificaciébn de cepas y clasificacion taxonémica mediante secuenciacion de ADN y
bioinformatica. Los resultados indicaron una mayor concentracién de propagulos de hongos (374-
1,018 UFC m3), en comparacion con las bacterias (16-69 UFC m), que son aerotransportados
en Mérida, especialmente durante la temporada lluviosa. Los phyla mas abundantes encontrados
en bacterias fueron Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes, mientras que para

hongos se reportaron a nivel de géneros, destacando Aspergillus, Alternaria y Cladosporium.

Aunque estos estudios proporcionan informacién valiosa al clasificar taxones que contengan
microorganismos patdgenos o alergénicos, presentan una limitacion significativa al centrarse
exclusivamente en microorganismos cultivables, pues, como ya se ha mencionado
anteriormente, este tipo de microorganismos representa solo una fraccién pequefia de la riqueza

real presente.

1.7.2 Estudios relacionados con deposiciones

Al igual que en los estudios de microorganismos aerotransportados, la investigacion sobre las
deposiciones atmosféricas en la ciudad de Mérida es limitada, con solo un estudio realizado hasta
la fecha. Este estudio abordé las deposiciones de sulfatos, amonio y nitratos, identificando flujos
de deposicién de 6.25, 2.32 y 2.87 kg h! afio?, respectivamente (Cerén-Bretdn et al., 2018). En
otro estudio, pero a nivel del estado de Yucatan, se estimo la deposicién total de fésforo en un
rango de 185 a 345 g P hat afio? (Das et al., 2013).

Ademas de estos analisis, existen otros trabajos que brindan perspectivas sobre el
comportamiento de las deposiciones atmosféricas en la region. Un estudio llevado a cabo por

Cérdova et al., (2020) realiz6 la caracterizacion quimica de los aerosoles durante tres meses
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(enero, abril y julio), destacando patrones estacionales. En enero, se observo una predominancia
de sales marinas (NaCl), mientras que en abril aumentaron los aportes de potasio
(probablemente asociados a quemas agricolas), y en julio se identific6 una predominancia de

silicio y trazas de titanio (lo que coincide con la llegada de polvo del Sahara).

Finalmente, dos estudios han abordado los polvos urbanos en la ciudad de Mérida, resaltando la
presencia de metales pesados como cobre, zinc y plomo, asociados a actividades humanas. A
pesar de esto, la ciudad de Mérida exhibi6 las concentraciones mas bajas de estos metales y
también la menor contaminacién por polvos urbanos entre las ciudades evaluadas (Ciudad de
México, San Luis Potosi, Toluca, Morelia, Ensenada, Mérida) (Aguilera et al., 2022). Otro estudio
revelé una contaminacién moderada por plomo, manganeso, hierro, calcio, estroncio e itrio en

interiores y exteriores de hogares en Mérida (Andrade et al., 2023).

Aunque estos Ultimos estudios no se centran directamente en el analisis de las deposiciones
atmosféricas, proporcionan indicios de que estas deposiciones pueden tener un comportamiento
estacional. El cual puede estar influenciado por la composicion de los aerosoles atmosféricos y
verse afectado por el material particulado emitido in situ en la ciudad, el cual posteriormente

puede ser re-suspendido.
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JUSTIFICACION

La microbiota aerotransportada y las deposiciones atmosféricas emergen como componentes
fundamentales en la dindmica ecosistémica en las ciudades, ademas de que pueden tener
repercusiones directas en la salud humana, vegetal y animal, ya que el aire funge como un vector
de microorganismos patdgenos y alergénicos tanto para humanos, como para plantas y animales
(Holt y Thomas, 2005; Triadé-Margarit et al., 2022).

Mérida es el centro urbano mas poblado de la Peninsula de Yucatan, con mas de 900,000
habitantes en 2020 (INEGI, 2020). Sin embargo, existen pocos estudios sobre la calidad del aire
en la ciudad, y en particular sobre la microbiota aerotransportada. Los estudios existentes en la
region se han centrado principalmente en microorganismos cultivables, lo que limita nuestra
comprension de la verdadera diversidad y los posibles impactos de estos microorganismos en el

ambiente y la salud humana.

Por estas razones, resulta especialmente relevante estudiar la microbiota aerotransportada en
Mérida. Ademas, un enfoque longitudinal es crucial para comprender las variaciones estacionales
y temporales, los efectos de los cambios ambientales a corto plazo, las posibles implicaciones
para la salud, el seguimiento de las fuentes de origen, y las relaciones con las actividades
humanas estacionales. Este tipo de estudio es de particular interés en Mérida debido a sus
caracteristicas, como su clima tropical (a diferencia de la mayoria de los estudios realizados en
climas templados) y variables ambientales particulares, como las elevadas temperaturas, la alta

humedad relativa y la intensa radiacion UV.

Asimismo, el estudio de las deposiciones atmosféricas, tanto hUmedas como secas, proporciona
informacion para comprender la importancia del transporte aéreo de algunos elementos, como el
fosforo y el potasio, sobre la fertilidad de los suelos en la regién. Ademas, de ofrecer indicios
cruciales sobre posibles riesgos para la salud humana, al revelar la posible exposicion de las
personas a ciertos elementos suspendidos en el aire, tales como metales pesados (Aguilera et
al., 2022).

Esta investigacion tiene como propdsito proporcionar una base cientifica para avanzar en la
comprension de los intrincados vinculos entre la dindmica atmosférica de la microbiota

aerotransportada y las deposiciones atmosféricas, con la salud humana y la fertilidad del suelo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar las caracteristicas y posibles cambios longitudinales de las comunidades de bacterias y

hongos aerotransportados mediante un enfoque metagendémico, asi como la composicion

guimica de las deposiciones atmosféricas, y su posible relacion con la fertilidad del suelo y la

salud humana en un punto de la ciudad de Mérida, Yucatan, con el proposito de establecer una

base para identificar potenciales riesgos ambientales y sanitarios asociados a la calidad del aire.

Objetivos especificos

Analizar el estado del arte de los estudios sobre microbiota aerotransportada en México
para identificar posibles vacios de informacién, principales metodoldgicas empleadas y
areas poco exploradas.

Analizar los posibles cambios mensuales de las comunidades aerotransportadas de
bacterias y hongos, y su relaciéon con las variables ambientales [temperatura, humedad
relativa, precipitacion, radiacion solar, indice UV, direccion y velocidad del viento] en la
ciudad de Mérida, Yucatan, a través de un afo.

Investigar los cambios longitudinales en la composicién quimica de las deposiciones
secas [contenidos de K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Sn, Sb] y
hamedas [Sulfatos, Cloruros, Nitratos, Calcio, Magnesio, Sodio, Potasio] de la ciudad en
la ciudad Mérida, Yucatan y sus aportes en cuanto a fertilidad de suelos.

Analizar la posible relacién entre los cambios longitudinales en la composicién de los

microorganismos aerotransportados y las deposiciones con la salud humana.
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2. Studies on airborne microbiota in Mexico, a review
Oscar Omar Alvarez-Rivera, Héctor Estrada-Medina, Miriam Monserrat Ferrer, Aileen O’connor-
Sanchez

2.1 Abstract

Airborne microbiota has garnered increasing interest in recent decades, not only because of its
role as carrier of pathogenic microorganisms and its involvement in the deterioration of man-made
objects, buildings, and food, but also because of its participation in atmospheric processes and
its content of microorganisms important for biogeochemical cycles in different ecosystems. In
order to understand and comprehensively analyze existing studies on airborne microbiota in
Mexico, a systematic review was conducted utilizing Web of Science and Google Scholar as
search tools. The information found in the 35 identified publications was systematically organized,
including title, study location, sampling method, laboratory approach, identification method, and
organisms found. This information was then ordered into three sections: bibliometric analysis,
employed methodologies, and main findings. Through this work, it was revealed that the studies
were carried out in 14 out of the 32 states of Mexico, with Mexico City standing out with 17 articles.
Three methodological approaches were identified: microbial cultures (77% of the studies),
microscopy (11.5%), and metagenomics (11.5%). The studies predominantly focused on state
capitals or densely populated cities, making the identification of potentially pathogenic organisms
from humans, animals, and plants, of particular interest. This comprehensive review lays the
foundation for proposing compelling avenues of future research, aimed at advancing our

comprehension of airborne microbiota in Mexico.

2.2 Introduction

The Earth's atmosphere is an intricate and ever-changing blanket of gases that envelops the
surface of our planet, surrounding not only all human beings but also terrestrial plants, animals,
buildings, and man-made objects. These gases carry suspended particles, both solid and liquid,
along with microorganisms, which may be attached to them or in free form (Zhai et al., 2018). All
these components play a crucial role in our interactions with the environment. Biological and

human activities affect them, and they in turn influence biological processes.
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Numerous studies have been conducted in major cities around the world to analyze the effects of
the composition and size of airborne particulate matter on human health (e.g., Querol et al., 2008;
Chirino et al., 2015; Davidson et al., 2005); and in recent years, interest in the study of airborne
microorganisms has also increased worldwide (Song et al., 2022; Triadé-Margarit et al., 2022;
Noda et al., 2023).

Based on the PubMed database (NCBI, 2023), the number of published articles on airborne
microorganisms have experienced substantial growth over the past two decades. In 2000, there
were 246 articles on this topic, whereas in 2023, the figure soared to 1,180 papers, representing
an impressive nearly five-fold increase. This was mainly due to the implications of microorganisms
on human health and on the deterioration of agricultural products, buildings, crops, foodstuffs,

and man-made objects.

The composition and structure of airborne microbial communities exhibit continuous spatial and
temporal variations influenced by various factors, including geographical features, environmental
conditions, and human activities (e.g., Li et al., 2019; Qi et al., 2020, Tignat-Perrier et al., 2020).
Specific investigations are needed to understand both cross-sectional and temporal variations in

airborne microbiota and their underlying causes.

Several studies on airborne microbiota have been conducted in Mexico using different research
approaches. The aim of this review was to identify, organize, and analyze them in order to find
out how many there are, how and where they have been carried out, and what they have
uncovered. The analysis is divided into three sections 1) a bibliometric investigation of the studies,
2) an examination of the methodologies employed, and 3) an analysis of the airborne
microorganisms found in different sites in Mexico. On this basis the state of the art and gaps in

knowledge were identified and discussed.

2.3 Material and Methods

A systematic review of articles up to June 2023 was performed using the Web of Science (WS)
database. The search keywords used were "Airborne microorganisms Mexico" and "Airborne
microbiota Mexico". All retrieved references were reviewed and assessed based on their title and
abstract to decide whether or not to include them in this study. The following studies were
excluded 1) studies not conducted in mainland Mexico (e.g., studies conducted in the Gulf of
Mexico or New Mexico), 2) studies that did not investigate airborne microorganisms, 3) non-peer-

reviewed papers, and 4) studies conducted in indoor environments.
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To avoid overlooking any relevant research on the topic, a second search was conducted using
the same keywords in the Google Scholar (GS) database, with the same inclusion and exclusion

criteria, and its results were added to the WS-derived database.

The bibliographic information found was systematized in a database where the information of
each article was registered, including the year of publication, sampling method, organisms
studied, identification method, state of the Mexican Republic where the study was carried out,
and if applicable, the culture medium used, as well as the methods of DNA extraction and
sequencing. Finally, the studies were classified into three types: 1) Those employing culture
techniques, when a culture medium was used to isolate microorganisms for subsequent
identification; 2) those based on microscopy, where the bulk particles collected were analyzed
directly under the microscope; and 3) those carried out using metagenomics, which involves the
collection of environmental samples, extraction of metagenomic DNA, sequencing and in silico

identification of microorganisms.

2.4 Results and discussion
2.4.1 Bibliometric analysis

In the initial Web of Science (WS) search, a total of 91 studies were identified, 69 of which were
excluded because they did not meet the established criteria, and further 6 studies were excluded
because they were conducted in indoors environments. So finally, by adding 19 studies found in
the Google Scholar (GS) search, a total of 35 studies on outdoor air microbiota in Mexico were
found. The first of these was published in 1987 and the last in June 2023 (Figure 2).
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Science (WoS) “Airborne microbiota Mexico™
[n=91 publicarions] [English and Spanish]

Exclusion of studies not related to
airborne microorganisms, not conducted
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Sarch in Web of [“Airbome microorganisms Mexico” and]

Airborne studies in
Mexico [n=22]

Exclusion of studies conducted in indoor
environments

Search in Google Qutdoor airborne
Scholar (GS) studies in Mexico
(n=19) [n=16]

| Inclusion of those found in GS using the
I d same search parameters

N=35 studies on outdoor airborne
microorganisms in Mexico
(WoS+GS).

Figure 2. Flow chart of the methodology indicating the number of papers in each step.

The average number of studies on airborne microbiota conducted in Mexico is about one per year,
and it should be noted that in 16 of these 37 years, no paper was published (Figure 3). However,
in the last eight years there has been a marked increase in the frequency of publications, with at
least one publication per year, bringing the average to 1.75 per year. Thus, it seems that
publications on this topic are becoming more frequent. 2014 and 2016 stand out as the years with

the highest number of publications, with 5 and 3 articles respectively.
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Publications (number)
w

Web of Science Google scholar

Figure 3. Number of studies identified by year and source.

As can be seen in Figure 3, from 1987 to 2013, articles published in GS were more abundant than
those in the WoS; but from 2013 onwards this ratio was reversed, with WoS articles taking the
lead. This change was possibly due to the fact that, although the WoS was launched in 1964 as
the Science Citation Index (SCI), it did not have the extensive number of indexed journals that it
has today. The platform has undergone several updates and extensions over time, and the

number of its indexed journal articles has increased as the number of indexed journals has grown.

Within the period studied, articles on the airborne microbiota in Mexico meeting the search criteria,
were published in 25 journals (Table 1). The journal with the highest number of articles was
“Aerobiologia”, with a total of 6 articles. It was followed by Atmospheric Environment,
Environmental Pollution, International Journal of Biometeorology and Water, Air, and Soil
Pollution, each with two studies. These journals accounted for 40% of the airborne microbiota
reports in Mexico. The remaining 60% were distributed among 20 journals, with one study

published in each.
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Table 1. Scientific journals in which articles related to airborne microbiota in Mexico were published from
1987 to jun2023. Only those meeting the criteria mentioned in the text were considered.

Journal Number  Impact factor
of articles  (W0S-2023)

Aerobiologia 6 2.0
Atmospheric Environment 2 5.0
Environmental Pollution 2 8.9
International Journal of Biometeorology 2 3.2
Water air and soil pollution 2 2.9
Applied and Environmental Microbiology 1 4.4
Atmosfera 1 1.4
Atmosphere 1 2.9
Environmental Research 1 8.3
Frontiers of Environmental Science & Engineering 1 6.4
Geofisica Internacional 1 0.4
Ingenieria 1 NA
International Journal of Environmental Healt Research 1 3.2
International Journal of Family & Community Medicine 1 NA
International Research Journal of Biological Sciences 1 NA
Journal of Aerosol Science 1 4.5
Journal of Environmental Biology 1 NA
Journal of Environmental Health 1 0.8
Journal of Environmental Protection 1 NA
Journal of Environmental Sciences 1 6.9
Journal of exposure analysis and environmental

epidemiology 1 NA
Journal of the Mexican Chemical Society 1 15
Microbial Ecology 1 3.6
Revista Latinoammericana de Microbiologia 1 NA
Revista Mexicana de Micologia 1 NA

NA, journals that are not in the Web of Science 2023 database. WoS, 2023.
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2.4.2 Analysis of the aims pursued

Almost all articles on airborne microbiota published so far in Mexico have been aimed at
expanding the basic knowledge on this topic rather than looking for a concrete practical
application. Although it is worth mentioning that most have focused on the presence of potentially

pathogenic or allergenic genera.

Regarding bacterial microbiota, eight of the 14 studies conducted so far aimed to investigate the
presence of potentially pathogenic bacteria in the air, as well as their possible correlations with
environmental variables, such as spatial distribution and seasonality. Using culture techniques,
they have specifically analyzed the presence of genera such as Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomonas, Bacillus, Escherichia, Enterobacter, Enterococci, Listeria, Klebsiella, Proteus, and
Citrobacter. Another study also evaluated the antibiotic resistance of Staphylococcus isolates,

which was the closest to a potential application (Alvarado et al., 2012).

Three additional works also aimed to analyze the possible relationships between seasonality and
airborne bacteria, but these by using metagenomics. And finally, two more studies aimed to
develop or evaluate the suitability of some methodologies. One for sampling airborne

microorganisms, while the other for detecting specifically Enterococcus fecalis.

As for the studies on airborne fungi, ten (out of the 20 that have been published) aimed to analyze
possible relationships between potentially allergenic fungal taxa and their seasonality or spatial
distribution. They studied genera such as Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Curvularia,
Fusarium, by culturing their propagules, filaments, or spores, or by identifying spores under the
microscope. In addition to these ten papers, eight other studies focused on characterizing
airborne fungal communities and analyzing their relationships with temporal or environmental
variables, independently of their allergenicity, either by culture, microscopy or metagenomics.
Other work focused on the identification of airborne taxa potentially pathogenic to avocado crops
(which can be considered application-oriented), and a further study aimed at developing

methodologies for spore identification by PCR.

Finally, seven studies investigated the presence of airborne non-fungal eukaryotes, such as
algae, amoebae and protozoa. Four of them took a descriptive approach to the presence of
potentially pathogenic microorganisms. Other investigated the allergenicity of airborne algae. And
the remaining two studies focused on the identification and characterization of airborne

microeukaryotes without a special emphasis on their possible pathogenicity or allergenicity.
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2.4.3. Analysis of the methodologies used.

A wide variety of methodologies for the study of airborne microorganisms were used in the 35
articles analyzed. A summary of the most used methodologies is presented in figure 4. In general,
they can be divided into three main steps: (1) the sampling method, (2) the main methodological

approach, and (3) the identification strategy of microorganisms (Figure 4).

/ Sampling methocm Laboratory Approachs Micro-organisms
1. Cultivable organisms isolation J RINLE CRRInech e

1. Active methods . Gram’s staining
Volumetric General cultural media CFU’s countin,
o< e.g. TSA [Bacteria], MEA [Fungi] i 2
Specific culture media
e.g. MacConkey agar, Eosin

e.g. Impinger, Andersen air Morfological identification
Methylene Blue Agar =

sampler, Hirst-type spore Bioquemical identification
trap, vaccum. PCR identification
DNA sequencing

2. Pasive methods

[Gravimetric| . . - ] o
e.g. Erlenmeyer flasks, Petri 2. Metagenomics analisys Data_r_aroccssm,f: = Classification
dishes, Durham-type spore —» DNA extraction --» Sequencing * Qiime * RDP
tramp. -Kit - Ton Torrent™ [ * Greengenes
\ / -Extraction buffer - Illumina * UNITE +
MiSeq J Findley

3. Microscopy

: . * Morfological identification
Visual analisys }

o - . : *  Spores counting
- Scanning electron microscope
- Optical microscope

Figure 4. Flowchart illustrating the three main methodological steps that have been used for the study of
airborne microorganisms in Mexico

Sampling method

Regarding the sampling method, samplers can be divided into active and passive. Active, or
volumetric samplers, are devices that operate by drawing in or aspirating air through a controlled
air flow. In these, the sample can be collected in different ways, 1) through multi-stage impactors
which are designed to draw air in and capture particles in one or multiple stages, separating the
particles according to their size for later analysis (e.g. the Andersen six-stage sampler), 2) filtered
through a membrane (e.g. the high volume total suspended particulate air sampler), or 3) passed
through a liquid phase (e.g. the bubble flask with culture medium or saline solution). In the
analyzed publications, the air flow rate through the active samplers ranged from 10 L min* (for
example, using a Hirst spore trap) (HTS) to 600 L min! (using a high throughput jet sampler), and
the filtering time also had a wide range of variation (from minutes to days), so the total volume of

air sampled was very different from study to study.
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On the other hand, passive or gravimetric methods are devices used to capture airborne particles,
contaminants, and microorganisms, without the need for active suction. These samplers are
based on the natural diffusion of pollutants towards a capture surface. Examples are Erlenmeyer
flasks and Petri dishes, both with general or specific culture media (solid or liquid), and Durham
spore traps. Unlike active samplers, passive samplers do not require an external power source to
draw in air, making them simpler and more cost-effective to use as they do not require a pump or

controlled air flow.

As can be seen in Table 2 and Table 3, in both bacterial and fungal studies, active samplers have
been used much more frequently than passive samplers.

In a study by Serrano-Silva and Calderén-Esquerro (2018), three samplers were compared, (i) a
Durham-type spore trap (passive), (ii) a Hirst-type spore trap (active), and (iii) a high-throughput
"Jet" sampler (active), and each of these three samplers was found to preferentially collect certain
groups of bacteria. The passive Durham-type spore trap preferentially collected cyanobacteria,
the Jet sampler collected mainly collected proteobacteria and firmicutes, and the Hirst-type spore
trap collected mainly actinobacteria, proteobacteria and firmicutes; with the Hirst-type spore trap

collecting the greatest diversity of microorganisms.

Once the collection is complete, the sample may consist of a Petri dish with a culture medium, a
liquid culture medium or saline solution with microorganisms in suspension, a Melinex tape with

microorganisms attached, a membrane or paper filter, or even bulk particles.
Laboratory approach

The second key step in the study of airborne microorganisms is the "Laboratory approach”. This
refers to the main technology used in the laboratory to analyze the microorganisms contained in
the samples, and depends on the purpose of the study, the microorganisms of interest, and the
facilities and financial resources available. In the 35 studies reviewed, three different laboratory
approaches were identified: (i) those based on culture techniques, (ii) those using microscopy,

and (iii) those using metagenomic technology (Figure 4).

In culture-based studies, the microorganisms in the sample were grown and isolated either using
general culture media, such as trypticase soy agar (TSA) for bacteria, malt extract-agar for fungi;

or specific culture media, such as Xylose Lysine Deoxycholate-agar for enteric pathogens,
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MacConkey-agar for enterobacteria, mannitol salt-agar for staphylococci, or sodium azide esculin

bile-agar for enterocococci, among others.

In turn, microscopy-based studies involved the observation of a sample of bulk particles under a
microscope. The microscope used can be optical or a scanning electron microscope, but in both

cases, this technique only visualizes particles and microorganisms within specific size ranges.

As for the third approach, metagenomic studies involve the extraction of the total DNA from the
sample by using an extraction kit or laboratory-made solutions. And this DNA is then sent for
either amplicon or shotgun sequencing. In the papers we analyzed using this approach,
sequencing was performed by amplicons, using as target the hypervariable regions of the
rRNA16S gene for bacteria (e.g., Calderdn-Ezquerro et al., 2020, Rodriguez-Gémez et al., 2020,
Calderdn-Ezquerro et al., 2021), and the ITSs regions for fungi (e.g. Calderén-Ezquerro et al.,
2020). The main sequencing platforms used were lon Torrent™ and Illumina-MiSeq, both
considered as next-generation sequencing (NGS) platforms. So far, no study has used shotgun

sequencing to investigate airborne microbiota in Mexico.

It is important to note that each of the different laboratory approaches has some bias, and it is not
possible to directly compare results from different studies without taking this into account. For
example, metagenomic studies allow the detection of a much greater richness of microorganisms,
but often do not allow their reliable identification down to low taxonomic levels (such as species
or strain). In contrast, culture-based techniques do not allow detection of the vast majority of
microorganisms present in a sample but do allow very precise classification. That is why, results
presented in Tables 2 and 3 are at genus level. It is essential to bear this in mind when comparing
results from different studies. In general, it can be said that it is possible (and important) to
compare which micro-organisms were present in different studies, but it is not possible to do so
at low taxonomic levels, and it definitely does not make sense to compare absences of micro-
organisms between studies that used different approaches. It would be desirable to develop a

protocol that would allow comparison of results between studies.
Microorganisms identification technique

The third key step is the identification of the microorganisms. Depending on the methodological
approach followed, there is a wide diversity of identification methods. In the case of studies of

culturable organisms, identification can range from morphological identification using taxonomic
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keys and biochemical galleries, to the identification of specific organisms of interest, such as

Escherichia coli, by PCR or DNA sequencing of colonies growing on a specific culture media.

In studies following a metagenomic approach, once DNA reads are available, they are analyzed
using bioinformatics procedures. This usually involves cleaning, filtering, and assembling the
sequences to eliminate sequencing errors and chimeras, and finally, taxonomic classification is
carried out by comparing them against existing databases. The databases that have been used
for taxonomic classification in studies in Mexico have been the Ribosomal Database Project

(RDP) and Greengenes for bacteria and UNITE + Findley for fungi.

Finally, studies using microscopy have been based on the counting of spores collected in the

environmental sample, followed by morphological identification using taxonomic keys.

Despite their differences, advantages, or limitations, the insights provided by different
methodological approaches can help to gradually piece together the jigsaw of airborne microbial
ecology. Of the 35 studies conducted in Mexico, 27 (77%) have been carried out using culture
techniques, 4 (11.5%) have been carried out using microscopy, and the remaining 4 publications

(11.5%) have been carried out using metagenomics.

Figure 5 shows a trend where studies using culture techniques dominated until 2017, and from
2018 onwards, studies with a metagenomic approach have become increasingly frequent.
Although the number of published studies using metagenomics is still quite low (totaling four, all
of them published in the last six years), this is expected to increase, as the information they
provide is much broader. However, this change is likely to be gradual, as metagenomic studies
are more expensive and the number of researchers in Mexico who have mastered the
methodology to carry them out is still limited. Additionally, it is worth mentioning that so far almost
all metagenomic studies carried out have been done by amplicon sequencing (16S, 18S, ITS)
and have reported almost exclusively bacteria and fungi. Shotgun studies are needed to identify

a wider range of micro-organisms in the samples.
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Figure 5. Number of studies by approach.

2.4.4 Results of airborne microbiota research in Mexico

Limitations of comparing results from different studies

Differences in sampling methods, laboratory approaches and micro-organism identification
techniques make it difficult to compare results between studies. First, there is an inherent bias in
any sampling method that may result in certain microorganisms being over or under-represented.
Second, regarding laboratory approaches, there is a gap in the spectrum of microorganisms
identified using culture techniques. It has been believed for many years that only 1% of
microorganisms can be cultured using conventional culture media (Torsvik and @vreas, 2002);
However, recent authors such as Martiny (2019), argue that there have been significant advances
in cultivation techniques in recent years and currently the percentage of culturable organisms is
much higher. However, virtually all researchers agree that there is a huge gap in the
microorganisms that can be identified by culture-based techniques, and that this can be minimized
by using metagenomic techniques, as these can identify a broader spectrum of microorganisms

in a community. Third, methodologies for the identification of microorganisms also have an
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important bias, as different results can be produced depending on whether morphological,

biochemical, or molecular technigues are used.

The most studied group of airborne microorganisms in Mexico has been the fungal kingdom,
accounting for 57% of the publications, and it is the only group that have been studied in Mexico
using the three approaches discussed above. The second most studied group in terms of number
of publications, has been bacteria, which have been studied with both culture techniques and
metagenomics. Finally, studies on archaea, microalgae, amoebae, yeasts and protozoa are
limited to four publications, and these have only been carried out by analysis of culture techniques

and/or microscopy (Figure 6).
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Figure 6. Number of publications on airborne microorganisms in Mexico according to the different
approaches for their study.

Note: The sum of the studies does not match the total number of studies conducted (35) because some

studies investigate two or more types of organisms.

Due to the great importance of both bacteria and fungi for people and ecosystems, it is to be
expected that the trend in the future will be towards an equal increase in the number of studies
on these two groups of microorganisms. However, this is an assumption based on what has
happened internationally and not on what has happened so far in Mexico, where fungal studies

have received the most attention.
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Locations where studies have been conducted

Airborne microbiota studies in Mexico have only been conducted in 14 of the 32 states in the

country: Aguascalientes, Baja California, Chihuahua, Mexico City, State of Mexico, Michoacan,

Morelos, Nuevo Ledén, Puebla, San Luis Potosi,

Sinaloa, Sonora, Veracruz, and Yucatan.

Furthermore, in 10 of these states, only one study has been conducted in each, and this was

performed exclusively with culture techniques (Figure 7).
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Figure 7. Map of Mexico Map indicating the states where studies of airborne microbial communities have

been reported.

Note: The number of studies conducted in different states of Mexico represented on the map adds up to

37, as one study was conducted in both Mexico City and Veracruz (Rosas et al.,

was conducted in both Mexico City and the State of Mexico (Garcia-Mena et al.,

1989), and another study
2016).
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The state where most studies on airborne microbial communities have been carried out is Mexico
City, with 46% of the publications. Furthermore, it is also the only state in which studies have been
carried out with a metagenomic approach, and one of only two states in which, in addition to
studies using culture techniques, studies have been carried out using microscopy (the other being

Sonora).

It is worth noting that of the 35 studies conducted to date, 31 have been carried out in densely
populated cities, and only four have been conducted in places uninhabited by humans (one in an
avocado plantation, one in a dairy cattle production system, one in a landfill, and one in the
Chihuahua desert, along the US-Mexico border). This is important because only by studying
unpopulated and relatively pristine places will be possible to have a contrast to serve as a control
against which to compare the impact of cities on airborne micro-organisms. So, it is to be expected

that studies in other types of location will gradually appear in the future.
Main bacterial genera identified

According to the findings presented in Table 2, a total of 14 scientific papers have been published
regarding the airborne bacterial microbiota in Mexico. The majority of these studies have utilized
active samplers as their primary sampling method. Nine of these investigations have employed
culture techniques, while four have utilized metagenomics. It is noteworthy that approximately
40% of these studies were conducted specifically in Mexico City. Consequently, a significant
knowledge gap exists regarding airborne bacterial communities in Mexico, arising from two main
factors: first, the employment of culture techniques, which only allow for the identification of a
small fraction of the genera present in a given sample, and second, the numerous unexplored

and intriguing locations and environments within the country.

Most of these studies have focused on the identification of pathogenic bacteria. Consequently, it
is not surprising that the vast majority of the genera found include species pathogenic to plants
(e.g., Citrobacter, Erwinia, Pseudomonas) or to animals and humans (e.g., Acinetobacter,
Bacillus, Brucella). In fact, many of the genera found belong to the order Enterobacterales (e.qg.,
Enterobacter, Escherichia, Salmonella), which is not only associated with a wide range of clinical
syndromes but is also a major causative agent of foodborne enteritis and zoonotic infections,
including sporadic to pandemic outbreaks; although it is worth mentioning that is also widely
dispersed in nature in many natural ecosystems (Janda et al., 2021). This, on the one hand, is

important, since all studies have been conducted in densely populated cities, and therefore imply
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that there is a large number of people in direct contact with airborne pathogens. But on the other
hand, it does not provide knowledge and understanding on the diversity, behavior and ecological

characteristics of airborne bacterial communities.

It is worth mentioning that metagenomic studies have identified a much larger number of bacterial
genera than culture and microscopy studies. For example, a metagenomic study by Serrano-Silva
and Calderén-Ezquerro (2018) reported 637 genera in the air of Mexico City, far cry from any of
the studies using cultivation techniques. In addition, these methods have allowed the detection of
low abundance genera (those with <1% relative abundance) such as Gordonia, Ruminococcus,

Comamonas, Arcobacter and Fusobacterium (Calderén-Ezquerro et al., 2018).

Most studies on airborne bacteria in Mexico have been carried out in temperate (57%) or arid
(36%) regions, with tropical areas being the least studied (7%). As for the seasonality, most of
them (64%) have focused on the description and general characterization of the airborne
microbiota regardless of its longitudinal changes. That is, they have not compared microbial
communities from the same site at different times of the year (Tables 2 and 3). The few
longitudinal studies carried out in Mexico have mainly compared the dry, wet and cold front
seasons, and only a few have considered the conventional seasons (spring, summer, autumn

and winter).

It is also important to note that the existing studies on airborne bacterial microbiota in Mexico
have not yet generated sufficient data to discern notable trends or patterns. For instance, only
very few studies have explored seasonal variations, and there is a notable dearth of information
regarding altitude-based differentiations, comparisons between tropical and northern regions, or
distinctions between polluted and pristine areas, among other aspects. Furthermore, limited
attention has been given to investigating potential correlations between airborne bacterial
communities and the physical and chemical properties of airborne particulate matter. Similarly,
the influence of climatic characteristics, including humidity, temperature, and UV radiation on
these communities remains significantly underexplored. Only few studies have taken into account
the integration of environmental variables as metadata for understanding the ecology of airborne

bacteria.
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Table 2. Main bacterial genera identified in the airborne microbiota studies conducted in Mexico (up to June 2023).

City(s) Sampler Approach Month(s) or Main bacterial genera identified Reference
season(s)
Aguascalientes* BS (A) Culture techniques Rainy and Dry Acinetobacter, Bordetella, Brucella, Escherichia. Flores-Tena et al., 2007
Hermosillo* HVS (A) Culture Feb, Apr-May, Aug-Sep Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Proteus, Santos-Romo et al., 2014
techniques Salmonella.
Hermosillo*** HVS (A) Culture Winter, Spring, and Enterococcus. Santos et al., 2019
techniques Summer
Mérida, Sisal QT30 (A) Culture Jan and July (Actinobacteria), (Firmicutes), (Proteobacteria) Rodriguez-Gémez et al.,
techniques 2020
Mexico City AS (A) Culture Nov-May and June-Oct  Enterobacter, Escherichia, Serratia. Rosas et al., 1994
techniques
Mexico City AS (A) Culture Dec and Apr Bacillus. Hernandez-Castillo et al.,
techniques 2014
Mexico City PD (P) Metagenomics Feb, Mar, May, June, Acinetobacter, Bacillus, (Enterobacteriaceae), Erwinia, Garcia-Mena et al., 2016
July, Sep, and Nov Exiguobacterium, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus.
Mexico City DST (P), HST  Metagenomics October Acinetobacter, Calothrix, Chroococcidiopsis, Corynebacterium, Serrano-Silva et al., 2018
(A), HIS (A) Exiguobacterium, Paracoccus, Pseudomonas.
Mexico City TSP (A), HST  Metagenomics March Exiguobacterium, Friedmanniella, Kocuria, Methylobacterium, Calderén-Ezquerro et al.,
(A), HIS (A) Microbispora, Paracoccus, Rubellimicrobium, Sphingomonas. 2020
Mexico City HST (A) Metagenomics Nov-Mar, Mar-May, Corynebacterium, Kocuria, Microbispora, Paracoccus. Calderon-Ezquerro et al.,
May-Sep 2021
Mexico City HST (A) Metagenomics Jan-Dec (Actinobacteria), (Cyanobacteria), (Firmicutes), (Proteobacteria). Calderon-Ezquerro et al.,
2022
Netzahualcoyotl PD (P) Metagenomics Feb, Mar, May, June, Acinetobacter, Bacillus, (Enterobacteriaceae), Erwinia, Garcia-Mena et al., 2016
July, Sep, and Nov Exiguobacterium, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus.
North of Mexico**  AS (A) Culture Apr, Aug, Sep Staphylococcus Alvarado et al., 2012
techniques
Puebla* AS (A) Culture Jan-Dec Citrobacter, Enterobacter, Enterococci, Escherichia, Klebsiella. Rivera et al., 2014
techniques
Tijuana Air sampler (A) Culture Nov-Dec Bacillus, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Hurtado et al., 2014
techniques Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus.

Abbreviations: BS= Burkard sampler, HVS= High volume sampler, QT30= Quick Take 30 Sampler, AS= Andersen sampler, PD, DST= Durham-type spore

trap, HST = Hirst-type spore trap, HJS = High-throughput 'Jet' sampler, TSP = Total suspended particles sampler. (A)= Active sampler, (P)= Pasive sampler.

Notes: In cases where it was not possible to classify down to the genus level, the lowest taxonomic level is indicated in brackets. *The work focused on the

identification of pathogenic bacteria. **The work focused on the identification of Staphylococcus aureus. *** The work focused on the identification of

Enterococcus faecalis.
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Main fungal genera identified

Fungi have been the most extensively studied group of airborne microorganisms in Mexico, with
a total of 15 studies, conducted in 9 of Mexico's 32 states (Table 3). As in the case of bacteria,
most of the fungal studies have been conducted in state capitals or densely populated cities. In
fact, only two of them fall outside this pattern, one conducted in the coastal city of Sisal, Yucatan,
and the other in Ocuituco, Morelos. This second one was carried out with the aim of identifying
avocado pathogens, which highlights the importance of studying airborne fungi also for their role

as pathogens of economically important crops.

As in the case of bacteria, active samplers were the most commonly used to study airborne fungi,
and culture techniques were the most commonly used laboratory approach (65% of studies),
followed by microscopy (2 studies) and metagenomic (2 studies). It is interesting to note that, in
addition to the studies included in this review where airborne microorganisms were collected
directly from the air, fungi have been also collected indirectly from the atmosphere via spores in

rainwater, as in the study by Rosas et al. (1986).

Regarding identification, the most common method was the use of taxonomic keys. It should be
noted that metagenomic approaches to the study of airborne fungi have only been used in Mexico
City, indicating that in most parts of the country there is still much to be discovered about the

composition of airborne fungal communities and their ecology.

The genera Cladosporium and Alternaria stand out as by far the most commonly found genera in
the studies, having been identified in 70% and 60% of the publications, respectively. This is
interesting, as both have human and plant pathogenic species (e.g., Mamgain et al., 2013; Rivas
and Thomas, 2005; Thomma et al., 2003). Another fungal genus of note is Fusarium, which
encompasses a wide variety of species, known not only as plant pathogens, but also for their
ability to produce mycotoxins and to be opportunistic pathogens for humans. (Ma et al., 2013).
Additionally, other less represented genera that are also potentially plant pathogens were
identified, such as Acremonium, Bipolaris, Colletotrichum, Epicoccum, and Helminthosporium,

among others.

In addition to their importance as potential human and plant pathogens, some of these genera
stand out for their importance as allergens. Among the main genera identified and reported as

potential allergens are Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Epicoccum,
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Fusarium, Helminthosporium, Mucor, Nigrospora, Penicillium, and Rhizopus (Burge, 1985;
Horner et al., 1995; Kurup, 2003). This suggests a wide distribution of potentially allergenic fungi
in Mexico and that they are taxonomically diverse. Nevertheless, there are very few studies on
the relationship between the presence of airborne allergens and hospital admissions for allergies
(in particular asthma), so it is important to highlight the work by Rosas et al. (1998), in which
pollen and fungal spores were identified as potential allergens.

Finally, molds were also found, of which several species of genera widely distributed in the
analyzed literature, such as Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Phoma, Penicillium and
Rhizopus, are known to cause food spoilage (Shapaval et al., 2013). The genus Ulucladium is
known to spoil in particular nuts, fruits and cereals. (Andersen and Hollensted, 2008).
Furthermore, the genera Acremonium, Aspergillus, Penicillium, and Ulocladium have been
reported as the most common fungi found in moisture-damaged buildings, which could have
implications for human health due to their potential allergenicity, besides their role in the

degradation processes of building materials. (Andersen et al., 2008).
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Table 3. Main fungal genera identified in the airborne microbiota studies conducted in Mexico (up to June 2023)

City(s) Sampler Approach Month(s) Main fungal genera identified Reference

Ciudad Rotorods® (A) Culture Jan-Sep Alternaria, Aspergillus, Penicillium Gonzalez-Delgado et al., 2017

Juarez techniques

Culiacan MicroBio® (A) Culture Nov-Mar Aspergillus Baez Flores et al., 2014
techniques

Hermosillo BS (A) Microscopy Jan-May and June- Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium Moreno-Sarmiento et al., 2016

Dec

Hermosillo BS (A) Microscopy Jan-Dec Alternaria, Cladosporium Ortega Rosas et al., 2019

Mexico City AS (A) Culture Aug-Feb Alternaria, Cladosporium, Penicillium Rosas et al., 1990
techniques

Mexico City AS (A) Culture Feb-May and June- Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium, Rosas et al., 1993
techniques Oct Penicillium

Mexico City AS (A) Culture Nov-Dec and July- Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium Cladosporium, Rosas et al., 1997
techniques Aug Eurotium, Helminthosporium

Mexico City BS (A) Culture Jan-Dec Alternaria, Cladosporium Calderén et al., et al., 1997
techniques

Mexico City  AS (A) Culture Dec and Apr Alternaria, Aspergillus, Penicillium Hernandez-Castillo et al., 2014
techniques

Mexico City  AS (A) Culture Feb, Apr and Oct Aspergillus, Acremonium, Cladosporium, Fusarium, Ponce-Caballero et al., 2013
techniques Penicillium

Mexico City TSP (A), HST (A), Metagenomics March Aureobasidium, Cryptococcus, Cladosporium, Phoma Calderén-Ezquerro et al., 2020

HJS (A)
Mexico City HST (A) Metagenomics Nov-Mar, Mar-May, Aureobasidium, Coprinellus, Cladosporium, Phoma Calderén-Ezquerro et al., 2021
May-Sep

Mérida AS (A) Culture February Alternaria, Acremonium, Bipolaris, Cladosporium, Fusarium Ponce-Caballero et al., 2010
techniques

Mérida AS (A) Culture Feb, Apr, and Oct Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Ponce-Caballero et al., 2013
techniques Penicillium,

Mérida, Sisal QT30 (A) Culture Jan and July Cladosporium, Penicillium Rodriguez-Gémez et al., 2020
techniques

Morelia Kitasato flask/ Culture Oct-Dec Alternaria, Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Rivera-Tafolla et al., 2022

Vacuum pump (A) techniques Chrysosporium, Mucor, Monilia, Penicillium

Monterrey AirTest (A) Culture Feb-Jan Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium Fernandez-Garcia et al., 2023
techniques

North AS (A) Culture Apr, Aug and Nov Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Cladosporium, Rhizopous Alvarado et al., 2012

Mexico techniques

Ocuituco PD (P) Culture Mar-Nov Alternaria, Capnodium, Colletotrichum, Epicoccum, Valle-Aguirre et al., 2016
techniques Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Ulucladium,.

Toluca Pluv (P) Microscopy May-Sep Spores were not taxonomically classified. Romero-Guzman et al., 2021

Abbreviations: BS= Burkard sampler, AS= Andersen samplers, TSP = Total suspended particles sampler, HST = Hirst-type spore trap, HJS = High-throughput

‘Jet' sampler, QT30= Quick Take 30 Sampler, PD= Petri dishes, P= Pluviometer, (A)= Active sampler, (P)= Pasive sampler.
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Other eukaryotes identified

Interestingly, in addition to studies focusing on bacteria and fungi, seven publications were also
found on other types of airborne organisms, such as algae, amoebae, protozoa and yeasts (Table
4). All of these investigations exclusively utilized active samplers and culture-based techniques,
and their scope has been limited to four states of the Mexican Republic, most of them carried out
in Mexico City (50%). It should be noted that several of these studies found genera that contained
both free-living species and some that are hazardous to human health (e.g., Acanthamoeba,
Bodo, Candida).

Table 4. Main genera of other micro-eukaryote identified in the airborne microbiota studies conducted in
Mexico (up to June 2023).

City(s) Sampler Approach Main micro-eukaryote Reference
genera identified
Mexico Cit BF Culture (Clorophyta), (Cyanophyta) Rosas et al., 1987
y techniques phyta), (Lyanophy "
Mexico City Impringer, C“"“fe Acanthamoeba, Naegleria Rivera et al., 1987
EF techniques
. . . Culture Bodo, Cercobodo, .
Mexico City Impringer techniques Helkesimastix, Monas Rivera et al., 1992
. . . Culture Acanthamoeba, Hartmannella, .
Mexico City Impringer techniques vahlkampfia Rivera et al., 1994
Minatitlan BF Culture (Clorophyta), (Cyanophyta) Rosas et al., 1987
techniques phyta), (-yanophy "
Morelia Vacuum Cultur_e Candida, Rhodotorula Rivera-Tafolla et
techniques al., 2022
San Luis . Culture Acanthamoeba, Hartmannella, Rodriguez-
. Impringer . - Zaragoza et al.,
Potosi techniques Vahlkampfia 1993

Abbreviations: BF= Bubble flask, EF= Erlenmeyer flasks, Notes: In cases where it was not

possible to classify down to the genus level, the lowest taxonomic level is indicated in brackets.

It is worth mentioning that two new species of algae, Brotryokoryne simplex and Chloroglouea

microcystoides, were discovered in Mexico City in one of these works (Rosas et al., 1987).

Another interesting finding is that only one of the 35 publications studied airborne pollen. This is

probably because pollen is usually considered a bioparticle and is not a microorganism. In the
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study by Ortega Rosas et al. (2019), in addition to investigating airborne fungi, airborne pollen
was also examined. They found that the plant taxa that contributed the most pollen to the air were
Poaceae, Nyctaginaceae, Ambrosia, and Urticaceae. It is worth mentioning that in addition to this
study, there are some other publications on airborne pollen in Mexico (e.g., Tarrag6, 1996;
Calderon-Ezquerro et al., 2016; Rios et al., 2016).

The study of other eukaryotes such as algae, protozoa and amoebae has focused mainly on
temperate climate regions, and only few attempts have been made to determine correlations with
environmental variables such as solar radiation, relative humidity, temperature and wind speed.
In the case of algae, their abundance has been found to be related to wind speed, vapor pressure,
and temperature (Rosas et al., 1989), while the higher abundance of protozoa has been linked to
temperature and wind speed and direction (Rivera et al., 1992). Finally, studies on amoebae
indicate higher abundance during the dry season and their association with wind speed and

direction, and low relative humidity (Rodriguez-Zaragoza et al., 1993).

2.5 Conclusions and final remarks

The research on airborne microbiota has garnered significant global attention over the past
decades, owing to its profound implications for human health and the integrity of agricultural
products, structures, and foodstuffs. In Mexico, airborne microbiota investigations have spanned
37 years, culminating in 35 scientific publications. Until 2017, these studies primarily relied on
culture or microscopy techniques, with a shift towards metagenomic approaches only starting in
2018. The majority of this work focused on pathogenic microorganism, and their explorations were

predominantly confined to densely populated urban centers.

This comprehensive review identifies several knowledge gaps in Mexico's understanding of
airborne microbiota, highlighting promising areas for future research. The following key aspects

merit attention:

l. Embracing Molecular Analysis Techniques: Future studies should adopt molecular
analysis techniques, such as metagenomics, to capture a broader spectrum of microorganisms.
Alternatively, an interdisciplinary approach that combines multiple methods is advocated,
recognizing metagenomics' limitations in reliably identifying microorganisms beyond the genus
level. Adopting molecular techniques will also broaden the spectrum of studied microorganisms,

transcending the exclusive focus on pathogenic species.
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Il. Analyze more culturable airborne micro-organisms: To talk about pathogenic species it is
necessary to characterize phenotypically and molecularly each species, even down to the strain
level, as well as to obtain intra- and extra-mural airborne CFU/m?® concentrations, and to calculate
the people exposure. This will give a better idea of the potential risk that they pose. The same
applies to those microorganisms that have the ability to form freezing nuclei, their isolation is
necessary, as this may result in biotechnological applications, e.g. to spray such bacteria to

prevent plants from freezing at lower temperatures.

lll. Expanding Research Sites: The limited exploration of sites hampers the analysis of spatial
trends and distribution patterns of airborne microorganisms. Attention must extend beyond urban
centers to encompass diverse regions, including deserts, mountains, forests, small rural human

settlements, and other intriguing sites.

IV. Significance of Agricultural Area Analysis: Routine analysis of airborne microbiota in
agricultural regions assumes critical importance as it can unveil crop pathogens, facilitating early

disease outbreak prevention and thus safeguarding agricultural productivity.

V. Correlation Analyses for Enhanced Insights: Thorough correlation analyses incorporating
factors such as altitude, geography, climate, biological characteristics of the region, and pollutant
levels, will offer nuanced insights into the structure and distribution of airborne microorganism

communities.

VI. Unveiling temporal dynamics through longitudinal analyses: Longitudinal studies are essential
to elucidate the behavior of airborne microbial communities over time. These investigations
should consider changes in air composition, as well as in physical parameters such as
temperature and UV irradiance, which are necessary to understand the temporal shifts in

microbial communities.

VII. Exploring Abiotic Particle Interactions: To advance our understanding of the ecology and
behavior of the airborne microbiome in Mexico, comprehensive investigations into correlations
between airborne microorganism communities and the physical and chemical characteristics of

airborne abiotic particles are indispensable.

This comprehensive review serves as a foundation for further research endeavors, aiming to

enhance Mexico's understanding of airborne microbiota. By integrating state-of-the-art
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techniques, exploring diverse environments, and fostering interdisciplinary collaboration, the

scientific community can unlock groundbreaking discoveries in this crucial field.
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3. Suspended in the breath of Kukulkan: Seasonal shifts in airborne microbial
communities in Merida, Mexico

Oscar O. Alvarez Rivera, Héctor Estrada-Medina, Laura Conde-Ferraez, Victor M. Ramirez-

Rivera, Aileen O’'Connor-Sanchez

3.1 Abstract

Airborne microbiota study has gained significance in recent years, with particular emphasis on its
research in urban environments, due to its potential to offer valuable insights into air quality. In
this study, lllumina MiSeq technology was employed for sample sequencing, and Qiime2 v2022.2
program for bioinformatic analysis, to assess the longitudinal variation of bacterial and fungal
communities in the urban area of Mérida, a tropical city from Mexico. A total of 12 samples were
collected over a complete year of sampling, with environmental variables measured and months
categorized into three seasons: Rainy, Dry-cold, and Dry-warm. Bacterial communities were
predominantly composed of the Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria phyla, constituting
approximately 80% of the abundance. Meanwhile, fungal communities were dominated by the
Ascomycota phylum with a prevalence exceeding 75%. We found a core microbiota consisting of
41 bacterial genera and 19 fungal genera, characterized by their presence throughout all 12
months, each with a relative abundance of 21% in at least one month. Although we couldn't
pinpoint a clear seasonal behavior, certain patterns of interest emerged. The Dry-cold season
featured the highest number of unique bacterial genera (189 genera), whereas the Rainy season
had the highest number of unique fungal genera (58 genera). In both bacteria and fungi, the Dry-
warm season had the lowest number of unique genera (70 and 15, respectively). Particularly, May
exhibited the lowest diversity and evenness of bacteria, while September showed the lowest
fungal diversity. Among the most abundant genera of bacteria and fungi, human skin, plants, soil,
and water emerged as the primary sources of microorganisms shaping these airborne
communities, with variations observed across different months, influenced by environmental
conditions. This behavior in the communities suggests a high resilience of the majority taxa, or a

low resilience of the minority groups to the astringent conditions during the dry-warm season.
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3.2. Introduction

A complex mixture of air surrounds the entire surface of the Earth, including all its inhabitants -
humans, plants and animals. This air is composed mainly of gases, which support many forms of
life, but it also contains a large number of different particles, including solids, liquids and living
entities. (e.g., Poschl, 2005; Zhai et al., 2018; Amato et al., 2023). The living component
predominantly comprises airborne microbial communities, which continuously undergo spatial
and temporal fluctuations influenced by geographical, environmental, and anthropogenic factors
(e.g., Lietal., 2019; Tignat-Perrier et al., 2020; Chatoutsidou et al., 2023).

Recent attention has been directed towards comprehending these microbial changes in urban
areas (e.g., Wang et al., 2021a; Liu et al., 2022; Saleem and Zefenkey, 2023) recognizing the
vital roles microorganisms play within cities. On one hand, they contribute positively to various
aspects of urban life, including air and water quality, disease surveillance, promotion of urban
biodiversity, soil fertility, and waste management (e.g., Altomare and Tringovska, 2011; Liu et al.,
2019; Santarpia et al.,, 2023). On the other hand, they can have negative impacts such as
allergenicity, biofilm formation, disease transmission, food contamination, and water pollution
(e.g., Fernstrom and Goldblatt, 2013; Beggs et al., 2023; Hovmgller et al., 2023).

Most studies have concentrated on cities in temperate regions (e.g., Gusareva et al., 2020;
Cordero et al., 2021; Fragola et al., 2021), leading to a significant knowledge gap concerning
tropical cities. This is particularly important because tropical cities may exhibit unique
environmental conditions, biodiversity, and human-environment interactions that significantly
influence airborne microbial communities. Furthermore, existing studies have primarily relied on
cross-sectional analyses, offering limited insights into changes over time within a city. Longitudinal
studies are crucial as they provide a comprehensive understanding of seasonal and temporal
variations, the effects of short-term environmental changes, their potential health implications,

source tracking and transport, and relationships with seasonal human activities.

Merida, a tropical city located near the Gulf of Mexico and the Caribbean Sea, is renowned for its
extremely hot weather, especially in April and May, when temperatures exceed 40°C, with thermal
sensations above 50°C, UV levels above 10, and almost no rainfall. (Orellana et al., 2009;
Estrada-Medina et al., 2016; CINVESTAYV, 2023). Subsequently, the city experiences heavy
rainfall from June to October, often associated with nearby hurricanes (Boose et al., 2003;
Orellana et al., 2009; Estrada-Medina et al., 2016), and Saharan dust plumes from Africa arriving

during July-August (Ramirez-Romero et al., 2021), followed by cold fronts, predominantly from
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November to February. Merida is the largest and most populous city on the Yucatan Peninsula,
with almost one million inhabitants, and has experienced one of the highest population growth
rates in Mexico in recent years (INEGI, 2020). Thus, given these unique characteristics, Mérida,
Yucatén, presents an excellent opportunity for conducting longitudinal studies on shifts in the
airborne bacterial and fungal microbiota and their potential association with environmental

changes throughout the year.

The aim of this study was to investigate the seasonal variations of the bacterial and fungal
microbiota in the air of the city of Mérida over the course of one year, and to analyze their possible

associations with the meteorological changes.

3.3 Materials and methods
3.3.1 Study site description

Samples were collected at the Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) in Mérida,
Yucatan, Mexico (21°01'44" N, 89°38'18" W), at an elevation of approximately 10 meters above
the street level (~21 meters above sea level). The climate in this region is classified as "warm
sub-humid with summer rains (Aw0)" according to the Képpen classification modified by Garcia's
(1973), with average extreme temperatures ranging between 15.8 and 36 °C, and annual rainfall
of up to 1,000 mm (INEGI, 2010). The region presents a marked seasonality with a pronounced
dry season, from November to mid-May; a rainy season, from June to October; and some cold

fronts mainly from November to February (Estrada-Medina et al., 2009; Orellana et al., 2009).

3.3.2 Sample collection

Air was filtered using a commercial vacuum cleaner (Koblenz brand, model WD-6K2) fitted to hold
a 0.22 um pore filter (Durapore®). Air was filtered continuously during one moth for periods of 15
minutes, with a rest time of 45 minutes between them. A total of 12 samples were collected, one
for each month, beginning on September 1, 2021 and ending on August 31, 2022 (N=12). At the
beginning of each month, the floor of the sampling area and the vacuum cleaner were cleaned
and sanitized with 70% ethanol. All materials and instruments used for sampling and DNA

extraction were previously sterilized in an autoclave and handled with gloves and face masks.

The daily record of meteorological information on environmental temperature, relative humidity,

precipitation, and wind direction and speed, was provided by the meteorological station of the
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Merida Observatory (20°56°47" N 89°39°04" W) of the National Water Commission. Solar and UV
radiation values were kindly provided by the meteorological station (21°02'54" N, 89°38'35" W) of
the Meteorological Centre of the Hydraulics and Hydrology Laboratory, Faculty of Engineering of

the Autonomous University of Yucatan.

3.3.3 DNA extraction and sequencing

At the end of each month sampled, the filter paper was removed from the vacuum cleaner, placed
in a sterile plastic bag, and stored at 4°C for up to three days prior processing. Then, the filter
paper was gently placed on a petri dish slightly moistened with sterile water to prevent dust
blowing, and cut into pieces of approximately 1 mmz2. Metagenomic DNA was extracted from these
pieces using a PowerSoil® DNA isolation kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA),

following the manufacturer's protocol.

Purified metagenomic DNA was submitted to the “Research and Testing Laboratory (RTL-
Genomics)” (Lubbock, TX, USA) for MiSeq 2x300 pair-end amplicon sequencing (lllumina, San
Diego, CA). Primers 515F and 806R, targeting the V4 variable region of the 16S rRNA gene, were
used for prokaryotes (specifically bacteria), and primers ITS3F and ITS4R, targeting internal

transcribed spacers (ITS3-1TS4), were used for eukaryotes (specifically fungi).

3.3.4 Bioinformatics and data analysis

Raw sequences were imported into Qiime2 v2022.2 (Boylen et al., 2019) to be demultiplexed.
Quiality filtering, denoising, and merging were performed with the DADA2 plugin (Callahan et al.,
2016). The low-quality tail of the reads was trimmed to keep a mean g (Phred) value >20; for
prokaryotes, trunc length F= 277, R= 177, and for eukaryotes, trunc length F= 243, R= 151.
Taxonomic assignment was made using the g2-feature-classifer against the SILVA v.138
database (Quast et al.,, 2013) for prokaryotes, and UNITE v. 05.10.2021 for eukaryotes
(Abarenkov et al. 2022). Taxonomic classification was performed up to the genus level, or to the

highest resolution taxonomic level possible.

Sequences from chloroplasts, mitochondria and Archae were filtered, retaining only those
sequences classified as bacteria. Similarly, ITS data was filtered to include only sequences
classified as fungi, excluding other eukaryotic groups such as Viridiplantae. Likewise, OTUs that
could only be classified at the Bacteria domain or Fungi kingdom level were removed from the

analyses.
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To determine whether the sequencing effort was adequate, rarefaction curves were performed.
Next, the richness estimator (Chao 1) and alpha diversity metrics (Shannon H', and Pielou
evenness) were calculated using the INEXT R package (Hsieh et al., 2016), and beta diversity
dendrograms (for Bacteria and Fungi) were constructed based on Bray-Curtis dissimilarity
distances after normalization of monthly data. To analyze the relationship between meteorological
variables and diversity metrics, two heat maps (one for Bacteria and one for Fungi) were
constructed using Spearman correlations. All these analyses were performed using R version
4.1.3 (R Core Team, 2020), with RStudio version 1.4 as programming interface (RStudio Team,
2019). Finally, descriptive statistics and a principal component analysis of the environmental

parameters were performed using the PAST software (Hammer et al., 2001).

3.3.5 Tools used for the graphical abstract

Graphical abstract  was created using the geobrowser Google Earth
(https:/lwww.google.com/intl/es-419/earth/) and the Al system DALL.E 2 (https://openai.com/dall-
e-2).

3.3.6 Accession numbers

Sequences and data from this work were deposited in the Sequence Read Archive (SRA) of the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) database. The 16S rRNA sequences are
under the accession tag “bioproject PRINA1004434” and the ITS sequences under “bioproject
PRJNA1004628".

3.4 Results and Discussion
3.4.1 Weather along the sampled months

As can be seen in Table 5, the highest average daily maximum temperatures (>35°C) during the
sampled year were recorded from April to July, which are typically the warmest months in the
region. The average daily maximum temperatures were >29°C in all months, evidencing the
normally warm climate of this city. Average daily minimum temperatures (16-20°C) occurred from

November to February.

Average daily maximum relative humidity (>95%) occurred in the early morning from May to
August, but was >88% in all months, meaning that it is normally high throughout the year. Average
daily minimum relative humidity (£50%) occurred from December to April, usually in the early

afternoon during the dry season.
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Table 5. Monthly values (standard deviation) of the analyzed meteorological parameters over the sampled year (October 2021 — September 2022).

Month TempMax TempMin RHumidMax RHumidMin Precip SolarRadMax UVIMax WindDir WindMaxSp
°C (%) (mm) (W/m?) (Units) ®) (ms?)
October 33.6 (1.6) 23.6(1.8) 92.3(3.1) 51.0 (5.7) 85.7 992 (86) 8.9 (1.0 124 (45) 7.77 (1.8)
November 30.4(1.3) 19.1(2.5) 92.0 (2.5) 51.3 (6.3) 19.8 916 (92) 7.0 (0.7) 100 (60) 8.71 (1.0)
December 31.8(1.7) 20.6(3.0) 90.5 (3.9) 40.9 (5.4) 9.7 830 (67) 6.2 (0.4) 123 (39) 9.18 (1.4)
January 29.3(2.8) 16.0(2.4) 88.7 (4.9) 36.0 (8.3) 12.8 796 (225) 5.8 (1.7) 116 (38) 10.61 (1.6)
February 30.5(3.8) 20.5(1.9) 88.1 (5.9) 37.4 (11.2) 61.2 898 (267) 7.6 (2.2) 109 (37) 9.85 (1.7)
March 34.4(6.8) 21.0(1.9) 94.8 (5.4) 49.8 (8.6) 46.9 1,007 (184) 10.1 (1.8) 120 (32) 10.58 (1.4)
April 36.0(2.7) 23.3(1.3) 94.2 (8.1) 50.3 (5.3) 15.1 1,068 (169) 11.1 (2.0) 127 (44) 10.50 (1.8)
May 37.1(1.9) 24.4(1.3) 95.9 (3.8) 54.6 (5.0) 8.1 1,085 (64) 11.2 (0.9) 133 (12) 10.42 (1.7)
June 35.1(2.1) 24.4(0.6) 95.8 (2.1) 60.0 (6.4) 159.1 1,097 (88) 11.2 (1.0) 108 (57) 8.47 (3.1)
July 35.2(1.5) 24.3(1.1) 95.5 (3.2) 55.35 (6.4) 119.6 1,107 (112) 11.1 (1.3) 124 (42) 7.45 (2.6)
August 34.0 (0.9) 23.8(0.9) 96.2 (2.1) 52.7 (4.8) 196.4 1,138 (57) 11.8 (0.6) 127 (11) 7.17 (2.7)
September 32.7 (1.2) 23.7 (1.3) 93.9 (1.3) 51.3 (6.3) 241.2 1,085 (104) 11.2 (0.9) 122 (40) 7.90 (2.7)

Abbreviations:

TempMax, average daily maximum temperatures; TempMin, average daily minimum temperatures; RHumidMax, average daily
maximum relative humidity; RHumidMin, average daily maximum relative humidity; Precip, total monthly precipitation; SolarRadMax, average daily
maximum solar radiation; UVmax, average daily maximum UV index; WindD, average monthly direction of the prevailing winds; WindMaxSp, average
daily maximum wind speed.
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In the study year, the total annual rainfall was 975.6 mm, with rain falling mainly from June to
September (>150 mm in each of these months). The peak was in September, with 241.2 mm
(almost 25% of the annual total). The lowest rainfall occurred from November to May (8.1-61.2
mm), i.e. in the dry season. October is normally a transitional month, as it only rains in the first

weeks and gradually stops raining.

The average maximum solar radiation was less than 1,000 W/m? from October to February, and
more than 1,000 W/m? from March to September. The peak was in August, with 1,138 W/m?, that
is a fairly normal value according to the NASA (NASA, 2023). However, the average maximum
daily Ultraviolet Index (UVI) was less than 9 units (ranging from 5.8 to 8.9) only from October to
February, but from March to September, it reached values above 10 every month. It is especially
noteworthy that it exceeded 11 units for six consecutive months (April to September), as values
>11 are considered of "extreme risk" by the World Health Organization (WHO, 2002). This is
probably because the city of Mérida is located in the tropical zone, since the closer a region is to
the equator, the more directly the solar rays strike the Earth as they pass through a thinner layer

of atmosphere.

The wind direction ranged from 100° to 133°, i.e. predominantly from the south-east (Caribbean),
while the average daily maximum wind speed ranged from 7.2 ms™ (August) to 10.6 ms* (January
and March), being lower from June to November (<9 ms) than from December to May (>9 ms
1), i.e. it tended to be slightly lower during the rainy season than in the rest of the year, but was

rather light throughout the year.

Comparing all these meteorological data with the historical weather records for Mérida (INEGI,
2023), it can be seen that the year studied was a typical year, i.e. without particularly high

temperatures, particularly prolonged rainfall or hurricanes.

To find out whether the recorded meteorological data grouped the months into seasons, a
principal component analysis was performed (Figure 8). Component 1 explained 83.2% of the
variation, and Component 2 accounted for 16.4%. The main variables influencing cluster
formation were rainfall and UVI. Four clusters were identified: 1) Dry-cold season (November-
February) with low temperatures, precipitation, and solar radiation; 2) Dry-warm season (April-
May) characterized by high temperatures and solar radiation with minimal precipitation; 3) Rainy

season (June-September) featuring high rainfall, solar radiation, and UVI; 4) Transition months
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(October and March), which represent a shift between the dry-cold and dry-warm seasons with
intermediate values for temperature, precipitation, and UVI.
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Figure 8. Principal components analysis plot (PCA) of the analyzed environmental variables of the
evaluated months of 2021-2022.

3.4.2 General analysis of the 16S amplicon sequences and diversity metrics

A total of 482,269 quality sequences (once filtered and merged), with an average length of 258
bp, were generated by the MiSeq 16S rRNA amplicon sequencing, ranging from 19,784 to 71,679
sequences per sample. In all cases, the high similarity between the observed and the estimated
number of OTUs (Table 6) suggests that our sequencing effort captured the great majority of the
taxa contained in the bacterial communities. This observation was reinforced by the rarefaction
curves (Supplementary material 1A), which showed a levelling off in all cases, indicating that the

number of analyzed sequences was representative of their bacterial communities.
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Table 6. Alpha diversity metrics of bacterial and fungal communities along the sampled year. Observed
OTUs, richness, evenness, and diversity were analyzed at 5% sequence dissimilarity (genus level) for each

sample.
Month Bacteria Fungi
#0TUs Chaoltse Evenness Shannon(H’) #0TUs Chaol+se Evenness Shannon (H’)
October 490 490+ 1 0.74 4.6 110 1101 0.63 3.0
November 526 527 £ 2 0.77 4.8 120 121 +£3 0.62 3.0
December 539 542 + 3 0.71 4.5 132 1321 0.58 2.8
January 511 511+1 0.79 4.9 191 1931 0.61 3.2
February 448 450+ 2 0.79 4.8 127 1270 0.67 3.2
March 505 507 + 2 0.79 4.9 160 1600 0.46 2.3
April 494 498 + 3 0.81 5.0 112 115+ 3.0 0.46 2.2
May 270 2700 0.63 35 67 670 0.63 2.6
June 207 208+ 1 0.72 3.8 145 145+ 0 0.55 2.7
July 454 456 + 3 0.83 51 189 189+1 0.57 3.0
August 441 442 + 1 0.82 5.0 193 193+0 0.61 3.2
September 487 488 + 1 0.83 5.1 148 148+ 0 0.38 1.9

Abbreviations: # OTUs, number of observed operational taxonomic units; Chao 1, estimated richness; + se,
plus-minus standard error; Evenness, Pielou’s evenness index; Shannon (H’) Shannon diversity index.

Regarding richness of OTUs classified at genus or above taxonomic level, months from
November to March presented values above 500 (with exception of February), ranging from 505
to 548 OTUs; and conversely, all months from April to October presented values below 500,
ranging from 207 to 494 OTUs. This suggests that Merida tends to have a higher number of
airborne bacterial genera during the dry-cold season than in all the other seasons. It is likely that
the not so high temperatures, combined with the low rainfall and not so high UVI, provide

conditions that allow more bacterial genera to thrive in Mérida and become airborne.

The similarity in the number of observed OTUs and the Chao 1 value could be due to the low
presence of very rare OTUs (singletons and doubletons) in each of the months. It is important to
highlight that although May had a higher number of observed OTUs compared to June, June
exhibited greater diversity. This is influenced by the fact that June had a greater number of rarer
genus (6 singletons and 15 doubletons) compared to May (2 and 8, respectively). In contrast,
during December, despite having a higher number of singletons and doubletons (12 and 19,
respectively) compared to November (6 and 11, respectively), December showed lower diversity,

influenced by the presence of relatively more abundant major groups (Supplementary material 2).
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In the case of July and September, the highest evenness and diversity values were found. This
could be to the fact that they were the months with the lowest number of singletons and
doubletons and there were no large differences in major groups relative abundances, which
contributed to greater values of these index. Evenness tended to be lower in the dry-cold season
(November to February) and in the transition months (March and October), with values ranging
between 0.71 and 0.79, than in the rainy season (with exception of June, which had values of
0.72), which had values between 0.82 and 0.83.

It should be noted that in May, both richness and evenness had the lowest value of all months,
with 271 and 0.63 respectively, suggesting that the combination of conditions of this month (very
high temperatures, very low rainfall, and high solar radiation) caused several bacterial genera to
reduce their relative abundance, thus increasing the proportion of a few. In June the richness was
the lowest (207 OTUSs) but evenness increased with reference to May pherhaps because the rainy
season starts and this conditions may allow to some bacteria genera to increase their relative

abundances.

Thus, in conclusion, it appears that seasonality is important in determining the diversity indexes
of airborne bacterial genera in Merida, with richness tending to be higher in the dry-cold season,

and evenness tending to be slightly higher in the rainy season.

3.4.3 Composition of the bacterial communities

Our analysis revealed a total of 1,210 airborne bacterial OTUs classified at the genus level or
above considering the twelve months together. However, only 93 (7.8%) of them were found
throughout the twelve months. These could be considered a sort of core of the Merida airborne
bacterial microbiota. Nevertheless, if only those OTUs with relative abundance 21% in at least
one moth (which are supported by a larger number of sequences and therefore have more robust
values) are considered, only 56 (4.7%) OTUs were found considering the twelve months together,
and only 43 (3.6%) of these were found throughout the twelve months. This suggests, on the one
hand, that the vast majority of airborne bacterial genera in Merida are not present throughout the

year and, on the other hand, that the vast majority have a very low abundance (<1%).

When comparing the number of all bacterial genera between seasons, regardless of whether they
were not found in one or more months of a given season. Figure 9 presents a Venn diagram
showing the number of genres shared between stations, 189 genera were exclusively found in

the dry-cold season, 70 in the dry-warm season, 124 in the rainy-season, and 81 in the transition
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months (Figure 9). This reinforces the idea that the dry-cold season has the highest bacterial
richness and the dry-warm season the lowest. And on the other hand, it shows that about 30% of
the genera (369) are shared by all four seasons (even though they were not found in some
months). It is worth noting that another 89 genera were common to all seasons except to the dry-
warm season, which strengthens the suggestion that richness is lower in this season than in the
others; most likely because the climatic conditions are more restrictive for a large number of

bacterial genera to thrive.

Dry-warm Rainy

Figure 9. Venn diagram showing the co-occurrence of bacterial genus between the identified seasons.

3.4.4 Structure of the bacterial communities

Regarding the structure of the communities, when comparing the relative abundances of the 20
most abundant OTUs classified at genus or above taxonomic level (Figure 10), it can be seen
that they accounted for about 33-68% of their respective communities in all months; covering the
lowest percentage in April and the highest in May. What is likely related to the relatively high

diversity found in April and the low diversity found in May.
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All of these 20 major bacterial OTUs, except Wissella and a genus of the family Archangiaceae,
were present in all twelve months, highlighting their importance as structural members of the
airborne bacterial community of Merida (Figure 10). It is noteworthy that there does not appear to
be a seasonal pattern related to the relative abundance of each of these OTUs, whereby in one
season has more similar abundances than in the other seasons. Rather, it appears that the
abundance of each of the major OTUs fluctuates within a relatively narrow range from month to
month and that these fluctuations are not related to the meteorological parameters evaluated.
This may be attributed to the fact that richness can "distorts" relative abundances, as when there
are less minor bacterial genera in a community, the abundance of the major OTUs tends to
increase. So, it should be kept in mind that relative abundances are only ratios, and do not

necessarily relate to the actual number of microorganisms of a given genus present.
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Figure 10. Monthly structure of bacterial communities at the genus level. Genera with an annual average
relative abundance of =21% are named individually, while others are grouped as “others.” When
classification to the genus level was not possible, the lowest identified taxonomic level is indicated.
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To determine the degree of similarity between the twelve communities studied, considering all the
OTUs classified at genus or above level a Bray-Curtis hierarchical clustering analysis was carried
out. As shown in Figure 11, except for May and June, the communities of all months were >90%
similar in their bacterial structure, and their similarities did not follow a seasonal pattern. This
reinforces the idea that, with the exception of May and June, the airborne bacterial communities
in Mérida undergo relatively small changes throughout the year, and that these changes do not
follow a seasonal pattern, so these small changes are probably related to variables not assessed

in this work.

As for May and June, their bacterial communities were about 40% different from all other months,
so it is clear that they did not follow the same pattern of relatively small shifts as the rest of the
year. As the dissimilarity between these two months was about 10% (i.e. they are quite similar to
each other), their difference from all the other months is probably due to environmental reasons.
It should be remembered that these two months had a combination of high temperatures, high
solar radiation and UVI, so it is likely that their differences with respect to the other months are
due to these factors. However, we cannot rule out the possibility that other parameters that we
have not observed and measured may have affected their bacterial communities (such as some

human or industrial activities in or nearby the city).
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Figure 11. Bacterial beta-diversity dendrogram, showing the dissimilarity and clustering of the sampled
months, based on Bray-Curtis index using neighbor joining algorithm.
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3.4.5 Possible origin and biology of the main bacterial genera classified

Other environments in which the major bacterial genus have been commonly found, are human
skin and mucous membranes, plants, soil, and water (Table 7). Thus, it is likely that although they

were found in the air, they originated from these sources.

The five more relatively abundant OTUs classified at genus or above taxonomic level were
present throughout the year and together ranged from 6.6 to 34% of the communities in all months

(Figure 10), so it is worth examining their main characteristics in more detail.

Table 7. Major airborne bacterial taxa classified in Merida, Mexico, and habitats where they are commonly

found.

Bacterial taxa

Possible source

Reference

Pseudomonas

Rhizobiaceae
Enterobacteriaceae

Methylobacterium
Acinetobacter
Corynebacteraceae
Corynebacterium
Staphylococcus
Lactobacillus
Rhodobacteraceae
Longimicrobiaceae

Massilia
Nostococales

Sphingomonadeaceae

Brevibacterium

Weissella

Human infections, organic matter,
plants, soil, water.

Organic matter, plants, soil, water.
Animal and human gut and skin, soil,
water.

Dust, hospitals, human opportunistic
infections, plants, soil, water.
Hospitals, human opportunistic
infections, plants, soil, water.

Animal and human skin, hospitals,
mucous and gut, soil, water.

Food, mammals skin, soil, surface of
objects, water.

Air, food, animal and human skin and
mucous, hospitals, soil, water
Fermented foods, human gut and
vagina, milk, plants, soil, water.
Marine environments, marine
organisms.

Rhizosphere, saline-alkali soils.

Air, hospitals, plants, soil, water.
Extreme environments, rocks, soil,
water, wetlands.

Hospitals, human gut, human
infections, milk, plants, soil, water.
Dairy products, decomposing organic
matter, insects, water.

Animal and human bodies, dairy
products, soil, water.

Moore et al., 2006

Kuzmanovic¢ et al., 2022
Brenner et al. 2004

Holland, 1997; Green, 2015
Wong et al., 2017
Cappelli et al., 2023

Liebl et al., 2005

Foster, 1996

Hammes and Vogel, 1995
Pujalte et al., 2014

Zhang et al., 2023; Sun et
al., 2024

Ofek et al., 2012

Licking et al., 2014
Narciso-da-Rocha et al.,
2014

Onraedt et al., 2005

Fusco et al., 2015
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Archangiaceae Biofilms, soil, water. Wu et al., 2023

Burkholderiaceae Hospitals, plants, sediments, soil, Voronina et al., 2015
water.

Micrococcus Dairy products, dust, hospitals, human  Osman et al., 2018
skin, soil, water.

Sphingomonas Freshwater, groundwater, wastewater,  Asaf et al., 2020
endophytes, sediment, rhizosphere,
soil.

The genus Pseudomonas (phylum Proteobacteria, order Pseudomonadales), was the one with
the highest relative abundances, ranging from 0.3% in June to 20.8% in May. In nine of the twelve
months its abundance was <1%, but in May its abundance soared, suggesting that it is relatively
tolerant of the harsh conditions in Mérida in May. Pseudomonas is a ubiquitous and the most
diverse genus of bacteria. It has a very versatile metabolism, being able to degrade a wide range
of molecules, including aromatic compounds, halogenated derivatives and recalcitrant organic
residues (Spiers et al., 2020). In addition, some species, such as P. aeruginosa, are opportunistic
human pathogens, and some strains have shown resistance to multiple antibiotics (Bassetti et al.,
2018).

Next comes a genus that only was classified to the family level as Rhizobiacea (phylum
Proteobacteria, order Rhizobiales), ranging from 0.3% in February to 17% in June. In eight
months, it was <1% abundant. Its peak coincided with the onset of the rainy season, so it may
have some connection with this. Rhizobiaceae is a very diverse family of bacteria, comprising
mainly soil- or plant-associated N-fixing bacteria that play a key role in the nitrogen cycle.

However, it also includes some plant pathogenic species (Kuzmanovi¢ et al., 2022).

The third was a genus from the family Enterobacteracea (phylum Proteobacteria, order
Enterobaterales), ranging from 0.2% in May to 15.6% in October. This suggests that it is relatively
intolerant of the conditions that prevail in May. It was >1% abundant in eight months. The family
Enterobacteracea encompasses an ecologically diverse group of bacteria. Its habitats include the
mammalian gut, insects, and plants (Brenner and Farmer lll, 2015). It includes, along with many
harmless symbionts, many well-known pathogens, such as Citrobacter, Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, and Vibrio (Farmer et al., 2010; Paterson and Doi, 2017),

making it a bacterial family of public health concern.
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The fourth was Methylobacterium (phylum Proteobacteria, order Hyphomicrobiales), ranging from
1.2% in August to 13% in December. It was one of the few genera >1% abundant throughout the
year. Methylobacterium is a ubiquitous strict aerobic bacterial genus, normally inhabiting soil and
water, which can use a wide variety of compounds as carbon source. It is of ecological
importance, as some of its species are nitrogen fixers, plant growth promoters, and inhibitors of
plant pathogens, but it has also some human opportunistic pathogenic species (Patt et al., 1976;
Green et al., 2018).

The fifth was Acinetobacter (phylum Proteobacteria, order Pseudomonadales), ranging from 1%
in July to 10.6% in December. It is a ubiquitous strict aerobe bacterial genus, known for its ability
to degrade toxic compounds, and is therefore of both biological and biotechnological importance
(Pirog et al., 2021). It has some human opportunistic pathogenic species, such as A. baumanii,
which can cause infections in the blood, urinary tract, and lungs, or wounds (Howard et al., 2012;
Alrahmany et al., 2021).

In summary, these five main genera belong to the phylum Proteobacteria and contain widespread
species, often associated with animals and humans. It therefore seems logical to have found them
in the air of a crowded city. It is worth mentioning that these five bacterial genera have been found
in the air microbiota of cities in other parts of the world, such as Denver and Greeley (USA), Ji'nan
and Hangzhou (China) and Athens (Greece) (Bowers et al., 2013; Xu et al., 2017; Liu et al.,
2018a; Grydaki et al., 2021; Metaxatos et al., 2021), so they appear to be cosmopolites. However,
it is also worth noting that, as far as we know, some of the main genera we found, such as
Lawsonella and Weissella have not been described so far in studies on outdoor airborne
microbiota in cities. This might suggest that they are specific to the city of Mérida, but more work

is needed to properly analyze this possibility.

3.4.6 General analysis of the ITS amplicon sequences and diversity metrics

A total of 486,159 quality sequences (once filtered and merged), with an average length of 308
bp, were generated by the MiSeq ITS2 rRNA amplicon sequencing, ranging from 22,487 to 83,572
sequences per sample. As in the case of bacteria, in all the fungal samples, the high similarity
between the observed and the estimated number of OTUs (Table 6) suggests that our sequencing
effort captured the great majority of the genera contained within their communities; and this
observation was reinforced by the rarefaction curves (Supplementary material 1B), which showed
a levelling off in all cases, indicating that the number of analyzed sequences was representative

of their fungal communities.
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Regarding richness, months from October to May (with exception of January and March) (Table
6) presented values below 132 OTUs classified at genus or above level, ranging from 67 to 132
OTUs; and conversely, all months from June to September presented values above 145 OTUs
classified at genus or above level, ranging from 145 to 193 OTUs; suggesting that Merida tends
to have a higher number of airborne fungal genera during the rainy season than in all the other
seasons. This contrasts with the richness of bacteria, which peaked during the dry cold season,
suggesting that the communities of these two groups of microorganisms behave differently. It also
suggests that conditions of higher rainfall favor the proliferation of a greater number of airborne
fungal genera, which is consistent with previous works (e.g. Talley et al., 2002). On the other
hand, the particularly low fungal richness in April and May (with 116 and 67 OTUs respectively),
suggests that there are fewer airborne fungal genera in Merida during the dry-warm season;

probably due to the combination of high temperature, very low rainfall and high UVI.

January, February, and August were the months with the highest diversity (Shannon = 3.2), which
is because they had the greatest richness and did not show highly dominant major OTUSs, as
occurred in March, April, and September, which were the months with the lowest diversity (despite
the presence of doubletons and singletons). An interesting month is July, which, despite showing
a richness of 189 OTUs, had a diversity of 3.0. This lower diversity was due to a smaller number
of major groups, and within these major groups, several OTUs were dominant. In the case of
October, despite having lower richness, it showed a higher diversity value due to a larger number

of singletons and doubletons (Supplementary Material 3).

As for evenness, it was higher (>0.58) from October to February, i.e. in the dry cold season (Table
6), ranging from 0.58 to 0.67, than in the rest of the year (with exception of May and August),
when it ranged from 0.38 to 0.57. This suggests that during the dry-cold season, environmental
conditions allow more genera to thrive in a more similar proportion and do not exert a selective
pressure favoring only a few. And as a result of the greater evenness, fungal diversity also tended

to be higher in the dry-cold season.

3.4.7 Composition of the fungal communities

A total of 367 fungal OTUs classified at genus or above level were classified when considering
the twelve months as a whole, of which only 26 (7.3%) were found throughout the twelve months.
However, if only genera with a relative abundance 21% in at least one month are considered, only

18 (5.2%) were present over the twelve months. This suggests that the vast majority of airborne

63



CAPITULO Il

fungal genera in Merida are minor genera (<1% abundant) that are not present throughout the

year.

As can be seen in Figure 12, 86 (23.6%) of the genera were common to all seasons. The highest
number of exclusive genera occurred during the rainy season, with 58 OTUs, which is consistent
with the highest richness during this season, especially in July and August. And the lowest number
of exclusive genera occurred during the dry season, with 15 OTUs, which is likely related to the
lowest richness during this season, especially in May. It is noteworthy that in addition to the 87
genera common to all seasons, a further 51 genera were common to all seasons except the dry-
warm season, suggesting that these 51 genera can thrive throughout the year but cannot tolerate

the harsh conditions of April and May.

Dry-warm Rainy

Dry-cold Transition

Figure 12. Venn diagram showing the co-occurrence of fungal genera between the identified seasons.

3.4.8 Structure of the fungal communities

When comparing the relative abundance of the 18 major genera present over the twelve months
(Figure 13), it was observed that together they ranged from 76.25% in September to 89.20% in

April. This suggests that, although they represent only a small proportion of the richness of their
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communities (about 5%), they account for more than

abundance in all months.
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Figure 13. Monthly structure of fungi communities at the genus level. Genera with an annual average
relative abundance of =1% are named individually, while others are grouped as “others.” When
classification to the genus level was not possible, the lowest identified taxonomic level is indicated.

In order to analyze the degree of similarity between the twelve communities studied, a Bray-Curtis

hierarchical clustering analysis was carried out. As can be seen in Figure 14, all the communities

were more than 50% similar to each other, and if May is excluded, all the other communities were

more than 70% similar to each other, suggesting that, excepting for May, the airborne fungal

communities are quite similar throughout the year. The next thing observed was that the structure

of the fungal communities does not seem to follow a seasonal pattern, where those belonging to

the same season are more similar to each other than those belonging to different seasons. Rather,
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as it happened with the bacterial communities, it can be concluded that, with the exception of
May, the airborne fungal communities in Merida undergo relatively small changes throughout the

year, and that these changes do not follow a seasonal pattern.
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Figure 14. Fungi beta-diversity dendrogram, showing the dissimilarity and clustering of the sampled
months, based on Bray-Curtis index using neighbor joining algorithm.

Our results also suggest that the extreme conditions of May (i.e., the combination of high
temperatures, low rainfall and high UV index) exert a different selective pressure on the airborne
microbiota than the other months, resulting in its bacterial and fungal communities being more

dissimilar to those of the other months.

3.4.9 Possible origin and biology of the main fungal genera classified

As can be seen in Table 8, some of the habitats where the major taxa of airborne fungi classified
are commonly found are animals and humans, decaying organic matter, plants, soil, and water.

They are therefore likely to originate from these sources.

It is noteworthy that seven out of the 18 major OTUs classified at genus or above level had an
abundance higher than 10% in at least one month, so it is worthwhile to have a closer look at

them.

The genus Cladosporium (phylum Ascomycota, order Capnodiales) had the highest relative

abundances, ranging from 13.81% in April to a staggering 45.78% in September. Except for
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September, its abundance was slightly higher during the dry-cold season than the rest of the year.
Cladosporium is a cosmopolitan and highly diverse genus of fungi. It is one of the most common
airborne fungi in urban and rural environments (Kasprzyk and Worek, 2006; Oliveira et al., 2009;
Nageen et al., 2023). It includes some of the most common indoor and outdoor molds, saprophytic
and plant pathogenic species, and some that are allergenic or opportunistic human pathogens
(Crous et al., 2007; Bensch et al., 2012; Ogorek et al., 2012).

Table 8. Major airborne fungal taxa classified in Merida, Mexico, and habitats where they are commonly

found.

Fungal taxa

Possible source

Reference

Cladosporium

Capnodiales
Alternaria

Nigrospora

Didymellaceae

Dothideomycetes
Pleosporales
Eupenidiella
Mycosphaerellaceae
Ganoderma
Curvularia

Periconia
Nectriaceae

Candida

Diutina

Paradictyoarthrinium
Aspergillus
Polyporales

Air, fungi, soil, spoiled food,
water.

Animals, plants, rocks.

Plants, spoiled food.
Plants, plant debris and
litter.

Leaf litter, plants, soil.

Animals, plants, soil, water.
Plants, insects, leaf litter.
Human skin.

Plants, plant debris.

Sall, litter.

Plants, soil.

Plant pathogens, water.
Plant, soil.

Human skin, Animals,
Hospitals.

Human skin, Animals,
Hospitals.

Decaying wood.

Air, plant pathogens, litter.
Decaying wood.

Bensch et al., 2012; Ogorek et al.,
2012

Abdollahzadeh et al., 2020; Dong et
al., 2021

Patriarca, 2016

Wang et al., 2017

Tennakoon et al., 2019; Hou et al.,
2020

Pem et al., 2021

Zhang et al., 2012

Czachura et al., 2021

Videira et al., 2017

Wang et al., 2020

Rinaldi et al., 1987

Carmaran and Novas, 2003
Lombard et al., 2015

Corte et al., 2016; Seelbinder et al.,
2023

Khunnamwong et al., 2015

Xu et al., 2023
Mullins et al., 1976, Bennett, 2010
Justo et al., 2017

The next (second place) is a genus that could only be classified down to order level as belonging
to Capnodiales (phylum Ascomycota), ranging from 1.2% in September, to 51.10% in June. This
was the only genus that showed >10.0% abundance throughout the year. (Figure 13). In May, it

stood at 37.8%, suggesting that it is relatively tolerant to this month's harsh conditions. The order
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Capnodiales is the second most diverse of the class Dothideomycetes. Some of its species are
characterized as rock-dwelling, saprophytic, endophytic, or human-associated pathogens
(Abdollahzadeh et al., 2020). It includes several families with important plant pathogenic species,

such as Mycosphaerellaceae, Teratosphaeriaceae and Schizothyriaceae (Crous et al., 2009).

In third place comes the genus Alternaria (phylum Ascomycota, order Pleosporales), ranging from
0.13% in December to 32.39% in March. Species of the genus Alternaria are known to be
important plant pathogens due to its ability to produce mycotoxins. Some are also common
allergens in humans, growing indoors and causing hay fever or hypersensitivity reactions
sometimes leading to asthma. They are present in the human mycobiome and readily cause
opportunistic infections in immunocompromised individuals (Sanchez and Bush, 2001; Patriarca,
2016).

The fourth was the genus Nigrospora (phylum Ascomycota, order Trichosphaeriales), it was
present during all months of the year ranging from 1.29 (September) to 12.15% (January), with
greater relative abundances during the dry-cold season. Several species of Nigrospora are known
to be endophytic or saprophytic, but some can act as opportunistic pathogens, particularly in
plants, where they induce leaf spots, stem lesions, and fruit rot (Fors et al., 2020). Additionally,
Nigrospora species have been associated with the production of mycotoxins, posing potential

risks to human and animal health through contaminated crops (Zhao et al., 2012).

Next comes a genus belonging to the family Didymellaceae (phylum Ascomycota, order
Pleosporales), ranging from 0.89% in June to 17.48% April. It was <1% abundant in May as well
as throughout the rainy season, but >2.7% abundant throughout the rest of the year, suggesting
that this genus is relatively less thriving than many others in the rainy season. The family
Didymellaceae is widely distributed in diverse habitats, such as air, feces, plants, sediments, and
soil (Zhang et al., 2016; Chen et al., 2017; Valenzuela-Lopez et al., 2018). Several of its species
are pathogenic to a broad spectrum of plants, mainly inducing lesions on leaves and stems (Chen
et al., 2017), causing diseases such as blackleg and ascochyta blight (Valenzuela-Lopez et al.,
2018).

The sixth was a genus belonging to the class Dothideomycetes (phylum Ascomycota), ranging
from 1.05% in September to 23.91% in July. Except for September, it was >2% abundant in all
months. Dothideomycetes is the largest and most diverse class of ascomycete fungi (Schoch et

al., 2009), many of its species are cosmopolitan and have not been yet described (Haridas et al.,
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2020; Pem et al., 2021), so it is not surprising that it has only been classified to the class level.
The best-known members of this class are important plant pathogens; however, most of the
described species are found as endophytes or saprobes growing on woody debris, decaying
leaves or manure. It includes also genera associated with allergenic fungi, such as Alternaria,

Aspergillus, Curvularia, and Cladosporium (Ataygul et al., 2007; Karmakar et al., 2020).

The seventh was a genus that could only be classified down to the order level as Pleosporales
(phylum Ascomycota), ranging from 0.16% in September to 20.16% in December. Its abundance
was slightly higher (>6%) in the dry-cold season than in the rest of the year, however, in all months
it was present at >1%. Pleosporales is a cosmopolitan order, the majority of its species are
saprobes on decaying plant material in fresh water (Shearer et al., 2009), and marine (Suetrong
et al., 2009) or terrestrial environments, but several species are also associated with living plants
as parasites, epiphytes or endophytes. The best studied species cause plant diseases in
important agricultural crops, such as maize and wheat (Kruys et al., 2006; Friesen et al., 2008)

and some are important allergens (Oliveira et al., 2010).

It should be noted that these seven major genera belong to the phylum Ascomycota, which is the
largest phylum of fungi, all have plant pathogenic species, most have allergenic and opportunistic
human pathogenic species, and some are involved in spoiling food. Thus, although these genera
also contain species that are part of the normal microbiota of plants and humans, some are likely
to be involved in the spread of some infections and diseases, as well as contributing to some

allergies and food spoilage.

Several studies on airborne fungi in cities have found Ascomycota to be the predominant fungal
phylum (e.g., Mallo et al., 2011; Oh et al., 2014; Nageen et al., 2023). In addition, Liu et al., (2019)
compared airborne fungal communities in urban and rural areas and found that the phylum
Ascomycota was more abundant in cities, while the phylum Basidiomycota predominated in rural
areas. So perhaps this is a distinctive pattern between urban and rural airborne fungal microbiota.

However, further work would. Mainly in rural areas, be necessary to be sure about this.

The genera Alternaria and Cladosporium, two of the most abundant genera we found, are
commonly found in urban air (Grinn-Gofron et al., 2019; Banchi et al., 2020), so it is not surprising
that they were also found in Mérida. Other genera frequently found in urban air are Aspergillus,
Curvularia, Hansfordia, Nigrospora, Periconia, and Trametes, which have been reported, for

example, in the cities of Tianjin, Hefei, and Beijing, in China (Yan et al., 2016; Niu et al., 2021,
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Wang et al.,, 2021b), so they appear to be cosmopolites. There is not much information on
Eupenidiella, but it has been reported in hotel air (Fu et al., 2020), or on Lasiodiplodia, but it has
been found in the air of Havana (Cuba) (Almaguer-Chaves et al., 2018). Thus, we can conclude
that, despite the tropical location and particular climatic conditions of Mérida, several of the most
abundant airborne fungal genera appear to be the same as in cities in other parts of the world.
Further research would be needed to know whether the species of these genera in Mérida are
the same as in the temperate cities where they have also been found, and whether the minor

genera we found are common in other cities around the world.

Some other genera which, although not present throughout the entire year, were found in most
months reaching >2% abundance in at least one of them, were Ganoderma, a genus with species
growing on decaying wood (reaching 18.1% in September) (Almaguer et al., 2014);
Paradictyoarthrinium, which also has species that grow on decaying wood but is less studied
(4.0% in May) (Liu et al., 2018b); Diutina, with species involved in human and animal infections
(3.1% in March) (Mixao et al., 2019); Candida, which is the most common cause of fungal
infections worldwide and the largest yeast genus of medical importance (2.2% in March) (Turner
and Butler, 2014); and a genus of the family Sordariaceae, which includes the red bread molds
and comprises pigment- and ethanol- producing species (2.2% in June) (Poorniammal et al.,
2021).

3.5 Conclusions

In this study, longitudinal changes were observed in the composition of airborne bacterial and
fungal communities, although seasonal patterns were not found. The most significant changes in
both bacteria and fungi occurred during the dry-warm season, which exhibited the lowest diversity

due to the more extreme environmental conditions of the year.

However, it is important to highlight two things. Regarding bacteria, the presence of
Enterobacteriaceae in September was highlighted, indicating a potential concern for human
health that warrants further investigation. As for fungi, the presence of potentially allergenic
genera (i.e. Alternaria, Aspergillus, Curvularia, and Cladosporium) was observed throughout the
year, which can have implications mainly for sensitive people or people with a condition such as
asthma. This is the first study carried out with a metagenomic approach in the region, contributing
to the knowledge of airborne microorganisms in the Yucatan Peninsula, their longitudinal

changes, and the airborne microorganisms to which people in the city of Mérida are exposed.
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It's important to note that detecting potentially pathogenic microorganisms in the air doesn't
necessarily indicate their viability to cause disease. Confirming this viability requires a
combination of metagenomic technologies and classical microbiological techniques. Additionally,
shotgun sequencing can offer detailed insights into genes associated with viability and
pathogenicity, but fully establishing a microorganism's ability to replicate and induce active
infections still necessitates further microbiological analysis.
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3.6 Supplementary material
Supplementary Material 1. Rarefaction curves based on the number of reads (sample size) and

the number of ASVs in each sample for bacteria (A) and fungi (B).
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Supplementary Material 2. Comparison of observed OTUs of bacteria, diversity indices, relative abundances of the major groups,

and the presence of singletons, doubletons, and tripletons in each month.

Month O'I?'#Us Chao1l Shannon(H’) M[aér;g;f;)?s M'[r:_g\ grl(())/l:]ps rﬁ;ﬁ:?%if;; r#n;i?wr\g/]?:ﬁr'?s Singletons Doubletons Tripletones
October 490 490 4.6 18 472 291 1.01-15.60 3 7 15
November 526 527 4.8 18 508 2.54 1.00-6.83 6 11 16
December 539 542 4.5 15 524 3.67 1.11-13.25 12 19 19
January 511 511 4.9 21 490 2.3 1.20-6.83 4 10 16
February 448 450 4.8 19 429 2.5 1.03-7.70 9 14 11
March 505 507 4.9 17 488 2.68 1.07-6.94 13 36 33
April 494 498 5 19 475 2.19 1.03-4.98 15 26 32
May 270 270 3.5 12 258 5.86 1.06-20.80 2 8 15
June 207 208 3.8 22 185 3.35 1.00-17.15 6 15 9
July 454 456 51 21 433 2.01 1.02-4.82 5 4 10
August 441 442 5 24 417 2.01 1.00-4.41 4 9 26
September 487 488 51 22 465 2 1.01-3.86 4 6 15

RA = Relative abundances.
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Supplementary Material 3. Comparison of observed OTUs of fungi, diversity indices, relative abundances of the major groups, and

the presence of singletons, doubletons, and tripletons in each month.

Month O'I#Us Chao 1 Shannon(H’) Mﬁg,‘o\g;f‘;,?s Ml[rll?oﬁr\ grl?)/t)l]ps nﬁﬁrﬁﬁif{g nznatiir\é?lospAs Singletons Doubletons Tripletones
October 110 110 3 18 92 4.92 1.12-23.91 3 12 4
November 120 121 3 16 104 4.78 1.12-28.77 3 1 2
December 132 132 2.8 14 118 6.37 1.45-27.93 2 3 6
January 191 193 3.2 17 174 4.86 1.38-27.32 2 1 7
February 127 127 3.2 19 108 2.92 1.00-6.65 0 0 1
March 160 160 2.3 11 149 6.53 1.14-26.76 1 12 15
April 112 115 2.2 10 102 6.2 1.14-32.39 6 4 5
May 67 67 2.6 15 52 6.03 1.00-38.21 0 0 0
June 145 145 2.7 14 131 5.88 1.29-45.78 0 0 7
July 189 189 3 12 177 4.15 1.00-17.48 3 6 9
August 193 193 3.2 16 177 4.44 1.33-28.68 1 4 8
September 148 148 1.9 6 142 14.72 1.29-51.97 2 9 2

RA = Relative abundances.
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CAPITULO IV
Articulo cientifico. Revista: Atmdsfera [Borrador]

4. Deposiciones atmosféricas secas y humedas en el karst de Yucatan: variacion
temporal y composicion quimica.

Oscar O. Alvarez Rivera, Aileen O’Connor-Sanchez, Héctor Estrada-Medina

4.1 Introduccion

La creciente preocupacion por los cambios ambientales ha impulsado la investigacion en
diversos aspectos relacionados con la calidad del aire y sus impactos en los ecosistemas
naturales y urbanos. Uno de los aspectos en los que se ha centrado la atencion es en comprender
la dindmica de las particulas suspendidas en el aire y su deposicién en la superficie terrestre,
procesos criticos para evaluar la calidad del aire, y por consiguiente y la calidad de vida de la
poblacion.

Las deposiciones atmosféricas, constituidas por particulas aerotransportadas que se asientan en
la superficie terrestre, ya sea a través de la deposicién en seco (por efecto de la gravedad) o por
el lavado mediante la lluvia (Cizmecioglu y Muezzinoglu, 2008). Su composicion, que varia
espacial y temporalmente, resulta de la combinacion de factores como fuentes de emision,

condiciones meteoroldgicas, uso del suelo y topografia (Noll et al., 1988; Scorer, 1992).

La influencia de las deposiciones atmosféricas en los ciclos biogeoquimicos de nutrientes es un
aspecto clave que abordamos en este trabajo. Particularmente, nos centramos en los efectos de
estas deposiciones en el ciclo global de nutrientes, destacando su contribucién al
almacenamiento de nitr6geno, fésforo y potasio en los suelos. La variabilidad en las tasas de
deposicion, a nivel mundial documentada en estudios realizados en entornos naturales (Chiwa
et al., 2013; Soumare et al., 2020; Van Langenhove et al., 2020), subraya la necesidad de

comprender cOmo estos procesos se manifiestan en ambientes urbanos

El estudio también explora la contribuciéon de las deposiciones atmosféricas a la disponibilidad
de micronutrientes esenciales, ya que estas contribuciones, a menudo es subestimada, pese a
su importancia en la evaluacién de la salud de los ecosistemas terrestres y acuaticos (Duce et
al., 1991).
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El impacto de las deposiciones atmosféricas no se limita a los beneficios en la productividad
primaria de los ecosistemas, sino que también pueden dar lugar a efectos adversos. La
eutrofizacion de cuerpos de agua y zonas costeras, asi como la contribucion de contaminantes
como pesticidas organoclorados, microplasticos y metales pesados, son fendémenos
preocupantes que merecen atencion en el contexto de ambientes naturales y urbanos (Paerl,
1995; Bergstrom y Jansson, 2006; Klein y Fischer, 2019; Luo et al., 2019; Hermanson et al.,
2020; Hou et al., 2020; Silva et al., 2020).

En los ambientes urbanos, las deposiciones atmosféricas adquieren una dimension adicional. La
formacién de polvos urbanos, enriquecidos con metales pesados, plantea riesgos directos para
la salud humana (Du et al., 2004; Chenery et al., 2020). La exposicion a estos polvos, generados
tanto por fuentes locales como por particulas transportadas desde distancias significativas,
puede tener consecuencias negativas, desde enfermedades respiratorias hasta efectos en el

sistema nervioso y endocrino (Kaur y Jhamaria, 2021).

A pesar de los impactos positivos y negativos que pueden tener, la investigacion sobre las
deposiciones atmosféricas en la ciudad de Mérida es limitada. Este estudio busca llenar ese
vacio al analizar longitudinalmente la composicion de las deposiciones atmosféricas. Al hacerlo,
se espera contribuir al conocimiento cientifico necesario para abordar los desafios ambientales

y de salud asociados con la calidad del aire en esta ciudad.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Sitio de estudio

El sitio de estudio se localiza en un area urbana de la ciudad de Mérida, Yucatan, México. La
region se caracteriza por ser un area karstica constituida en su mayoria por roca sedimentaria
caliza, domina un clima calido subhiumedo con lluvias en verano, de menor humedad, con una
temperatura media anual que va entre 24 — 28 °C, y una precipitacién media anual que puede
llegar a los 1,100 mm (INEGI, 2009). Asimismo, presenta una marcada estacionalidad,
caracterizada por una temporada lluviosa que comprende los meses mayo-octubre y una
temporada seca que comprende los meses de noviembre-abril, con una sequia intraestival que

se presenta entre los meses junio-agosto (Estrada-Medina et al., 2016).
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4.2.2 Colecta de muestras

Se realizaron colectas de deposiciones secas y humedas durante el periodo abril 2021 — marzo
2022 en un punto residencial de la ciudad de Meérida, Yucatdn (Coordenadas:
1620.99308226622519 N, -89.63010776151951 W). Para la colecta de las deposiciones secas
se utilizaron recipientes plasticos (60x45x50) como colectores pasivos, con una superficie
efectiva de colecta de 5.2 m2. Los recipientes fueron previamente lavados con detergente y agua
destilada. El material depositado se colectdé de manera diaria, cepillando con mucho cuidado
(despacio) el interior de los recipientes con una brocha nueva (para evitar contaminacion cruzada
con otro tipo de particulas), y la muestra se resguarddé de manera mensual en viales de vidrio

para su posterior analisis.

La colecta de las deposiciones hiumedas se realiz6 durante cada evento de precipitacion, y se
colectaron dos tipos de muestras. La primera muestra consistié en una representativa de todo el
evento, para ello se utilizé un colector pasivo de plastico con capacidad de 5L, en el cual se
colecté una muestra de lluvia durante todo el evento de precipitacién, y al finalizar el evento se
colecté una sub-muestra de 1L Para el segundo tipo de muestra, se utilizaron 5 colectores de
plastico pasivos con una capacidad de 2L (2827.44 cm?), y se colectaron sub-muestras de 1L de
agua de lluvia cada 5mm de precipitacion, para monitorear el volumen precipitado se utilizé un

pluviémetro.

4.2.3 Procesamiento de muestras y analisis de laboratorio

Las muestras de deposiciones secas se tamizaron a 250 ym, con un tamiz con tapa para evitar
la pérdida de particulas, y se resguardaron en viales de vidrio para su posterior andlisis, mientras
gue las muestras de agua fueron filtradas con papel Whatman #3 para eliminar impurezas y se

resguardaron en botellas de plastico para su andlisis.

Posteriormente se analizaron por espectrometria de fluorescencia de rayos X (XRF) en el
Laboratorio Universitario de Geofisica Ambiental (LUGA) de la Universidad Nacional Autonoma
de México, utilizando un espectrémetro portéatil Genius 7000XRF (Skyray Instruments, USA). Se
colocaron tres gramos de muestra tamizada de polvo seco en un vaso Telon con una ventana
inferior de pelicula Mylar (poliéster), y se determiné la composicion elemental (K, Ca, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Rb, Sb, Sn, Sr, Ti, V, Zn, Zr). Para cada muestra se realizaron tres repeticiones (con

un tiempo de integracion de 60 s cada una).
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Asi mismo, en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas y Agua de la Universidad Auténoma
de Yucatan se determind el pHagua 1:2 (Thomas, 1996), la conductividad eléctrica 1:5 (Rhoades,
1996) el contenido de nitrégeno total (Método Kjeldahl) (Bremner 1996), y el contenido de fésforo
disponible (Método Olsen) (Kuo, 1996).

Por otro lado, las muestras de agua fueron analizadas en el Laboratorio de la Unidad de Ciencias
del Agua, Unidad Cancun, Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan para determinar el
contenido de aniones (cloruros, sulfatos, nitratos) y cationes (calcio, sodio, potasio, magnesio y

amonio) por cromatografia i6nica (882 Compact IC Plus, Metrohm, Switzerland).

4.3 Resultados y Discusién
4.3.1 Analisis general de las deposiciones secas

Durante el periodo de muestreo (marzo 2021 — febrero 2022) se colectaron 23.78 mg totales de
polvo depositado en la superficie de muestreo (5.2 m?), que al extrapolarse a una superficie de
una 1 ha (10,000 m?) equivale a un total de 45.73 kg ha. De los meses analizados, marzo fue
el mes en el que se presentd una mayor cantidad de polvo depositado (23% del total), seguido
por abril y mayo, con el 22 y 16%, respectivamente; estos tres meses en conjunto representaron

el 61% del polvo depositado.

La menor cantidad de material depositado durante los meses correspondientes a las temporadas
de lluvias (junio-septiembre) y seca-fria (noviembre-febrero) era esperada, ya que se ha
informado que la lluvia tiene un efecto limpiador en la atmdsfera al remover las particulas
suspendidas (PMip y PM.s), este efecto se intensifica con la ocurrencia de eventos de

precipitacién consecutivos (Gou et al., 2016; Yan et al., 2019).

4.3.2 Analisis general de las deposiciones humedas

Durante el periodo del estudio se presentaron 87 eventos de precipitacion, con un volumen total
anual de 1,128 mm (Figura 15). El mes de junio fuel el que present6 el mayor nimero de eventos
(13 eventos) y un mayor volumen total precipitado (226.5 mm); por lo contrario, los meses de
enero, abril y noviembre fueron los que presentaron el menor nimero de eventos de precipitacion
(con 2 cada uno), mientras que enero fue el mes que presentd el menor volumen total precipitado

con Unicamente 6.5mm. Esto coincide con la literatura, donde se reconocen dos temporadas
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principales en el estado de Yucatan, una marcada temporada seca y una lluviosa (Estrada-
Medina et al., 2016).

El valor del volumen total de precipitacion obtenido en este estudio es ligeramente mayor al
promedio historico (1981-2010) obtenido de la estacion meteorolégica FI-UADY para la ciudad
de Mérida que es de 1,066.4 (SMN, 2023).
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Figura 15. Gréfica de la variacién mensual del total de eventos de precipitacion y volumen precipitado
durante el periodo de estudio en Mérida, Yucatan.

En cuanto a la frecuencia del volumen total precipitado por evento, se encontrd que el 45% (39
eventos) de los eventos de precipitacion tuvieron una intensidad de entre 0 y 5mm, seguidos por
los eventos con una intensidad entre 5 y 10mm, con 16 eventos (18%). Por lo contrario, los
eventos mayores a 30 mm fueron los menos frecuentes, con Unicamente el 10% del total (9

eventos) (Figura 16).
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Figura 16. Grafica de la frecuencia de eventos de precipitacién por intervalo de volumen total precipitado

durante el periodo de estudio en Mérida, Yucatan.

La intensidad de los eventos de precipitacion, entendiéndose por intensidad el volumen total de
agua precipitada por evento, puede tener diversos efectos ambientales. Kim et al. (2012)
encontraron que la concentracion de elementos en el agua de lluvia puede variar dependiendo

de su intensidad.

En ambientes naturales esto no representaria un problema, al contrario, la lluvia deposita a la
corteza terrestre elementos y compuestos quimicos que se encuentran suspendidos en la
atmasfera, contribuyendo en los ciclos biogeoquimicos (Deusdara et al., 2017); sin embargo, en
ambientes urbanos en los que la atmdsfera se encuentra enriquecida por ciertos elementos (v.g.

metales pesados) esto puede representar un riesgo para la salud humana (Ma et al., 2016).

El volumen de agua precipitada por evento de lluvia puede tener diversos efectos ecosistémicos,
siendo uno de los mas significativos su impacto en la humedad del suelo. Esta dinamica, aunque
intrigante, ha sido objeto de pocos estudios hasta el momento. En este sentido, se destaca que
eventos de baja intensidad pueden propiciar fendmenos de sequia (Feng y Liu, 2015); mientras
gue eventos de alta precipitacion han sido asociados con una distribucion homogénea de la

humedad tanto horizontal como verticalmente en el suelo (Fischer et al., 2021).
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Asi mismo, es importante destacar que eventos de mayor intensidad pueden inducir procesos de
lavado de nutrientes (Lehmann y Schroth, 2022), y eventos extremos tienen el potencial de
saturar el suelo hasta tal grado que este pueda quedar en condiciones andxicas, afectando su
funcionamiento normal (Czigény et al., 2010). Estas variaciones en la intensidad de los eventos
de precipitacién subrayan la complejidad de las interacciones ecosistémicas asociadas con la
disponibilidad y distribucién del agua en el suelo, siendo el tipo de suelo uno de los principales

factores que influyen en esta dindmica, y por su diversidad se hace mas complejo su estudio.

La distribucion de la intensidad de los eventos de precipitacién en el area de estudio, con una
mayoria de eventos entre 0 y 5 mm (45%), sugiere que la mayoria de las lluvias son de baja
intensidad. Este patrén puede contribuir a una limitada homogeneidad en la distribucién de la
humedad del suelo, afectando los procesos biogeoquimicos esenciales para el ecosistema, como
el lavado de nutrientes y la recarga hidrica. Asimismo, aunque los eventos de alta intensidad son
menos frecuentes, pueden tener impacto en la region, debido a sus condiciones karsticas y de

suelos someros, lo que permitiria su rapida saturacion.

En la Figura 17 se observa la relacion que existe en la cantidad de polvo depositado y el volumen
de agua precipitado, donde los meses con mayor volumen de precipitacién coinciden con los
meses con menor cantidad de polvo depositado, mientras que los meses con menor precipitacion
se observa el efecto opuesto, esto debido al arrastre de las particulas suspendidas por parte de

la lluvia, teniendo un efecto de limpieza de la atmésfera (Fitob6r y Quant, 2021).
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Figura 17. Variacion mensual del volumen total precipitado (deposiciones atmosféricas himedas) y el
total de polvo depositado (deposiciones atmosféricas secas) de la ciudad de Mérida, Yucatan.

4.3.3 Composicion quimica de las deposiciones secas

La composicion quimica de las deposiciones secas se mantuvo similar durante todos los meses
del afio evaluado, con excepcion del mes de agosto (Tabla 9). Durante todo el afio los elementos
gue mas dominaron en las deposiciones secas fueron en calcio (Ca) y el fierro (Fe) con 374,571
y 25,970 pmm, respectivamente. Esta tendencia es de esperarse ya que ambos elementos son
de los principales constituyentes de los suelos de la Peninsula de Yucatan, conformados por
carbonatos de calcio (CaCOs) y 6xidos de fierro (Bautista-Zufiiga et al., 2003; Cabadas et al.,
2010), lo que sugiere que la re-suspension de suelo es una de las principales fuentes de
aerosoles atmosféricos en la ciudad de Mérida. Es importante destacar que entre los elementos
que conforman las deposiciones secas no se consideré el silicio, ya que es el elemento mas
dominante en los suelos (Schulze, 2002) y polvo mineral (Krueger et al., 2004), por lo que se
descartd al momento de hacer la lectura con la pistola de fluorescencia para tener una mayor

resolucién de los elementos menos representados.

Estos materiales pueden ser resuspendidos de zonas cercanas a la ciudad de Mérida, o también

pueden tener contribuciones de materiales aerotransportados provenientes de la porcion este de
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la Peninsula de Yucatén, cuyos suelos tienen el mismo origen que los del estado de Yucatan; los
materiales suspendidos pueden ser movilizados por los vientos alisios que soplan desde el este
(NE-SE-E) (Garcia, 2003). Adicionalmente, estos mismos vientos pueden transportar particulas
de regiones cercanas, como Cuba, cuyos suelos estdn compuestos principalmente por Ca, Al 'y

Fe, con variaciones segun la region de la isla (Medina et al., 2017; Cobo-Vidal et al., 2024).

En cuanto a la variacion mensual de la composicidn quimica de las deposiciones secas, durante
el mes de agosto es notorio un enriquecimiento principalmente de elementos como K, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb, Sh, Sn, Ti, V y Zn, esto probablemente se debe a un fenémeno que se da de
manera anual en el que llegan polvos del desierto del Sahara al Caribe, atravesando la Peninsula
de Yucatan. En un estudio realizado por Formenti et al. (2003) realizado en Cabo Verde,
caracterizaron la composicién quimica de los polvos aerotransportados durante un evento de
llegada de polvos del Sahara y encontraron la presencia de Na, Mg, Al, Si, P, S, C|, K, Ca, Ti, V,
Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr, |, y Pb; de los cuales Mg, Al, Ca, Ti fueron los mas representativos de
la fraccion finay Mg, Al, Si, S, K, Ca, Ti, Fe de la fracciéon gruesa. Este mismo patrén se encontrd
en un estudio realizado en el Caribe, en el que encontraron un enriquecimiento principalmente
de Cd, Cu, Sn, Sby Ti (Bozlaker et al., 2018).

De estos estudios, el Ti puede destacarse como un indicador de la llegada de los polvos del
Sahara, ya que se encuentra tanto en la fraccion fina como en la gruesa de los polvos;
adicionalmente, durante el mes de agosto, cuando llegan las plumas de polvo mas importantes
(en cuanto a densidad y tamafio), el contenido de Ti se incrementa en un 260% respecto a la
media anual. Ademas, esto se basa en el hecho de que el Si, Fe, Al y Ti son los elementos
constituyentes mas dominantes de los polvos del Sahara aerotransportados (Athanasopoulou et
al., 2016), aunque hay que tomar en consideracion que el Siy Fe pueden provenir de fuentes
cercanas, por lo que la presencia de Ti especificamente puede ser un indicador claro de la llegada
de los polvos del desierto del Sahara a la regién del Caribe. Aunado a lo anterior, también se ha
reportado que el V puede ser considerado un indicador de la presencia de los polvos del Sahara
(Das, 2012), lo que coincide con lo encontrado en este trabajo, ya que durante el mes de agosto

se presenté el contenido mas alto de este elemento en las deposiciones secas.

Debido a su composicion quimica, la frecuencia y la severidad de los episodios de polvo, el
frecuente transporte de polvo del Sahara hacia Europa representa un factor importante en la
disminucion de la calidad del aire y supone un riesgo para la salud humana durante estos eventos

(v.g. enfermedades respiratorias y cardiovasculares) (Karanasiou et al., 2012; Wang et al., 2020).
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Por otro lado, en la region caribefia que también se ve influenciada por estos fenébmenos, aunque
en menor magnitud, se han realizado menos estudios para comprender su dindmica, y no se han

realizado estudios para determinar su potencial riesgo a la salud humana.
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Tabla 9. Variacién mensual de la composicion elemental (mg kg?) de las deposiciones atmosféricas secas de la ciudad de Mérida, Yucatan

(2021-2022)

Elemento Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Promedio
K 0 0 1,485 2,904 1,776 0 2,792 23,706 0 2,888 344 1,553 3,121
Ca 335,120 237,921 278,242 257,243 264,962 532,610 371,245 275,220 768,350 441,308 416,577 316,051 374,571
Cr 10 12 37 36 35 19 15 614 72 40 36 25 79
Cu 157 50 50 82 225 71 52 667 152 210 155 151 168
Fe 16,472 7,258 8,921 8,775 9,298 13,726 10,467 155,441 23,616 21,210 19,485 16,974 25,970
Mn 256 23 131 128 134 173 133 1932 465 389 313 235 359
Ni 24 12 22 35 27 24 17 162 68 47 79 46 47
Pb 90 70 27 48 31 75 39 234 157 199 152 84 101
Rb 13 9 12 14 16 15 15 41 9 17 27 17 17
Sb 3 7 3 5 32 12 20 0 28 27 15 38 16
Sn 12 20 17 28 18 1 17 124 16 14 6 10 24
Sr 378 110 407 373 348 383 478 197 467 409 374 347 356
Ti 4,661 1,860 1,605 1,501 1,563 1,724 1,387 14,722 3,743 5,675 5,129 4,955 4,044
V 0 0 6 0 0 0 0 248 0 10 0 26 24
Y 32 16 31 30 29 32 35 22 36 34 32 31 30
Zn 595 252 356 346 346 379 346 3,092 853 1,166 789 827 779
Zr 111 0 24 23 17 190 34 226 151 181 187 179 110
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Debido a su potencial efecto sobre la salud humana, las ciudades son uno los entornos en los
gue se han realizado mas estudios relacionados con la variacion espacial y temporal de la
concentracion de metales pesados en el aire; esto debido a que no solamente fenédmenos
naturales como los polvos del Sahara intervienen en los aportes, sino que las actividades

humanas son una de las principales fuentes de estos compuestos (McNeill et al., 2020).

En un estudio realizado por Zheng et al. (2015) encontraron que el Cd, Cu, Pb y Zn son los
metales pesados mas preocupantes en el polvo de la estacidén de autobuses de Beijing; mientras
gue Jayarathne et al. (2018) determinaron que los mas importantes en calles urbanas son Pb, Cr
y Cu. Esto es importante ya que estos elementos se encuentran de manera constante en las
deposiciones, y durante algunos meses (ademas de agosto) se observa un aumento en su
concentracion con respecto al promedio anual. En el caso del Cu se observa un incremento
durante los meses de mayo y octubre; el Pb septiembre, octubre y noviembre; y el Zn septiembre,

octubre, noviembre y diciembre.

Hasta este punto el alcance de este trabajo llega hasta la cuantificacion de la concentraciéon de
estos metales pesados en las deposiciones; sin embargo, Unicamente podemos inferir acerca
del origen de estos metales pesados, ya sea de fuentes naturales o antropogénicas, por lo que
no se pude distinguir que proporcién de estos metales pesados llegar por influencia de factores

naturales o por actividades humanas.

La concentracion de metales pesados en las deposiciones secas actlla como un indicador
indirecto de la calidad del aire, ya que su presencia en estas deposiciones refleja su circulaciéon
en la atmésfera. Para evaluar su potencial impacto en la salud humana, es esencial realizar
estudios que midan directamente su concentracibn en el aire. Aunque estos estudios
proporcionan indicios de su existencia y del riesgo que supone el contacto con el polvo urbano
re-suspendido, es importante contar con datos precisos para comprender mejor el alcance de

dicho riesgo.

En la tabla 10 se presentan datos de la estimacion de la cantidad de macronutrientes (N, P, K) y
micronutrientes (Ca, Cu, Fe, Mn y Zn) depositados por unidad de superficie, una hectarea en
este caso. Destaca que la mayor cantidad de nutrientes que se depositan corresponden a Ca 'y
Fe, mientras que de los demas nutrientes se deposita una cantidad considerablemente menor,
en el caso de los macronutrientes la deposiciéon de nitrégeno es de 0.28 g ha’, la de fésforo

disponible es cero y la de K fue de 127.22 g ha™.
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Estos valores parecen relativamente bajos si los comparamos con los requerimientos de una
plantacion de maiz de 240 kg ha' de N, 44 de P, 200 de K, 45 de Ca, 0.2 de Cu, 0.6 de Mg y 0.6
de Zn (Subedi y Ma, 2009), ya que no se cubren los requerimientos de ninguno de los nutrientes.
Sin embargo, se ha encontrado que las deposiciones cumplen un papel muy importante en el
funcionamiento de ecosistemas naturales debido al aporte de nutrientes que realizan (v.g.

bosques, pastizales) y ciclos de nutrientes (Bobbink et al., 1997; Van Langenhove et al., 2020).

Es importante tener en cuenta que, mientras que en la Amazonia se estima una aportacion de
polvo mineral de aproximadamente 190 kg por hectarea al afio (Swap et al., 1992), en este
estudio se calculé una deposicion total de 45.73 kg por hectarea por afio, 75% menos en
comparacion con los aportes en la Amazonia. En este sentido, es crucial considerar que, aunque
a nivel anual los aportes de nutrientes pueden parecer limitados, seria importante realizar este
analisis en escalas de tiempo mayores para comprender la importancia y dindmica de estos
aportes en los ecosistemas naturales de la region. Ademas, es necesario tener en cuenta que,
debido a las condiciones karsticas de la Peninsula de Yucatan, las deposiciones humedas y
secas pueden ser una fuente importante de nutrientes que no estan disponibles de manera

natural a partir del principal material parental de los suelos de la region (roca caliza).

Tabla 10. Variacion mensual de la composicion de nutrientes de las deposiciones atmosféricas secas (g
hal) en la ciudad de Mérida, Yucatan (2021-2022).

Mes Macronutrientes Micronutrientes
N P; K Ca Cu Fe Mn Zn

Enero 0.00 386.68 0.18 19.01 0.30 0.69
Febrero 0.00 462.12 0.10 14.10 0.05 0.49
Marzo 15.60 2,921.54 0.52 93.67 1.38 3.74
Abril 28.59 2,532.86 0.81 86.40 1.26 3.41
Mayo 13.04 1,946.45 1.65 68.30 0.99 2.54
Junio 0.00 1,208.62 0.16 31.15 0.39 0.86
Julio 8.00 1,063.76 0.15 29.99 0.38 0.99
Agosto 52.88 613.95 1.49 346.75 4.31 6.90
Septiembre 0.00 1,743.56 0.34 53.59 1.05 1.94
Octubre 5.89 899.59 0.43 43.24 0.79 2.38
Noviembre 0.53 640.89 0.24 29.98 0.48 1.21
Diciembre 2.69 547.01 0.26 29.38 0.41 1.43

Total 0.28 * 0.00* 127.22 14,967.02 6.34 84555 11.78 26.57

Pi = Fdsforo inorganico. *Las determinaciones de N y Pi se realizaron con una muestra compuesta

considerando la proporcién de los aportes de cada mes.
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Ademas de la deposicién de macro y micronutrientes, también se estimo la composicion mensual
de metales pesados de las deposiciones secas, destacando que el Titanio, Estroncio y Plomo
son los més abundantes (Tabla 11). La importancia de estas deposiciones es que al igual que
los polvos que puedan generarse de manera in situ en las ciudades, son depositados en las

calles, banquetas y otras superficies conformando los polvos urbanos.

Tabla 11. Variacién mensual de la composicion de metales pesados (g hal) de las deposiciones
atmosféricas secas en la ciudad de Mérida, Yucatan (2021-2022).

Mes Cr Ni Pb Rb Sb Sn Sr Ti \ Zr
Enero 0.01 0.03 0.10 0.02 0.00 0.01 044 5.38 0.00 0.13
Febrero 0.02 0.02 0.14 0.02 0.01 0.04 0.21 3.61 0.00 0.00
Marzo 0.39 0.23 0.28 0.13 0.04 017 427 16.86 0.06 0.25
Abril 0.36 0.34 0.47 014 005 028 368 14.78 0.00 0.23
Mayo 0.26 0.20 022 011 024 013 256 11.48 0.00 0.12
Junio 0.04 0.05 0.17 0.03 0.03 0.00 0.87 3.91 0.00 0.43
Julio 0.04 0.05 0.11 0.04 0.06 0.05 1.37 3.98 0.00 0.10
Agosto 1.37 0.36 052 009 000 028 044 3284 055 0.50
Septiembre 0.16 0.16 0.36 0.02 0.06 0.04 1.06 8.49 0.00 0.34
Octubre 0.08 0.10 041 003 006 0.03 083 1157 0.02 0.37

Noviembre 0.05 0.12 023 004 002 001 057 789 0.00 0.29
Diciembre 0.04 0.08 0.14 003 0.07 002 060 858 005 0.31
Total 284 1.74 317 0.71 0.63 1.06 16.90 129.37 0.68 3.07

Estos polvos urbanos se van almacenando en estas superficies y son re-suspendidos con mucha
facilidad por el viento, entrando en contacto con las vias respiratorias. En un estudio realizado
por Andrade et al. (2023) en la ciudad de Mérida, en el que caracterizaron la composicién quimica
de polvos urbanos, encontraron que su composicién esta dominada principalmente (ademas de
Cay Fe) por Ti, Zn, Cu, Pb y Sr, por lo que es evidente la fuerte relacién con las deposiciones

atmosféricas.

En este sentido en la ciudad de Mérida se han realizado estudios relacionados con la
composicion quimica de los aerosoles (Ramirez-Romero et al., 2021), de los polvos urbanos
(Andrade et al., 2023) y de las deposiciones atmosféricas (este trabajo); sin embargo, aln se
desconoce la composicién quimica de los materiales que son re-suspendidos y que estan en

contacto con las personas.

En relacién con el origen de las deposiciones secas, es importante sefialar que los elementos
dominantes son el calcio (Ca) y el hierro (Fe), ambos constituyentes de los suelos de la region,

esto sugiere que la mayor parte de las deposiciones atmosféricas secas provienen de materiales
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re-suspendidos localmente. En cuanto a los metales pesados, es probable que, en su mayoria,
también se generen de manera local, ya sea por procesos naturales o actividades
antropogénicas. El tnico mes que muestra indicios de movimiento de particulas desde mayores
distancias es agosto. Sin embargo, la presencia constante de ciertos elementos como el
estroncio (Sr), vanadio (V) y zirconio (Zr), que no son tipicos de los suelos de la region y aparecen
en bajas concentraciones durante todos los meses, sugiere que podria haber un aporte de
particulas de origen mas lejano. Para confirmar el origen de estos elementos, seria necesario

realizar analisis de is6topos.

4.3.4 Composicion quimica del agua de lluvia

El pH promedio mensual del agua de lluvia oscilé entre 6.21 (octubre) y 7.79 (marzo), con un
promedio anual de 6.56 (Figura 18). Bayraktar y Turalioglu (2005) encontraron que el pH del agua
de lluvia sin ningln tipo de contaminante es alrededor de 5.6, lo que indica que cualquier
variaciébn por encima o por debajo de este valor se debe a la presencia de elementos o

compuestos contaminantes que favorecen su alcalinizacion o acidificacion, respectivamente.
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Figura 18. Valor promedio mensual del pH del agua de lluvia de la ciudad de Mérida, Yucatan (2021-
2022).

En este estudio, se observa que el pH del agua de lluvia en todos los meses supera este valor
de referencia, lo que sugiere la presencia de compuestos que estan favoreciendo la alcalinizacion

del agua de lluvia en la ciudad de Mérida. Una de las principales preocupaciones actuales a nivel
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global, especialmente en ambientes urbanos, es la presencia de fendmenos de lluvia &cida, que
ocurren debido a contaminantes como el didéxido de azufre (SO.), 6xidos de nitrégeno (NOy),
ozono (Os) y &cidos orgénicos presentes en la atmdésfera, los cuales disminuyen el pH del agua
de lluvia por debajo de 5.6 (Prakash et al., 2023). Es importante destacar que ninguno de los
eventos de precipitacion durante el afio de estudio presenté valores de pH por debajo de esta

cifra.

En cuanto a la conductividad eléctrica, el promedio anual fue de 28.35 uS m*, oscilando entre
10.14 uS m? (octubre) y 66.45 uS m* (enero) (Figura 19). Los meses con los valores mas altos
de conductividad eléctrica fueron diciembre (35.37 uS m), enero (66.45 uS m?) y febrero (35.37
uS m1), coincidiendo con la temporada de "nortes", en la cual el spray marino es una de las
principales fuentes de aerosoles atmosféricos en la ciudad de Mérida (Cérdova et al., 2020),
contribuyendo a valores elevados de conductividad eléctrica. Adicionalmente, el mes de mayo
también presentd valores elevados (40.93 uS m?), posiblemente debido a una combinacién de
factores como el inicio de la temporada de las quemas agricolas que contribuyen con material
particulado a la atmésfera, ademas de la disminucién en el nimero e intensidad de eventos de
precipitacion durante los meses de abril-mayo, favoreciendo a la concentracion de particulas en

la atmosfera.
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Figura 19. Valor promedio mensual de la conductividad eléctrica del agua de lluvia de la ciudad de
Mérida, Yucatan (2021-2022).
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En la Tabla 12 se presentan los valores promedio mensuales y los intervalos de las
concentraciones de aniones y cationes en el agua de lluvia de la ciudad de Mérida durante el afio
evaluado. En primer lugar, se puede destacar que la concentracion de amonio oscil6 entre 0.00
y 3.18 mg L, mientras que las de nitratos variaron entre 0.00 y 2.83 mg L™, siendo los meses

de marzo a agosto los que presentaron una mayor concentracion de estos compuestos.

El amonio (NH.*) y los nitratos (NO3’) son las principales fuentes de nitrdgeno en las deposiciones
hamedas (van der Swaluw et al., 2011). Convencionalmente, las deposiciones de amonio estan
promovidas por las emisiones de amoniaco (NHs) a la atmdsfera, principalmente provenientes
del uso de fertilizantes en la agricultura, mientras que las deposiciones de nitratos se deben a las

emisiones de 6xidos de nitrdgenos (NOy) originadas en procesos de combustion (Du et al., 2014).

Sin embargo, las emisiones de amonio y nitratos en ambientes urbanos provienen principalmente
del uso de tecnologias como los convertidores cataliticos de tres vias (en vehiculos de gasolina)
y las tecnologias de reduccién catalitica selectiva (en vehiculos diésel) (Le Roy et al., 2021).
Estas tecnologias buscan disminuir las emisiones de monéxido de carbono y éxidos de nitrégeno,

asi como favorecer la oxidacion de compuestos hidrocarbonados.

Esto hace que la combustion de vehiculos automotores sea una de las principales fuentes de
estos compuestos en la atmésfera. Considerando que el uso vehicular se mantiene constante
durante todo el afio, es posible que el mayor contenido de estos compuestos en la atmésfera
durante los meses de marzo a agosto se deba principalmente a una disminucién en la frecuencia
e intensidad de los eventos de precipitacion. Estos meses comprenden la temporada seca
(marzo, abril, mayo), el inicio de la temporada de lluvias (junio y julio), y el mes de agosto,
caracterizado por la canicula (periodo seco dentro de la temporada de lluvias), lo que favorece

su acumulacién en la atmoésfera durante estos meses.

El incremento en la concentracién de amonio en el agua de lluvia es de interés, ya que se ha
encontrado que, junto con el Ca?*, juega un papel importante en la modificacion del pH del agua
de lluvia (Grider et al., 2023). El amonio y el calcio tienden a aumentar el pH del agua de lluvia;
ya sea por neutralizacion de la acidez al reaccionar con compuestos acidos para formar sales, o
favoreciendo la precipitacion de compuestos alcalinos (Keresztesi et al., 2019). Tomando esto
en consideracion era de esperarse que en la ciudad de Mérida se obtengan valores de pH
alcalinos en el agua de lluvia influenciados por las emisiones de amonio proveniente de los

vehiculos de automotor y la suspension de Ca?* a la atmoésfera.

91



CAPITULO IV

Tabla 12. Variacién mensual de la concentracion de aniones y cationes en las deposiciones hiimedas en mg L + E.E. e Intervalo de los datos
[valor minimo - valor méximo] en la ciudad de Mérida, Yucatan (2021-2022).

Mes Eventos Aniones Cationes
Cloruros Nitratos Sulfatos Amonio Calcio Magnesio Potasio Sodio

Enero ) 11.57+4.00 1.14+0.29 3.53+0.94 0.63+0.05 2.78+0.71 0.00+0.00 0.41+0.21 6.24+1.86
[7.56-15.57]  [0.85-1.43] [2.59-4.48] [0.58-0.68]  [2.07-3.49] [0.00-0.00] [0.20-0.62] [1.38-8.10]

Febrero 5 5.96+2.22 0.66+0.18 2.11+0.53 0.53+0.11 7.20+1.44 0.66+0.18 0.23+0.08 3.18+1.05
[1.46-14.75] [0.15-1.10] [0.83-3.72] [0.00-0.90] [2.38-11.39] [0.00-2.18] [0.00-0.49] [0.95-7.31]

Marzo 4 6.21+1.53 1.45+0.32 2.84+0.93 1.01+0.44 5.35+1.62 0.20+0.08 0.42+0.16 3.52+0.80
[2.29-9.27] [0.96-2.33] [0.36-4.55] [0.28-2.18]  [2.84-10.10] [0.00-0.36] [0.00-0.72] [1.34-4.91]

Abril * 1 1.56+0.00 0.78+0.00 2.24+0.00 0.36+0.00 5.53+0.00 0.00+0.00 0.00£0.00 1.03+0.00
Mayo 8 3.62+1.45 1.42+0.35 2.94+1.04 1.09+0.25 4.50+0.66 1.34+1.09 0.50+0.36 7.66+6.20
[0.28-13.18] [0.14-2.83] [0.30-9.50] [0.27-2.02] [1.24-6.92] [0.00-8.98] [0.00-2.96] [0.27-51.04]

Junio 18 2.15+0.82 0.60+0.15 1.45+0.37 0.52+0.09 2.18+0.26 0.10+0.06 0.16+0.7 1.24+0.40
[0.10-15.65] [0.00-2.62] [0.00-6.01] [0.00-1.59] [0.62-5.81] [0.00-1.02] [0.00-1.17] [0.17-7.67]

Julio 13 1.77+0.59 0.84+0.27 1.43+0.49 0.70£0.21 2.03+0.45 0.08+0.07 0.20+0.08 1.51+0.54
[0.49-8.32] [0.00-2.62] [0.00-6.01] [0.00-3.18] [0.40-6.28] [0.00-1.02] [0.00-1.17] [0.17-7.67]

Agosto 1 1.00+£0.23 0.73+0.17 0.61+0.12 0.43+0.15 0.74+0.25 0.00£0.00 0.04+£0.04 1.29+0.54
[0.35-2.77] [0.25-1.84] [0.29-1.66] [0.00-1.74] [0.00-2.39] [0.00-0.00] [0.00-0.44] [0.44-6.58]

) 0.81+0.18 0.49+0.12 0.47+0.10 0.46+0.09 2.06+0.43 0.00+0.00 0.16+0.09 0.61+0.12
Septiembre 8 [0.23-1.77] [0.00-0.84] [0.00-0.80] [0.16-0.86] [0.63-4.49] [0.00-0.00] [0.00-0.74] [0.17-41.09]
Octubre . 0.60£0.11 0.21+0.07 0.51+0.17 0.45+0.11 1.59+0.38 0.00+0.00 0.00+0.00 0.42+0.09
[0.28-1.01] [0.00-0.46] [0.11-1.26] [0.00-0.81]  [0.00-3.17] [0.00-0.00] [0.0-0.00] [0.15-0.74]

Noviembre ) 2.94+2.30 1.17+0.93 1.21+0.84 0.19+0.19 2.19+£0.20 0.00£0.00 0.00+0.00 0.46+0.02
[0.64-5.24] [0.25-2.10] [0.37-2.05] [0.00-.038] [1.99-2.39] [0.00-0.00] [0.00-0.00] [0.44-0.47]

Diciembre 4 2.09+0.32 0.42+0.04 0.97+0.12 0.60+0.08 4.13+0.57 0.00+0.00 0.18+.0.02 1.42+0.18
[1.36-2.94] [0.34-0.52] [0.63-1.20] [0.36-0.71]  [3.03-5.54] [0.00-0.00] [0.13-0.22] [0.12-1.94]

*Durante el mes de abril Unicamente se presentd un evento de precipitacion, por lo que se presentan los valores Unicos obtenidos.
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El calcio mostré valores que oscilaron entre 0.00 y 11.39 mg L?, con una tendencia clara, los
meses de la temporada de lluvias presentaron las concentraciones mas bajas de calcio, mientras
gue las temporadas seca-fria y seca-célida mostraron las concentraciones mas altas. Esto podria

estar asociado a la frecuencia e intensidad de los eventos de precipitacion.

El alto contenido de calcio en el agua de lluvia ya ha sido reportado en otras regiones cercanas
a la Peninsula de Yucatan, como la Peninsula de Florida, que también tiene una naturaleza
karstica. Factores como la mineria de roca caliza, la resuspension de particulas del suelo y el
intemperismo de los afloramientos rocosos pueden contribuir a la presencia de calcio en la

atmasfera (Grimshaw y Dolske, 2002).

Por otro lado, los cloruros y el sodio presentaron un comportamiento estacional. La concentracion
de cloruros oscil6 entre 0.23 mg L* (septiembre) y 15.57 mg L (enero), con mayores
concentraciones durante los meses de enero (7.56-15.57 mg L?), febrero (1.46-14.75 mg L) y
marzo (2.29-9.27 mg L?). Este aumento en la concentraciéon de cloruros durante la temporada
seca-fria (de nortes) probablemente se debe al transporte de spray marino por los vientos alisios

dominantes en esta época del afio (Garcia, 2003).

Las concentraciones de sodio en el agua de lluvia oscilaron entre 0.15 mg L (octubre) y 6.20
mg L* (mayo), encontrado dos periodos con las mayores concentraciones. Primero, los meses
de enero (1.38-8.10 mg L), febrero (0.95-7.31 mg L) y marzo (1.34-4.91 mg L?), durante la
temporada seca-fria, presentaron concentraciones altas de sodio, siguiendo el mismo patrén que

el cloro debido al transporte de spray marino.

En segundo lugar, mayo mostré las concentraciones mas altas de sodio con un promedio de 7.66
mg L?, probablemente asociado con la quema de biomasa durante la preparacion de las tierras
de cultivo. Esta tendencia ha sido reportada en la regién por Cérdova et al. (2020), quienes
encontraron que durante los meses de quemas agricolas (abril-mayo), la concentracion de sodio

en el material particulado atmosférico de Mérida puede alcanzar hasta el 14%.

En cuanto a los sulfatos, su concentracion en el agua de lluvia en la ciudad de Mérida vario entre
0.00 mg L (julio y septiembre) y 6.01 mg L™ (junio), con los valores promedio més altos durante
enero (3.53 mg L?), febrero (2.11 mg L?), marzo (2.84 mg L), abril (2.24 mg L) y mayo (2.94
mg L?).
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El incremento en la concentracion de sulfatos en el agua de lluvia durante estos meses se debe
principalmente a dos factores. Primero, un factor natural: la liberacién de dimetilsulfuro (DMS)
por el fitoplancton en los océanos, que se oxida y forma sulfatos en la atmésfera (Andreae et al.,
1985). Estos compuestos, al igual que los cloruros, son aerotransportados junto con el spray

marino durante la temporada seca-fria (temporada de nortes).

En segundo lugar, el incremento en las concentraciones de sulfatos durante los meses de abril y
mayo probablemente se debe a las quemas agricolas que ocurren en estos meses. Durante estas
guemas se emiten compuestos como dioxido de azufre (SO.), sulfuro de carbonilo (OCS) y DMS
(Nguyen et al., 1995; Friedli et al., 2001), que son transformados en sulfatos en la atmésfera a

través de diferentes procesos de oxidacion y reduccion.

Finalmente, los cationes analizados que presentaron las concentraciones mas bajas fueron el
potasio y el magnesio. Las concentraciones de potasio se mantuvieron bajas durante
practicamente todo el afio, con valores de 0.0 mg L durante los meses de septiembre y octubre.
De manera similar, las concentraciones de magnesio fueron de 0.0 mg L* durante los meses de
agosto, septiembre, octubre, noviembre, diciembre y enero. En ambos casos, las
concentraciones mas altas de estos elementos se registraron en mayo, asociadas a la quema de
biomasa (Akbari et al., 2021; Ryu et al., 2007).

Considerando las variaciones en las concentraciones de aniones y cationes en el agua de lluvia
en la ciudad de Mérida, se puede suponer que estas estan influenciadas tanto por factores
naturales, como el spray marino, como por factores antropogénicos, como la combustién de
combustibles fosiles y la quema de biomasa. Es importante mencionar que la mayoria de los
valores encontrados para la concentracién de aniones y cationes en el agua de lluvia de Mérida
estan por debajo de los reportados en otros ambientes urbanos como Bolonia (ltalia), Ciudad de
México (México), Amman (Jordania), Pekin y la provincia de Zhejiang (China) (Jaradat et al.,
1999; Zhang et al., 2007; Morselli et al., 2008; Qin et al., 2015; Fonseca-Salazar et al., 2023).

Sin embargo, el ion Ca?* mostr6é concentraciones mas altas en comparacion con otras ciudades,
lo cual muy probablemente se debe a las condiciones kérsticas de la Peninsula de Yucatan, una
fuente importante de calcio atmosférico; esta tendencia también se observa en estudios
realizados en China, otro territorio karstico, donde se han encontrado altas concentraciones de
calcio en la lluvia. Asimismo, algunos eventos presentaron valores elevados de cloruros,

especialmente durante la temporada de nortes, debido a la proximidad a la costa y al transporte
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de spray marino. El mes de mayo destaco por tener eventos de precipitaciébn con concentraciones
mas altas de sodio y sulfatos, atribuibles a la presencia de aerosoles procedentes de la quema

de biomasa.

A pesar de esto, es importante sefialar que el contenido de aniones y cationes en todos los
eventos de precipitacién estuvo por debajo de los limites establecidos en la NOM-127-SSA1-
2021 (DOF, 2021), que regula la calidad del agua para consumo humano en México. Esta norma
considera limites permisibles para nitratos (11.00 mg L), sulfatos (400 mg L) y cloruros (700
ug L de cloratos). No obstante, para asegurar la viabilidad del agua para consumo humano,
también se deben considerar la presencia de organismos patégenos, metales pesados y

pesticidas, aspectos contemplados en la NOM-127-SSA1-2021 pero no en este estudio.

4.3.5 Variacién intratemporal de la composicion quimica del agua de lluvia

La composicion quimica del agua de lluvia no se mantiene constante durante todo el evento de
precipitacién, se ha encontrado que la lluvia tiene un efecto de lavado de la atmésfera lo que
disminuye la concentracion de los componentes que son solubilizados conforme continta la lluvia
(Park et al. 2020). En un estudio realizado por Ouyang et al. (2015) encontraron que la
concentracion de amonio, nitratos y sulfatos disminuye drasticamente en los primeros cinco
minutos de precipitacion y determinaron que el proceso de lavado puede durar entre 5y 10

minutos.

De manera general, en las graficas de la Figura 20A se observa una tendencia en la que
disminuye la conductividad eléctrica durante el evento de precipitacion, de esto podemos inferir
una disminuciéon de en los compuestos solubilizados por la lluvia, y que la atmésfera se va
“limpiando” de particulas suspendidas. Este mismo comportamiento se puede observar en las
figuras 20B-20I en el que se observa una tendencia de disminucion de los compuestos (cloruros,
sulfatos, nitratos) y elementos (calcio, magnesio, sodio, potasio y amonio) analizados conforme

avanzan los fenbmenos de precipitacion.

95



CAPITULO IV

Cloruros
“e o
Sulfatos

Tipo Tipo Tipo

Nitratos
Calcio

Magnesio

Tipo Tipo Tipo

Sodio
Potasio

°
g
. £
<

Tipo 7 : Tipo ' Tli)o

Figura 20. Variacion intratemporal del contenido de aniones y cationes dentro de los eventos de
precipitacion (2021-2022). Conductividad eléctrica (A), Contenido de cloruros (B), sulfatos (C), nitratos
(D), calcio (E), magnesio (F), Sodio (G), Potasio (H) y Amonio (1).

Nota: En los graficos suavizados se puede observar la dispersion de las muestras colectadas por intervalos
de precipitacion (puntos), en funcidon de la concentracion de aniones y cationes (eje Y) y el volumen
precipitado en un mismo evento de precipitacion (eje X). La linea azul representa la tendencia en el
comportamiento de las concentraciones de los aniones y cationes y el sombreado gris que acompafia a

cada linea azul representa la banda de confianza.

4.3.6 Composicion quimica de las deposiciones humedas

La composicion quimica de las deposiciones humedas presenta un patron similar a las
deposiciones secas en el sentido de que el Ca es el elemento dominante, con un aporte total de
poco mas de 22 kg ha! al afio (Tabla 13), sugiriendo que el suelo es la principal fuente (Bautista-

Zuhiga et al., 2003); seguido por los cloruros y el sodio cuya presencia puede explicarse debido
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a la cercania de la ciudad de Mérida a la costa, lo que facilitaria la llegada de espray marino (Su

et al., 2022).

Tabla 13. Variacién mensual de la composicion quimica (g hal) de las deposiciones atmosféricas
himedas en la ciudad de Mérida, Yucatan (2021-2022).

Mes Aniones _ _ Cationes. _ _
Cloruros Nitratos Sulfatos Amonio Calcio Magnesio Potasio  Sodio

Enero 892.0 84.3 262.7 42.9 205.6 0.0 34.2 470.6
Febrero 2,273.2 217.7 713.3 154.2 2,532.7 294.1 82.9 1,180.2
Marzo 2,906.3 5454 1,484.0 597.2 1,726.8 107.8 207.0 1,650.3

Abril 625.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.1
Mayo 1,224.1 5789 1,075.3 457.3 4,840.5 240.7 69.0 11,2485
Junio 2,030.3 890.6 1,979.3 936.6 3,876.0 87.2 87.9 1,387.4
Julio 1,400.4 735.9 982.9 590.7 2,039.4 0.0 197.4 1,057.5
Agosto 1,470.1 1,361.4 8435 409.9 1,450.9 0.0 171.4 1,405.2
Septiembre 766.1 381.3 388.7 533.3 2,107.8 0.0 71.7 598.1
Octubre 347.5 121.1 267.7 386.2 1,426.6 0.0 0.0 287.4
Noviembre 440.8 1735 207.1 106.4 769.8 0.0 0.0 146.4
Diciembre 447.0 95.7 211.5 156.1 1,171.4 0.0 40.5 321.3
Total 14,823.1 5,185.8 8,416.0 4,370.8  22,147.7 729.7 962.0 9,759.0

Los sulfatos son el cuarto compuesto dominante en las deposiciones, destacando una mayor
presencia durante los meses de marzo, mayo y junio, esta presencia puede deberse a que
durante estos meses se realizan la mayoria de las quemas agricolas de la regién, y se ha
encontrado que la quema de biomasa es una de las principales fuentes de sulfatos a la atmdsfera
(Cheng et al., 2021; Rickly et al., 2022).

El Gnico mes en el que es notorio un comportamiento diferente en relacién con los demas, es el
mes de abiril, esto puede deberse a que es el mes que presentd el menor nimero de eventos de
precipitaciéon (2 eventos), ademas de que estos fueron de baja intensidad, por lo que se pudiera

explicar la poca cantidad de compuestos depositados.

Los aportes de amonio y nitratos también son importantes, y se mantienen constantes durante
todo el afio, existen diversas fuentes de estos compuestos a la atmésfera, siendo la agricultura
y la combustion de combustibles fosiles dos de las principales (Ferm, 1998; Anderson et al.,
2003; Zhang et al., 2012); dadas las condiciones de la ciudad de Mérida, la combustion de
combustibles fésiles pudiera ser una explicacion debido a la estabilidad que presentan los

aportes a lo largo del afio.

97



CAPITULO IV

4.4 Conclusiones

En el presente estudio, se encontrd evidencia de que la composiciéon quimica de las deposiciones
atmosféricas en la ciudad de Mérida esta influenciada por la naturaleza karstica del medio fisico,
su cercania a la costa y la llegada de los polvos del Sahara, asi como por actividades humanas,
como la quema de biomasa. Contrario a lo esperado, los aportes de macronutrientes y
micronutrientes no son tan significativos como en otras partes del mundo, al menos considerando
la escala anual que abarco el estudio. Sin embargo, es importante investigar la posibilidad de
gue estos aportes de nutrientes jueguen un papel fundamental en la regién a lo largo de periodos
mas prolongados, ya que son las Unicas fuentes de algunos nutrientes que, debido a las

condiciones karsticas, no estarian presentes de forma natural.

En cuanto a la salud humana, es importante destacar que la concentracion de metales pesados
(excepto Tiy Zn) se mantuvo por debajo de 500 mg kg* durante todos los meses del afio, excepto
en agosto. Lo cual sugiere que durante este mes la concentracién de metales pesados también
se ve aumentada en la atmésfera, disminuyendo la calidad del aire. Por ello, se recomienda
realizar estudios mas detallados enfocados en la calidad del aire de la ciudad de Mérida durante

los episodios en los que arriban las plumas de polvo sahariano.
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CAPITULO V

5. Posiblerelacién de la microbiota aerotransportaday las deposiciones
atmosféricas de mérida con la salud humana
A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, y haciendo énfasis en los efectos de
la microbiota aerotransportada y las deposiciones atmosféricas sobre la salud humana en la
ciudad de Mérida, se realizé una caracterizacion detallada de los géneros de bacterias de hongos
gue incluyen especies patdégenas y alergénicas que fueron clasificados, asi como la posible
relacién entre la composicién quimica de las deposiciones atmosféricas y la salud humana. La
clasificacion tanto de taxones que incluyen especies patdgenas y alergénicas, y la
caracterizaciéon quimica de las deposiciones atmosféricas, asi como su comportamiento
estacional son aspectos clave que se abordaron, proporcionando una base para futuras

investigaciones y posibles medidas de salud publica en la regién.

En las ultimas décadas, ha surgido un creciente interés en el estudio de la calidad del aire, estos
estudios pueden centrarse en la microbiota o en el material particulado que se transporta por el
aire. Como se expuso en el Capitulo Il, en México, los primeros analisis de emisiones de
aerosoles y material particulado en la Ciudad de México datan de la década de los 60 (Raga et
al., 2001); mientras que los primeros estudios sobre la microbiota aerotransportada se llevaron a
cabo hace 37 afos en la Ciudad de México, con investigaciones pioneras realizadas por Rosas
et al. (1987) y Rivera et al. (1987).

Mas recientemente, en 2018 se publico el primer estudio (Calderén-Ezquerro et al., 2018) que
utilizé la metagendémica como técnica para clasificar los microorganismos aerotransportados. En
los afios siguientes, se han llevado a cabo mas investigaciones con este enfoque, todas ellas en
la Ciudad de México y lideradas por el Instituto de Ciencias de la Atmésfera y Cambio Climatico
de la UNAM.

En el caso del estado de Yucatan, el primer trabajo que investigd la microbiota aerotransportada
fue realizado por Ponce-Caballero et al. (2010), centrandose en géneros de hongos que
incluyeran especies alergénicas en la ciudad de Mérida. Por otra parte, Yokelson et al. (2009)
llevaron a cabo uno de los primeros estudios sobre la calidad del aire en Yucatan, enfocandose
en las particulas generadas por la quema de biomasa. Mas recientemente, Ramirez-Romero et

al. (2021) y Andrade et al. (2023) estudiaron la composicion quimica y el impacto de los polvos
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del desierto del Sahara que llegan a Yucatén, y la presencia de metales pesados en el polvo

urbano, respectivamente.

En el Capitulo Ill, se llevd a cabo una caracterizacion de la microbiota aerotransportada en
Mérida, Yucatan, donde se pudieron clasificar algunos taxones que incluyen especies de
bacterias y hongos patégenas para los seres humanos. Entre las bacterias, sobresalié un grupo
mayoritario que solo pudo ser clasificado a nivel de la familia Enterobacteriaceae, el cual estuvo
presente durante todos los meses del afio. Es importante resaltar que en octubre esta familia
bacteriana alcanzé una abundancia relativa superior al 15%, la presencia de organismos
presentes a la familia Enterobacteriaceae en ambientes urbanos es algo comdn (i.e se han
reportado en ciudades como Ciudad de México [México], Oregon [Estados Unidos], Xi'an [China],
Murcia [Espafa], Roma [Italia]) alcanzando abundancias relativas de hasta 23.8% (Ciudad de
México), destacando géneros como Acinetobacter, Alcaligenes, Salmonella y Escherichia
(Shaffer et al., 1997; Soto et al., 2009; Garcia-Mena et al., 2016; Fan et al., 2019; Pollegioni et
al., 2020).

Tomando en cuenta lo anterior, resultaria relevante investigar este fendmeno en la ciudad de
Mérida para determinar si se trata de un comportamiento estacional recurrente o se trat6 de un
evento aislado durante el afio de estudio. En este contexto, es importante considerar los
mecanismos de aerosolizacion del material fecal como un aspecto crucial para comprender el
papel de los bioaerosoles como fuente de dispersion secundaria de este grupo taxondémico
(Colston et al., 2022; Ginn et al., 2022).

En cuanto a la estacionalidad, diversos estudios han observado comportamientos diferentes en
relacién con la presencia de taxones pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae en el aire,
durante la temporada de lluvias. Se ha encontrado que eventos fuertes de precipitacion pueden
aumentar los conteos de CFU (Unidades formadoras de colononias) del orden enterobacterales
(Jang et al., 2018). A nivel de géneros, en una investigacion realizada en Brasil por Souza et al.
(2021), se encontr6 incremento en los conteos de CFU de los géneros Escherichia y Shigella,
durante la temporada seca, mientras que el género Klebsiella incremento sus conteos durante la
temporada lluviosa. Por su parte, un estudio realizado en la Ciudad de México por Rosas et al.
(1994) mostrd una tendencia opuesta, con un decremento en los conteos de bacterias entéricas
durante la temporada de lluvias. Los resultados de este estudio coinciden con los reportados por

Jang et al. (2018), ya que, en septiembre, el mes con el mayor volumen de precipitacion, se
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observd un incremento en la abundancia relativa de un OTUs clasificado a nivel de familia

Enterobacteriaceae.

La presencia de enterobacterias en el aire se ha asociado principalmente a procesos de
aerosolizacion provenientes de diversas fuentes de contaminacién, como granjas de animales
(i.e. cerdos y aves) o plantas de tratamiento de aguas residuales (Teixeira et al., 2016; Sanz et
al., 2021; Nguyen et al., 2022). En el ambiente urbano de la ciudad de Mérida, también pueden
incluirse heces fecales humanas o de animales urbanos (i.e. perros y gatos); por lo que la
presencia de Enterobacterales en el aire, podria ser un indicador de contaminacion fecal, aunque

es importante tener en cuenta que también hay enterobacterales de vida libre.

Para comprender mejor el origen y comportamiento observado en este estudio durante el mes
de octubre, es importante clasificar al menos a nivel de géneros estos organismos y profundizar
en los posibles procesos de aerosolizacion, y la relacion de estos dos factores con las
condiciones ambientales de la ciudad de Mérida. Esto debido a que se ha reportado que factores
ambientales como la lluvia, la humedad relativa y la temperatura pueden favorecer la
aerosolizacion de materiales fecales y promover su dispersion (Chinivasagam et al., 2009); sin

embargo, esta relacion no denota necesariamente causalidad.

Tomar en cuenta la clasificacion de estos organismaos en el aire de Mérida, resalta como un punto
clave para entender los posibles impactos a la salud humana. En la legislacion mexicana, la
microbiota aerotransportada no se considera un factor de calidad del aire. La NOM-172-
SEMARNAT-2023, que establece los lineamientos para la obtenciéon y comunicacion del indice
de calidad del aire y los riesgos a la salud, solo incluye las particulas PM2s y PMso, asi como el

Ozono, Di6éxido de nitrégeno, Diéxido de azufre y Mondéxido de carbono (DOF, 2024).

Adicionalmente, se clasificaron OTUs a nivel de género, los cuales comprenden especies de
bacterias patégenas para los seres humanos. Entre estos se encuentran algunos géneros
conocidos por incluir especies que pueden causar enfermedades gastrointestinales, como
Clostridium, presente durante los 12 meses del afio; Campylobacter (11 meses); Escherichia y

Shigella (11 meses); y Helicobacter (5 meses).

Por su parte, Clostridium es un género ubicuo que puede encontrarse en diversos ambientes
(Knight et al., 2015). Se ha informado que las granjas de animales, como por ejemplo las de

cerdos, son una fuente de su dispersion (Keessen et al., 2011). Respecto a los entornos urbanos,
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se ha registrado su presencia en ciudades como Jeju (Corea), asi como en Saitama y Toyama
(Japon) (Seki et al., 2024).

El género Campylobacter ha sido reconocido por la presencia de especies patégenas como
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli; sin embargo, en los ultimos afios se ha observado
un aumento en la deteccion y aislamiento de otras especies patdgenas dentro de este género
(Man, 2011). Se ha documentado su asociacién con aves. Por un lado, se han registrado casos
de infecciones en humanos relacionadas con Campylobacter en granjas avicolas (Wilson, 2014);
mientras gue en entornos urbanos, se ha reportado que las aves silvestres son los principales
transmisores (Minias, 2020), entre estas aves destacan las palomas como una de las especies

con mayor prevalencia (Ramonaité et al., 2015).

Aunque la presencia de Campylobacter ha sido mas cominmente asociada con procesos de
aerosolizacion en granjas avicolas (como las de pollos y engorde) (Chinivasagam et al., 2009;
Andersen et al., 2022), reportandose con menor frecuencia en areas urbanas (asociado a
vertederos a cielo abierto) (Rocha-Melogno et al., 2022), fue un género detectado en el aire de

la ciudad de Mérida.

Esto sugiere que las excretas de palomas (fuente autdctona) o las granjas de animales
circundantes (fuente aléctona) podrian ser las principales fuentes de este patégeno, aunque se
necesitan estudios mas detallados para confirmar esta hipétesis. Sin embargo, es crucial
considerar la presencia de estos organismos zoon6ticos en el aire de Mérida, ya que son
responsables de aproximadamente el 75% de las enfermedades diarreicas transmitidas por

alimentos en humanos a nivel global (Asmat y Khan, 2020).

En cuanto al género Helicobacter, es uno de los géneros mas cominmente encontrados y que
pueden ocasionar infecciones gastrointestinales y respiratorias; ha sido reportado en el aire de
ambientes urbanos de varios paises de diversas latitudes, entre las que destacan ciudades de
regiones tropicales como India, China, Malasia y Turquia, siendo Helicobacter pylori una de sus

especies mas estudiadas debido a las afectaciones que causa (Pérez-Pérez et al., 2004).

Aungue se ha informado que H. pylori es una especie patégena para los seres humanos, su
patogenicidad tiende a ser mas prevalente en individuos con condiciones que los hacen mas
vulnerables. En un estudio realizado por Kuzminski et al. (2012), se encontré que la prevalencia
de H. pylori puede alcanzar hasta el 20% en personas susceptibles a alergias transmitidas por el

aire. Sin embargo, es relevante destacar que los sujetos no atépicos (aquellos sin predisposicion
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genética a desarrollar alergias) mostraron una mayor frecuencia de serologia positiva para H.
pylori (presencia de anticuerpos), lo que sugiere un posible efecto protector acumulativo de las
infecciones contra la atopia y las alergias respiratorias, independientemente de la via de

infeccion.

De igual manera, se clasificaron algunos géneros asociados a enfermedades respiratorias en la
Ciudad de Mérida, tales como Streptococcus, Haemophilus, Legionella y Stachybotrys, todos los
cuales presentaron abundancias relativas menores al 1% practicamente durante todo el afio,
excepto Streptococcus, que mostrdé un aumento y llegé a tener hasta 1.37, 1.06 y 1.28% durante

los meses de mayo, junio y julio, respectivamente.

El género Streptococcus sigue siendo un problema de salud publica a nivel mundial. Esto se
debe a que algunas de sus especies, especialmente Streptococcus pneumoniae o Streptococcus
pyogenes, son responsables de la mayoria de los casos de neumonia adquirida (Krzysciak et al.,
2013; Fang et al., 2018), siendo los nifios y ancianos los grupos poblacionales mas vulnerables
(Liu et al., 2024).

Su patogenicidad en entornos urbanos se acentla, ya que se ha demostrado que la presencia
de material particulado (PM2s y PMio) favorece la adhesién de estas bacterias a las células
epiteliales de las vias respiratorias y las células epiteliales bronquiales primarias (Mushtaq et al.,
2011). Aunque se ha reportado que también algunos productos alimenticios como frutas,

verduras y jugos pueden fungir como fomites y promover la infecciéon (Lewis et al., 2006).

En cuanto al género Haemophilus, se caracteriza por presentar un gran nimero de especies que
pueden causar diversas infecciones. La mas importante de estas especies es Haemophilus
influenzae (Musher, 1996; Ngrskov-Lauritsen, 2014). Otras especies de interés para la salud
publica son H. aegyptius, H. ducreyi, H. pittmaniae, H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H.
parahaemolyticus y H. paraphrohaemolyticus (Ledeboer et al., 2011; Ngrskov-Lauritsen, 2014).
Los estudios relacionados con el género Haemophilus y su aerotransportacion son limitados, la
mayoria se se han centrado en ambientes interiores como hospitales (Schaal, 1991) y guarderias
(Lis y Gérny, 2013).

El género Legionella presentd bajas abundancias relativas. Este género es conocido por causar
legionelosis, una infeccidn pulmonar grave que ocurre al inhalar bacterias del género , Legionella,
la mayoria de los casos estan relacionados con Legionella pneumophila (en total se conocen 42

especies), que tiene la capacidad de sobrevivir en un amplio intervalo de temperaturas y puede
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transmitirse a través de aerosoles provenientes de diversas fuentes acuéticas, como fuentes,

balnearios y otros sistemas de agua (Benson y Fields, 1998; Sanchez-Parra et al., 2019).

Se hareportado la presencia de L. pneumophila en plantas de tratamiento de residuos biologicos,
que actuan como un vector pasivo de transmision (Blatny et al., 2008; Blatny et al., 2011,
Vermeulen et al., 2021). En cuanto a vectores activos, aunque no se ha documentado la
transmisién de persona a persona, se ha encontrado que animales como los cerdos de Guinea
pueden actuar como vectores activos (Katz et al., 1982). Esta problematica de transmision de
Legionella es particularmente relevante en entornos de atencién médica, especialmente en
bafios, donde generalmente se prioriza el monitoreo y control del agua sobre el del aire, en parte
porque, hasta la fecha, no existen protocolos de muestreo estandarizados para el aire (Montagna
et al., 2017).

El género Stachybotrys también se caracteriza por tener una amplia distribuciéon y puede
provocar varias patologias, incluyendo erosiones en la mucosa oral y gingival, sintomas
respiratorios, angina catarral, rinitis sanguinolenta, tos, dolor de garganta, opresion en el pecho
y fiebre ocasional (Wang et al., 2015). La especie mas estudiada por su patogenicidad dentro de
este género es Stachybotrys chartarum, también conocida como 'moho negro' o 'moho toxico',
caracterizada por generar micotoxinas que pueden causar micotoxicosis y desencadenar
sintomas respiratorios en humanos, como hemorragia pulmonar aguda infantil, asma,

hemorragia nasal y traqueal en adultos (Hossain et al., 2004).

Asimismo, el género Staphylococcus estuvo presente durante todo el afio y es de interés debido
a que comprende especies que pueden causar infecciones cutaneas. Este género se caracteriza
por incluir especies que pueden causar diversos tipos de infecciones, entre las que destacan las
lesiones superficiales de la piel. Una de las especies mas conocidas estudiadas por su
patogenicidad es S. aureus (Foster, 1996). A pesar de que su principal via de transmisién es de
humano a humano, se ha descubierto que la exposicion inhalable a corto plazo puede ser una
fuente significativa de contagio en personas inmunocomprometidas, comparable a la transmision
directa de bacterias de esta especie a través de las manos o la boca (Kozajda et al., 2019).
Incluso en China se han reportado cepas que presentan resistencia a antibiéticos (Zhou y Wang,

2013), lo que implica un riesgo mas acentuado para la salud publica.

Finalmente, se clasificaron otros géneros de bacterias que incluyen especies patdgenas, entre

los cuales se encuentran Enterococcus, Neisseria, Proteus, Pseudomonas, Rickettsia y Vibrio.
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De estos géneros, destaca Pseudomonas, el cual es el género de bacterias méas estudiado,
debido a su presencia en una amplia diversidad de ambientes, como suelo, aire, agua, animales
y plantas, lo que lo convierte en el género mas diverso de bacterias, con 254 especies aceptadas.
Incluye especies que desempefian roles importantes, como la fijaciébn de nitr6geno, asi como
especies con potencial biotecnoldgico, comensales y patdgenas de animales, plantas y humanos
(Ozen y Ussery, 2012; Lalucat et al., 2022).

El interés de Pseudomonas en relacién con la salud humana radica en que este género esta
comunmente asociado con la descomposicién de alimentos (Andreani et al., 2015), lo que puede
ser causa de problemas gastrointestinales. Ademas, la especie mas patdgena dentro de este
género es Pseudomonas aeruginosa, un patdgeno oportunista que ocasiona infecciones

nosocomiales, principalmente en pacientes inmunocomprometidos (Streeter y Katouli, 2016).

Por otro lado, el género Neisseria estuvo presente en 11 meses del afio, este género se
caracteriza por incluir especies comensales del ser humano; sin embargo, algunas especies,
como Neisseria meningitidis, son de interés para la salud publica, ya que pueden causar
septicemia y son la principal causa de meningitis bacteriana en el mundo, principalmente en

meses secos (Dillon y Dillon, 2021).

En cuanto al género Enterococcus, estuvo presente durante nueve meses del afio. Es un género
comensal del ser humano que se puede encontrar en el tracto gastrointestinal, asi como en
productos alimenticios como carne, lacteos y fermentados, y otros ambientes como el suelo
(Svec et al., 2001). Sin embargo, también es de interés para la salud publica, ya que comprende
especies que pueden causar bacteriemia, infecciones del tracto urinario, endocarditis,
infecciones de heridas, meningitis, infecciones intraabdominales y pélvicas, asi como infecciones

nosocomiales e iatrogénicas (Vu et al., 2011).

Los géneros Proteus, Rickettsia y Vibrio estuvieron presentes Unicamente durante menos de tres
meses. Aunque sus abundancias relativas fueron muy bajas, es crucial destacar su presencia
para fines de monitoreo, dado que pueden ser causantes de diversas enfermedades. El género
Proteus ha sido asociado con neumonia, sepsis, infecciones del sistema nervioso central y
urolitiasis, principalmente en pacientes inmunocomprometidos (Barbour et al. 2012). Rickettsia,
por su parte, es un género cosmopolita que comprende 27 especies, de las cuales solo dos son
patdégenas y se transmiten principalmente a través de heces fecales contaminadas (Rickettsia

prowazekii) y por pulgas (Rickettsia typhi) (Bermudez y Troyo, 2018). Finalmente, el género
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Vibrio, asociado principalmente a habitats acuaticos o marinos, con mas de 100 especies, de las
cuales 12 pueden causar enfermedades como colera, vibriosis, gastroenteritis autolimitada,

infecciones de heridas e incluso septicemia (Baker-Austin et al., 2018).

Aunque se clasificaron algunos géneros que incluyen especies patdgenas, es crucial destacar
gue la patogenicidad varia segun la especie e incluso, en algunos casos, hasta a nivel de cepa.
Un ejemplo claro es Propionibacterium acnés, un comensal comun de la piel; sin embargo,
algunas de sus cepas estan estrechamente relacionadas con casos severos de acné, mientras

gue en personas sanas predominan otras cepas (Fitz-Gibbon et al., 2013).

Desde hace varias décadas se ha realizado un gran esfuerzo para encontrar correlaciones entre
la presencia y abundancia de microorganismos patégenos aerotransportados con variables
ambientales, esto principalmente con la finalidad de poder identificar los principales factores

ambientales que favorecen su presencia/ausencia o el incremento de su abundancia relativa.

Considerando el estudio de Colson et al. (2021), quienes realizaron un metaanalisis sobre la
prevalencia de enteropatégenos, se observd que las variables hidrometeoroldgicas presentan
asociaciones frecuentemente complejas y, en muchos casos, no lineales con estos patégenos;
en su andlisis, encontraron que la temperatura y la humedad del suelo son pardametros
particularmente influyentes, mientras que variables como la precipitacion, la escorrentia

superficial y la humedad relativa pueden tener efectos divergentes segun la region.

Asi mismo, al estudiar otras especies patégenas, se han encontrado correlaciones con variables
ambientales. Tal es el caso de Streptococcus pneumoniae que se ve favorecida por la
temperatura del aire (Nascimento-Carvalho et al., 2010). Otros estudios, como el realizado por
Madsen et al. (2018), encontraron que estas asociaciones pueden ser mas del tipo estacional,
encontrando que S. aureus presenta las menores concentraciones durante el invierno; y las
mayores durante la primavera. Sin embargo, estudios como el de Prusin Il et al. (2016), no
encontraron ningun patrén estacional en la composicion de la microbiota aerotransportada. Estos
trabajos remarcan la importancia de realizar estudios relacionados con la variabilidad temporal
de las comunidades de microorganismos aerotransportados, ya que se ha encontrado que las
variables ambientales pueden tener diferentes efectos tanto en la composicion de las
comunidades, como en el comportamiento de los grupos y especies de interés de una region a

otra.
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Por otro lado, también se clasificaron OTUs fungicos a nivel de género, los cuales incluyen
especies patdgenas u oportunistas para los seres humanos o plantas a lo largo del afio, tal es el

caso de los géneros Aspergillus, Candida, Horteae, Fusarium y Stachybotrys.

De estos géneros, solo Aspergillus estuvo presente durante todo el afio, seguido por Candida en
11 meses, Horteae en 10 meses y Fusarium en 7 meses. Estos géneros ya habian sido
previamente reportados en el aire de ambientes urbanos. Aspergillus es uno de los géneros que
se encuentran en la hojarasca y madera en descomposicion, y ha sido cominmente reportado
en ambientes urbanos. Aspergillus fumigatus es la especie mas prevalente y se caracteriza por
causar aspergilosis (infeccién pulmonar). La segunda especie en importancia, y en algunos casos
mas comun en el aire en comparacion con A. fumigatus, también puede ocasionar aspergilosis,

siendo la causante mas importante de infeccion superficial (Hedayati et al., 2007).

El género Candida, con una alta heterogeneidad que abarca un total de 163 especies, se
encuentra presente en ambientes terrestres y acuaticos, asociado a plantas, animales y objetos
inanimados. En el ser humano y mamiferos, esta asociado al tracto gastrointestinal y genital (de
Llanos Frutos, 2004). La especie mas patdgena dentro de este género es C. albicans, un
comensal humano que actlia como patégeno oportunista causando la mayoria de las candidiasis,
como la vaginitis, adicionalmente, existen otros patégenos como C. glabrata (causante de
infecciones vaginales) y C. parapsilosis (asociada a lesiones de la piel) (de Llanos Frutos, 2004;
Kim y Sudbery, 2011).

El género Horteae comprende Unicamente tres especies, siendo la mas estudiada en relacion
con la salud humana Hortaea werneckii, asociada principalmente a paises tropicales y
subtropicales, es causante de la infeccion superficial “tifila negra”, y se ha reportado con

resistencia a antibiéticos (Chen et al., 2012).

Por su parte, el género Fusarium es reconocido por ser uno de los principales géneros patégenos
de plantas, infectando una amplia diversidad de especies en diferentes ambientes (Summerell,
2019). Aunque raramente puede comportarse como un patdégeno oportunista para el ser humano,
causando fusariosis  (infeccion  por  Fusarium), principalmente en  pacientes
inmunocomprometidos, y también se ha reportado como causante de infecciones de cornea (Ma
et al., 2013; Salah et al., 2015).

Se detectaron géneros que incluyen especies alergénicas durante todo el afio, como Alternaria,

Aspergillus, Cladosporium y Curvularia. La exposicion a ciertas esporas fungicas alergénicas en
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el aire representa un potencial riesgo para la salud humana, ya que puede agravar afecciones
respiratorias como el asma o la rinitis alérgica, destacando la necesidad de monitoreo y medidas

de prevencion para proteger la salud de la poblacién susceptible.

Por otro lado, otro elemento determinante en la calidad del aire en las ciudades es el material
particulado aerotransportado. Sin embargo, debido a limitaciones técnicas en el presente trabajo,
no fue posible muestrear directamente este material, por lo que se colectaron muestras de
deposiciones hiumedas y secas. Una de las principales limitaciones es que no se puede estimar
la concentracién de particulas o contaminantes en el aire a partir de las deposiciones, por lo que

este método solamente permite una aproximacion de su composicién quimica.

En el caso de las deposiciones himedas, es relevante mencionar que todos los pardmetros
medidos se mantuvieron por debajo de los limites permisibles establecidos por la NOM-127-
SSA1-2021 (DOF, 2022), la cual define los estandares de calidad del agua para uso y consumo
humano. Esta normativa establece limites permisibles para diversos parametros como nitrdgeno
amoniacal, cloruros, nitrégeno de nitratos y sulfatos. Es importante debido a que en este trabajo
no se analizaron metales pesados ni microorganismos en las deposiciones humedas, los cuales
estan contemplados en la NOM-127-SSA1-2021, no podemos concluir que el agua cumple con

los requisitos para ser considerada apta para el consumo humano.

En relacion con las deposiciones secas, es crucial monitorear especialmente los metales
pesados, los cuales pueden tener diversos origenes, ya sean naturales o antropogénicos. En
entornos urbanos, estas deposiciones pueden originarse a partir de diversas fuentes como la
industria del cemento, metales no ferrosos, siderurgia, produccion de fertilizantes fosfatados,
emisiones vehiculares e incineracion de desechos, entre otros, tomando esto en consideracion,
las deposiciones secas pueden proporcionar informacion acerca de la composiciéon quimica de

la fraccién respirable del material aerotransportado (Sobhanardakani, 2018).

A lo largo del afio, las concentraciones de metales pesados en las deposiciones secas se
mantuvieron relativamente bajas en comparacién con estudios realizados en otras ciudades
como Kermanshah, Irdn (Ni, V), Changchun, China (Cr, Cu, Pb, Zn), y Daejeon, Corea (Cr, Cu,
Ni, Pb, Zn) (Yang et al., 2009; Lee et al., 2015; Sobhanardakani, 2018). Sin embargo, se observo
un marcado enriquecimiento por metales pesados durante el mes de agosto. Este incremento
fue especialmente notable en el caso del vanadio (V), cuya concentracion aumento en un 933%

con respecto al promedio anual, también se evidencid un aumento significativo en otros
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elementos como cromo (Cr) (677%), hierro (Fe) (499%), manganeso (Mn) (438%), estafio (Sn)
(417%), cobre (Cu) y zinc (Zn) (297%), titanio (Ti) (264%), niquel (Ni) (245%) y plomo (Pb)
(132%).

Este enriguecimiento con ciertos metales pesados coincide con la llegada de los polvos del
Sahara a la Peninsula de Yucatan. Aunque no se ha llevado a cabo ningun estudio especifico
para caracterizar la composicién quimica de estos polvos aerotransportados en la Peninsula de
Yucatan, investigaciones realizadas en el corredor de polvo Sahara-Sahel revelaron un
enriguecimiento de V, Cu, Ni, Zn, Sr, Ti, Pb, Zr, Rb, y otros elementos no analizados en este

estudio como bario (Ba) y cerio (Ce) (Moreno et al, 2006).

Debido a esto, los episodios de polvo sahariano deben considerarse de importancia para la salud
publica, y se recomienda la adopcién de medidas para prevenir o mitigar sus posibles impactos

en las vias respiratorias (Karanasiou et al., 2012; Urrutia-Pereira et al., 2021).
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6. CONCLUSIONES

La revision de la literatura que se llevo a cabo en este estudio reveld una significativa carencia
de informacién sobre la microbiota aerotransportada en México. Actualmente, los estudios
abarcan solo 18 de los 32 estados que hay en el pais, y la mayoria se enfocan en organismos
cultivables, centrdndose en aquellos de interés por su patogenicidad. Las investigaciones con un
enfoque metagendmico se han limitado exclusivamente a la Ciudad de México. Esta falta de
informacion subraya la necesidad de ampliar las investigaciones a nivel nacional para obtener
una comprension mas completa de la microbiota aerotransportada, incluyendo sus fuentes,
implicaciones, relacion con otras variables y posibles patrones. Para ello, es esencial la formacion
de recursos humanos especializados en este campo, ya que todos los estudios metagenémicos

realizados en México han sido llevados a cabo por solo dos grupos de investigacion.

Este es el primer estudio sobre microbiota aerotransportada en México; fuera de la Ciudad de
México con un enfoque metagendmico. Mediante el andlisis de las variables medioambientales
estudiadas, se encontraron variaciones estacionales a lo largo del afio analizado. Principalmente,
comparando la temporada seca-calida (marzo-mayo) con las temporadas seca-fria (noviembre-
febrero) y de lluvias (junio-septiembre), la seca-calida presenté una menor riqueza de bacterias
en comparacion con la seca-fria, y de hongos en comparacion con la temporada de lluvias. Las
condiciones ambientales durante la temporada seca-calida (abril y mayo) podrian estar
ejerciendo una mayor presion selectiva sobre las comunidades de bacterias y hongos, ya que
estos meses mostraron la mayor disimilitud y el menor nimero de OTUs Unicos. También se
observo que la presencia de los géneros mayoritarios se mantuvo constante durante todos los
meses del afio. Las principales fuentes de los microorganismos aerotransportados parecen ser

el suelo, el agua, las plantas, los animales y los humanos.

El estudio de las deposiciones atmosféricas mostré que su composicion quimica fue
relativamente constante durante el afio estudiado, con los cambios ma&s contrastantes
presentdndose en el mes de agosto, cuando hubo un aumento de ciertos elementos,
especialmente K, Cr, Cu, Fe, Mn, Sn, Ti, Vy Zn. Lo cual probablemente haya estado influenciado
por la llegada de los polvos del Desierto del Sahara a la region. Aunque las deposiciones no
representan una fuente significativa de nutrientes en términos de su aporte anual para la
produccion agricola, podrian tener una importancia a largo plazo (geoldgica) para los
ecosistemas naturales. Ademas, podrian explicar la presencia y los niveles actuales de ciertos

nutrientes en los suelos, especialmente considerando que los suelos kéarsticos de Yucatan estan
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asociados con material parental que aporta muy pocos nutrientes, siendo el calcio el elemento

mas abundante.

En relaciéon con la salud humana, se reportaron géneros que incluyen especies patégenas y
alergénicas presentes durante todo el afio, o algunos géneros que destacaron por su presencia
en una temporada en particular. Entre los géneros que incluyen especies patdgenas que
estuvieron presentes durante todo el afio se encuentran Clostridium, Staphylococcus y
Pseudomonas. Durante la temporada seca destacaron Streptococcus y Candida, mientras que
durante la temporada de lluvias se presentaron un género de la familia Enterobacteraceae yel

género Neisseria.

Entre los géneros que incluyen especies alergénicas destacé la predominancia de Alternaria
durante la temporada seca-célida, los géneros Cladosporium y Curvularia durante la temporada
de lluvias, siendo estas dos temporadas las que puede tener mayores implicaciones en cuanto
alergias, principalmente para personas sensibles o0 personas con alguna condicién como el asma.
Cabe mencionar que esta posible patogeneidad o alergeneidad debe ser evaluada a nivel de
especie 0 cepa; adicionalmente es importante subrayar que la abundancia relativa de los OTUs
no refleja su abundancia total en el aire, por lo que es necesario evaluar la abundancia total en

la atmésfera para determinar el riesgo potencial para la salud humana.
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7. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Este estudio es pionero en la investigacion de la microbiota aerotransportada en la Peninsula de
Yucatan al utilizar un enfoque metagendémico para la clasificacion de bacterias y hongos.
Ademas, es el primer estudio en caracterizar la composicion quimica de las deposiciones

atmosféricas secas y humedas en la Peninsula.

Esto sienta las bases cientificas para futuros estudios que profundicen en la dindmica atmosférica
de esta region. En primer lugar, se plantea la necesidad de realizar investigaciones mas
exhaustivas que permitan entender mejor la dinamica atmosférica regional, al estudiar la
microbiota con un enfoque mas detallado que permita clasificar los microorganismos a nivel de
especie e incluso de cepa, lo cual es crucial considerando la clasificacién de varios géneros que

incluyen especies patégenas para los humanos en este estudio.

Aunque se ha explorado la dindmica temporal de las comunidades microbianas y de las
deposiciones, se identificé la necesidad de realizar investigaciones para conocer y entender la
dindmica espacial. Esto implica considerar diferentes puntos de la ciudad, desde &reas urbanas
hasta lugares pristinos cercanos a la misma, asi como gradientes, esto con la finalidad de
comprender el efecto de las actividades humanas en la composicibn de la microbiota
aerotransportada y determinar si los factores locales o los componentes aerotransportados a

larga distancia son mas determinantes en la modelacién de las comunidades aerotransportadas.

En relacion con las deposiciones atmosféricas, seria importante realizar un estudio mas detallado
de su composicion quimica y sus cambios temporales. Esto ayudaria a identificar los elementos
guimicos que se transportan y depositan en mayor cantidad, asi como su procedencia (aléctonos
0 autoctonos), asi como aquellos que se transportan, pero no se depositan en los suelos.
Ademas, se plantea la necesidad de investigar la importancia de estos aportes de nutrientes para
el mantenimiento de la vegetacion natural y los ciclos biogeoquimicos, a pesar de su contribucién

minima en comparacion con las necesidades agricolas por unidad de superficie.
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