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Cada uno da lo que recibe
y luego recibe lo que da,
nada es mas simple,

no hay otra norma:

nada se pierde,

todo se transforma.

Jorge Drexler,
inspirado en Antoine Lavoisier.
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RESUMEN

Las cianobacterias son bacterias fotosintéticas muy importantes para el desarrollo de
la vida en la Tierra desde hace millones de anos. Habitan todos los ecosistemas y
dentro de sus funciones estan la fijacion de CO2 y N2, asi como la produccion de O2.
Su estudio en los cuerpos de agua urbanos es esencial por formar parte del
fitoplancton y sostener las redes alimenticias en estos ambientes, ademas de sus
implicaciones en la salud publica por su produccion de compuestos toxicos o
cianotoxinas. Los estudios de caracterizacion empleando enfoques polifasicos ayudan a
obtener mayor informacion sobre la comunidad de estudio y establecer una taxonomia
que refleje las relaciones evolutivas de los grupos de organismos.

Se realizo la caracterizacion morfologica y molecular (utilizando el fragmento del gen
16S rRNA) de cianobacterias de los cuerpos de agua del lago del Bosque de
Chapultepec 1ra seccion; de la Pista Olimpica de Remo y Canotaje “Virgilio Uribe”,
Cuemanco; del rio Magdalena en el Parque Nacional Los Dinamos; del lago del Parque
Tezozomoc y de la laguna de los Reyes Aztecas, Delegacion Tlahuac, durante la
estacion seca del ano. Para ello, se determinaron los parametros fisicoquimicos de los
sitios y se obtuvieron muestras ambientales y cultivadas para su estudio. Las
cianobacterias se caracterizaron por rasgos morfolégicos, empleando claves para la
asignacion a nivel de género; mientras que para la caracterizacion molecular, se uso la
técnica de electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante para determinar la
huella genética y separar los filotipos dominantes. Posteriormente, se secuenciaron e
identificaron comparando contra los datos reportados en las bases de datos publicas
para obtener secuencias de referencia y construir un arbol filogenético.

Se registraron un total de 18 géneros en los sitios de estudio, con cianobacterias
pertenecientes a los ordenes Nostocales, Chroococcales, Stigonematales y
Oscillatoriales. La mayor riqueza de géneros identificados por morfologia se encontro
en Cuemanco, con nueve géneros diferentes y la menor en Chapultepec con solo tres.
La mayoria de los puntos de colecta mostraron al nitrégeno como elemento limitante
para el crecimiento del fitoplancton. Ademas se reportaron para Tlahuac los primeros
datos sobre la composicion de cianobacterias.

Al usar las técnicas moleculares se puede observar en general una alta variabilidad
espacial en los sitios y el sesgo que existe al cultivar en el laboratorio. También se
pudieron identificar las cianobacterias provenientes de muestras ambientales y en
cultivos de los cuerpos de agua muestreados con base en las secuencias 16S rRNA
obtenidas. La topologia del arbol filogenético mostréo dos grupos principales en los
cuales el orden Nostocales se mantuvo en uno y las secuencias se agruparon siguiendo
su clasificacion taxonomica en los grupos mas internos.



ABSTRACT

Cyanobacteria are bacteria capable of oxygenic photosynthesis that have played an
important role in life's evolution on Earth since millions of years ago. They exist in
every ecosystem and among other biogeochemical functions, they can fix CO2 and No.
The study of cyanobacteria in urban water bodies is essential since these
microorganisms are part of the phytoplankton and support the trophic chains in these
environments, while having also an impact on public health. Polyphasic approaches to
study the environmental diversity of bacteria are useful to obtain more information
about the community and to establish a more reliable taxonomy that reflect the
evolutionary relationships among these groups of organisms.

Molecular and morphological characterization (using the 16S rRNA gene fragment) of
cyanobacteria in urban water bodies was made at the 1st section of the Lake of
Chapultapec; Olympic Rowing and Canoeing Track "Virgilio Uribe" (Cuemanco);
Magdalena river at the Parque Nacional Los Dinamos; Tezozomoc Park lake; Los Reyes
Aztecas lagoon (Tlahuac); during the dry season of the year. Physicochemical
parameters of the mentioned sites were determined and environmental and enriched
samples were obtained. Cyanobacteria were identified based on morphological traits at
a genus level using previously reported manuals. 16S rDNA fragments were also
amplified and analysed by a fingerprinting technique (DGGE). The obtained phylotypes
were sequenced and identified using public databases to obtain reference sequences
and construct a phylogenetic tree.

The presence of Nostocales, Chroococcales, Stigonematales and Oscillatoriales were
found on the sampled sites. Cuemanco was the place with the highest richness of
identified genus by morphology, with nine different genus both, Chapultepec and
Cuemanco sites, showed a similar physicochemical condition that reflects their
eutrophic state. In addition, the lowest diversity in phylotypes found by molecular
techniques was associated to these sites.

Vi



1. INTRODUCCION
1.1 CIANOBACTERIA

Las cianobacterias son procariontes fotosintéticos capaces de emplear moléculas
de agua (H20) como donador electronico para generar energia, proceso en el cual
liberan oxigeno (O2) al ambiente, y como caracteristica emplean clorofila a
(Whitton y Potts, 2000).

Hace 3,500 millones de afnos existian ya microorganismos muy parecidos a las
cianobacterias. Sus microfosiles quedaron registrados en los estromatolitos de la
Formacion de Warrawoona, Australia; aunque pudieron haber aparecido antes
sobre la Tierra (Schopf, 1993; Lazcano y Miller, 1994). Debido a que las
cianobacterias fueron los primeros microorganismos capaces de realizar
fotosintesis oxigénica, se consideran las responsables de la acumulacion de
oxigeno en la atmosfera terrestre hace aproximadamente 2,300 millones de anos,
lo cual fue un requerimiento para la evolucion de formas de vida con un
metabolismo aerobio (Dismukes et al. 2001; Bekker et al. 2004).

1.1.1 Ecologia

Gracias a sus capacidades de adaptacion a intensidades muy variables de luz, a
su efectiva absorcion de nutrientes presentes a bajas concentraciones y a su
tolerancia a la desecacion y a la radiacion ultravioleta, las cianobacterias pueden
encontrarse en todo tipo de ecosistemas e incluso en ambientes extremos como
manantiales termales, ambientes hipersalinos y desiertos (Montejano, 1998;
Whitton y Potts, 2000).

Sus funciones ambientales son la fijacion de dioxido de carbono (CO3) y nitrégeno
atmosférico (Ng), los cuales son aprovechables para otros organismos que
asimilan las formas organicas de estos compuestos y los integran a su
metabolismo y biomasa. En los sistemas acuaticos, son unas de las principales
aportadoras de nitrogeno. Y debido sus capacidades de obtener nutrientes y
sostener las cadenas troficas en una serie de ambientes, principalmente
acuaticos, las cianobacterias son importantes no s6lo para los microorganismos
quimiotréficos que dependen de su actividad metabdlica, sino también para los
organismos en interacciones simbioticas como plantas, animales y hongos (Atlas y
Bartha, 2002).

Sin embargo, los crecimientos masivos de estos organismos (“blooms”), generan
serios problemas en los ambiente acuaticos. En la ecologia de los ecosistemas, los
procesos de eutrofizacion conllevan a la desestabilizacion de las cadenas troficas.
Desde un punto de vista antropogénico, estos crecimientos masivos son
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importantes en la salud publica, ya que muchas especies de cianobacterias
pueden producir toxinas y alterar la calidad del agua (Whitton y Potts, 2000).

1.1.2 Rasgos morfoldgicos y fisiolégicos caracteristicos

Estos organismos muestran una amplia diversidad morfologica, pueden ser
unicelulares o filamentosas, presentarse aisladas o agrupadas en colonias, y con
estructuras como acinetos, baeocitos, heterocistos, hormogonios o vacuolas de
gas (Whitton y Potts, 2000; Ramirez et al., 2004). Su tamano celular varia entre 2
y 20 um, presentan una coloracion azul-verdosa debido a los pigmentos
fotosintéticos como la ficocianina y la ficoeritrina, aunque pueden ser también
color marrén; son organismos Gram-negativos y algunas especies poseen una
vaina formada por mucilago (Montejano, 1998; Bellinger y Sigee, 2010).

1.1.3 Taxonomia
1.1.3.1 Aproximaciones botanicas y bacteriologicas

Inicialmente, la asignacion taxonomica de las cianobacterias fue objeto de estudio
de botanicos y ficologos ya que eran tratadas como algas, por lo que su taxonomia
se basaba en caracteristicas morfologicas y su nomenclatura se encontraba en el
Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica, donde cada especie nueva debia
tener un ejemplar de herbario como referencia (Wilmotte, 2004). La clasificacion
que sigue este esquema es la propuesta por Gleiter (1932); con base en €l se
describieron muchas especies a partir de organismos colectados. Pero Drouet en
1968, redujo drasticamente el numero de especies basandose en su idea sobre la
existencia de “ecofenos”, que son organismos que comparten el mismo genotipo
pero expresan distintas morfologias bajo la influencia de factores ambientales. La
ultima modificacion de este esquema fue la de Komarek y Anagnostidis
(Anagnostidis y Komarek, 1985, 1988, 1990; Komarek y Anagnostidis, 1986,
1989) quienes usan caracteristicas morfologicas, ultraestructurales y fisiologicas
entre otras para distinguir a los grupos principales.

Fue con técnicas como la microscopia electronica y los analisis bioquimicos que
se pudo demostrar que las cianobacterias eran bacterias (Wilmotte, 2004),
entonces se empezdé a usar la nomenclatura del Coédigo Internacional de
Nomenclatura de Bacterias y la referencia para cada especie debia ser un cultivo
puro en lugar de un espécimen de herbario. La base de la taxonomia bacteriana
de las cianobacterias fue publicada por Rippka et al. (1979) y es la que sigue el
Manual de Bergey de Sistematica Bacteriologica, dividiendo al grupo en cinco
ordenes:  Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales vy
Stigonematales (Castenholz, 2001).



1.1.3.2 Aproximaciones moleculares

Recientemente se busca en la taxonomia un enfoque que refleje las relaciones
evolutivas de los grupos de organismos. Y las mejores herramientas de inferencia
filogenética son los acidos nucleicos y proteinas, ya que son copias o traducciones
de la informacion genética. Distintos métodos se han utilizado para definir estas
relaciones en las cianobacterias, por ejemplo patrones de proteinas en geles de
electroforesis, estudios inmunologicos, RFLPs (Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos de Restriccion), composicion nucleotidica de DNA e hibridaciones de
DNA (Herdman et al. 1979; Stam, 1980; Holton, 1981; Ladha y Watanabe, 1982;
Douglas y Carr, 1988). Pero la molécula mas ampliamente usada para el estudio
de la taxonomia con un enfoque evolutivo ha sido el 16S rRNA (Woese, 1987).

La molécula 16S rRNA tiene las siguientes propiedades: i) es universal y
evoluciond en una etapa muy temprana del origen de la vida, ii) su funcion en la
sintesis de proteinas es esencial para la vida celular, iii) posee regiones variables y
regiones conservadas y iv) en teoria no hay evidencia de transferencia horizontal
para este caracter. Para las eubacterias, los analisis de las secuencias del 16S
rRNA son usados para determinar un amplio intervalo de relaciones, desde filo
hasta especie (Wilmotte, 2004). Se han disenado “primers” (oligonucleotidos
iniciadores de PCR) especificos para cianobacterias (Nubel et al. 1997), lo cual
permite la amplificacion selectiva de sus secuencias, inclusive a partir de un
cultivo mixto, contaminado o de muestras ambientales. Ademas, se han
construido modelos de estructura secundaria de esta molécula para analisis
comparativos con base en técnicas quimicas y enzimaticas (De Rijk et al. 1992).

Wilmotte (2004) expone un analisis molecular de los géneros del filo
Cyanobacteria, mostrando ocho grupos principales de cianobacterias y
describiendo la morfologia caracteristica de cada grupo (Fig. 1). Alli, se muestran
a las cianobacterias que poseen heterocistos como un grupo definido. Estudios
recientes muestran que el arreglo principal de tilacoides (parietal contra radial o
irregular) es muy estable para diferentes grupos genéticos caracterizados por 16S
rRNA (Komarek, 2006).
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Figura 1. Arbol de las relaciones filogenéticas de algunos géneros de cianobacterias,
comparado con sus caracteristicas morfologicas. Basado en los datos de secuencias de
RNA de Giovannoni et al. (1988). Tomado de Komarek, 2006.



1.2 COMUNIDADES BACTERIANAS

Las comunidades bacterianas son parte fundamental de los ecosistemas ya que
constituyen una importante fraccion de la actividad metabdlica en los procesos
ecologicos globales (Atlas y Bartha, 2002). Son parte substancial de la biomasa
terrestre y se encuentran en cualquier parte del planeta, inclusive bajo las
condiciones mas extremas (Withman et al., 1998).

Para estudiar a las comunidades microbianas, como en cualquier comunidad, se
requiere conocer el conjunto de especies que coexisten en un lugar y tiempo
(Begon et al. 1986). Aunque, en los organismos procariontes el concepto de
especie sigue en discusion, éste se puede describir como “un grupo monofilético y
genomicamente coherente de organismos individuales que muestran un alto
grado de similitud total en muchas caracteristicas independientes” (Rosell6-Mora
y Amann, 2001).

1.2.1 Aproximaciones para el estudio dependientes de cultivo

A finales del siglo XIX se desarrollo un enfoque del estudio de la estructura de las
comunidades bacterianas en distintos ambientes basado en las técnicas
dependientes de cultivo (Al-Awadhi et al. 2013). Ya que la morfologia de los
microorganismos es simple, no permite de una clasificacion profunda ni una
identificacion fiable basandose en estos caracteres. Por eso la identificacion
microbiana requeria el aislamiento de cultivos puros seguidos por multiples
pruebas de caracterizacion fisiologica y bioquimica (Amann et al. 1995; Pace,
1997).

Técnicas muy utilizadas eran el conteo de “unidades formadoras de colonias” y el
“nimero mas probable” para la cuantificacion de microorganismos activos en
muestras ambientales. Sin embargo, estas técnicas tienen serias limitaciones
debido a la selectividad de los medios de cultivo. Y en muchas ocasiones, los
conteos microscopicos directos excedian el conteo de células viables por muchos
ordenes de magnitud. De esta manera, no eran evidentes las especies conocidas
en condiciones no optimas o que habian entrado en un estado incultivable y
especies desconocidas que nunca habian sido cultivadas antes por falta de
métodos apropiados (Amann et al. 1995)

Esta estrategia condujo a muchos avances en la microbiologia, a pesar de sus
limitaciones. Actualmente, la mayor ventaja de este tipo de técnicas en las
aproximaciones moleculares es proveer al investigador con material que puede
utilizar en estudios mas extensos (Al-Awadhi, 2013).



1.2.2 Aproximaciones para el estudio independientes de cultivo

En 1986, investigadores como Olsen et al. emplearon técnicas moleculares para
identificar a los microorganismos directamente de las muestras ambientales, sin
el sesgo de los cultivos de laboratorio (Pace et al. 1986). Estas técnicas se basaron
en la variabilidad genética entre cada especie de microorganismo y se enfocaron
en el RNA ribosomal (rRNA); permitiendo la clasificacion rapida de grupos de
cepas. Sin embargo, el valor practico de las figuras generadas mediante estas
técnicas (arboles filogenéticos) depende de determinar caracteres fenotipicos que
puedan ser usados para describir la similitud de DNA de los grupos, asi como
senalar las caracteristicas fenotipicas que pueden ser usadas para identificar
nuevas cepas facil, rapida y confiablemente. Por lo tanto, no se pueden dejar de
lado los estudios tradicionales de fisiologia y morfologia aunados a la
caracterizacion molecular de los microorganismos (Rosello-Mora y Amann, 2001).

Existen distintas técnicas independientes de cultivo para el estudio de las
comunidades bacterianas. Algunas de ellas son los polimorfismos de
conformacion de cadena simple (SSCP), los polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (T-RFPL) y la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o
cuantitativa (QPCR). Pero el mas ampliamente usado es la electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante/de temperatura. Aunque, no todos los estudios que
usan simultaneamente los métodos tradicionales dependientes de cultivo junto
con técnicas moleculares obtienen los mismos resultados (Al-Awadhi, 2013).

Actualmente se desarrollan nuevos campos de investigacion como la
metagenomica, metatranscriptomica y la metaproteéomica con la ayuda de
métodos de secuenciacion de nueva generacion. Lo cual ha permitido un gran
avance en los campos de la ecologia microbiana y la microbiologia ambiental (Su
et al. 2013).

1.2.2.1 Electroforesis en geles congradiente desnaturalizante

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante o DGGE por sus siglas en
inglés es uno de los métodos de identificacion de comunidades bacterianas
mediante “huellas genéticas” (fingerprinting methods). Fue aplicado por primera
vez por Muyzer et al. en 1993, con la ventaja de ser un método independiente de
cultivo que tenia el potencial de estudiar la microbiota rapidamente (Muyzer et al.
1993).

Este tipo de métodos proveen una vision general de la comunidad bacteriana, de
su diversidad y del tipo de procesos metabdlicos que ocurren en dicha
comunidad. Ademas, tienen aplicaciones potenciales en monitoreos ambientales e
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identificando microorganismos potencialmente relacionados a compuestos
quimicos provenientes de actividades industriales o energéticas. También son
usados para evaluar el desempeno de una estrategia de biorremediacion por
ejemplo (ITRC, 2011).

El DGGE es una técnica que se basa en acidos nucleicos (DNA o RNA) para
generar una huella genética de la comunidad microbiana e identificar
microorganismos dominantes. Los perfiles de DGGE son muy comunmente
usados para comparar diferencias o cambios en la diversidad y estructura de la
comunidad microbiana entre muestras de diferentes tiempos o espacios o en
respuesta a un tratamiento. Usualmente se compone de cuatro pasos: 1)
extraccion de DNA o RNA, 2) amplificacion por PCR (genera multiples copias de
una region dentro de un gen seleccionado), 3) separacion y visualizacion y 4)
identificacion de secuencias. En la PCR, una region variable de un gen es
seleccionada. De este modo, es diferente en cada tipo de bacteria, generando una
mezcla de fragmentos de genes que representan a las especies presentes en las
muestras originales. Una vez que se obtienen las bandas en el gel, éstas son
cortadas, reamplificadas y su secuencia es determinada y comparada con las
bases de datos para identificar a que poblacion microbiana corresponde cada
banda. Los datos generados son usados para saber qué microorganismos estan
presentes y como estan relacionados con las condiciones ambientales (Muyzer et
al. 1993; Muyzer y Smalla, 1998).



2. ANTECEDENTES

Estudios previos en lagos urbanos han estado mayormente enfocados a la
identificacion de toxinas producidas por “blooms” de cianobacterias, pero pocos
describen la comunidad de cianobacterias que se puede encontrar en estos
ambientes (Arzate, 2006; Pineda, 2009; Arzate et al. 2010; Vasconcelos et al.
2010). Paralelamente, el aislamiento de estas cepas, puede ayudar a entender
mejor su fisiologia y como impactan en los sistemas acuaticos de los que
provienen.

Alcocer et al. (1988) estudiaron el efecto del drenado en el estado trofico de del
Lago de Chapultepec y en la caracterizacion de las cianobacterias presentes
reportd Microcystis aeruginosa, Anabaena cf. elenkinii y Oscilatoria cf. rubescens
(Alcocer et al. 1988). Cantoral et al. (1999) realizaron un estudio de algas
indicadores de la calidad de agua en el Rio Magdalena (Los Dinamos) encontrando
siete géneros: Chamaesiphon sp., Lyngbya sp., Mantellum sp., Myxosarcina sp.,
Nostoc sp., Oscillatoria sp. y Phormidium sp.

Komarek y Komarkova en 2002 hicieron un estudio sobre las cianobacterias de la
region central de Meéxico encontrando las especies Aphanocapsa incerta,
Microcystis aeruginosa, M. panniformis, M. novacekii, M. cf. protocystis,
Synechocystis endophytica, Planktothrix agardhii, Pseudanabaena mucicola,
Anabaena fallaxy A. tanganyikae para el lago de Chapultepec.

Para el Lago de Tezozomoc, uno de los primeros estudios reportados en el area fue
el de Oliva et al. (2008). En éste, se hizo un estudio de la composicion y dinamica
anual del fitoplancton del Lago de Tezozomoc durante 2003 y 2004, encontrando
al menos cuatro géneros de cianobacterias: Merismopedia, Microcystis, Anabaena
y Spirulina. Un estudio mas enfocado a la deteccion de Microcystis sp. verifico la
presencia de este género en el Lago de Chapultepec, en la Pista Olimpica de Remo
y Canotaje (PORC) “Virgilio Uribe”, en Alameda Oriente y en el Lago del Bosque de
Aragon (Arzate-Cardenas et al. 2010).

Pineda-Mendoza et al. (2011) exploro la diversidad de las cianobacterias
cultivables en medio BG-11 para encontrar otros géneros ademas de Microcystis.
En muestras de la PORC “Virgilio Uribe” (Cuemanco) se aislaron Planktothrix
agardhii, Limnothrix sp. y una cianobacteria perteneciente al género
Pseudanabaena sp., cuya secuencia del fragmento del gen 16S rRNA tenia un
95% identidad a Spirulina laxissima. En el lago de Chapultepec (1% seccion) se
encontraron los géneros Leptolyngbya sp. y Geitlerinema sp. por métodos
morfologicos y a las especies Leptolyngbya tenerrima, L. boryana y Geitlerinema
carotinosum mediante métodos moleculares.



3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a las cianobacterias presentes en distintos cuerpos de agua de la
Ciudad de México mediante meétodos moleculares y morfologicos durante la
estacion seca del ano.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la diversidad de cianobacterias en diferentes cuerpos de agua urbanos
de la Ciudad de México con base en el fragmento del gen 16S rRNA.

Comparar la diversidad e identidad cianobacteriana ambiental con cianobacterias
aisladas de los cuerpos de agua muestreados.

Determinar las relaciones filogenéticas de las cianobacterias encontradas en las
muestras ambientales y las muestras aisladas.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 DESCRIPCION DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

Para el presente estudio, cinco cuerpos de agua fueron muestreados (Figs. 2 y 3)
en la Ciudad de México (19°25’10” N, 99°8°44” O). Esta ciudad se encuentra a una
altura de 2,240 msnm en promedio y se caracteriza por tener un clima variado
siendo templado en la parte centro y sur (temperaturas entre 10° y 22 °C y
precipitaciones de 600 a 1000 mm en promedio durante el ano), y seco de tipo
estepa en la parte norte y oriente (precipitaciones de 300 a 600 mm anuales,
temperaturas promedio de entre 18° y 26 °C) (Jauregui, 2000).

Los sitios de muestreo seleccionados fueron:

1. El lago del Bosque de Chapultepec 12 seccion (Ch).
2. La Pista Olimpica de Remo y Canotaje “Virgilio Uribe”, en Cuemanco (Cu).
3. El rio Magdalena, en el Parque Nacional Los Dinamos (Di).
4. El lago del Parque Tezozomoc (Te).
5. La laguna de los Reyes Aztecas, Delegacion Tlahuac (Tla).

s, Ciudad de México

N

Republica Mexicana

Figura 2. Sitios de estudio en el la Ciudad de México. 1. Lago de Chapultepec (Ch), 2.
Pista Olimpica de Remo y Canotaje, Cuemanco (Cu), 3. Los Dinamos (Di), 4. Lago del
Parque Tezozomoc (Te), 5. Laguna de los Reyes Aztecas, Tlahuac (Tla).
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4.1.1 Lago del Bosque de Chapultepec

Este lago se ubica en la primera seccion del Bosque de Chapultepec, al noroeste
de la Ciudad de México (19°25’15”N, 99°11°05”0). Es un cuerpo de agua artificial
creado a principios del siglo XX y remodelado en el 2006 (FPC, 2012). Su principal
uso es el paseo recreativo en lancha. La superficie total que abarca es de 60,240
m? y contiene aproximadamente 49,500 m?3 de agua, con una profundidad media
de 1 m y con una maxima de 1.8 m (Alcocer et al., 1988). La alimentacion del lago
proviene principalmente de una planta de tratamiento de aguas residuales de
Chapultepec, de agua pluvial y del agua cruda proveniente de los locales
comerciales asentados en la periferia (Alcocer et al., 1988).

4.1.2 Pista Olimpica de Remo y Canotaje “Virgilio Uribe”, Cuemanco

Se situa al sur de la Ciudad de México en la delegacion Xochimilco, en las
coordenadas 19°16’58”N y 99°06’1570. El uso de este cuerpo de agua es para
practicas deportivas y pesca recreativa. Su construccion finalizo en julio de 1968,
esta totalmente recubierta con arcilla y los margenes estan tapizados con grava.
Cuenta con una superficie de 600,000 m?; el canal principal mide 2,200 m de
longitud, 125 m de ancho y 3 m de profundidad. Su influente son aguas tratadas
y pluviales (FMC, 2013; Pineda, 2009).

4.1.3 Rio Magdalena, Parque Nacional Los Dinamos

El Rio Magdalena es un afluente permanente que se encuentra en el Parque
Nacional de Los Dinamos; se localiza en la Delegacion Magdalena Contreras, D.F.,
en las coordenadas 19°16’00”N y 99°1822”0. Con altitudes que varian de los
2,800 a los 3,170 msnm (INEGI, 1995). Su cauce corre a través de la Sierra del
Ajusco en el cual se encuentran asentadas construcciones que en algin momento
funcionaron como dinamos (Cantoral et al. 2013). Su uso ademas del
abastecimiento de agua potable, es para realizar paseos ecoturisticos y pesca
recreativa. En general el suelo de esta zona esta compuesto de andosoles
derivados de cenizas (Espinosa y Sarukhan, 1997 en Cantoral et al. 1999).

4.1.4 Lago del Parque Tezozémoc

El lago se localiza en el parque Tezozomoc en la delegacion Azcapotzalco, D.F
(19°29’58”N y 99°12°’36”0). Es un lago artificial que fue inaugurado en 1982 y su
uso actual es el paseo recreativo en lancha. La profundidad minima es de 0.5 m y
la maxima de 2.40 m (Arzate, 2008). El agua que lo abastece proviene de la planta
de tratamiento de aguas residuales “El Rosario”, operada por la Direccion General
de Operacion Hidraulica (Pineda, 2009).
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4.1.5 Laguna de los Reyes Aztecas, Delegacion Tlahuac

Ubicada en el centro de la delegacion Tlahuac, al oriente de la ciudad. Forma
parte de la red de canales que llegan hasta Xochimilco y se encuentra en las
coordenadas 19°15’58”N y 99°0025”0. Tiene un area de aproximadamente 1.9
hectareas, siendo uno de los mas extensos de la delegacion. Su uso es el paseo
recreativo en trajinera (lancha) y el abastecimiento de canales para riego (Correa-
Basurto et al.,, 2007; SECTUR, 2013). A partir de 1968, después de haberse
secado casi por completo, se puso en marcha un proyecto para alimentar los
canales secos con aguas tratadas, traidas de la planta de tratamiento del Cerro de
la Estrella (Garcés, 2012).

Figura 3. Fotografias de los sitios de estudio. 1. Lago de Chapultepec (Ch), 2. Pista
Olimpica de Remo y Canotaje, Cuemanco (Cu), 3. Los Dinamos (Di), 4. Lago del Parque
Tezozomoc (Te), 5y 6. Laguna de los Reyes Aztecas, Tlahuac (Tla).
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4.2 TOMA DE LAS MUESTRAS Y TRABAJO DE CAMPO

Dos muestreos fueron realizados en los cuerpos de agua. El primero tuvo como
objetivo aislar cianobacterias en medio de cultivo BG11 (realizado por Antonio
Cruz-Peralta* en Abril y Mayo del 2012) y un segundo muestreo para caracterizar
la comunidad cianobacteriana total por técnicas independientes de cultivo (Mayo
2013). En todos los sitios se tomaron muestras directas del agua superficial de los
cuerpos de agua, a excepcion de Los Dinamos en donde se hizo un raspado de las
rocas del rio.

El muestreo directo de agua superficial consistiéo en tomar dos muestras de 50 ml,
en tubos estériles. Mientras que en el muestreo por raspado, se escogieron
algunas rocas de rio que presentaran crecimiento de cianobacterias, se rasparon
con una espatula estéril y el material biolégico se depositéo en tubos falcon de 50
ml que contenian aprox. 30 ml de agua circundante a las piedras muestreadas.
Los puntos exactos de muestreo se muestran en los mapas (Figs. 4-8). Las
muestras fueron trasladadas el mismo dia al laboratorio en una hielera a 4° C,
donde fueron colocadas en medio de cultivo o congeladas a -20° C hasta el
momento de extraccion de DNA, segun fuera el caso.

| Lago de Chapultepec

.’.’.‘;‘ 4 i
¢ Puntos de muestreo

B Area del Lago

s
!

Figura 4. Mapa del Lago de Chapultepec y puntos de muestreo.

* Laboratorio de Ecologia Molecular y Epigenética del Instituto de Ecologia, UNAM.
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Figura 5. Mapa de La pista Olimpica de Remo y Canotaje, Cuemanco.
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Figura 6. Mapa del rio Magdalena, Parque Nacional Los Dinamos.
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Para la caracterizacion fisicoquimica de los sitios de estudio se midi6 la
temperatura in situ con un termometro de mercurio y se tomaron tres tipos de
muestras de agua circundante: i) una muestra de 50 ml para determinar pH, ii)
una muestra de 50 ml para nutrientes totales y iii) una muestra de 50 ml para
determinar los nutrientes disueltos, para lo cual se filtr6 secuencialmente con
membranas de 0.45 uym y 0.22 um y se agregé una gota de cloroformo. Las
muestras fueron trasladadas al laboratorio en una hielera a 4° C y se congelaron
a -20° C hasta su analisis.

4.3 DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS

El pH de las muestras se determiné en el laboratorio con un potenciometro 6231
pH/mV/Temp METER (Jenco Instruments). Los nutrientes totales y disueltos
fueron determinados en el laboratorio de Biogeoquimica Acuatica del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia (UNAM) a cargo del Dr. Martin Merino Ibarra. La
concentracion de las especies quimicas fue determinada por espectrofotometria
con un equipo autoanalizador Skalar SANplus Segmented Flow (Paises Bajos)
usando los métodos estandar adaptados por Grasshoff et al. (1983) y los circuitos
sugeridos por Kirkwood (1994).

Para observar la similitud entre los sitios, se realizo un analisis de disimilitud
calculando las distancias euclideanas. Con la matriz de disimilitud se realizo un
agrupamiento utilizando la ordenacion “Ward” con el programa R version 3.1.0 (R
Core Team, 2012). También se realizo un analisis de componentes principales
(ACP) para analizar simultaneamente las distintas variables de los analisis
fisicoquimicos y los sitios de estudio. Los vectores (las variables) que quedaron
cerca de los sitios significan una relacion positiva entre ellos. Para reducir el
efecto de la variabilidad por las unidades de cada analisis, se hizo una
estandarizacion (media = O y varianza = 1) de los datos previo a hacer el ACP. El
ACP fue hecho usando el paquete ‘ade4’ Dray et al. (2007) en el programa R
version 3.1.0 (R Core Team, 2012). Para la interpretacion del PCA se hizo un
biplot con los dos principales eigenvector, en los que se almacendé la mayor
varianza.

4.4 ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EN EL LABORATORIO

Varios cultivos se establecieron por Cruz-Peralta bajo condiciones controladas en
medio BG11 solido y liquido para aislar cianobacterias (ver Anexo I). Brevemente,
cada muestra ambiental se deposité en un matraz erlenmeyer de 150 ml estéril y
se agrego medio BG11 liquido. De alli, submuestras fueron tomadas y plaqueadas
en medio s6lido BG11. Varios replaqueos se han hecho continuamente de cada
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muestra para ir logrando cultivos axénicos en lo posible. Las cepas se mantienen
a 29°C, con un ciclo de 12 horas luz-obscuridad y se mantiene la humedad en las
cajas Petri agregando el mismo tipo de medio en liquido (Fig. 9).

Figura 9. Medios de cultivo BG11 para cianobacterias
en una camara con ambiente controlado.

4.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se realizaron preparaciones en fresco de las muestras ambientales y de las
aisladas. Las preparaciones fueron observadas en campo claro con un
microscopio Primo Start Zeiss (Carl Zeiss), del cual ademas se realiz6 un registro
fotografico. Paralelamente, se realizaron preparaciones con tinta china para
observar el mucilago circundante. Se caracterizaron los organismos hasta el nivel
de género empleando las claves de Prescott (1970) y Baker et al. (2012),
confirmando los registros con la base de datos CyanoDB.cz (Komarek & Hauer,
2013). Las observaciones también se realizaron en un fotomicroscopio Olympus
modelo ProvisAX70 con la ayuda de la Biol. Ana Isabel Bieler Antolin (Laboratorio
de Microcine, Facultad de Ciencias, UNAM) y la M. en C. Maria Guadalupe Oliva
Martinez (Unidad de Morfologia y Funcion, FES Iztacala, UNAM).

4.6 CARACTERIZACION MOLECULAR
4.6.1 Extraccion de DNA

Para caracterizar molecularmente las cianobacterias presentes en muestras
ambientales o en muestras aisladas, se extrajo DNA de cada muestra, para lo cual
se sigui6 el protocolo de Centeno et al. (2012) con ligeras modificaciones.
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Aproximadamente 0.2 g de biomasa fresca se resuspedio en 150 ul de buffer de
extraccion (100 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 100 mM EDTA pH 8) y se procedio a
una serie de lisis enzimaticas y mecanicas siguiendo el protocolo anteriormente
mencionado. Las pastillas de DNA obtenidas se resuspendieron en 30 ul de agua
grado molecular y se mantuvieron a -20° C hasta su empleo. Se realizaron una
serie de diluciones de trabajo que se ajustaran a la concentracion adecuada de
DNA versus inhibidores de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

4.6.2 PCR

Para la caracterizacion molecular, se obtuvieron fragmentos del gen 16S rRNA a
partir de la reaccion en cadena de la polimerasa. Para ello se emplearon
oligonucleotidos iniciadores (“primers”) especificos para esta region en
cianobacterias (Tabla 1). Se realizaron reacciones de 25 ul con 2.5 pul de PCR
Buffer A (10x, Vivantis), 1 pl de MgClz (50 mM), 1.25ul de BSA (10 mg ml-1), 1.25
ul de dimetil sulfoxido (DMSO), 1 ul de cada primer (12.5 puM), 1ul de la mezcla de
deoxinuclétidos trifosfato (200 uM), 0.25 pl de Taq polimerasa (5 U ul-l, Vivantis) y
10-100 ng del templado de DNA. Las condiciones del PCR fueron: un ciclo inicial
de desnaturalizacion a 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de: desnaturalizacion
a 94°C por 1 min, alineamiento a 60°C por 1 min y extension a 72°C por 1 min; y
un ciclo de extension final a 72°C durante 30 min. Para la verificacion de la
obtencion del producto deseado, los fragmentos obtenidos se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa (1.5%), tenidos con bromuro de etidio.

Tabla 1. Primers especificos para cianobacterias. Empleados para amplificar y
secuenciar fragmentos de 16S rDNA.

Primer Secuencia Referencia
CYA359F 5 GGG GAATYT TCC GCA ATG GG 3’ Ntiibel et al., 1997
CYA781R 5 GAC TAC AGG GGT ATC TAATCCCTTT 3’ Ntubel et al., 1997

4.6.3 DGGE

Para obtener un perfil global o “huella” de las comunidades analizadas de cada
sitio, los fragmentos obtenidos por PCR (450 pb) fueron separados de acuerdo a
su composicion empleando la técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) en un sistema de DGGE-2001 (CBS Scientific Company, Inc,
USA). Los geles poliacrilamida de 15 cm x 20 cm x 1lmm fueron hechos con
acrilamida-bisacrilamida 7.0 % (37.5:1), TAE 1x (40 mM Tris—Acetate, 1 mM
EDTA, pH 8) y con un gradiente 40-60% de agente desnaturalizante,
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considerando una mezcla de urea 7M y 40% formamida como 100%
desnaturalizante. Los geles fueron vertidos con un gradientador de gravedad (GM-
40, CBS Scientific Company), y una vez gelificados y cargados con las muestras,
se corrieron en camaras con TAE 0.5x durante 7 h a 200 V (60° C). Los patrones
de migracion los geles fueron visualizados mediante una tenciéon con SYBR Green
1 Nucleic Acid Gel stain 1:10,000 (v/v) (Sigma-Aldrich, Co.) y digitalizados con un
fotodocumentador MiniBIS Pro gel documentation system (DNR Bio-Imaging
Systems).

4.6.4 Secuenciacién

Tras la electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante, no solamente se
obtuvo el perfil global de cada muestra sino que ademas se separaron por
composicion los diferentes ribotipos de cada una de ellas, las cuales se
visualizaron como bandas individuales y definidas. Las bandas de DNA de interés
fueron cortadas de los geles de DGGE en condiciones asépticas y eluidas en 40 pl
de agua grado molecular durante 7 dias a 4° C. Las bandas eluidas fueron
reamplificadas bajo las condiciones de PCR anteriormente descritas y empleando
como templado de la reaccion 4 ul de la solucion de elucion. Los productos de
PCR fueron secuenciados en un ABI 3730xl DNA analyser (Applied Biosystems)
empleando el primer CYA359F (Tabla 1) por el método de Sanger en la
Universidad de Washington (High-Throughput Genomics Center).

4.6.5 Analisis filogenético

Una vez obtenidos los electroferogramas de las secuencias, éstos fueron
analizados con el programa FinchTV v.1.4.0. (Geospiza Research Team) y se
conservaron las secuencias de buena calidad (i.e. que demostraban picos
definidos y sin rasgos de ser de doble naturaleza). Estas se compararon con la
base de datos de nucleotidos GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search, Standard Nucleotide BLAST,
BLASTN 2.2.27, Zhang et al. 2000) y el Ribosomal Database Project
(http://rdp.cme.msu.edu/). Se seleccionaron las secuencias ambientales y de

cepas aisladas mas cercanas a las obtenidas y se empelaron para la construccion
del arbol.

Posteriormente, se alinearon en total 77 secuencias de 347 pb con el programa
SeaView 4.4.2 y MUSCLE (Gouy et al., 2010; Edgar, 2004). Para la filogenia final
se uso el método de Maxima Verosimilitud con el modelo de sustitucion
nucleotidica elegido de acuerdo al criterio de Akaike (Akaike, 1974) y empleando
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el programa jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008), GTR+G fue el mejor, donde I' =
0.5450 (distribucion gamma). El analisis se realizo en la plataforma PhyML 3.0
(Guindon et al, 2010) ATGC South of France bioinformatics plataform
(http: / /www.atgc-montpellier.fr/phyml/) con bootstrap de 1000 réplicas. La
topologia fue confirmada por el método de Neighbor-Joining.
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5. RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

Las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas en este estudio fueron: temperatura,
pH, amonio, nitratos, nitritos, nitrogeno total, PRS (fésforo reactivo soluble),
fosforo total y silice de cada punto de muestreo, los datos se muestran en la tabla
2. La temperatura en casi todos los sitios oscilo entre los 19°C y los 23°C, a
excepcion de Los Dinamos en donde fue de 11°C. Se encontré un pH alcalino en
la mayoria de los sitios, con excepcion también de Los Dinamos en donde fue casi
neutro (7.51). Chapultepec y Tezozéomoc presentaron los mas altos niveles de las
formas oxidadas de N, (N-NOz- y N-NO2’) y N-NH4*. Sin embargo, la muestra dos
de Tlahuac mostré la mayor cantidad de nitrogeno total (1094.6 uM). Tezozémoc
1 y Tlahuac 1 mostraron altas concentraciones de P-PO43-, aunque la mayor
concentracion de fosforo total se presenté en Chapultepec 2. Mientras que Los
Dinamos fue el sitio con menor concentracion de PRS y N-NH4*, y con valores de
N oxidado ligeramente superior a 1 uM. Los valores de silice variaron entre 663 y
133 uM.

El analisis de agrupamientos dividio los datos en dos grandes grupos: un grupo
formado por los sitios Chapultepec-2, Tezozomoc-1, Chapultepec-1 y Tezozomoc-
2, siendo estos dos ultimos fuertemente relacionados entre si; y el otro grupo
formado por los sitios Tlahuac-1, Cuemanco-1 y Cuemanco-2, siendo estos dos
ultimos fuertemente relacionados y Tlahuac-2 y Dinamos-2 los cuales también
estuvieron fuertemente relacionados (Fig. 10).

El biplot fue realizado con los dos primero eigenvectores, los cuales acumularon el
50y el 20 % en el eje X’y Yy’ respectivamente (Fig. 11). El ACP siguio una relacion
muy semejante al analisis de cluster. Las variables NT:PT y NT:NID se
relacionaron fuertemente entre ellas y se encontraron con los valores mas altos en
los Dinamos-2 y Tlahuac-2. La variable pH no se relacioné con ninguna variable y
sus mayores valores se encontraron en los sitios Cuemanco-1, Tlahuac-1 y
Cuemanco-2. Las variables PT:PRS y NT se relacionaron fuertemente entre ellas y
se encontraron con los valores mas altos en Chapultepec-2. Finalmente, el resto
de las variables, que incluye todos los nutrientes inorganicos, nitrito, nitrato,
fosforo, se relacionaron principalmente con los sitios Tezozomoc-1, Tezozomoc-2 y
Chapultepec-1.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los sitios de estudio _

Sitio Chapultepec Chapultepec Cuemanco Cuemanco Dinamos Tezozémoe Tezozémoc Tlihuac Tldhuae
1 2 1 2 2 1 2 1 2

Temperatura 22°C 20°C 23°C 23°C 11°C 19°C 19°C 23°C 23°C
pH 9.92 8.02 10.56 10.41 7.51 9.41 9.50 9.38 9,40
N-NH¢* (uM) 73.3 145.2 8.6 7.8 4.2 84.4 75.4 30.9 2.7
N-NOs (uM) 389 63.1 12.1 18.6 1.5 104.2 378 0.7 1.2
N-NOz (uM) 31.3 23.9 1.4 4.2 1.2 72.8 61.9 0.9 1.0
NID 143.5 232.2 22.1 30.5 6.9 261.4 175.1 32.5 5.0

NT (uM) 622.1 710.2 220.9 129.2 435.5 843.9 649.7 355.0 1094.6
PRS (uM) 32.7 16.8 7.4 9.4 5.5 44,1 33.8 41.8 23.1
PT (uM) 92.4 142.5 36.0 24.2 31.5 117.9 117.6 68.8 92.0
8i-8i0z (uM) 522 662 366 362 479 663 597 133 186
N:P 4.4 13.8 3.0 3.2 1.2 5.9 5.2 0.8 0.2
NT:PT 6.7 5.0 6.1 5.3 13.8 7.2 5.5 52 11.9
NT:NID 4.3 3.1 10.0 4.2 63.5 3.2 3.7 10.9 221.1
PT:PRS 2.8 8.5 4.9 2.6 5.7 2.7 3.5 1.6 4.0

NID=Nitrdgeno Inorginico Disuelto, NT= Nitrégeno total, PRS=Fdsforo Reactivo Soluble, PT= Fésforo total,

Figura 10. Asociaciones entre los sitios mediante analisis de agrupamiento.

Height

12
]

10
1

Chapultepec-2 ——

Sitios

| §

% ] £
F T
8 3 P - )
& 2 § 8 3
2 S 5 &
é_ =] £ £
g @ (5]
B ~ 15} 3

clust
helust (*, "ward")

Tlahuac-2 —|
Dinamos-2 —I

22



PCA d=1
Tlarvaas.2
NI N=
NI NID
[Tezazemoe-1 ]
Cuemanaod-1
P
Tiatvaac-1

Figura 11. ACP de las variables fisicoquimicas de los sitios de estudio.

5.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se realizo la caracterizacion morfolégica de las muestras ambientales y en cultivos
de cada sitio. Se encontraron en total 18 géneros distribuidos en cuatro ordenes:
Nostocales, Chroococcales, Stigonematales y Oscillatoriales. En la tabla 3 se
enlistan todos los géneros encontrados en el estudio junto con una descripcion
general de su morfologia. Las figuras 12, 13 y 14 muestran estos géneros en
microscopia de campo claro. Algunos géneros presentaron mas de un tipo de
morfologia (ver Anexo II). La tabla 4 contiene los géneros encontrados en cada
muestra o cultivo y el total de géneros por sitio. Estos datos muestran una mayor
riqueza en Cuemanco, con nueve géneros diferentes y la menor en Chapultepec
con solo tres. Synechococcus sp. fue el género con la mayor distribucion,
encontrandose en los cinco sitios. Anabaena sp., Gloeothece sp., Leptolyngbya sp.
y Pseudanabaena sp. se encontraron en tres sitios. La abundancia y frecuencia de
cada género no se determiné debido a que no se utilizaron técnicas cuantitativas,
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aunque por las observaciones microscopicas y de campo se infiere una menor
abundancia en los Dinamos.

Tabla 3. Géneros encontrados mediante la caracterizacion morfologica.

Forma de las

Orden | Género Agreguneitn il Tamaiio* Vaina Observaciones
NOSTOCALES
2 - 10 ym de Filamentos enrollados o
Filamentos Esféricas y en dispuestos en paralelo, con
AnaDOEap; agrupados forma de barril, :f"::m siroftalng,  No-presenty heterocistos intercalares y
Be acinetos.
. = = 5« 7 pym de largo, 5 Heterocistos terminales,
Calothrix Filamentos S:lt::nh‘:nsca:c mas _128 um de ancho f?r:ns:m:n 4 seguidos de acinetos,
o formando tapetes. 1 q en la base del 3 blg uy Filamentos mas estrechos
argas, tricoma by hacia un extremo.
Filamentos Cilindncas, con
Microchaete sp. solitarios o en bordes _— z‘l se'nl 1€, MUY Yeterocistos intercalares.
£rupos pequenos, redondeados,
En forma de
Filamentos con disco, mas .
2 Presente, Heterocistos presentes en la
Tolypothrix sp. m-mckmes anch:.s g::tenldo o P, ia. bane do Tas STty
granuloso.
CHROOCOCCALES
Cilindricas con 3 30 um de Las colonias estan envueltas en
Aphanothece sp. Colonial bordes did i No presenta mucilago, dentro se observan
redondeados las células separadas.
Unicelulares o en ::’::nt::, G Se encuentran dispersas, junto
Chroococcus sp. grupos hasta de 8 Esféricas 6-12um de con otros tipos de
células, Erupos clanobacterias.
células.
- m’;"”m 2-5.2 um de Estan rodeadas por mucilago
Cyanothece sp. Colonias amorfas redondeados y digmetro No presenta t;x:‘y ﬁtj::’(i;é?‘uc golo sc observa
esféricas, |
3 THPH Presente
Unicelular o Cilindncas con p : Se encuentran dispersas, junto
Gloeothece sp. agregada en bordes g: 5 '::d‘ m&dzy con otros tipos de
pequenos grupos. redondeados. Ao cada sahila; cianobacterias.
. . 3 -4 pm de Se encontro en una segunda
Microcystis sp. Unicelular Esféricas dismétro No presenta sesiEn A2 fa raGdatie:
Celulas solitarias y : Se observa una delgada
Cilindnicas, con 1.5 - <20 pym de
Synechococcus sp. :‘?‘:;‘g;ﬂ:?d“ ?  bordes largo, 0.4 - 11 ym No presenta envoltura de ;":edlu?iz i:x?n -
redondeados, de ancho, PrenaTRCIORS
filamentos cortos. las células agrupadas.

i . PR 20y Ly Se encuentran dispersas, a
Synechocystis sp,  Células solitarias Esféricas 2 pym de diametro No presenta veces en pares.
STIGONEMATALES

Filamentos Presente,
N uniseriados con En forma de delgada y solo  Heterocistos intercalares en el
Hapalesiphon sp; ramificaciones barril o sc observa en  talo y en las ramificaciones.
verdaderas, los extremos,
OSCILLATORIALES
Cilindricas, mas Presente,
Filamentos largas que 0.5-32 de delgada ¢ Sec observan fragmentaciones
Leptolyngbya sp. formando tapetes y - anchas, Con e.;u:h %) < H incolora, en el tricoma, dentro de la
algunos solitarios,  células apicales Abierta en los  vaina.
redondeadas. extremos.
Limnothrix g| i :;zdbordc}a : 1-6 deancho  No presenta Similar a Pseudanabaena s
p- solitarios, cortos, pom P P-
atenuados.
Filamentos Cilindncas, mas o
Lyngbya sp. solitarios y anchas que 5.5| §0 pm de M’ Presenta hormogonios,
formando tapetes,  largas,
Filamentos 5" ‘O":‘::e 2-20 pm de Filamentos rectos con
Ozcillatoria sp. formando tapetes n:\ms e ancho, 0.1 - 10 yum  No presenta divisiones visibles entre cada
poco densos. g de largo célula.
Filamentos con Cilindricas, mas z
Plectonema sp. ramificaciones anchas que 8 - 25 pm de ancho ;’rcsentc. No p’?:ﬁ::: cétulag
falsas, largas. irme, especializadas.
Filamentos ilindrs 2 1 .
solitarios y Cilindncas, mas 0.8 - 3 um de La céluln terminal es atenuada
Pseudanabaena sp. largas que h No presenta (conica). Algunos filamentos
m“ o anchas. noshe 0N COortos.

*A partir de la bibliografia (Komarek y Hauer, 2013).
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Figura 12. Microfotografias de los géneros encontrados. 1. Anabaena sp. de una muestra
ambiental de Los Dinamos. 2. Aphanothece sp. de Tezozémoc ambiental. 3. Calothrix sp.
de un cultivo de Tlahuac. 4. Chroococcus sp. de cultivo de Los Dinamos. 5. Cyanothece
sp. de cultivo de Cuemanco. 6. Gloeothece sp. de cultivo de Los Dinamos.




Figura 13. Microfotografias de los géneros encontrados. 1. Hapalosiphon sp. de cultivo de
Cuemanco. 2. Leptolyngbya sp. de cultivo de Tezozomoc. 3. Limnothrix sp. de muestra
ambiental de Tlahuac. 4. Lyngbya sp. de muestra ambiental de Cuemanco. 5.
Microchaete sp. de muestra ambiental de Cuemanco. 6. Microcystis sp. de muestra
ambiental de Chapultepec.
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Figura 14. Microfotografias de los géneros encontrados. 1. Oscillatoria sp. de muestra
ambiental de Tlahuac. 2. Plectonema sp. de cultivo de Los Dinamos. 3. Pseudanabaena
sp. de cultivo de Cuemanco. 4. Synechococcus sp. de muestra ambiental de Los Dinamos.
5. Synechocystis sp. de cultivo de Tlahuac. 6. Tolypothrix sp. de muestra ambiental de
Los Dinamos.
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5.3 CARACTERIZACION MOLECULAR

5.3.1 Huella genética de las comunidades a partir del DGGE

Se obtuvieron dos geles que muestran la huella genética de la comunidad de
cianobacterias de los sitios mediante un patréon de bandas (filotipos) para cada
muestra (ver Anexo III). Las bandas cortadas y de las que se obtuvieron
secuencias limpias estan indicadas. Se puede observar en general una alta
variabilidad espacial en los sitios y el sesgo que existe al cultivar en el laboratorio.

Las muestras de Chapultepec muestran una composicion diferente de la
comunidad en cada punto de muestreo; se logro en cultivo la especie mas
abundante del punto 1 (Fig. 15). En Cuemanco se muestran en total 9 filotipos
distintos (Fig. 16). Se obtuvieron dos secuencias ambientales, de las cuales
ninguna se recupero en cultivo. Los cultivos Cu 1.9 y Cu 2.3 presentan la misma
composicion, la cual es diferente en los demas cultivos del mismo sitio (Fig. 16).
En las muestras de Los Dinamos no se logré6 ninguna secuencia ambiental de
cianobacterias, sin embargo, en el cultivo Di 2.7 de este sitio se observa un
consorcio y en el Di 1.6 hay solo una especie predominante (Fig. 15). Las
muestras ambientales de Tezozomoc muestran variabilidad dependiendo del
punto en donde se tomo la muestra: en TE 1 A y TE 3 A se observa so6lo un
filotipo, mientras que en TE 2 A se tienen tres diferentes. En cultivo se observan
también tres diferentes filotipos (Fig. 16). En Tlahuac se observan en total nueve
filotipos distintos. El punto uno en Tlahuac (TLA 1 A) tiene menor diversidad que
el dos (TLA 2 A), tres filotipos en el primero y seis en el segundo, compartiendo
so6lo uno. La unica muestra cultivada de Tlahuac es consorcio y se observaron 4
filotipos de los cuales se pudo secuenciar el mas abundante (Fig. 17).
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Figura 15. Secciones de los geles de DGGE
correspondientes a los sitios de Chapultepec y
Los Dinamos. 1. CHI1_A4, 2. CHI1_AS5, 3.
CH2_A2, 4. CH1_C1_1, 5, 5. DI3_A1, 6. DI3_A2,
7. DI3_A3, 8. DI1_C1 6, 9. DI2_C1_7, 10.
DI2_C3_7. Con puntos azules se indican las
bandas que fueron cortadas del gel y en
triangulos rojos las bandas cortadas y de las
que se obtuvo una secuencia limpia

Figura 16. Secciones de los geles de DGGE
correspondientes a Cuemanco. 1. CU2_A2, 2.
CU3_A4, 3. CU1_C_1.9, 4. CU2_C1_10, 5.

CU2_C1_13,6.CU3_C1_11.
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5.3.2 Analisis filogenético

Se obtuvieron un total de 25 secuencias limpias de las cuales cuatro son de
Chapultepec, seis de Cuemanco, seis de Los Dinamos, cinco de Tezozomoc y
cuatro de Tlahuac. En la Tabla 5 se muestran las secuencias mas parecidas al
compararlas con la base de datos del GenBank. Los porcentajes de identidad
obtenidos fueron en su mayoria arriba del 96% y variaron entre 93 y 100%.

Se emplearon dos diferentes aproximaciones para establecer la topologia del arbol
filogenético, Maxima Verosimilitud (ML) y Neighbor-Joining (NJ), las cuales
resultaron muy similares (datos no mostrados). En la Figura 18 se observa la
topologia obtenida por ML. En ésta se distinguen dos grupos principales, el
primero (1, Fig. 18) presenta dos subgrupos de Nostocales: (a) con tres secuencias
de Tezozomoc (TE2_A3, TE2_A2_r, TE2_A2) asociadas en 95% con Calothrix sp.
que forman un agrupamiento aparte, que es muy distinto de las secuencias
reportadas previamente. Nostocales (b): en donde se unen a Calothrix sp. los
géneros Nodulariay Anabaenopsis.

También hay dos subgrupos de Chroococcales dentro del primer grupo grande.
Chroococcales (a) con una secuencia de Chapultepec (CH1_AS) casi idéntica a
Aphanothece sacrum y Chroococcales (b) con una secuencia de Tlahuac
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(TLA1_C4_1) muy cercana a Synechocystis sp. y una de Los Dinamos (DI1_C1_6)
que no tiene una secuencia mas similar que una cepa no identificada aislada del
lago de Alchichica (Puebla, Méx.).

Las Oscillatoriales se dividen en tres subgrupos: Oscillatoriales (a) con una
secuencia de Tezozomoc (TE3_A1l) dentro del grupo del género Leptolyngbya,
Oscillatoriales (b) con una de Cuemanco (CU2_A2) dentro de un grupo que asocia
a Leptolyngbya sp. y Limnothrix sp.; y Oscillatoriales (c) con dos secuencias de
Chapultepec (CH1_C1_1 y CH1_A4) que son parecidas a cianobacterias de la
familia Pseudanabaenaceae, una secuencia de Cuemanco (CU2_C1_10) y una de
Tlahuac (TLA2_A6) asociadas a Leptolyngbya sp.

El segundo grupo principal (Grupo 2, Fig.18) no presenta Nostocales y se
subdivide en 2 grupos de Chroococcales: Chroococcales (c) incluye una secuencia
de Cuemanco (CU3_C1_11) que corresponde a Synechococcus sp., una de
Tlahuac (TLA3_Al) y Tezozomoc (TE3_C3_1) idénticas a Cyanobium sp. Y
Chroococcales (d) que incluye dos secuencias de los Dinamos (DI2_C1_7,
DI2_C3_7) idénticas a Acaryochloris sp. y una de Chapultepec (CH2_A2) parecida
a Cyanothece sp. Finalmente en esta parte hay un grupo de Oscillatoriales
(Oscillatoriales (d), Fig. 18), donde hay tres secuencias de Cuemanco: CU3_A4
muy similar a Limnothrix planktonica y dos idénticas a cianobacterias de
Alchichica (CU1_C1 9 y CU2_C1_13) y una de Tlahuac (TLA1_A3) que no se
parece a ninguna secuencia encontrada en las bases de datos.

En general las secuencias se agrupan siguiendo su clasificacion taxonoémica en
los grupos mas internos y no se observa una relacion de las secuencias debido a
los sitios de estudio.
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Tabla 5. Caracterizacion molecular de los sitios de estudio

it de Iddela 2 Ntmero de P j
Sitio* ::’:tn. 2 Secuencia mds cercana o dem
CH1_A4 Pseudanabacnaccae cyanobacterium HTT U KK3 EF654069 93
A CH1_AS Aphanothece sacrum ABO094350 99
Ch CH2_ A2 Cyanothece sp TW 1 GUB15989 93
C CHI1_C1_1 Pscudanabacnaceae cyanobacterium HTT U KK3 EF654069 93
CU_2 A Leptolyngbya sp CENA112 EF088337 94
i CU3_A4 Limnothrix planktonica CHAB763 JQO0C4026 99
Uncultured cyanobacterium clone Alchichica
CuU1_C1.9 AQ1 2 1B 30 (Oscillatoriales) JN825338 100
o e CU2_C1_10 Leptolyngbya sp Hubel 1974 /235 EUS86736 100
Uncultured cyancbacterium clone Alchichica
Cu2_Cl1_13 AQ1 2 1B 30 (Oscillatoriales) JNB25338 100
CU3_C1_11  Synechococcus sp LEGE06321 HM217082 100
DI3_Al Proteobactena
A DI3_A2 Proteobacteria
DI3_A3 Proteobacteria
Di Uncultured cyanobacterium clone Alchichica
DI1_C1_6 AQ2 1 1C 56 ( i) JN825318 98
8 DI2.C1.7  Acaryochloris sp JJBAG AM710387 100
DI2_C3_7 Acaryochloris sp JJBAG AM710387 100
TE2_A2 Calothrix sp KVSF5 EU022730 94
A TE2_A3 Calothrix sp KVSF5 EU022730 95
Te TE2_A2_r Calothrix sp KVSF5 EU022730 a5
TE3_Al Leptolyngbya tenerrima ENCB-CHM1 GU903496 99
C TE3_C3_1 Cyanobium sp. Suigetsu-GC3 AD610892 100
TLAI_A3 Oscillatoriales cyanobacterium D3a GUS94028 96
A TLA2_A6 Leptolyngbya sp Hubel 1974/235 EUS86736 99
o TLA3_AL Cyanobium sp Suigetsu CG3 AB610892 100
C TLAI_C4_1 Synechocystis sp PUPCCC 64 GQUO7237 98

+ Ch=Chapultepec, Cu=Cuemanco, Di=Dinamos, Te=Tezozémoc, Tla=Tlahuac
* A=Ambiental, C=Cultivo
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Figura 18. Arbol filogenético construido mediante Maxima Verosimilitud a partir de
secuencias del fragmento del gen 16S rRNA (231 pb). Los valores de bootstrap fueron
determinados por 1000 réplicas. Las secuencias generadas en este estudio se muestran

en color azul.
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6. DISCUSION

En las grandes ciudades, como la Ciudad de México, la presencia de cuerpos de
agua impacta benéficamente el ambiente urbano, ya que ademas de proveer
espacios de recreacion, éstos ofrecen servicios ambientales clave como la
regulacion del microclima y la recarga de los mantos freaticos. Nuestros sitios de
estudio son mayormente usados con fines recreativos y al menos tres de ellos
aportan directamente agua al subsuelo, debido a que no tienen un fondo
completamente impermeable. El ciclaje de nutrientes en estos sistemas es de vital
importancia para mantener su equilibrio y 6ptimo funcionamiento. La fijacion de
CO2 y de N2 asi como la produccion de Oz son procesos importantes en los
sistemas acuaticos y todos son llevados a cabo por organismos del fitoplancton
como las cianobacterias (Martinez-Arroyo y Jauregui, 2000). Todos los sitios
muestrados contaron con la presencia de cianobacterias, lo que indica que se
llevan a cabo procesos de intercambio gaseoso. Martinez-Arroyo y Jauregui (2000)
sugieren que este intercambio gaseoso se ve inclinado hacia la produccion de
oxigeno por actividad fotosintetica, especialmente en cuerpos de agua someros
como Chapultepec, ya que las microalgas y las cianobacterias se desarrollan bien
en éstos por poseer un ciclo de vida corto y una gran capacidad de adaptarse a
ambientes adversos.

6.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

La temperatura y pH registrados en nuestro estudio fueron similares a los
trabajos reportados con anterioridad en los mismos sitios (Alcocer et al. 1988;
Cantoral et al. 1999; Oliva et al.,, 2008; Arzate-Cardenas et al. 2010; Pineda-
Mendoza et al. 2011). La temperatura varié entre 19 y 23 °C a excepcion de Los
Dinamos en donde se reportaron 11 °C, posiblemente a que se encuentra a mayor
altitud que los demas sitios de estudio, ademas de ser un lugar con
caracteristicas de bosque de pino-encino. Los valores alcalinos de pH en la
mayoria de los sitios pueden ser provocados por la fijacion de CO2 como
consecuencia de la actividad fotosintética (Fuentes y Massol-Deya, 2002). Como
ejemplo, en Chapultepec se ha registrado un pH alcalino junto con una alta
concentracion de oxigeno disuelto, lo que sugiere que durante el dia, los procesos
de fotosintesis predominan sobre los de respiracion en la columna de agua
(Martinez-Arroyo y Jauregui, 2000). Ademas, Oliva et al. (2008) notaron que el
efecto de la temperatura influye en cambio del tipo de especies dominantes y el
aumento de la concentracion de clorofila a, sin dejar de lado las condiciones
particulares del lago (clima local y ubicacion geografica). Las condiciones de pH y
temperatura encontradas en nuestros sitios de estudio favorecen la proliferacion
de cianobacterias, ya que la temperatura Optima de crecimiento de las
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cianobacterias es de 20-25 °C, siempre y cuando se cuenten con los nutrientes
necesarios para su desarrollo (Kim et al. 2006). Paralelamente, los ambientes
alcalinos permiten la presencia de carbono utilizable por los microorganismos
como bicarbonatos, HCO3- (Giraldez-Ruiz et al., 1999; Johnk et al., 2008).

El principal aporte de nutrientes como nitréogeno (N) y fosforo (P) para los
microorganismos acuaticos proviene directamente de la descarga de aguas
residuales domésticas y residuos industriales. Las aguas residuales llegan a las
plantas de tratamiento donde no son eliminados totalmente y pasan a los cuerpos
de agua que se abastecen de ellas (Kim et al. 2006). En los sistemas acuaticos, el
N es determinante para el crecimiento de los microorganismos, y las
cianobacterias juegan un papel importante como fijadoras de este elemento a
partir de moléculas de la atmosfera (Nz). Las plantas asimilan N en forma de
nitratos o amonio y por procesos de desnitrificacion regresa a la atmosfera en su
forma molecular (Welch, 1980; Fuentes y Massol-Deya, 2002). En nuestro
estudio, la concentracion de amonio (NH4*) y nitratos (NO3z") superdé por mas del
doble la concentracion reportada por Alcocer et al. (1988) en Chapultepec.
Mientras que la concentracion de NO3- en Los Dinamos fue mucho mas baja que
la reportada por Cantoral et al. (1999), esto puede ser debido a que se han llevado
a cabo programas de recuperacion integral de este parque, que incluye el
saneamiento del rio (Colin et al. 2002). En Tezozomoc el N-NOjs- sobrepaso lo
reportado por Oliva et al. (2008), aunque la concentracion de NH4* fue parecida en
ambos estudios (Tabla 2).

Para Tlahuac, especificamente para la Laguna de los Reyes Aztecas, no hay
antecedentes que reporten los parametros fisicoquimicos de este lago. Por ello, se
compararon los datos con un estudio de Xochimilco en canales que se abastecen
con agua de la misma planta de tratamiento y poseen un ambiente similar en
cuanto a clima, sustrato y usos humanos (Tavera y Diez, 2009). En é€l, se reportan
valores de temperatura y pH parecidos a los de Tlahuac. Sin embargo, las
concentraciones de NH4*, NO3z- y fosforo total fueron mucho mas altas que los
encontrados en este estudio.

Se ha considerado al fésforo como un factor limitante del crecimiento microbiano
en sistemas acuaticos, debido a la escasa cantidad de fosforo inorganico
disponible por lixiviacion y a la reduccion de su concentracion por demanda del
sistema biologico. Sin embargo, las fuentes antropogénicas aportan grandes
cantidades de este nutriente a los cuerpos de agua continentales (Fuentes y
Massol-Deya, 2002). Los fosfatos (PRS) y el fosforo total en Chapultepec fueron
casi el doble de lo reportado por Alcocer et al. (1988). Mientras que en Cuemanco,
representaron la mitad de lo reportado por Pineda et al. (2011).
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La relacion nitrogeno/fosforo (N:P) nos habla sobre un factor limitante en el
sistema con respecto a la demanda metabolica del fitoplancton. Redfield (1958)
considera que cuando N:P es mayor a 16, cabe esperarse que el fosforo sea el
factor limitante, cuando N:P es igual a 16 ninguno de los nutrientes es limitante y
cuando N/P es menor a 16 el nutriente limitante deberia ser el nitréogeno.
Considerando esto, todos los sitios de este estudio estan limitados por nitréogeno.
Por otra parte, Vollenweider (1983) propuso que para los lagos tropicales, la
relacion nitrogeno total a fosforo total (NT:PT) para el fitoplancton es de 9:1. De
esta manera las muestras de Tlahuac 2 y Dinamos 2 estarian limitadas por
fosforo y las demas sitios por nitrogeno. En el analisis de componentes principales
mostré que este parametro fue importante para separar estos dos sitios de los
demas, lo cual se observa también en la figura 10.

Estas relaciones nos muestran que la entrada de fosforo a un ecosistema acuatico
provoca que el nitrogeno se convierta en nutriente limitante, aun cuando su
concentracion inicial supere a la del fosforo. Con respecto a las cianobacterias, la
entrada de nitrogeno y fosforo provoca un aumento en la tasa fotosintética sin
cambios aparentes en la composicion de especies. Sin embargo, la entrada de
fosforo solamente provoca la sobreproduccion de cianobacterias que fijan
nitrogeno, disminuyendo la diversidad y aumentando la abundancia (Fuentes y
Massol-Deya, 2002; Bruger et al.,, 2007). Este pudiera ser el caso de Tlahuac, en
donde la entrada de fosforo en el sistema (altas concentraciones de fosforo
reactivo soluble) ha ido seleccionando cianobacterias fijadoras de nitrogeno,
viéndose reflejado en la mayor concentracion de nitréogeno total en todos los sitios
(Tabla 2).

Una caracteristica comun a los sitios de muestreo, sin incluir a Los Dinamos, es
su eutrofizacion. Este fenomeno produce de manera general un aumento de la
biomasa y un empobrecimiento de la diversidad. Oliva et al. (2008) senalan a
Tezozomoc como lago hipertrofico y Alcocer et al. (1988) mencionan que
Chapultepec tiene algunas caracteristicas de hipertrofia. Nuestros analisis
estadisticos de los nutrientes en los sitios de estudio confirman que Tezozémoc y
Chapultepec tiene caracteristicas similares, compartiendo su condicion
hipertrofica (Fig. 10). Ademas esto también concuerda con la diversidad
encontrada en Chapultepec mediante morfologia, siendo esta la mas baja.

6.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CIANOBACTERIAS

En todos los sitios estudiados ha sido reportada anteriormente la presencia de
cianobacterias (Cantoral et al. 1999; Komarek y Komarkova-Legnerova, 2002;
Oliva et al.,, 2008; Arzate-Cardenas et al, 2010; Pineda et al, 2011), con
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excepcion de Tlahuac, en donde no se han hecho estudios previos sobre la
composicion de cianobacterias, aunque existen algunos estudios en ambientes
muy similares (Tavera y Diez, 2009).

Nuestros datos mostraron una mayor riqueza de cianobacterias en Cuemanco,
con nueve géneros diferentes (Tabla 4), de los cuales destacan Pseudanabaena sp.
y Hapalosiphon sp. El primero fue también encontrado por Pineda et al. (2011) en
este sitio y es un género ampliamente distribuido en la parte central de México
(Komarek y Komarkova, 2002). Muchas especies de Pseudanabaena no son
identificadas facilmente, por lo que hacen falta estudios sobre su variacion
morfologica y ecolégica (Komarek y Komarkova, 2002). Por otra parte,
Hapalosiphon sp. so6lo se encontré en Cuemanco durante esta investigacion. Este
género también se ha registrado en las localidades de Los Manantiales y el rio
Amacuzac, ambas en el estado de Morelos, México (Valadez et al. 1996; Truyjillo,
2002).

La menor riqueza de especies se encontro en Chapultepec con solo tres géneros
obtenidos, de los cuales, Microcystis fue también encontrado por Alcocer et al
(1988) y por Komarek y Komarkova (2002). Este es un género distribuido a lo
largo de todo el mundo y es importante por la produccion de compuestos toxicos
llamados microcistinas que afectan la salud humana (Vasconcelos, 2010). Es
importante recalcar que este género se encontré Unicamente en muestras de
cultivo y como células solitarias (Tabla 3). Los analisis realizados por Alcocer et al.
(1988) y Pineda et al. (2011), al igual que este estudio, encontraron solo tres taxa
para este sitio. Mediante los analisis moleculares se detectaron siete filotipos en
este sitio, esta fue la mayor diferencia al comparar los dos enfoques de estudio.

En Los Dinamos se encontraron siete géneros, incluidos Tolypothrix sp. y
Chroococcus sp. que fueron registrados Unicamente en este lugar. Tolypothrix es
un género bien caracterizado, registrado tanto en el plancton como unido a la
vegetacion en cuerpos de agua dulce (Komarek y Hauer, 2013). Cantoral et al
(1999) encontraron el mismo numero de géneros en Los Dinamos, sin embargo,
ninguno coincide con los de este estudio.

En Tezozomoc, Oliva et al. (2008) encontraron cuatro géneros, incluyendo
Anabaena. En nuestro estudio se encontro también Anabaena sp. y en total se
registraron ocho géneros (Tabla 4). Aphanothece sp. se encontro solo en este sitio
mediante caracterizacion morfologica, pero también aparece en la identificacion
molecular de una secuencia de Chapultepec (CH1_AS) con un 99% de identidad
(Tabla 5). Su morfologia se parece mucho a Synechococcus sp., a excepcion de que
las células se encuentran agrupadas (Tabla 3).
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En Tlahuac se encontraron ocho géneros mediante morfologia. Limnothrix sp. s6lo
se encontr6 en este sitio por microscopia y se registré6 también en Cuemanco
(CU3_A4) mediante caracterizacion molecular (Tabla 5). Se han registrado mas
especies de este género en zonas templadas y ha sido usado en las industrias
biotecnologicas como alimento para organismos cultivados o como fuente de
metabolitos de interés industrial. Su toxicidad debe ser un aspecto a tomarse en
cuenta, ya que las aguas de este sitio se usan para el riego de cultivos (Humpage
et al. 2012; Lemus et al. 2013).

Synechococcus sp. fue el género con la mayor distribucion, encontrandose en los
cinco sitios. Este género habita en ambientes marinos y de agua dulce, y ha sido
registrado tanto en zonas templadas como tropicales. Muchas especies crecen en
tapetes, en colonias de algas o en finas colonias en sustratos humedos (Komarek,
1992). Anabaena sp., Gloeothece sp., Leptolyngbya sp. y Pseudanabaena sp. se
encontraron en tres sitios.

Los géneros Microcystis, Pseudanabaena y Leptolyngbya se registraron al menos
en un sitio de estudio a excepcion de Tlahuac. Estos géneros son productores de
microcistinas, por lo que podrian representar un riesgo de salud. Al tener
contacto estos compuestos con la piel pueden causar alergias y en casos graves
intoxicaciones (De Leon y Yunes, 2001). Es importante tomar en cuenta la
presencia de estos géneros porque en los cuerpos de agua muestreados se
realizan actividades humanas.

La morfologia en las cianobacterias es muy diversa y aun se mantienen los
problemas de taxonomia que surgieron con las primeras clasificaciones (Komarek,
2006). En este estudio se muestran los géneros que se pudieron identificar
mediante microscopia de campo claro y se mencionan también los datos
moleculares de cada muestra. Para determinar la especie a la que pertenece cada
organismo es necesario realizar analisis ultraestructurales (microscopia
electronica) y fisiologicos. Es importante mostrar las morfologias para tener un
punto de comparacion con trabajos similares, ya que muchas veces no hay datos
morfologicos asociados a las secuencias de las bases de datos.

En algunas muestras de cultivos comparadas con las muestras ambientales se
encontraron nuevos morfotipos (Tabla 4). Esto es, primordialmente, porque los
cultivos se obtuvieron a partir de muestras de distinto tiempo a las muestras
ambientales, pero también debido a que diferentes especies tienen distintas
demandas ecologicas y adaptaciones a su localidad de origen y, por ende, tendran
diferentes respuestas en la transferencia a condiciones estandarizadas de cultivo
(Komarek, 2006).
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En pocos casos se pudieron obtener cultivos puros. El aislamiento de una sola
especie bacteriana en medios de cultivo es dificil ya que muchas de ellas forman
consorcios que tienen una estructura y funcion muy particulares (Stal, 1995).

6.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE CIANOBACTERIAS

En todos los sitios de estudio se encontraron numeros similares de filotipos y
morfotipos, con excepcion de Chapultepec, donde los primeros fueron mas del
doble que los segundos (Tabla 4). En la mayoria de los caso se encontraron mas
filotipos que morfotipos, lo cual concuerda con la teoria de que existe mayor
diversidad microbiana, en este caso de cianobacterias, de la que se puede
cultivar. Por ello, la importancia de que los estudios de diversidad de
cianobacterias adquieran un enfoque molecular, sin dejar de lado las
aproximaciones morfologicas complementarias, ya que los datos moleculares por
si solos tienen una capacidad limitada para reconocer la importancia ecologica de
diferentes genotipos, la variabilidad morfologica in situ, los procesos de
adaptacion y los nuevos morfotipos y ecotipos de cianobacterias (Komarek, 2006).

El porcentaje de identidad de las secuencias del fragmento del gen 16S rRNA
obtenidas con aquellas reportadas en el GenBank fue de entre 93-100%. Esto
cual indica que la identificacion fue a distintos niveles. Se ha propuesto que con
un porcentaje de identidad igual o mayor al 95%, las secuencias corresponden al
mismo género y del 97 al 100% pertenecen a la misma especie (Moore et al. 1987;
Rosell6-Mora y Amann, 2001).

En la identificacion molecular no se observo una correspondencia estricta con los
géneros identificados mediante morfologia (Tabla 5). Estas discrepancias muchas
veces son causadas por asignaciones taxonomicas erroneas en bases de datos
publicas e incluso por las cepas de referencia que no son identificadas
correctamente con informacion actualizada. Otros autores se han encontrado con
este problema. Por ejemplo, Pineda et al. (2011) en un estudio polifasico
obtuvieron 95% de similitud con secuencias de un género distinto al que pudieron
identificar por morfologia. Otros ejemplos se encuentran en los trabajos de Tavera
(2009), Lokmer (2007), Jing et al. (2005), Teneva et al. (2005) y Marquardt y
Palinska (2007). Muchos trabajos han adoptado un enfoque polifasico para el
estudio de las comunidades de cianobacterias, pero una evaluacion cuidadosa de
los fenotipos no es parte del entrenamiento de los cientificos jovenes, ademas de
requerir tiempo y experiencia considerable (Komarek, 2006); por lo que se hace un
énfasis en tomar en cuenta este aspecto.
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La topologia del arbol de este trabajo mostré dos grupos principales (Fig. 18). En
el primero se encontraron las cianobacterias del orden Nostocales. Mientras que
Oscillatoriales y Chroococcales se distribuyeron en distintos clados del arbol. La
taxonomia de cianobacterias basada en el 16S rRNA en principio mostré ocho
grupos (Giovannoni, 1988), pero la topologia del arbol filogenético hecho por
Wilmotte y Herdman (2001) con un mayor numero de secuencias de 16S rRNA
tiene forma de abanico y nada se puede decir de las relaciones entre muchos
grupos. A pesar de esto, se han hecho muchos avances, como la propuesta de que
las cianobacterias productoras de heterocistos son un grupo monofilético y los
grupos de los 6rdenes Chroococcales y Oscillatoriales son polifiléticos (Giovannoni
et al. 1988; Wilmotte y Golubic, 1991), aunque recientemente se ha demostrado
con base en las secuencias de 16S rRNA y genes nif que el grupo del orden
Stigonematales también es polifilético a pesar de ser productor de heterocistos
(Zehr et al. 1997; Gugger y Hoffmann 2004).
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7. CONCLUSIONES

Se logro la caracterizacion de las cianobacterias presentes en los cuerpos de agua
del lago del Bosque de Chapultepec 1 seccion; del rio Magdalena en el Parque
Nacional Los Dinamos; del lago del Parque Tezozomoc; y de la laguna de los Reyes
Aztecas, Delegacion Tlahuac mediante meétodos moleculares y morfologicos
durante la estacion seca del ano.

Los sitios de muestreo de Chapultepec y Tezozomoc presentaron condiciones
similares en cuanto a sus parametros fisicoquimicos y pueden ser relacionados a
cuerpos de agua eutroficos. Asociado a esto, el menor numero de morfotipos se
encontr6 en Chapultepec, es decir, la menor riqueza encontrada mediante
caracterizacion morfologica se registréo en uno de los lugares mas eutrofizados.

Considerando la relacion que propone Vollenweider (1983) de nitrégeno total y
fosforo total para el crecimiento del fitoplancton, los sitios de muestreo de Tlahuac
2 y Dinamos 2 estan limitados por fosforo, mientras que los demas por nitrogeno.

Se encontraron un total de 18 géneros en los sitios de estudio, con cianobacterias
pertenecientes a los ordenes Nostocales, Chroococcales, Stigonematales y
Oscillatoriales. La mayor riqueza de géneros identificados por morfologia se
encontro en Cuemanco, con nueve géneros diferentes y la menor en Chapultepec
con soOlo tres. El crecimiento de cianobacterias es propicio en todos los sitios,
aunque en los Dinamos se infiere una menor abundancia mediante observaciones
de campo y microscopicas. Se reportaron para Tlahuac los primeros datos sobre
la composicion de cianobacterias, ya que no habia registros previos para este
sitio. Todos estos géneros son especialistas en fijacion de No.

Synechococcus sp. fue el género con la mayor distribucion, encontrandose en los
cinco sitios. Anabaena sp., Gloeothece sp., Leptolyngbya sp. y Pseudanabaena sp.
le siguen en los géneros mayormente distribuidos al encontrarse en tres sitios.
Los géneros productores de compuestos toxicos: Microcystis, Pseudanabaena y
Leptolyngbya se registraron al menos en un sitio de estudio a excepcion de
Tlahuac. Es importante tomar en cuenta la presencia de estos géneros porque en
los cuerpos de agua muestreados se realizan actividades humanas.

En los geles de DGGE se puede observar en general una alta variabilidad espacial
en los sitios y el sesgo que existe al cultivar en el laboratorio. En todos los sitios
de estudio se encontraron numeros similares de filotipos y morfotipos, con
excepcion de Chapultepec.
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Con base en las secuencias 16S rRNA obtenidas, se reconoci6 que las
cianobacterias encontradas en muestras ambientales y en cultivos de los cuerpos
de agua muestreados, pertenecieron a especies con secuencias no reportadas
previamente en las bases de datos utilizadas, asi como a cepas identificadas,
mostrando entre el 93 y el 100% de similitud con secuencias de cepas aisladas
reportadas en las bases de datos. La topologia del arbol filogenético mostré dos
grupos principales en los cuales el orden Nostocales se mantuvo en uno y las
secuencias se agruparon siguiendo su clasificacion taxonémica en los grupos mas
internos.

Es necesario hacer estudios sobre la capacidad de fijacion de CO2 y N> de los
sistemas acuaticos estudiados. Este estudio indica el potencial biolégico que
tienen estos sistemas para el ciclaje de C y N, falta ahora medir estos procesos,
para poder entender la relevancia ecosistémica de estos sistemas al
funcionamiento de la cuenca del Valle de México.
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9. ANEXOS

ANEXO I. MEDIO DE CULTIVO BG11

Ingrediente

NaNOs

KoHPO4 - 3 HO

MgSO4 - 7 H20

CaCl;, - 2 H.O

Acido citrico

Citrato férrico amoniacal
EDTA

Na>COs H2O

Metales traza

pH=7.4

SOLUCION DE METALES TRAZA
Ingrediente

MnCl; - 4 H20
ZnSO4 - 7 H20
Na>MoOs4 - 2 H20O
CO(NOs)Q - 6 H20

Concentracion

17.67 mM

0.18 mM

0.30 mM

0.25 mM

0.029 mM

0.030 mM

0.0024

0.38

500 ul de la solucion*

Concentracién g-1?

1.81
0.22
0.39
0.049
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ANEXO II. MICROGRAFIAS DE LOS GENEROS ENCONTRADOS.

Figura Anexo II. Microfotografias de los géneros encontrados con diferente
morfologia. 1. Anabaena sp. de un cultivo de Cuemanco 2. Anabaena sp. de Los
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Dinamos ambiental. 3. Pseudanabaena sp. de un cultivo de Cuemanco. 4.
Pseudanabaena sp. de un cultivo de los Dinamos. 5. Calothrix sp. de una muestra
ambiental de Cuemanco. 6. Synechococcus sp. de una muestra ambiental de Los
Dinamos.

ANEXO III. GELES DE DGGE OBTENIDOS

TRV
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Figura Anexo ITla. Fotografia del gel de DGGE. Con puntos azules se indican las
bandas que fueron cortadas del gel y en triangulos rojos las bandas cortadas y de
las que se obtuvo una secuencia limpia. 1. CH1_A4, 2. CH1_AS, 3. CH2_A2, 4.
CH1_C1_1, 5. CU2_A2, 7. CU1_C_19, 8 CU2_C1_10, 9. CU2_C1_13, 10.
CU3_C1_11, 14. DI1_C1_6, 20. TE3_A1, 24. TLA3_A1l.
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Figura Anexolllb. Fotografia del gel de DGGE. Con puntos azules se indican las
bandas que fueron cortadas del gel y en triangulos rojos las bandas cortadas y de
las que se obtuvo una secuencia limpia. 6. CU3_A4, 11. DI3_A1, 12. DI3_A2, 13.
DI3_A3, 15. DI2_C1_7, 16. DI2_C3_7, 17. TE2_A2, 18. TE2_A3, 19. TE2_A2_r, 21.
TE3_C3_1, 22. TLA1_AS3, 23. TLA2_A6, 25. TLA1_C4_1.
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ANEXO II. MICROGRAFIAS DE LOS GENEROS ENCONTRADOS.

Figura Anexo II. Microfotografias de los géneros encontrados con diferente morfologia.
1. Anabaena sp. de un cultivo de Cuemanco 2. Anabaena sp. de Los Dinamos



ambiental. 3. Pseudanabaena sp. de un cultivo de Cuemanco. 4. Pseudanabaena sp.
de un cultivo de los Dinamos. 5. Calothrix sp. de una muestra ambiental de
Cuemanco. 6. Synechococcus sp. de una muestra ambiental de Los Dinamos.

ANEXO III. GELES DE DGGE OBTENIDOS
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Figura Anexo IIla. Fotografia del gel de DGGE. Con puntos azules se indican las
bandas que fueron cortadas del gel y en triangulos rojos las bandas cortadas y de las
que se obtuvo una secuencia limpia. 1. CH1_A4, 2. CH1_AS5, 3. CH2_A2, 4.
CH1_C1_1,5. CU2_A2,7.CU1_C_1.9,8. CU2_C1_10,9. CU2_C1_13,10. CU3_C1_11,
14. DI1_C1_6, 20. TE3_A1, 24. TLA3_Al.



Figura Anexolllb. Fotografia del gel de DGGE. Con puntos azules se indican las
bandas que fueron cortadas del gel y en triangulos rojos las bandas cortadas y de las
que se obtuvo una secuencia limpia. 6. CU3_A4, 11. DI3_A1, 12. DI3_A2, 13. DI3_A3,
15. DI2_C1_7, 16. DI2_C3_7, 17. TE2_A2, 18. TE2_A3, 19. TE2_A2_r, 21. TE3_C3_1,
22. TLA1_A3, 23. TLA2_A6, 25. TLA1_C4_1.
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