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Introduccion
Caracteristicas generales

Hace aproximadamente 2,700 millones de aios, en el periodo Pre-cdmbrico, uno de los
organismos con capacidad fotosintética mas antiguos del planeta, las cianobacterias, fueron
las responsables de crear una atmdsfera oxidante como la que hoy conocemos, gracias a la
liberacion de oxigeno. Las cianobacterias pertenecen al dominio Bacteria y comparten
caracteristicas estructurales con bacterias heterétrofas y caracteristicas funcionales con
algunas algas (Vidal y Pérez, 2009). Las cianobacterias son organismos procariotas,
fotoautdtrofos oxigénicos, que presentan clorofila como su principal pigmento fotosintético
y otros como la ficocianina y/o ficoeritrina, los cuales les confieren el color caracteristico
verde-azul a estos microorganismos (Lanzarot, 2008). Se pueden encontrar en formas
unicelulares, coloniales o filamentosas, con una variabilidad de tamafno que va desde los 2
hasta los 20 um de didmetro y de 0.5 a 2 um en el caso de las picocianobacterias. Otra
caracteristica importante de estos organismos es que algunas especies planctdnicas
cuentan con aerotopos en sus células, mediante los cuales controlan su posicién en la
columna de agua (Pineda, 2009). Las cianobacterias se clasifican en 3 érdenes, de acuerdo
a su morfologia: Chroococcales, Oscillatoriales y Nostocales (Vidal y Pérez, 2009).

Estos organismos han tenido gran éxito para colonizar diversos ecosistemas gracias a su
diversidad morfoldgica y pueden encontrarse en ambientes extremos como en los polos,
en los desiertos o los crateres volcanicos y en otros ambientes terrestres. Sin embargo la
mayor parte de las especies de cianobacterias se encuentran en los sistemas de aguas
continentales ya sea en la columna de agua o el bentos de lagos, lagunas, rios y arroyos
(Whitton y Potts, 2000), en donde desempefian un funcidn clave en la produccién primaria
acuatica (Reynolds, 1984). Algunas especies pueden llegar a dominar ambientes acuaticos
marinos; por ejemplo el grupo de las picocianobacterias cumple un papel muy importante
en la produccion primaria y en el ciclo de carbono de los océanos (Reynolds, 2006). Gracias
a la capacidad de fijar nitrégeno de algunas cianobacterias, en ocasiones son los Unicos
organismos que habitan en aguas con una extrema deficiencia de nitrogeno. También
juegan una importante labor como colonizadoras primarias, ya que son las que incorporan
materia orgdanica al suelo y de esta forma previenen la erosién. Ecolégicamente también
son importantes, ya que aunque la mayoria son de vida libre, algunas especies establecen
relaciones simbidticas con diferentes organismos, como hongos, algas y protozoos, entre
otros (Carrasco, 2007).



“Blooms”

El crecimiento de estos organismos depende de su habilidad para la optimizacién vy
obtencidn de recursos. Particularmente este grupo se ve favorecido con el aumento de los
niveles de nutrientes, principalmente de nitrégeno y fésforo en los ambientes acuaticos.
Los nutrientes provienen especialmente de aguas residuales no tratadas o parcialmente
tratadas, residuos agricolas, abonos y otros desechos de las industrias de la ganaderia
(Briand et al., 2003). Otra de las causas ha sido el aumento del desarrollo urbano y por
consecuencia el incremento de residuos sdlidos y liquidos. Cuando los niveles de dichos
nutrientes se encuentran por arriba de limites establecidos por varias organizaciones u
observaciones de investigadores y se presentan en “exceso”, al cuerpo de agua se le
denomina eutroéfico y esta alza de nutrientes da origen a lo que se conoce como “blooms”,
gue son floraciones o florecimientos de cianobacterias que incrementan de forma masiva
su biomasa. Su presencia en los cuerpos de agua es el principal factor del deterioro de su
calidad por el aspecto, sabor y olor que le confieren al agua. Principalmente provocan
cambios en el pH y oxigeno disuelto, asi como otras alteraciones cuando las poblaciones
gue se presentan son productoras de toxinas. Algunas especies de cianobacterias se
acumulan en la superficie de la columna de agua cuando ésta se encuentra en calma,
formando una capa de algunos centimetros de espesor y de un color azul-verde que es
caracteristico del grupo (De Leén, 2002).

Las cianobacterias presentan algunas caracteristicas que las hacen dominar sobre otros
grupos de fitoplancton, algunas de estas son: en condiciones de poca luz, las cianobacterias
pueden mantener una tasa de crecimiento relativamente mayor que el resto de los
organismos fitoplancténicos presentes (Chorus y Bartram, 1999); pueden regular su
flotabilidad mediante vesiculas de gas para colocarse en la columna de agua a aquellas
profundidades donde la disponibilidad de nutrientes y luz sea la adecuada; tienen bajos
requerimientos de nitrogeno y ademds poseen granulos de reserva de fosfatos en su
citoplasma (Vela et al., 2007).

Toxinas

Muchos de los géneros de cianobacterias producen una gran variedad de compuestos
conocidos como metabolitos secundarios y que se denominan toxinas y compuestos
bioactivos (Hisbergues et al., 2003). Aunque varias especies de cianobacterias en ambientes
acuaticos pueden producir toxinas potentes, dentro de la misma especie pueden existir
cepas productoras y no productoras (Roset et al., 2001). La mayor produccién de estas
toxinas o cianotoxinas se da bajo condiciones éptimas para el crecimiento de estos
organismos; cuando esto sucede se observa una produccién directamente proporcional al
aumento de la biomasa. Sin embargo en condiciones ambientales desfavorables para su
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crecimiento se observa un colapso de los “blooms” y una lisis celular de las cianobacterias
provocando la liberacion de toxinas al medio y causando dafios a los organismos acuaticos
expuestos (Jiang et al., 2008). El incremento de estas toxinas en el ambiente representa un
riesgo para la salud humana, ocasionando respuestas letales o subletales a otros
organismos que estén en contacto con ellas. Las cianotoxinas que con mayor frecuencia se
reportan son las hepatotoxinas que incluyen las microcistinas, nodularinas y
cilindrospermopsinas, seguidas de las neurotoxinas, dentro de las cuales estan la anatoxina-
a, anatoxina-a(S) y saxitoxinas (O’Neil et al., 2012).

La mayoria de las neurotoxinas han sido identificadas como alcaloides o compuestos
organofosforados neurotdxicos. Son consideradas como toxinas de accién rdpida, ya que
pueden causar la muerte por paro respiratorio a los pocos minutos de la exposicién o por
dosis orales en concentraciones elevadas. Los animales pueden ingerir una dosis letal al
beber unos pocos mililitros de agua conteniendo altas concentraciones de cianobacterias
procedentes de las acumulaciones superficiales conocidas como “scum” (Roset et al., 2001).

Las hepatotoxinas son las que se han reportado con mayor frecuencia y son las que
ocasionan el tipo mas comun de intoxicacidn relacionada con cianobacterias. Estas toxinas
son de accién mas lenta que las neurotoxinas, aunque también pueden causar la muerte en
horas o a los pocos dias. Estas toxinas han sido caracterizadas como heptapéptidos ciclicos
(microcistinas) y como pentapéptidos (nodularinas). La estructura general de las
microcistinas fue definida por Carmichael et al. en 1988. Actualmente se conocen mas de 8
tipos de nodularinas, clasificadas de acuerdo con las variaciones en su grado de metilacién,
composicidon e isomerizacion de sus aminodcidos. Se ha demostrado que varias de las
microcistinas y nodularinas son potentes inhibidores de las fosfatasas tipo 1 y 2A, las cuales
estan implicadas en muchos procesos celulares como la divisién celular, la sintesis de
proteinas, la sefalizacién celular, la contraccién muscular y el transporte de calcio, entre
otros (Wera y Hemming, 1995), ademas de que estas toxinas han resultado ser potentes
promotores de tumores hepaticos (Roset et al., 2001).

La produccion de microcistina se ha reportado en los 3 drdenes de cianobacterias y de éstos
se han identificado diferentes géneros como Microcystis, Anabaena, Planktothrix,
Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Hapalosiphon y Anabaenopsis como productoras de esta
toxina. Las microcistinas (Fig. 1) son heptapéptidos que comparten una estructura ciclica (-
Adda-D-Glu-Mdha-D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z), en donde X y Z representan variables de L-
aminodcidos, Adda representa  3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-acido
decadienoico, D-MeAsp representa 3-acido metilaspartico y Mdha representa N-
metilhidehidroalanina. Se han reportado mas de 71 isoformas, esta variacion puede darse
entre cepas del mismo o diferente género (Pineda, 2009; Christiansen et al., 2003).
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Fig. 1. Estructura quimica de la Microcistina-LR. (Christiansen et al., 2003).

El grupo de genes microcistina sintetasa (mcy) de la cianobacteria téxica contiene la
informacidn para la sintesis de las péptido sintetasas, poliquetidos sintetasas y enzimas de
adaptacidn que son codificadas por diez genes en Microcysitis y Anabaena, o por nueve en
Planktothrix y Nodularia (Kurmayer y Christensen, 2009).

En estudios como el realizado por Hisbergues et al. en 2003, basandose en la informacién
codificada por esos genes disefiaron un par de oligonucledtidos que amplificara por la
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) una region del gen mcyA, y con ello pudieron
identificar géneros productores de microcistinas como Anabaena, Microcystis y
Planktothrix de diferentes cuerpos de agua y de monocultivos.

En cultivos de diferentes especies de Microcystis aisladas de cuerpos de agua europeos Via-
Ordorika et al., en 2004, estudiaron la relacién de la presencia del gen mcy con la presencia
de microcistina, amplificando una regién de los genes mcyA y mcyB por medio de la PCR en
cultivos individuales, resultando que casi el 100 % de los cultivos fue positivo para la
presencia del gen, en los cuales mas de un 75% de las colonias de M. aeruginosa y M. botrys
contenian genes mcy y menos del 20% de M. ichthyoblabe y M. viridis obtuvieron productos
de los genes mcy; ninguna de las colonias de M. wesenbergii presenté productos de los
genes mcy.



Arzate en el 2008 obtuvo aislados clonales de Microcystis sp., con los cuales realizé
bioensayos de toxicidad aguda en cladéceros para confirmar que la mortalidad observada
fue debida a microcistinas, la caracterizacion de los aislados se realizé mediante la
amplificacién de tres regiones genéticas diferentes: un fragmento del operén de la
ficocianina; una region del gen 16S rRNA especifica para Microcystis y un fragmento del gen
mcyA, con la finalidad de comprobar si los genes se expresan o no en condiciones de cultivo.

Lozano en el 2009 utilizé una técnica de amplificacién por la PCR para la determinaciéon de
cianobacterias potencialmente productoras de hepatotoxinas, en muestras obtenidas de la
laguna de Zumpango, lago de Xochimilco, embalse de Valle de Bravo y un monocultivo de
Anabaena sp., amplificando el dominio aminotransferasa (AMT) localizado en el mdédulo
mcyE del complejo enzimdtico microcistina sintetasa. Mediante ésta técnica molecular
aplicada a muestras ambientales obtuvo un amplificado de 472 pares de bases (pb)
correspondientes al dominio AMT en las muestras de la laguna de Zumpango y del embalse
de Valle de Bravo.

Pineda en el 2009 logré aislar y caracterizar mediante bioensayos, técnicas moleculares y
bioquimicas, 18 cepas de cianobacterias filamentosas productoras de microcistinas de
muestras provenientes de la primera seccién del lago de Chapultepec, la Alameda Oriente
y la pista olimpica de remo y canotaje “Virgilio Uribe”, tres de los lagos urbanos ubicados
en la Ciudad de México. De las cepas aisladas mediante la amplificacion de la region mcyA-
Cd, determind que 16 tienen la capacidad de sintetizar microcistinas, de las cuales
comprobd su produccion en 7 cepas por LC/ESI/MS (Liquid Chromatography—Electrospray
lonization Tandem Mass Spectrometry) y en 8 por la técnica de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay).

Debido a los cada vez mas frecuentes florecimientos de cianobacterias en los cuerpos de
agua, es importante establecer un monitoreo permanente de los diferentes organismos que
conforman los florecimientos, ya que muchas de las especies que participan pueden ser
tdxicas, y como resultado, aumentar el nivel de microcistinas en el agua, por lo que tanto el
consumo de ésta como el contacto puede ser dafiino para la salud humana y de otros
organismos. La mayoria de los trabajos sobre identificacién de cianobacterias se han
realizado con base en su caracterizacion morfoldgica, con ayuda de técnicas de microscopia,
pero esto no asegura la confiabilidad de la identificacion de organismos toxicos, ademas de
gue estas técnicas suelen ser lentas y laboriosas. Con relacién a lo anterior, se vienen
utilizando con mayor frecuencia las técnicas moleculares para la identificacion de
organismos potencialmente tdxicos, ya que esto asegura la presencia del material genético
en las cepas productoras, ademas de tener ventajas con respecto a la identificacién por
microscopia ya que son rapidas y especificas.



Objetivos
Objetivo general

Estandarizar una técnica molecular por medio de la amplificacion del ADN por la PCR para
identificar la presencia del gen mcyE del dominio AMT, que codifica la produccion de
microcistina, en monocultivos de cepas aisladas de diferentes cuerpos de agua y en
muestras ambientales de cianobacterias potencialmente téxicas del embalse Valle de
Bravo.

Objetivos particulares
1. Obtener monocultivos de cianobacterias potencialmente todxicas aisladas de

diferentes cuerpos de agua.

2. Aplicar la prueba de amplificacion del ADN por la PCR a cianobacterias en
monocultivos, y a las que estdn presentes en muestras ambientales provenientes
del embalse de Valle de Bravo.

3. Comprobar por medio de la prueba de ELISA la presencia de microcistina en
monocultivos y en muestras ambientales de los diferentes cuerpos de agua.

4. Integrar la informacién medioambiental de los afios 2010 al 2012 para un analisis de
correlacién con los resultados de la prueba de PCR.

Material y métodos
Obtencion de muestras de diferentes cuerpos de agua

Se utilizaron muestras ambientales de cuatro estaciones del embalse Valle de Bravo
(19°21°30”N, 100°11°00”W), localizado en el Estado de Meéxico, las cuales fueron
denominadas como Tizates, Amanalco, Cortina y Centro (Fig. 2). Las muestras corresponden
a tres periodos: el primero abarcé desde el mes de febrero hasta noviembre del afio 2010,
el segundo de abril a noviembre de 2011 y el tercero de agosto a noviembre de 2012. Estas
muestras fueron proporcionadas por el laboratorio de Bacteriologia del Proyecto de
Conservacion y Mejoramiento del Ambiente (CyMA), todas las muestras se conservaron en
congelacion hasta el momento de su analisis. Se trabajo también con un monocultivo de
Microcystis aeruginosa que se logrd aislar del mismo embalse y el cual sirvio como un
control positivo para la caracterizacién molecular por PCR.



Amanalco

Tizates
San Antonio

Cortina ¥ v

»

Valle'de Bravo

Fig. 2. Mapa del area de estudio, embalse de Valle de Bravo y las estaciones de
muestreo (Google maps, 2012). Imagen modificada por el autor.

Ademas se analizaron monocultivos de Planktothrix agardhii y Anabaenopsis sp., especies
aisladas de muestreos en el lago de Texcoco (material proporcionado por César Zamora,
Laboratorio de Zoologia Acudtica, UNAM-FES Iztacala-Unidad de Morfologia y Funcién).

Aislamiento de cianobacterias

Se inoculé una alicuota de 3 mL de muestra fresca, tanto del embalse Valle de Bravo como
del lago de Texcoco, en tubos de ensayo con 10 mL de medio mineral Z8 adicionados con
un antibidtico (cicloheximida, 50 pg L?), y fueron incubados a 25 + 2°C con un fotoperiodo
de 16 h luz/8 h oscuridad. Posteriormente se llevd a cabo el aislamiento con la técnica de
micro-manipulacién con ayuda de una micropipeta capilar bajo microscopio estereoscépico



(Arzate, 2008) obteniendo asi sélo el organismo de interés para transferirlo a otro tubo con
el mismo medio de cultivo.

Los tubos con crecimiento fueron revisados periddicamente bajo microscopia para
asegurarse que Unicamente creciera el organismo inoculado.

Crecimiento de monocultivos

Una vez asegurado el monocultivo se inoculé una alicuota de 1 mL de los tubos con
crecimiento en un matraz con 25 mL de medio mineral Z8; los matraces se incubaron a 25
+ 2°C con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y se mantuvieron en agitacion constante
sobre un agitador (marca Labnet Orbit 1900) a 70 rpm.

El monocultivo de la cepa de M. aeruginosa fue el mas exitoso, por lo tanto fue con el que
se trabajo para la estandarizacién de la técnica de PCR.

Lisis celular

Las muestras almacenadas se descongelaron a temperatura ambiente y posteriormente,
tanto de estas muestras como de los monocultivos frescos, se tomé una alicuota de 1.5 mL
para ser transferidas a tubos Eppendorf. Se realizé un centrifugado a 13,000 rpm durante
45 min y se deseché el sobrenadante, la pastilla obtenida (entre 30 y 40 mg) fue
resuspendida en 50 pL de buffer TE (Tris 10mM-EDTA 1mM; pH 8) y 750 uL de buffer XS
(potasio etil xantogenato) (Tillet y Neilan, 2000); posteriormente se incubaron las muestras
por 2 horas a 70 + 5°C. Durante el periodo de incubacidn se realizd una agitacion con vortex
durante 10 s cada 30 min; pasado este tiempo las muestras fueron colocadas en hielo
triturado durante 30 min; después de éste tiempo se realizé un centrifugado a 13,000 rpm
durante 10 min y el sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo.

Extraccion de ADN

Al sobrenadante recuperado se le adiciond un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) para su posterior centrifugado a 13,000 rpm durante 3 min; el
sobrenadante fue recuperado en un tubo nuevo y se le agregd nuevamente
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), este paso se repitid de 2 a 4 veces hasta
obtener un sobrenadante transparente; una vez obtenido, se le adiciond un volumen igual
al recuperado (800 pL aproximadamente) de isopropanol y una décima parte de acetato de
amonio 4M (80 uL aproximadamente). Las muestras se incubaron durante 1 h a 37°C;
transcurrido ese tiempo, fueron centrifugadas nuevamente a 13,000 rpm durante 12 min;
el sobrenadante fue eliminado y la pastilla obtenida fue lavada con etanol al 70%,
posteriormente se centrifugd una vez mas a 13,000 rpm durante 12 min y se dejé evaporar
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el etanol a temperatura ambiente, finalmente se resuspendié la pastilla en 50 L de buffer
TE pH 8.5. El ADN se conservo en congelacion en tubos Eppendorf hasta el momento del
andlisis (modificado de Lozano, 2009).

Caracterizacion molecular
Amplificacion del ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN obtenido fue sometido a un andlisis molecular por medio de PCR multiple con ayuda
de 3 diferentes pares de oligonucledtidos (Tabla 1); HEPF/HEPR que limitan una secuencia
especifica del gen mcyE-AMT, cuya presencia en las muestras indica que son cepas
potencialmente tdxicas; PCBF/PCAR que amplifica un fragmento del operén de la
ficocianina, pues sdlo las cianobacterias son capaces de sintetizar éste pigmento; y
Micr184f/Micrd31r que amplifica para una regién del rRNA 16S especifica para el género
Microcystis, para corroborar que ese género estd presente en las muestras ambientales
(Arzate, 2008).

Oligonucleétido Secuencia Tamaiio del amplificado
(pb)
HEPF tttggggttaacttttttgggcatagtc 470
HEPR aattcttgaggctgtaaatcgggttt
PCBF ggctgcttgtttacgcgaca
PCAR ccagtaccaccagcaactaa 663
Micr184f gccgcaggtgaaamctaa 230
Micr431r aatccaaaaccttcctccc

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para PCR muiltiple.
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Para las condiciones finales de la reaccion de la PCR se agregaron los pares de
oligonucleétidos HEPF/HEPR (0.3 uM), PCBF/PCAR (0.3 uM) y Micr184f/Micr431r (0.6 uM);
regulador (2X); dNTPs (0.2 mM c/u); y 0.3 uL de enzima Herculase Il fusion DNA polymesase,
de acuero a las instrucciones del fabricante (www.aligent.com) adecuando la cantidad de
enzima al volumen total de la reaccién y; 1.0 pL del molde de DNA, toda la mezcla en un
volumen final de 25 pL aforado con dH,0.

Condiciones de reaccion de PCR

Etapas Condiciones N° de ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95°C por 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C por 30 segundos 35
Hibridacion 60°C por 30 segundos 35
Extension 72°C por 40 segundos 35
Extension final 72°C por 5 minutos 1

Tabla 2. Condiciones empleadas para la reaccion de PCR.

Electroforesis

Después de la amplificacién por la PCR los amplicones fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1.2%, a 80 V durante 45 minutos aproximadamente; posteriormente
las bandas fueron visualizadas por tincién con bromuro de etidio y se obtuvo una imagen
en un fotodocumentador.

ELISA (Enzyme Link Immunosorbent Assay)

Para comprobar que las cepas potencialmente tdoxicas expresan las proteinas que codifica
el gen mcyE, se realizd una prueba de ELISA tanto en las muestras ambientales como en los
monocultivos, utilizando un kit comercial para cuantificacién en placa de microcistina
(EnviroLogix™) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Analisis de correlacion candnica

Para este andlisis se tomaron en cuenta principalmente los datos de abundancia de las
especies con potencialidad téxica (transformada a biovolumen), asi como de algunos
parametros ambientales tales como profundidad de la estacion, transparencia del disco de
Secchi, temperatura del agua, conductividad a 25°C, pH, oxigeno disuelto, y datos de
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parametros fisicoquimicos como niveles de nutrientes, fésforo reactivo soluble (FRS),
nitrégeno inorganico disuelto (suma de nitrégeno amoniacal, nitritos y nitratos, abreviado
como NID), nitrégeno orgdanico soluble, y los niveles de clorofila-a, contra los resultados
obtenidos de la caracterizacion molecular, representada por la presencia del gen
caracteristico del género Microcystis (MIC), la presencia del gen mcyE (ambos resultados
obtenidos por la PCR) y los datos de concentracién de microcistina por la prueba de ELISA.
Con esta informacién se realizé un analisis de correlacidn candnica de las diferentes
muestras ambientales del embalse Valle de Bravo, introduciendo los datos obtenidos al
software Canoco for Windows 4.5

Resultados
Obtencion de monocultivos

Se lograron aislar satisfactoriamente 3 organismos y se mantuvieron en monocultivos: M.
aeruginosa (Imagen 1) proveniente del embalse Valle de Bravo, y Planktothrix agardhii
(Imagen 2) y Anabaenopsis sp. (Imagen 3) provenientes del Lago de Texcoco.

Imagen 1. Monocultivo de Microcystis aeruginosa aislado del embalse Valle de Bravo.
Fotografia tomada por el autor.
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Imagen 2. Monocultivo de Planktothrix agardhii aislado del lago de Texcoco.
Fotografia tomada por el autor.

Imagen 3. Monocultivo de Anabaenopsis sp. aislado del lago de Texcoco.
Fotografia tomada por el autor.

De acuerdo a la identificacion por la técnica de microscopia y utilizando claves taxondmicas,
la diversidad de cianobacterias encontrada en el embalse Valle de Bravo para los tres anos
de estudio (sélo se mencionan las cianobacterias potencialmente tdxicas) se muestra en la

tabla 3:
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2010 2011 2012

Anabaena aff. viguieri Anabaena aff. spiroides Anabaena planctonica
Anabaena crassa Anabaena crassa Planktothrix agardhii
Anabaena planctonica Anabaena planctonica Pseudanabaena mucicola
Microcystis aeruginosa Anabaena aff. viguieri Microcystis aeruginosa
Microcystis aff. Botrys Microcystis aeruginosa Woronichinia naegelianum
Planktothryx agardhii Microcystis aff. botrys

Pseudanabaena mucicola Planktothryx agardhii
Woronichinia naegelianum | Pseudoanabaena mucicola

Woronichinia naegelianum
*Anabaena - Microcistina y Cilindrospermopsina (Hepatotdxicas), Anatoxina-a, Anatoxina-a(s) y Saxitoxinas
(Neurotoxicas). Microcystis - Microcistina. Planktothryx - Microcistina y Saxitoxina. Pseudanabaena - Microcistina.
Woronochinia — Microcistina.

Tabla 3. Diversidad de cianobacterias potencialmente tdxicas identificadas en el embalse
Valle de Bravo, en los ailos 2010, 2011 v 2012.

Debido a la diferencia de tallas de los organismos identificados, lo cual no corresponde
entre ellos a su biomasa, se considerd transformar la abundancia de especies a biovolumen
(mm3 mL1).

En el afio 2010 particularmente en la estacion de Tizates, P. mucicola fue la especie que
aporté el mayor porcentaje en cuanto a biovolumen total, seguida por M. aeruginosa,
aungue esta ultima sélo se presentd en el mes de marzo; en la estacién Cortina, P. mucicola
continué aportando la mayor parte del biovolumen, seguida de A. plancténica, cabe
mencionar que en esta estacion M. aeruginosa no se presentd en ninguno de los meses. En
la estacién Centro, P. mucicola y A. planctonica contindan como las especies que aportan el
mayor biovolumen en la estacion, M. aeruginosa solo se presenté en el mes de octubre,
como se muestran en las graficas 1, 2y 3.
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Biovolumen y MCs de Tizates en 2010

6 2.5
> 2
4

1.5
3

1
2
1 0.5
0 0

—IMCs = A. planctonica A. aff. viguieri
A. crassa M. aff. botrys M. aeruginosa
= P. mucicola P. agardhii W. naegelianum

Grafica 1. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina de Tizates, 2010.
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Biovolumen y MCs de Cortina en 2010
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Grafica 2. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Cortina, 2010.
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Biovolumen y MCs de Centro en 2010
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Grafica 3. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Centro, 2010.
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De la grafica 4 a la 7 se observa que para el afio 2011, A. planctonica toma el primer lugar
como la especie con mayor aporte de biovolumen en todas las estaciones de muestreo; en
ése aflo M. aeruginosa se presentd en Cortina y Centro, aunque solo aparecié en los meses
de abril y julio, esta es la especie que cuando estd presente, aporta mas biovolumen
después de A. planctonica.

Biovolumen y MCs de Tizates en 2011
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= P. mucicola W. naegelianum

Grafica 4. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Tizates, 2011.
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Biovolumen y MCs de Amanalco en 2011
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Grafica 5. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Amanalco, 2011.
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Biovolumen y MCs de Cortina en 2011
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Grafica 6. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Cortina, 2011.
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Biovolumen y MCs de Centro en 2011
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Grafica 7. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Centro, 2011.
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Para el aflo 2012 M. aeruginosa fue la especie que aportd mas biovolumen en las estaciones
Tizates, Amanalco y Cortina, como se observa en las graficas 8, 9y 10.

Biovolumen y MCs de Tizates en 2012
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Grafica 8. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Tizates, 2012.
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Biovolumen y MCs de Amanalco en 2012
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Grafica 9. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Amanalco, 2012.
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Biovolumen y MCs de Cortina en 2012

7 1.2
6 1
5 g
08 €
— €
4 £
[oT4]
= 0.6 &
4 =
(@)
= 3 2
o
04 >
2 =
1 0.2
0 - ! 0
A S ] N
MCs —— A. planctonica M. aeruginosa

P. agardhii = P. mucicola == W. naegeliana

Grafica 10. Biovolumen de los diferentes organismos y niveles de microcistina en Cortina 2012.

Aunque Microcystis wesenbergii fue una especie que estuvo presente en todas las
estaciones de muestreo durante los tres afios de estudio, no se le consideré para este
trabajo ya que ésta no ha sido reportada como potencialmente téxica (Vasconcelos et al.,
2010)

Caracterizacion molecular

Para la caracterizacidn molecular por la PCR se utilizé como control positivo una cepa de M.
aeruginosa aislada del embalse Valle de Bravo, en donde se pudo amplificar exitosamente
una region rRNA 16S especifica para el género Microcystis de 230 pb y una secuencia
especifica del gen mcyE-AMT de 470 pb, asi como un fragmento del operdn de la ficocianina
de 663 pb (Imagen 4). Los monocultivos de Anabaenopsis sp. y P. agardhii dieron resultados
positivos, aunque con una banda muy tenue para el amplificado del gen mcyE-AMT de 470
pb, mientras que la cepa de Anabaenopsis sp amplificod para el fragmento del operdn de la
ficocianina de 663 pb.

25



— 1000 pb
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——— 470 pb
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Marcador M. aeruginosa  Anabaenopsis sp.  P. agardhii ~ Control negativo
molecular ’

Imagen 4. Gel de agarosa al 1.2% teiiida con bromuro de etidio en donde se presenta la amplificacion
de los productos de la secuencia de la region rRNA 16S especifica para el género Microcystis (230 pb),
del gen mcyE-AMT (470 pb) y de un fragmento del operdn de la ficocianina (663 pb) de los monocultivos
de M. aeruginosa, Anabaenopsis sp. y P. agardhii.

Los resultados de la prueba de ELISA para determinar equivalentes de microcistina en los
monocultivos fueron de 4.46 pg L'! para M. aeruginosa, 0.24 gL't para Anabaenopsis sp.
y para P. agardhii de 0.07 pg L. Cabe mencionar que M. aeruginosa fue el primer
monocultivo exitoso, seguido de Anabaenopsis sp. y de P. agardhii. La prueba de ELISA se
realizé en cultivos de aproximadamente 3 semanas de crecimiento.

En la tabla 4 se observan los resultados de las pruebas de ELISA y de las PCR de las muestras
ambientales del afio 2010. Durante todo el periodo de muestreo el embalse Valle de Bravo
tuvo presencia de microcistinas, con concentraciones que van de 0.11 pg L' hasta 7.58 pg
L'L. Se observa que durante el periodo de marzo, abril y mayo los valores de microcistinas
son los mas altos. En cuanto a la amplificacidén por la PCR, tanto de la regién especifica para
el género Microcystis como de la regién del gen mcyE se obtuvieron resultados positivos en
todas las estaciones del drea de estudio, aunque con mayor presencia en las estaciones de
Tizates y Centro.
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Para el afio 2011 la microcistina también estuvo presente en todas las estaciones y en los
meses de abril a octubre. Como se muestra en la tabla 5, los valores de microcistina
alcanzaron un minimo de 0.08 pg L' y un méaximo de 5.42 pug L't. Como en el afio 2010 abril
y mayo fueron los meses con mayor concentracién de toxina. En cuanto a la amplificacidon
por la PCR, la estacidn Tizates fue la Unica en donde se obtuvieron resultados positivos para
la amplificacidn tanto de la regidn especifica para el género Microcystis como de la regién
de gen mcyE en todo el periodo de muestreo; en las demas estaciones hubo variaciones
mensuales de estos resultados.

En el afio 2012 se obtuvieron los valores mas altos de microcistina, con un promedio de 5.39
ug L' en Tizates, 5.63 pg L'! en Amanalco y 5.61 pg L' en Cortina, ademds de que estuvo
presente en todas las estaciones; la amplificaciéon de la region especifica para el género
Microcystis dio resultados positivos para todas las estaciones durante todo el periodo de
muestreo y la amplificacion para la region del gen mcyE sélo dio positivo en los meses de
agosto y noviembre en la estacion Amanalco, como se observa en la tabla 6.

TIZATES MCs (ugL?) | 1.64 4.05 532 2.62 140 1.15 030 0.23 0.27 0.29

Microcystis sp + + + + + + + - + +
mcyE + + + + + + + - - -

CORTINA | MCs (ugl?) |3.06 1.93 7.58 4.07 2.09| 0.64 0.28 0.20 0.48  3.12
Microcystissp | + - - + - - - - + -
mcyE - - - + - - - - - -

CENTRO MCs (ugL?) | 0.62 257 4.27  3.59 160 0.49 0.23 |0.33  0.11 0.18
Microcystis sp + + + + + + - + + +
mcyE + + + + + + - + + +

Tabla 4. Caracterizacion molecular de muestras ambientales del embalse Valle de Bravo del afio 2010
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ABR | MAY | JUN JUL  AGO SEP OCT | NOV

TIZATES MCs (ug L) 0.11 | 3.94 | 1.21 | 0.61 | 0.10 0.11 0.11 0
Microcystis sp + + + + + + + +

mcyE + + + + + + +

AMANALCO MCs (ug L) 506 | 242 | 195 | 0.11 | 0.10 0.14 0.11 0
Microcystis sp + + + + + + +

mcyE + + + - - - + -

CORTINA MCs (ug L?) 535 | 542 | 3.17 | 0.08 | 0.09 0.15 0.12 0
Microcystis sp + + + + + + + -

mcyE + - + - + + + -

CENTRO MCs (ug L?) 521 | 5.02 | 1.93 | 0.08 | 0.09 0.15 0.12 0
Microcystis sp + + + + - + + -

mcyE + + + + - + + -

Tabla 5. Caracterizacion molecular de muestras ambientales del embalse Valle de Bravo del afio 2011.

AGO SEP oCcT NOV

TIZATES MCs (ug L) 5.67 5.64 5.23 5.04
Microcystis sp + + + +
mcyE - - - -

AMANALCO MCs (ug L) 5.63 5.61 5.36 5.92
Microcystis sp + + + +
mcyE + - + +

CORTINA MCs (ug L'?) 5.55 5.64 5.10 6.17
Microcystis sp + + + +
mcyE - - - -

Tabla 6. Caracterizacion molecular de muestras ambientales del embalse Valle de Bravo del afio 2012.
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Se tomaron en cuenta promedios de los parametros ambientales, fisicoquimicos y
bioldgicos de los distintos puntos de muestreo, los cuales fueron correlacionados con la
caracterizacidon molecular y la diversidad especifica de cada afio en particular. Las variables
fisicoquimicas que fueron consideradas se muestran en la tabla 7.

2010

2011

2012

ND

Transparencia Disco Secchi
(Zos)
Temperatura Agua(°C)
Conductividad a 25°C (K2s)
pH
Oxigeno Disuelto (OD)
Fésforo reactivo soluble
(FRS)

Nitrogeno inorganico
disuelto (NID)
Nitrégeno organico soluble
(NOS)

Clorofila Fraccién > 20 pm
(Chl-a)

ELISA (MCs)
Microcystis (MIC)
mcyE
*ND - No Determinado

Profundidad de la estacion
(2)
Transparencia Disco Secchi
(Zos)
Temperatura Agua (°C)
Conductividad a 25°C (Kzs)
pH
Oxigeno Disuelto (OD)
Fosforo reactivo soluble
(FRS)

Nitrégeno inorganico
disuelto (NID)

ND

Clorofila Fraccién > 20 um
(Chl-a)

ELISA (MCs)
Microcystis (MIC)
mcyE

Profundidad de la estacion
(2)
Transparencia Disco Secchi
(Zos)
Temperatura Agua (°C)
Conductividad a 25°C (Kzs)
pH
Oxigeno Disuelto (OD)
Fosforo reactivo soluble
(FRS)

Nitrégeno inorganico
disuelto (NID)

ND

Clorofila Fraccién > 20 um
(Chl-a)

ELISA (MCs)
Microcystis (MIC)
mcyE

Tabla 7. Distintos factores tomados en cuenta para en analisis de correspondencia candnica.

Comportamiento de los factores fisicoquimicos

En la grafica 11 se muestra que la profundidad promedio obtenida para el embalse fue baja,
pues se promedié la parte mas profunda que se localiza en la cortina y centro (con un
maximo de 25.7 m) con las estaciones de Tizates y Amanalco que son someras (con un
promedio de 1.5 m). No obstante se pudo observar que la maxima profundidad se registrd
en la época lluviosa, y el nivel del agua descendié aproximadamente 4 metros en el mes de
agosto del afio 2011 y en octubre del 2012 y después el nivel se recupera, probablemente
por inyeccion de agua de las presas aledanas.
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Profundidad promedio del embalse de Valle de
Bravo
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Grafica 11. Promedio de la profundidad mensual de dos de los tres afos de
estudio.

La transparencia del disco de Secchi (Zps) se comportd de una manera similar a lo largo de
la temporada de muestreo, con valores menores a 1.5 m, con excepcion del mes de
noviembre, en donde la transparencia fue de hasta 3 m de profundidad en el aifio 2010
(grafica 12).
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Grafica 12. Promedio mensual de la transparencia del disco de Secchi (Zps)
durante los tres afos de muestreo.
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El comportamiento de la temperatura del agua durante los tres afios fue muy homogéneo
con un promedio de 22.7 °C (gréfica 13), la temperatura mas baja (19.1 °C) se registré en el
mes de febrero y la mas alta (24.7°C) en el mes de mayo.
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Grafica 13. Promedio mensual de la temperatura durante la temporada de
muestreo.

En general el pH de los tres afios fue alcalino, con un promedio de 8.6, en los meses de
octubre y noviembre se registraron los niveles mas bajos de pH llegando hasta un minimo
de 6.9 (grafica 14).
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Promedio mensual de pH
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Grafica 14. Promedio mensual de pH durante la temporada de muestreo
de los tres anos de estudio.

Los niveles de oxigeno disuelto (OD) en el agua durante los tres anos de estudio que se
muestran en la grafica 15, se comportaron de una forma similar con valores de 7.43 mg L*!
en promedio, con excepcién del mes de octubre de 2011 en donde el nivel de OD baja hasta
3.4 mg L'y en noviembre de 2010 con 3.75 mg L.
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Grafica 15. Promedio mensual de los niveles de oxigeno disuelto (OD)
durante la temporada de muestreo de los tres aiios de estudio.
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De los tres afos de estudio, en 2011 se presentaron los niveles mas altos de fosforo reactivo
soluble (FRS), en el mes de abril se registré el nivel mas alto con 1.8 mg L%, en este mismo
afo los valores bajaron mensualmente y de una forma gradual, hasta el nivel mas bajo en
el mes de agosto (grafica 16).

Promedio mensual de los niveles de fosforo
reactivo Soluble (FRS)
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Grafica 16. Promedio mensual de los niveles de fosforo reactivo soluble

(FRS) durante la temnorada de muestreo en los tres afios de estudio.

Los niveles de nitrégeno inorganico disuelto exhiben tres pulsos, uno en abril, otro en
agosto y el ultimo en octubre-noviembre (grafical7), los pulsos de abril y noviembre son
ocasionados mayoritariamente por una mineralizacién de amonio que se produce en el
fondo del embalse, el cual es transportado a la superficie en la temporada de mezcla, vy el
nitrogeno de agosto es causado por nitratos arrastrados por las lluvias.
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Promedio mensual de los niveles de nitrégeno
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Grafica 17. Promedio mensual de los niveles de nitrégeno inorganico
disuelto (NID) disuelto durante la temporada de muestreo de los tres afios.

La clorofila-a, se encuentran en un promedio de 9.003 pg L (grafica 18), disminuyendo sus
niveles en el mes de noviembre, con valores de 0.68 ug L%, 5.49 ug L'ty 3.08 ug L' para ese
mes en los anos 2010, 2011 y 2012 respectivamente.
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Grafica 18. Promedio mensual de los niveles de clorofila-a (Chl-a) durante
el periodo de muestreo en los tres aiios de estudio.
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En el caso de la conductividad, como se muestra en la grafica 19, el promedio fue de 171.02
uS, su nivel disminuyd en la temporada de lluvias y a partir del mes de octubre los niveles
aumentan. En el caso del mes de noviembre de 2012, alcanza el nivel maximo registrado
para este trabajo que fue de 181.1 pScm™.
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Grafica 19. Promedio mensual de los niveles de conductividad (K;s) durante
el periodo de muestreo en los tres afios de estudio.

Posteriormente se realizé un andlisis de correlacion candnica (CCA) por afo, tomando en
cuenta los valores de los factores fisicoquimicos, valores de nutrientes, caracterizacion
molecular y diversidad de especies de cada estacion.

La correlacidn del afio 2010 (Fig. 3) arroja en un mismo cuadrante de la grafica la presencia
de microcistinas (MCs), el gen mcyE y la presencia del gen que caracteriza al género
Microcystis (MIC), y dentro de ese mismo cuadrante estan presentes A. planctonica, P.
agardhii y A. aff. viguieri; en éste caso M. aeruginosa se encuentra en un cuadrante
diferente, probablemente debido a su escasa presencia en el periodo de muestreo.
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Fig. 3. Eje 2 y eje 4 de un biplot basado en el software Canoco 4.5,
considerando separadamente las variables ambientales, moleculares y las
especies involucradas en el aiio 2010.
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En el caso del afio 2011 (Fig. 4) el andlisis arroja dentro del mismo cuadrante la presencia
de microcistinas y del gen mcyE, las especies mads relacionadas a estas variables fueron A.
planctdnica, P. agardhii y A. aff. viguieri; en un cuadrante diferente se encuentra la
presencia del gen especifico para el género Microcystis y la presencia de M. aeruginosa.
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separadamente las variables ambientales, moleculares y las especies
involucradas en el afio 2011.
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En el dltimo afo de estudio (Fig. 5) M. aeruginosa fue la que aporté mas biovolumen, y esto
se refleja en el andlisis ya que esta relacionada con la presencia de microcistinas y con la
presencia del gen mcyE dentro de un mismo cuadrante de la grafica, ademas de que A.

planctonica sigue estando presente en la relacidn con estas dos variables.
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Fig. 5. Eje 1 y eje 4 de un biplot basado en el software Canoco 4.5, considerando
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separadamente las variables ambientales, moleculares y las especies

involucradas en el afio 2012.
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Discusion

La presencia de “blooms” de cianobacterias representa un grave problema para el
ambiente. Ademas de afectar directamente al recurso hidrico, también se ven afectados
nocivamente los organismos expuestos al cuerpo de agua a consecuencia de la alta
produccién de toxinas en donde se desarrollan estos florecimientos. Para la deteccion de
las toxinas presentes en los diferentes cuerpos de agua se han utilizado varias técnicas, que
van desde las identificaciones morfoldgicas, bioensayos, técnicas moleculares, hasta las
cromatogrificas, entre otras. En este estudio se correlacionaron los resultados obtenidos
de una técnica molecular que consiste en una prueba de amplificacién multiple del ADN por
la PCR, basada principalmente en la identificacion del gen mcyE del dominio AMT, uno de
los genes involucrados en la produccion de microcistina. Previamente se determind la
concentracion de microcistina de las muestras mediante la prueba de ELISA para confirmar
la presencia de esta toxina en el agua, ademds de tomar en cuenta el biovolumen vy la
identificacion morfoldgica de los organismos potencialmente tdéxicos en muestras
ambientales del embalse Valle de Bravo, asi como los diferentes factores fisicoquimicos de
la zona de estudio.

Los valores de los parametros fisicoquimicos durante los tres afos de estudio se
comportaron en general de una forma similar, con una temperatura promedio del agua de
22.7 °C, con el periodo mas cdlido desde mayo hasta el mes de septiembre. Los valores de
conductividad indican bajo contenido de sales (Wetzel, 2001), cuya concentracién se diluye
en el periodo de lluvias.

La concentracidon de clorofila-a durante casi todos los meses de estudio muestra una
actividad fotosintética importante, la cual genera condiciones alcalinas y de buena
oxigenacién en al agua, mayor a 8 mgL™* (grafica 15) al ser el oxigeno un producto de este
proceso. En el mes de noviembre se presenta el fendmeno de mezcla, y bajo estas
condiciones disminuye la concentracion de clorofila-a con valores de 0.68 pg L™ en 2010,
5.49 ug L't en 2011, y 3.08 pg L' en 2012 (gréfica 18), ya que por el movimiento constante
de la columna de agua el desarrollo de las algas no se ve favorecida, por lo cual el pH alcanza
la neutralidad con valores de 7.1 en el 2010, 7.4 en el 2011y 6.9 en el 2012 (grafica 14). Los
valores de oxigeno también descienden en este mes al no existir un excedente de
fitoplancton y la transparencia aumenta hasta 3 m en el 2010 (grafica 12), esto indica que
el fitoplancton es responsable en parte de la baja transparencia en los meses calidos. Los
valores de clorofila-a (promedio de 9.003 pg L!) y turbiedad llevan a clasificar el embalse
como un cuerpo de agua eutréfico, al estar dentro del rango de los valores limite para un
sistema concreto de clasificacion tréfica en lagos y embalses segin Drovandi vy
colaboradores (2005), en donde asignan esta categoria a cuerpos de agua cuando los
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valores de clorofila-a estan entre los 8 y 25 pg L. Este estado trofico del cuerpo de agua
coincide con reportes previos de Gaytdn et al. en 2011 y Olvera-Viascan et al. en 1998.

En el caso de los nutrientes encontramos un promedio de 0.28 mg L para fosforo reactivo
soluble (FRS) y de 0.18 mg L para nitrégeno inorganico disuelto (NID), la relacidn molecular
promediando los 3 afios de NID:FRS es baja (1.4:1), Merino-Ibarra et al. (2007) mencionan
que cuando esta relacion es baja, el nutriente limitante es el nitrégeno. Ramirez y Gonzales
(2012) mencionan que las cianobacterias son beneficiadas por los altos niveles de
nutrientes; sin embargo cuando el nutriente limitante es el nitrégeno las cianobacterias son
beneficiadas ante otros organismos del fitoplancton pues tienen bajos requerimientos de
nitrogeno y ademas poseen granulos de reserva de fosfatos en su citoplasma y algunas de
ellas son capaces de fijar nitrégeno atmosférico (Vela et al., 2007). Cabe mencionar que al
ser el nitrégeno el nutriente limitante se favorece el desarrollo de Nostocales (Oliver y Ganf,
2000; Johnk et al., 2011), uno de los principales grupos registrados para este estudio.

Dentro del grupo de cianobacterias que fueron identificadas morfolégicamente en las
muestras del embalse Valle de Bravo, se encontraron presentes organismos
potencialmente tdxicos (9 especies); esto explica la presencia y los valores registrados de
microcistinas en las muestras analizadas en los tres anos que van desde un minimo de 0.08
pug L' hasta 6.19 pug L. De acuerdo a los conteos e identificacién de fitoplancton, se
tomaron en cuenta sélo los organismos capaces de sintetizar microcistinas.

Se ha reportado en diferentes géneros la presencia de microcistinas como es el caso de
Anabaena, Microcystis, Planktothrix, Nostoc y Anabaenopsis. De ellos se logrd aislar
satisfactoriamente M. aeruginosa, proveniente del embalse Valle de Bravo y asimismo P.
agardhii y Anabaenopsis sp del Lago de Texcoco. Las cianobacterias mencionadas son
formadoras de “Blooms”, generalmente en aguas ricas en nitréogeno y fésforo, (Davis et al.,
2009) aunque no son los Unicos elementos indispensables para el éptimo desarrollo de
estos organismos, pues también son importantes otros factores ambientales como la luz
(Kim et al., 2005), la salinidad (Tonk et al., 2007) y la temperatura (Robarts y Zohary, 1987)
por este motivo para el aislamiento y mantenimiento de las cepas se ha utilizado un medio
de cultivo que beneficie el crecimiento de cianobacterias, en éste caso se utilizé el medio
mineral Z-8. Aunque en un principio el aislamiento de cepas se realizé en medio mineral
BG-11, estos dos medios son similares en su composicion pero con la diferencia que el
medio BG-11 contiene mas de 3 veces la concentracion de NaNOs, con respecto a la
concentracion que tiene el Z-8 y aun cuando se ha demostrado que un incremento en la
concentracion de ese compuesto puede dar mejores resultados, la presencia de citratos en
el medio BG-11 llevan a la formacion de H20; a niveles téxicos para las células individuales.
Por otro lado el medio Z-8 cuenta con la presencia de los oligoelementos de Gaffron, que
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resultan importantes para el crecimiento de cianobacterias. Por estos motivos es que en el
medio Z-8 se obtuvieron mejores resultados tanto en el aislamiento como en el
mantenimiento de los diferentes monocultivos. Ademas este medio fue adicionado con
Ciclohexamida, que es un inhibidor de la sintesis proteica, con la finalidad de eliminar todos
los organismos eucariontes y asi lograr un monocultivo (Packer y Glazer, 1988).

En cuanto a la caracterizacién molecular de las muestras ambientales del embalse Valle de
Bravo, la prueba de PCR arrojo resultados positivos al amplificar en todas las estaciones de
muestreo la region rRNA 16S especifica para el género Microcystis. Aunque M. aeruginosa
y M. aff. botrys estuvieron presentes, fue baja su abundancia con respecto a los conteos
realizados en este trabajo. Por el contrario M. wesenbergii fue una especie que estuvo
presente en todas las estaciones de muestreo durante los tres afos de estudio, y su
abundancia aporta gran parte al total de biovolumen registrado, por esa razén, se asume
que es el organismo que produce los resultados positivos de presencia del gen de la region
rRNA 16S especifica para el género Microcystis, sin embargo no se considerd para los
analisis de este estudio, ya que como lo mencionan Vasconcelos et al., (2010) y Liu et al.,
(2010), ésta especie ha sido reportada como no toéxica. Llama la atencidn que existen mas
resultados positivos de este gen en la estacién Tizates y Amanalco en los tres afios de
estudio, indicando que las descargas de ortofosfato y amonio favorecen a las cianobacterias
portadoras de este gen y por lo tanto el género Microcystis.

Al utilizar una técnica tan sensible como la PCR, podemos encontrar cepas aparentemente
no tdxicas pero con presencia del gen, esto las define como cepas potencialmente tdxicas,
ya que pueden no expresar su toxicidad en determinadas circunstancias (Kardinaal et al.,
2007). Hisbergues et al. en 2003 mencionan que la toxicidad puede no expresarse ya que
se necesita de todos los genes del cluster relacionados con la sintesis de microcistina, la
ausencia de uno de estos puede interrumpir el proceso bioquimico de la sintesis, por esta
razén es conveniente el uso de la prueba de ELISA para asegurar la presencia de la toxina
en la muestra de agua.

Los resultados de la prueba de ELISA muestran niveles de equivalentes de microcistinas en
todas las muestras analizadas, y sin embargo no en todas las muestras se encontrd el gen
mcyE. Esta aparente incongruencia podria justificarse por el hecho de que para que existan
resultados positivos de la presencia de un gen se requiere que en la muestra existan
cantidades minimas de material genético por cada especie o género a analizar y es posible
que no se cumpliera con este requisito en las muestras con resultados negativos.

Kaebernick y Neilan en 2001 encontraron que puede haber una variacién en las poblaciones
formadoras de “blooms”, al encontrar cambios de cepas tdxicas y no tdxicas; esto puede
explicar la variacion de la presencia del gen a través de los diferentes meses de muestreo,
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lo cual se refuerza con estudios como el de Gobler et al. que en 2007 demuestran que
algunas cepas téxicas de Microcystis, presentan cambios estacionales en la expresion de los
genes involucrados en la sintesis de microcistina, esto puede atribuirse a las diferentes
interacciones entre factores ambientales tales como los cambios de temperatura y la carga
de nutrientes.

Para éste trabajo, de todas las estaciones de estudio se obtuvieron muestras que
presentaron un amplificado utilizando el par de oligonucleétidos HEPF/HEPR, el cual
amplifica para una secuencia especifica del gen mcyE del dominio AMT, Vasconcelos et al.
(2010) reportan que ese par de oligonucledtidos también amplifica para el gen ndafF,
involucrado en la produccién de nodularinas, aunque se descarta la presencia de esta
cianotoxina por la ausencia del género Nodularia.

Con base en los analisis de correlaciéon candnica, se puede ver que estan estrechamente
relacionadas A. planctonica, P. agardhii y A. aff. virguieri, con los niveles de microcistinas y
la presencia del gen mcyE, estas tres especies pertenecen a géneros reportados como
productores de microcistinas (Cood et al., 2005). El pH también esta relacionado con la
presencia de estas tres especies y sobre todo con la presencia del gen especifico para
Microcystis. Shapiro (1997) afirma que con valores alcalinos de pH como los que
encontramos en el embalse Valle de Bravo, durante la estratificacion, los niveles de CO3 son
casi inexistentes y los bicarbonatos son la forma predominante de fuente de carbdn
inorganico. No todas las algas tienen enzimas para integrar el carbén en forma de
bicarbonato pero las cianobacterias si, por lo tanto el pH elevado les da ventaja competitiva
(Msagati et al., 2006).

En el ano 2012 M. ageruginosa aparece como la especie mds abundante, contrastando con
los dos afios anteriores en los que M. wesenbergii domind. Un cambio en el nivel del agua,
como se puede observar en la grafica de profundidad, pudo haber causado el cambio de
dominancia de especie o bien pudo haber sido introducida en el trasvase de agua de otra
presa.

M. aeruginosa también estuvo relacionada con los niveles de pH; Jiang et al. (2008) reportan
gue una concentracién alta de fésforo promueve mayor abundancia de células totales de
Microcystis, y sobre todo de células toxicas, y dado que el nitrégeno resulto ser el nutriente
limitante, las condiciones favorecen el dominio de las cianobacterias.

En general durante los tres afios de estudio se puede observar la presencia de cepas
potencialmente tdxicas, aunque con una notable variacién a través del tiempo, como se ha
mencionado anteriormente. Esta variacion de presencia/ausencia del gen toxico
probablemente sea determinada por diversos factores ambientales y a la dominancia de
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alguno de los nutrientes esenciales para el desarrollo del fitoplancton en el embalse,
ademas se debe de tener en cuenta la dindmica de estratificacidon del cuerpo de agua.

En este caso la produccidn de microcistinas se le atribuye a las principales cepas registradas
en los diferentes muestreos, en los afios 2010 y 2011 a A. planctonica, A. aff. Virguieriy P.
agardhii. Sin embargo, en el 2012 por un cambio de dominancia de especie, la produccion
de esta toxina se le atribuye a M. aeruginosa.

Es recomendable seguir con un monitoreo permanente del embalse Valle de Bravo, ya que
es uno de los principales aportadores de agua potable a la ciudad de México. Con técnicas
moleculares como la PCR se podran identificar de manera mas rapida las especies con
potencialidad tdxica que afecten la salud humana, y de esta forma conocer la dindmica de
toxicidad del embalse, pudiendo asi encontrar una posible explicacién de los niveles de
nutrientes que favorecen la eutrofizacién del cuerpo de agua en temporadas especificas del
afio.
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Conclusiones

Se obtuvieron tres monocultivos de muestras ambientales, M. aeruginosa del
embalse Valle de Bravo; P. agardhii y Anabaenopsis sp. del lago de Texcoco;
logrando mantenerlas con un crecimiento constante bajo condiciones éptimas de
luz, temperatura y nutrientes, utilizando el medio mineral Z8.

Se logré amplificar regiones diferentes del ADN mediante una PCR multiple de los
monocultivos obtenidos y de diferentes muestras ambientales del embalse Valle de
Bravo, determinando asi que el embalse cuenta con la presencia de organismos
potencialmente tdxicos al obtener un amplificado de 470 pb, que corresponden a
una secuencia especifica del gen mcyE-AMT, gen involucrado en la sintesis de
microcistina, ademads de una secuencia de 230 pb correspondiente a una region del
rRNA 16S especifica para el género Microcystis, uno de los principales géneros
productores de dicha toxina.

Se confirmd la expresion del gen involucrado en la produccién de microcistina
mediante una prueba de ELISA, obteniendo resultados positivos en los monocultivos
y en las muestras tomadas del embalse.

Se logré integrar la informacion obtenida por medio del software Canoco versién
4.5 para Windows, correlacionando las variables ambientales, moleculares y
bioldgicas; estableciendo que para el aino 2010 existe una relacidén entre la presencia
del gen mcyE, la regién del rRNA 16S especifica para el género Microcystis y el
biovolumen aportado por A. planctonica, P. agardhii y A. aff. viguieri atribuyéndole
a estos organismos la principal contribucion para la toxicidad en las muestras
analizadas. Caso que se repite en el 2011, con excepcidn de la presencia de la region
del rRNA 16S especifica para el género Microcystis. En 2012 la relacién mas estrecha
fue la presencia del gen mcyE, la region del rRNA 16S especifica para el género
Microcystis y el biovolumen aportado por M. aeruginosa, confirmando de esta
manera la toxicidad de éste organismo, cabe mencionar que en éste afo se
obtuvieron los valores mas elevados de equivalentes de microcistinas obtenidos por
la prueba de ELISA, andlisis que se realizé a todas las muestras, confirmando asi la
presencia de equivalentes de la toxina y la expresion del gen mcyE en condiciones
de laboratorio y ambientales.
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