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Resumen

Microcystis (Chroococcales, Cyanoprokaryota) es un género de cianoprocariontes conocido a nivel
mundial por formar florecimientos generalmente toxicos en cuerpos de agua epicontinentales. La
situacion taxondmica de sus especies es problematica por la falta de congruencia entre la morfologia y la
informacién genética de la secuencia que codifica para la region ITS 165-23S rDNA. Con el objetivo de
integrar las diferentes fuentes de informacion (morfoldgica, genética y ambiental) para las especies de
Microcystis en México, en este trabajo se realizé un estudio polifacético de las poblaciones de Microcystis
de tres lagos urbanos de la region central de México: Lago Mayor de Chapultepec, el embalse Valle de

Bravo y el lago de Chalco, durante dos temporadas de muestreo, seca y de lluvias.

La determinacion de especies se realizd con microscopia fotdnica; la diversidad genética de las
poblaciones de Microcystis se obtuvo con el marcador de la secuencia que codifica para la regién ITS 16S-
23S rDNA a través de la amplificacion por PCR acoplada a DGGE. Las secuencias obtenidas se realizaron
para construir filogenias por Maxima Verosimilitud y también para obtener las estructuras secundarias de
los sectores internos de la regidn ITS 165-23S rDNA hélice D y la caja B para complementar el analisis de
las secuencias. Respecto a las condiciones ambientales, se determinaron los factores fisicoquimicos y el

perfil hidroquimico para cada sitio.

Los resultados mostraron una riqueza de siete especies, de las cuales M. ichthyoblabe y M. aeruginosa
presentaron variantes morfoldgicas o morfotipos. Se determiné un total de 10 secuencias que codifican
para la regién ITS 165-23S rDNA de poblaciones de Microcystis en los tres sitios de estudio, las cuales no
mostraron una correspondencia con el nimero de especies determinadas morfolégicamente. La
presencia de las especies, variantes morfoldgicas y la diversidad genética se relacioné con las condiciones

ambientales particulares de cada lago y con la temporada de muestreo.

La filogenia construida con un tamarfio de muestra de 40 secuencias, diez de ellas obtenidas en este
trabajo y 30 de GanBank, presenté tres clados principales, en los cuales las secuencias de DNA mexicanas
se asociaron con secuencias de M. ichthyoblabe y M. aeruginosa principalmente, lo cual coincidié con las
especies identificadas morfolédgicamente en los tres sitios estudiados. Los sectores hélice D y caja B asi
como la temperatura, mostraron ser caracteres importantes a analizar las relaciones de parentesco entre
las poblaciones de Microcystis. El valor de bootstrap soporto las relaciones de un nimero reducido de
grupos, indicio de la necesidad de abarcar un mayor nimero de marcadores de distintos genes para

fortalecer la circunscripcion de las especies de Microcystis.

El estudio presente indica que el enfoque polifacético que contemple informacién morfoldgica y
ambiental detalladas y un nimero mayor de marcadores moleculares es necesario para la circunscripcion

de especies de Microcystis. Es un trabajo complejo que se encuentra en proceso.



Abstract

Microcystis (Chroococcales, Cyanoprokaryota) is a cyanoprokaryote genus known for developing toxic
blooms in epicontinental waters worldwide. The lack of congruence between the morphological and
genetic information of the 165-23S ITS rDNA-codifying region in the species has derived in a problematic
taxonomical status. The aim of this study was to elaborate a multifaceted approach integrating
morphological, genetic and environmental aspects of Microcystis populations occurring in the three
Mexican urban lakes Lago Mayor de Chapultepec, Valle de Bravo and Lago de Chalco during dry and rainy

seasons.

The species determination was carried out under a photon microscope; the genetic diversity of
Microcystis populations was analyzed using the 165-23S ITS rDNA region sequences as the molecular
marker through the PCR-DGGE technique. The resulting bands and sequences were used to construct
phylogenies using maximum likelihood and also to obtain the secondary structure of the 16S-23S ITS rDNA
region sectors D helix and B box to complement the sequence analysis. Physicochemical variables and

hydrochemical profiles were obtained for each lake to analyse the environmental aspect of the study.

The results showed a species richness of seven species, of which M. ichthyoblabe and M. aeruginosa
presented morphological variations or morphotypes. Ten 165-23S ITS rDNA region coding sequences were
obtained from the Microcystis populations in the three lakes, which showed no correspondence to the
number of species morphologically determined. The presence of the species and morphotypes as well as
the genetic diversity was influenced by the particular environmental conditions of each lake and also to

the sampling season.

The phylogeny was constructed with 40 sequences, ten of them obtained in this study and 30 obtained
from GenBank. The tree presented three principal clades where the Mexican DNA sequences were
associated mainly to M. ichthyoblabe and M. aeruginosa, which was consistent with the species
determination in the lakes. The consideration of D helix and B box sectors from the 165-23S ITS rDNA
region and the temperature as supporting features to the sequence analysis was important to analyze the
relationships between Microcystis populations. The bootstrap value supported a reduced number of
clades and reflected the need to include more molecular markers to strengthen Microcystis species

circumscription.
The present study indicates the need for the application of a multifaceted approach that includes

morphological and environmental detailed characters and more molecular markers to circumscribe the

Microcystis species. It is a complex work in progress.
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Introduccion

Aspectos taxondmicos del género Microcystis
Los cianoprocariontes son microorganismos pertenecientes al reino monera, division Eubacteria, clase
Cyanobacteria, que realizan fotosintesis oxigénica y contienen clorofila a. Este grupo comprende

organismos uni y multicelulares.

El género Microcystis pertenece al orden Chroococcales, de la clase Cyanobacteria y se encuentra dentro
de la familia Microcystaceae Elenkin 1933 (Komarek & Anagnostidis, 1999). Las especies de este género,
descrito por Kiitzing ex Lemmermann en 1907, crecen en colonias, tienen una forma de vida plancténica y
habitan en cuerpos de agua no salinos templados y tropicales, en ambientes desde oligotroficos hasta
hipereutrdficos. Bajo condiciones ambientales particulares de cantidad de luz, alta concentracidén de
nutrimentos, alta temperatura y concentracién de oxigeno disuelto entre otras (ver Apéndice 1), las
poblaciones de Microcystis aumentan de manera excesiva y forman florecimientos superficiales
potencialmente tdxicos por la produccion de microcistinas por algunas especies. Las microcistinas son un

tipo de toxina que afectan al hombre y otros mamiferos si se ingieren o respiran.

La amplia variabilidad morfolégica de las colonias es la base de la taxonomia de las especies de
Microcystis bajo el Codigo Internacional de Nomenclatura para plantas, hongos y algas (International
Code of Nomenclature for algae, fungi and plants, ICN), considerado en el trabajo presente. A

continuacion se proporciona la descripcion del género de acuerdo con Komarek & Anagnostidis (1999):

Microcystis Kitzing

Microcystis Kiitzing ex Lemmermann nom. cons.

Las colonias son de tamafio microscépico; cuando crecen mucho son visibles
macroscépicamente; son de forma esférica, oval, lobada a irregulares o alargadas; en
algunas especies son clatradas o compactas y en otras estan compuestas por subcolonias;
la disposicion de las células en las colonias es irregular, densa o laxa. Las colonias estan
envueltas en una vaina mucilaginosa. Las células son de forma esférica o cocoide, con
aerotopos en su interior. La division celular es por fisién binaria en tres planos
perpendiculares entre si y antes de la division celular alcanzan su tamafio original. La
multiplicacién de Microcystis es por desintegracion de las colonias en pequefios grupos de

células o por liberacion de células individuales.

De las caracteristicas morfolégicas anteriores, la forma de las colonias, el tamafio de las células, su
disposicién dentro de las colonias y las caracteristicas del mucilago, son algunos de los aspectos
principales considerados para argumentar la taxonomia de las especies de Microcystis (Watanabe, 1996;
Komarek & Anagnostidis, 1999). Bajo estos criterios, Komarek & Anagnostidis (1999) reconocieron diez

especies en Europa y otras once especies para zonas fuera de Europa, y mencionaron otras diez especies
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gue debian ser revisadas aun. Posteriormente, Komarek et al. (2002) reconocieron dos especies para
regiones tropicales de Ameérica, cuyas descripciones incluyeron informacién sobre la distribucion
geografica y la condicion tréfica del sitio donde se registraron. Actualmente, se han reconocido con
criterios morfoldgicos un total de 23 especies de Microcystis provenientes de sitios templados y
tropicales, y que han sido registradas en el trabajo de revisién de Microcystis de Komdarek & Komarkova
(2002) (Guiry & Guiry, 2017). Como ejemplo de su distribucidn, en el cuadro 1 se presentan algunas
especies documentadas en trabajos taxondmicos y los paises donde se han registrado, de acuerdo con

AlgaeBase (Guiry & Guiry, 2017) y la literatura.

Cuadro 1. Ejemplos de la amplia distribucion de especies de Microcystis.

Especie Pais donde se ha registrado

Suecia, Reino Unido, Alemania, Espafia, Portugal, Estados Unidos,
Microcystis aeruginosa México, Brasil, Bolivia, Argentina, Turquia, China, Uganda, Kenia,
Australia

Vietnam, Japon, Bélgica, Marruecos, Israel, China, Australia, Nueva

M. ichthyoblabe Zelanda

Japén, Alemania, Cuba, Argentina, Brasil, Israel, China, Corea,

M. wesenbergii Singapur, Australia, Nueva Zelanda, México (no publicado)

. Rumania, Arkansas, China, Nueva Zelanda, Espafia, Alemania,
M. novacekii

Brasil, China
Inglaterra, Alemania, Rumania, Estados Unidos, México, China,
M. flos-aquae Japén, Singapur, Vietnam, Israel, Pakistan, Australia, Nueva
Zelanda.
M. viridis Alemania, Rumania, Israel, Korea, Japon, Australia, Nueva Zelanda.
M. panniformis Brasil, México
M. protocystis Brasil, México
M. pseudofilamentosa Suroeste de Asia, Pakistan, Vietnam
M. ramosa Vietnam
M. robusta Vietnam

En algunas ocasiones el nimero de especies reconocidas en un sitio particular depende del criterio del
investigador para evaluar las caracteristicas morfoldgicas de los organismos, lo que modifica el
entendimiento de la distribucion geografica para muchas especies. El criterio de los autores también
resulta en controversia sobre el nimero de especies que deben reconocerse dentro del género. Por
ejemplo, Komarek & Anagnostidis (1999) distinguieron diferencias precisas entre M. ichthyoblabe y M.
flos-aquae en el didmetro celular y en la distribucion de las células en las colonias, pero Watanabe (1996)
consideré que se trataba solamente de M. ichthyoblabe, y que el reconocimiento de M. flos-aquae, se
debe a una confusidn por considerar colonias pequefias de M. ichthyoblabe con una distribucidn celular

homogénea.
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A excepcion del caso de M. flos-aquae antes mencionado, la taxonomia de Microcystis podria
considerarse estable, pero los resultados con cultivos han mostrado un panorama diferente. Los trabajos
de Kato et al. (1991) y Otsuka et al. (2001) reportaron el cambio morfoldgico de algunas especies al estar
expuestas a condiciones de cultivo distintas, al grado de poder ser consideradas como especies diferentes,
lo que representa una gran plasticidad fenotipica de dichas especies. Otsuka et al. (2000) plantearon con
anterioridad que ha sido un problema que las especies existentes se hayan descrito basandose
Unicamente en muestras naturales y en caracteristicas morfoldgicas, mientras que poco se ha hecho

sobre el examen morfoldgico de cepas cultivadas.

La conclusién fue que una misma especie podia tener varios tipos de colonias que podian ser circunscritas
como especies distintas (Otsuka et al., 2000). Esta situacion hizo evidente la necesidad de complementar
la morfologia con otras fuentes de informacidn, como caracteres bioquimicos, fisioldgicos o genéticos que
sirvieran para circunscribir mejor a las especies de Microcystis (Otsuka et al., 2001), lo cual también se
reflejé en el concepto de especie y se retomo el concepto de “morfoespecie” (Komarek et al., 1991), que
empezo a ser mas frecuente en la literatura. Tal vez porque el manejo del término no fue suficientemente
explicito, ‘morfoespecie’ se utilizd algunas veces como equivalente de ‘especie’ principalmente para la
descripcion de especies nuevas, por ejemplo Microcystis panniformis, proveniente de Brasil (Komarek et
al., 2002).

La literatura sobre la identificacion de especies de Microcystis es vasta, pero son pocos los trabajos que
abordan con detalle la diversidad morfolédgica (Ngiiyen et al., 2012; Sanchis et al., 2004; Otsuka et al.,
1999), util para comparar distintas poblaciones de Microcystis. Paralelamente, los trabajos genéticos y las
secuencias obtenidas y depositadas en bases de datos que han ido en aumento carecen de un respaldo
morfoldgico mas alla del epiteto asignado. Al sumar ambos factores, nos enfrentamos con poca
informacién genética respaldada por una identificacion morfoldgica confiable. Tal vez esta sea una de las
razones por las que las secuencias de la base de datos GenBank (NCBI) remiten a varias especies en lugar

de una sola.

Concepto de especie y fuentes de informacién taxondmica

Como sucede con Microcystis, la utilizacion del concepto tipoldgico de especie resulta inadecuada para
muchos mas cianoprocariontes. La descripcion de los organismos, basada en muestras de poblaciones
naturales, frecuentemente excluye su variabilidad morfoldgica durante su ciclo de vida o como resultado
de las condiciones ambientales a las que estan expuestos. La intencion reciente de abordar un
acercamiento polifacético en la taxonomia y sistematica de los cianoprocariontes ha permitido que las
fuentes de informacion morfoldgicas, ecoldgicas, fisiolégicas y genéticas tengan la misma importancia
para la circunscripcion de especies (Johansen & Casamatta, 2005; Johansen et al., 2011), y aun sin contar
con todos estos elementos, exista la posibilidad de sugerir la existencia de especies distintas (Johansen &
Casamatta, 2005). En Microcystis, Komarek & Anagnostidis (1999) reconocieron la importancia de
considerar también las condiciones tréficas y situacion latitudinal y climatica de los lagos donde habitan

distintas poblaciones de Microcystis, para distinguir especies. Actualmente, la intencion de reunir todas
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las caracteristicas mencionadas para conformar una taxonomia integral (polifacética) podria ser la

tendencia en la sistematica del género (Komarek et al., 2014; Dvorak et al., 2015).

Dentro del andlisis genético, algunos estudios han mostrado que la secuencia que codifica para la regién
ITS 16S-23S rDNA ribosomal y la estructura secundaria de los sectores internos que la componen, tienen
valor taxonémico y parecen apoyar las hipotesis sistematicas en combinacién con la morfologia, pero en
ocasiones, las caracteristicas morfoldgicas y genéticas son tan coincidentes, que la informacion ecolégica
se vuelve determinante para la distincidn entre especies, por ejemplo en el género Nostoc (Johansen et
al., 2011).

Con estas consideraciones como contexto, en este trabajo se resalté especialmente la morfologia de cada
colonia diferente observada y se comparé con las especies descritas originalmente (Komarek &
Anagnostidis, 1999; Komarek et al., 2002), para conocer los limites respecto a éstas. La informacién
ecoldgica o ambiental, la secuencia que codifica para la regidn ITS 16S-23S rDNA ribosomal y
especificamente la estructura secundaria de la hélice D y la caja B, se tomaron como elementos

igualmente importantes para esa delimitacidn. Esto es lo que consideramos un enfoque polifacético.

En el trabajo presente, se utilizara el término “riqueza de especies” para referirse al nimero de especies
de Microcystis presentes en una localidad, resultado de la determinacién morfoldgica realizada bajo el

microscopio.

La incorporacion de la informacion genética al estudio de especies de Microcystis: historia del
enfoque polifacético

Inicié con Neilan et al. (1997) y Otsuka et al. (2000, 2001), con el uso de la secuencia que codifica para el
gen 16S rDNA ribosomal, pero los resultados mostraron que era altamente conservado, los valores de
hibridizacion eran muy altos y podria ser utilizado para distinguir solamente géneros y no especies;
ademas, reconocieron que el gen no reflejaba las adaptaciones morfoldgicas, funcionales o geograficas de
las cepas de Microcystis. Con estos resultados y la obtencion de arboles filogenéticos (Neilan et al., 1997;
Otsuka et al., 1998), estos autores propusieron la unificacion de las cinco especies de Microcystis mas
comunmente reportadas en la literatura (M. aeruginosa, M. ichthyoblabe, M. novacekii, M. viridis y M.
wesenbergii). En esta propuesta se apegaron al Cédigo Internacional de Nomenclatura Bacterioldgica,
segun el cual, si el porcentaje de hibridizacidn en el gen 16S ribosomal entre dos especies potenciales es
mayor al 70%, se considera una misma especie. Komarek & Komarkova (2002) no apoyaron su propuesta,
pues denotaron que esas cinco especies de Microcystis ('morfoespecies’ para ellos) que estudiaron
Otsuka et al. (2001) en realidad existen y ocurren en diferentes regiones geograficas, con la misma
ecologia, y poseen caracteristicas fenotipicas y ecofisiolégicas que no pueden simplemente eliminarse
ante el argumento genético como criterio Unico. Ademas, sostuvieron que la unificacion taxondmica con
base en el parecido de algunas secuencias parece prematura, y debera reservarse hasta que la diversidad

fisiologica y morfoldgica sea explicada.
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También Bittencourt-Oliveira et al. (2001) abordaron la genética del género, pero comparando las
secuencias de los genes cpcBA, que codifican para las subunidades de los ficobilisomas, entre cepas de M.
aeruginosa con varios morfotipos provenientes de Brasil, y otras secuencias de GenBank con nombres
asignados de M. aeruginosa, M. viridis y M. wesenbergii. El andlisis de distancia realizado con las
secuencias de Brasil y de bases de datos mostré grupos distintos para M. aeruginosa, M. viridis y M.
wesenbergii, es decir, que las caracteristicas morfoldgicas que identificaron a cada especie fueron
consecuentes con las secuencias que codifican para los genes cpcBA, lo que podria estar apoyando la
circunscripcion de las especies basada en la morfologia. Desafortunadamente, el nUmero de secuencias

de este marcador son escasas en las bases de datos.

Otro marcador que se ha estudiado es la secuencia que codifica para la regidn ITS 16S-23S rDNA
ribosomal, que se encuentra entre las secuencias que codifican para los genes 16S y 23S rDNA
ribosomales en procariontes. Esta regidn esta constituida a su vez por sectores internos, algunos de los
cuales presentan variacion en sus secuencias que los hacen utiles como marcadores a nivel intraespecifico
(Jonahsen et al., 2011). Se han realizado estudios con la secuencia completa de esta regién ribosomal y
con secuencias parciales, utilizando algunos de los sectores internos, de menor longitud (Fig. 1). En
Microcystis, el tamaifo completo de la secuencia que codifica para la regidn ITS 165-23S rDNA ribosomal
es aproximadamente 550 pb y se han utilizado dos de los sectores internos denominados hélice D y caja
B. Los estudios con la secuencia que codifica para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal de Microcystis
han mostrado distintos resultados, como la falta de correspondencia entre la asignacién de un epitetoy
la identidad genética (Janse et al., 2003; 2004), la falta de relacién entre la diversidad genética y una
regionalizacion geografica (van Gremberghe et al., 2011) y la falta de correspondencia entre el nimero de
especies morfoldgicas y el nimero de secuencias detectadas, cuyo nimero puede ser mayor o menor. De
acuerdo con el estudio realizado por Schirrmeister et al. (2012), Microcystis posee dos copias del operdn
rrn, es decir dos copias del sitio donde se encuentran los genes ribosomales, y aseguran que la
variabilidad dentro de las secuencias que codifican para el gen 16S rDNA ribosomal no afectaria la
confiabilidad de este gen como marcador taxondmico. Nosotros esperamos que la misma situacion sea
aplicable para la utilizacion de la secuencia que codifica para la region ITS 16S5-23S rDNA ribosomal como
marcador con valor taxondmico y sistematico, al considerar ambas copias de las secuencias que codifican

para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal como secuencias homdlogas.

Utilizacion de un acercamiento polifacético de Microcystis planteado en este estudio

A través del interés en el desarrollo de florecimientos tdxicos en aguas recreativas, elaboramos un estudio
previo sobre Microcystis en el Lago Mayor de Chapultepec (Segura, 2012), en el que fue necesario
involucrarse en la definicién y delimitacién morfoldgica de especies de Microcystis. En este estudio se
destacd la importancia de dictaminar con precisidn cudles especies componen un florecimiento téxico,
para tener certeza de las posibles medidas de control o de remediacidn. Se encontrd que las especies de
Microcystis determinadas no coincidieron en todos los aspectos con los registros de la literatura, y en el
caso de M. cfr. ichthyoblabe, por ejemplo, su identidad no pudo ser confirmada por su distribucidon
geografica, puesto que no ha sido registrada anteriormente en sitios tropicales (Komarek & Anagnostidis,
1999; Komarek et al., 2002; Sabour et al., 2002).
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En el trabajo de Segura (2012), realizado en octubre de 2010, correspondiente a la época seca, se
distinguieron en total cinco especies en el Lago Mayor de la segunda seccion de Chapultepec: Microcystis
cfr. ichthyoblabe, M. panniformis, M. flos-aquae, M. protocystis y M. aeruginosa (Segura, 2012), pero
observamos que los caracteres diacriticos fueron sumamente variables en nuestras poblaciones y de
acuerdo con Otsuka et al. (1999, 2000), esto ocurre comunmente tanto en condiciones naturales como de
cultivo. Esta situacion fundamento nuestro planteamiento actual, que consideramos holistico, antes de
profundizar solamente en los aspectos ecoldgicos relacionados con la bioquimica y fisiologia de especies

de Microcystis (por ejemplo, la produccién de toxinas).
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Figura 1. Representacion esquematica y de estructura secundaria de un operon rDNA ribosomal de Microcystis. a) Estructura
secundaria predicha de la secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA en procariontes. El operén transcrito mostrado
es la secuencia lider 5" que va desde la secuencia 16S rRNA, el ITS 16S-23S rDNA y el espaciador 23S-5S rRNA de la cepa
Microcystis NIES843 (EMBL numero de acceso AP009552). La ubicacion de las secuencias codificantes de los genes 16S rRNA,
23S rRNA y 5S rRNA se representa con triangulos color gris claro. Se indican los sectores internos del ITS, entre ellos la hélice D
(verde), el gen tRNA'e, |a caja B (magenta), los motivos conservados (D1-D5) y las posiciones de las regiones hipervariables con
fondo negro. Tomado de van Gremberghe et al. (2011). b) Representacion esquematica de un operdn rDNA, con la secuencia que
codifica para la region ITS 16S-23S rDNA ribosomal localizada entre las secuencias correspondientes a los genes 16S y 23S rDNA.
Se indican con colores los sectores internos hélice D (verde) y caja B (magenta) de la region ITS 16S-23S rDNA (ver Figura 10 para
mas informacion) y la posicion correspondiente de los oligonucledtidos 1y 2 utilizados en la aplificacion y secuenciacion de las
muestras obtenidas en el trabajo presente.
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Proponemos el proyecto presente como un acercamiento polifacético al estudio de Microcystis, pues se
realizaron estudios morfoldgicos, genéticos y ambientales de poblaciones naturales de dicho género de
cianoprocariontes en dos temporadas climaticas distintas. La determinacidn de especies a nivel
morfoldgico se trabajé cuidadosamente. Por otro lado, el estudio genético consistio en la realizacion de
geles DGGE que permitieron la separacion y obtencion de secuencias que codifican para la regién ITS 16S-
23S rDNA de Microcystis a partir de muestras complejas de comunidad (Janse et al., 2003; Tavera & Diez,
2009). Posteriormente, con las secuencias obtenidas se realizaron analisis filogenéticos comparando las
secuencias de México con otras de distintos paises. La utilizacién de secuencias que codifican para la
region ITS 165-23S rDNA como marcador a nivel de especie esta respaldada en varios trabajos de otros
géneros de cianoprocariontes asi como el analisis de su estructura secundaria (p. ej. Osorio-Santos et al.,
2014). El analisis de la situacién ambiental consistié en la determinacién de factores fisicoquimicos e
hidroquimicos de cada sitio. Nuestro objetivo fue conocer la importancia de la aplicacion de un andlisis
polifacético a un conjunto de especies problematicas de Microcystis, ya que su circunscripcion no esta

resuelta.

En los tres sitios existe una alta riqueza de especies que no corresponde con la diversidad de secuencias
de DNA determinada en las temporadas de muestreo, lo que implica que la morfologia de las colonias (y
que lleva a la identificacion de especies) no siempre responde de forma paralela a la informacion
genética, es decir, que se trate de cambios en la morfologia que son una respuesta ambiental. Se discute
la importancia del estudio de las especies junto con su ambiente porque la informacion genética de
estructura secundaria muestra una potencial relacién de esta con los valores de temperatura de los lagos.
El analisis de estructura secundaria de los sectores de la secuencia que codifica para la regién ITS 165-23S

rDNA es el primero que se realiza para Microcystis.
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Antecedentes

Estudios sobre florecimientos de Microcystis en México

La presencia de florecimientos téxicos de cianoprocariontes es un sintoma de deterioro o eutrofizacién de
los cuerpos de agua, y en muchos casos es resultado de la actividad antropogénica. En la region central de
nuestro pais, se han estudiado diversos florecimientos toxicos compuestos en parte o en su totalidad por
especies de Microcystis. Dichos estudios se han centrado en la caracterizacién taxonédmica y toxicoldgica
de los florecimientos, al determinar morfolégicamente las especies y al cuantificar la concentracidn
intracelular o extracelular (en el agua) de microcistina-LR, una de las hepatotoxinas mas peligrosas
(Vasconcelos et al., 2010; Segura, 2012, Ortiz, 2013).

Analizamos el caso del Lago Mayor de la Segunda Seccidn de Chapultepec, uno de los principales lagos
artificiales de la Ciudad de México por su belleza estética, por su ubicacién y por las actividades de
recreacion que en él se practican, que es afectado por florecimientos de Microcystis. En 2010,
Vasconcelos et al. (2010) reportaron la presencia de un florecimiento téxico dominado por M. aeruginosa,
M. panniformis y M. protocystis, mientras que Segura (2012) reportd también la presencia de un
florecimiento téxico compuesto por las especies anteriores ademas de M. ichthyoblabe y M. flos-aquae.
Ambos estudios podrian indicar que en un periodo de tres afios, algunas especies permanecieron en el
lago formando parte de los florecimientos, mientras que otras pueden estar presentes por temporadas.

No obstante, no es posible obtener una conclusién por la falta de estudios entre ambas fechas.

Por otro lado, en el embalse Valle de Bravo se han reportado florecimientos tdxicos compuestos por
Microcystis aeruginosa (Ramirez et al., 2002) y recientemente por M. wesenbergii y M. botrys, de las

cuales, M. wesenbergii habia sido reportada como dominante por Vasconcelos et al. (2010).

Ademas, en el Lago de Chalco se esta realizando un megaproyecto que integra por primera vez el estudio
del fitoplancton, lo que nos ha permitido observar la presencia de florecimientos de Microcystis y

determinar las especies.

De todos los trabajos antes referidos, Segura (2012) y Ortiz (2013) realizaron descripciones detalladas de
cada especie de Microcystis observada y realizaron precisiones sobre las diferencias morfoldgicas
respecto a las caracteristicas morfolégicas de los organismos originalmente descritos, los cuales provienen
generalmente de regiones templadas y posiblemente se trate de especies distintas, como se aborda mas

adelante en este trabajo.

Antecedentes de estudios polifacéticos de cianoprocariontes y en Microcystis

En México, existen al menos dos trabajos relacionados con la complementacién de informacién
morfoldgica para la determinacion taxondmica y la informacién molecular aportada por la secuencia que
codifica para el gen 16S rDNA ribosomal para cianoprocariontes. Tavera & Diez (2009) analizaron el

fitoplancton en distintos canales de Xochimilco y obtuvieron la informaciéon de los datos ambientales,
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determinaron a las especies con criterios morfoldgicos y obtuvieron informacidon molecular a través de la
técnica PCR-DGGE, que les permitio obtener un perfil de la diversidad de especies y corroborar la
identidad determinada bajo el microscopio con la informacién molecular. Por otro lado, Pineda et al.
(2009) estudiaron una cianoprocarionte filamentosa cuyas caracteristicas morfoldgicas no variaron al ser
cultivadas y tampoco entre una misma cepa. No obstante, en el caso de Microcystis, la secuencia que
codifica para el gen 16S rDNA ribosomal se encuentra muy conservado y no es posible utilizarla para la
distincion de especies, y por eso se recurrié al estudio de la secuencia que codifica para la regién ITS 16S-
23S rDNA ribosomal, la cual varia a nivel de especies en cianoprocariontes y ha probado ser util para

discriminar a nivel de especies.

El planteamiento original para el estudio presente y el correcto para abordar este problema de
circunscripcién de especies habria sido trabajar con especies individuales en cultivo, para asi tener la
informacién morfoldgica, genética y ambiental acotada a un solo tipo de organismo. Sin embargo, por
problemas técnicos no fue posible tener cultivos y recurrimos a trabajar con poblaciones naturales de
Microcystis tomadas de tres lagos urbanos que presentan florecimientos de Microcystis. Como
consecuencia, lo anterior implicé no saber a qué especie o morfotipo en particular corresponden las

secuencias de DNA obtenidas en el perfil genético con el gel DGGE.

Sitios de estudio

El Lago Mayor de Chapultepec, Valle de Bravo y el Lago de Chalco son cuerpos de agua urbanos situados
en latitud tropical que tienen en comun la presencia de florecimientos de cianoprocariontes y la
alteracién de tipo antrépico. En Chapultepec y Valle de Bravo se ha documentado la presencia de
florecimientos donde Microcystis es dominante pero para el Lago de Chalco no existe informacion al
respecto. En Chapultepec, Microcystis es el Gnico género de cianoprocariontes que forma el florecimiento
y en Valle de Bravo y Chalco, estos se componen principalmente de Microcystis y otros cianoprocariontes
de los géneros Aphanizomenon, Woronichinia, Snowella, Merismopedia y Aphanothece (Vasconcelos et
al., 2010; Segura, 2012; Valeriano-Riveros et al., 2014). En los tres cuerpos de agua las muestras se
recolectaron en un punto de la orilla de los lagos, donde el florecimiento de Microcystis fuera mas
abundante. Las orillas de los cuerpos de agua son un sitio particularmente adecuado para tomar muestras

abundantes de los florecimientos porque alli se acumula la biomasa por accién del viento.

La alteracion de tipo antrdpica en los tres sitios es distinta, ya que el impacto de este factor estaria
modulado por el volumen, profundidad y cercania con la mancha urbana de cada uno. En Valle de Bravo,
la actividad urbana esta limitada a un area pequefia y especifica a un costado del embalse que incluye el
embarcadero donde se tomaron las muestras del florecimiento, mientras que Chapultepec y Chalco estan
inmersos en la Ciudad de México y Estado de México, respectivamente. La fuente de abastecimiento en
Chapultepec y Valle de Bravo es agua tratada de segundo nivel, sumada al agua de lluvia que contribuye
con una pequefia parte, mientras que Chalco depende de la lluvia y se encuentra dentro de una cuenta
cerrada o endorreica (SEMARNAT - PAOT, 2009). Las actividades que se realizan en Chapultepec son

recreativas, en Valle de Bravo recreativas y de abastecimiento, y en Chalco agricolas y pecuarias.
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Lago Mayor de la Segunda Secciéon de Chapultepec, Ciudad de México

El Lago Mayor de la Segunda Seccién de Chapultepec se ubica al poniente de la Ciudad de México, dentro
de la Delegacién Miguel Hidalgo, en las coordenadas 19°24°98°'N, 99° 11°97°0 y a una altitud de 2,314
m.s.n.m.. La temperatura media anual es de 15.3°Cy la precipitacién anual normal es de 922.2 mm
(Sistema Meteorolégico Nacional SMN, 2016) (tabla 2). El clima que presenta esta zona de la ciudad es

templado subhimedo.

El uso de este lago es de almacenamiento y recreativo y se alimenta con agua tratada de calidad terciaria
a través de la planta de tratamiento de Chapultepec. En un principio, este sitio se destiné para la
explotacion de minas subterraneas de arena utilizada para la industria de la construccion, las cuales se
cerraron después con otros materiales (Gobierno del Distrito Federal, Ciudad de México, 2006). A partir
de su apertura al publico en 1962, el Lago Mayor cobrd una gran relevancia cultural y recreativa. A nivel
de microambiente, el lago alberga florecimientos abundantes y anuales de Microcystis evidentes a simple
vista (Segura, 2012).

Embalse Valle de Bravo, Estado de México

El embalse se localiza en el municipio de Valle de Bravo, en el Estado de México, en las coordenadas
19°21°30"" Ny 100°11°00”° O, y a una altitud de 1,830 m.s.n.m. Tiene una superficie de 546.9 km?. La
temperatura media anual mayor de 18° C y la del mes mas frio, menor a 18° C, con lluvias en verano; la
precipitacion invernal se presenta entre 5% y 10.2% de la precipitacion total anual (tabla 2). La
temperatura promedio anual del embalse es de 15° C, lo que permite clasificarlo como célido y también
como monomictico de segundo orden (Olvera, 1992). El embalse de Valle de Bravo es una de las presas
gue suministra agua a la Ciudad de México, y esta construida sobre basamento calcdreo, actualmente

cubierto por material volcanico (Olvera, 1992).

El clima de la regidon es templado y semicélido himedo con un verano fresco y prolongado. Presenta una
temporada seca pronunciada (precipitaciones escasas de noviembre a mayo) y de lluvia (de junio a
octubre). La temperatura media anual es de 19.3° C; las temperaturas mas elevadas se registran durante

el mes de mayo (hasta 22.0° C).

Las actividades realizadas en el embalse son abastecimiento, recreacion y pesca, que representan
recursos econdmicos para las poblaciones asentadas junto al embalse. El embalse ha evolucionado de
oligotréfico a eutrdfico (Merino-lbarra et al., 2008), y se ha reportado un nivel importante de acumulacién
de fosforo y un alto nivel de algas y cianoprocariontes que contribuyen con el mal olor y sabor del agua
(Olvera, 1992). La presencia de florecimientos de Microcystis y otros cianoprocariontes, asi como la
presencia de microcistinas ha sido reportado anteriormente. Las muestras se recolectaron en un punto

del embarcadero a orillas de Acdmbaro, donde se realizan actividades turisticas y comerciales.
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Figura 2. Mapa de los tres sitios de estudio.

Lago de Chalco, Ciudad de México/Estado de México

El Lago de Chalco se sitia en la periferia suroeste de la Ciudad de México, en las coordenadas 19°26°71°N
y 98°98°25°°0 a una altitud de 2,240 msnm, y se encuentra rodeado de montafias de origen volcanico,
entre ellas la Sierra Chichinautzin y al este los volcanes Popocatépetl e Iztlazihuatl. Ocupa una superficie
de 1000 ha. (Ortiz & Ortega, 2007). La temperatura media normal anual es 17.6°C y la precipitacion anual
normal es de 461.7 mm, de acuerdo con los registros de las normales climatolégicas 1981-2010 para
Tlahuac (SMN, 2016) (cuadro 2). Cuando se compararon los registros del clima de dos zonas distintas de la
cuenca que datan de los aflos 1930 — 1990, no se observd ningln patrén en la distribucion de afios secos y
humedos. En la Cuenca de Chalco, las lluvias definen tres temporadas durante el afio: la lluviosa, que se
presenta entre los meses de junio a septiembre, que constituye el 71% de las lluvias anuales; la seca,
entre los meses de noviembre a abril, que conforma un 12% de la lluvia anual; y la de transicién en los

meses de mayo y octubre, que representa el 17% de la lluvia anual (Bouvier et al., 1993).
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En la parte inferior de la cuenca de Chalco existia originalmente un lago con una superficie de 100 kmy
una profundidad cercana a los 2 metros, sin embargo, desde el inicio del siglo XX, el Lago de Chalco se ha
secado progresivamente debido al desvio de canales y bombas; adicionalmente, en los ultimos 50 afios la
cuenca de Chalco ha sufrido cambios en las zonas agricolas y forestales y una expansion demografica y
urbana. Los recursos hidricos de la cuenca representan uno de los factores de mayor importancia para la

Cuenca de Chalco y también para la Ciudad de México (Bouvier et al., 1993).

En la actualidad, el sistema lacustre esta reducido a un lago perenne de forma de Cinvertidade 1 a 2
metros de profundidad, cuyo origen muy probablemente se debe a la extraccion de agua de catorce
pozos, cuya operacion inicié en 1984 (Bouvier et al., 1993; Ortega et al., 2015) y el aumento en la
superficie del lago ha tenido una tendencia a aumentar desde esa fecha, y especialmente entre 2005 a
2015, de acuerdo con datos de Aguirre (2011), quien también discute que la continua extraccidn de agua
de los pozos de la zona influye directamente en el crecimiento del nuevo lago, y la sobreexplotacion de los

pozos hace que el suelo continlde compactandose y en proceso de hundimiento.

Cuadro 2. Condiciones climatoldgicas actuales de los tres sitios estudiados. @Tomado del Sistema Meteoroldgico Nacional (2016).
Es importante resaltar que dependiendo del periodo de tiempo considerado para caracterizar la temperatura y precipitacion, los
registros de 1981 a 2010 fueron mas altos que los de 1971 a 2000. bTomado de Valeriano-Riveros et al. (2014).

Lago Mayor de Chapultepec Embalse Valle de Bravo

Coordenadas 19°24°98"'N 19°12°26"'N 19°26°71"N
99°11°97°0 100°1051”°0 98°9825°0
Altitud 2,314 msnm 1,942 msnmb 2,240 msnm
b -
Profundidad promedio (m) L & Al
somero profundo somero
Temperatura media anual® 15.3°C 19.0°C 17.6°C
Meses con la temperatura Abril - septiembre Marzo - octubre Abril - septiembre
mas alta 16.5-17.0°C 18.6-22.1°C 17.6-20.0°C
Mes con la temperatura mas Enero Enero Enero
baja? 23°C 9.9°C 6.5°C
Precipitacion media anual? 922.2 mm 893.5mm 461.7 mm

Meses con la precipitacion
mas alta?

Uso

Junio - septiembre
146.7 - 208.1 mm

Recreativo

Mayo - noviembre
444 -185.0 mm

Recreativo y abastecimiento

Junio - septiembre
50.0-112.9 mm

Agricola y pecuario

Se han realizado estudios de calidad de agua y se sabe que en la mayoria de los acuiferos, el catién Mg?*
tiene una mayor concentraciéon que el Ca?*; por otro lado, se han determinado concentraciones altas de

amoniaco y nitrato, indicadores de que el agua estd fuertemente contaminada. Se presume que la
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principal fuente de contaminacion son las aguas negras locales e importadas de la Ciudad de México
(Bouvier et al., 1993). En las orillas del Lago de Chalco, se han observado poblaciones abundantes de
Microcystis en fechas de muestreo que abarcan un afio completo, por lo que se presume que la presencia
de florecimientos de cianoprocariontes que incluye a Microcystis es anual (observaciones personales), ya

que no existen publicaciones previas sobre el fitoplancton de este lago.
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Objetivos

Objetivo general

Realizar un acercamiento polifacético a la caracterizacion de la diversidad de las poblaciones de
Microcystis de tres lagos urbanos de la regidn central de México, que considere los aspectos ecoldgico,

morfoldgico y genético.

Objetivos particulares

e Documentar la riqueza de especies y su variacion morfolégica (morfotipos) en las poblaciones de

Microcystis de tres lagos urbanos de la zona central de México.

e Determinar las condiciones ambientales fisicoquimicas de los lagos donde se desarrollan dichas

poblaciones de Microcystis.

e Determinar la diversidad genética con las secuencias que codifican para la region ITS 165-23S
rDNA ribosomal presente en las poblaciones de Microcystis de cada lago a través de su
separacion en un perfil de geles DGGE y realizar andlisis de las secuencias que conforman dicho

perfil.
e  Estudiar las secuencias obtenidas conforme a su estructura secundaria y reconocer la diversidad
y diferencias entre ellas, en comparacion con la estructura secundaria de otras secuencias

depositadas en GenBank (NCBI).

e Reunir la informacion morfolégica, genética y ambiental para realizar un analisis polifacético.
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Material, equipo y métodos

Toma de muestras bioldgicas

En febrero de 2015 las muestras se tomaron del centro del lago, mientras que las de noviembre de 2015,
se tomaron a orilla del lago, donde era evidente un florecimiento de cianoprocariontes. Los datos de
factores ambientales pertenecen a un megaproyecto realizado en el lago de Chalco, del cual, la aportacién
del trabajo presente implica la descripcién morfoldgica y la diversidad genética de las poblaciones de

Microcystis.

En este trabajo se obtuvo el coeficiente de atenuacion vertical para complementar la informacion
fisiografica de los sitios estudiados. Los valores determinados fueron 10.0 para Chapultepec, 4.5 para
Valle de Bravo y 6.4 para Chalco, los cuales, al ser mayores a 1, indicaron que las columnas de agua son

turbias.

Cuadro 3. Tipo de datos y muestras obtenidos y analizados en el trabajo presente. Las muestras de florecimiento se obtuvierony
analizaron para todas las fechas de muestreo (M) a diferencia de las muestras de agua utilizadas para la caracterizacién de los
sitios estudiados (- -). Entre paréntesis se indica el nimero de muestras de biomasa (florecimiento de Microcystis) y agua utilizadas
para los analisis genéticos, fisicoquimicos y de iones principales, respectivamente.

Tipo de muestra, finalidad y numero de muestras analizadas (entre paréntesis)

Florecimiento Agua
Sitio de estudio y 2?;2222 ?CIOH de Muestra de DNA Determinacion de Determinacion de
- . para el analisis factores . o
fecha de recoleccion variantes -~ - . iones principales
o genético fisicoquimicos
morfoldgicas

Cultivo de
W. ichthyoblabe | OCtUbre 2013 . = (1) - -

Octubre 2013 u (1) (1) --
Chapultepec

Mayo 2015 [ ] u (1) -- u (1)

Noviembre 2014 u (1) (1) --
Valle de Bravo

Junio 2015 u (1) -- u (1)

Febrero 2015 u m (1) | (1) --
Chalco

Noviembre 2015 u (1) -- u (1)
Nt’lmlero de muestras totales 7 7 3 3
analizadas
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Determinacion de factores ambientales, nutrimentos e iones principales

La determinacion de parametros fisicoquimicos de los tres lagos se realizd in situ, dentro de un intervalo
entre las 10 de la mafiana y 12 del dia. Se determind la temperatura, pH y conductividad con un
potenciometro multiparamétrico de campo (Conductronic) y la irradianza con dos sensores HOBO, uno
desde la superficie y otro a 30 cm de profundidad, cuyas lecturas permitieron calcular del coeficiente de
atenuacion vertical (Kd) con la siguiente ecuacion, donde ks es el coeficiente de atenuacion vertical, Eq(0)
es la intensidad luminica de la superficie, E4(z) es la intensidad luminica de cualquier profundidad y z es
cualquier profundidad. El resultado de los célculos para cada lago se menciona en el apartado de

antecedentes.

_ InEy(0) —InE, (2)
=

V4

Se recolecté una muestra de agua por lago para la determinacién de nutrimentos (LACET, Facultad de
Ciencias, UNAM) y para el andlisis de los iones principales, se tomd un muestra de agua por lago en el afio
2015 (Laboratorio de Quimica Ambiental, Instituto de Geofisica, UNAM) (es decir tres muestras para cada
andlisis, indicado en el cuadro 3). Previo al andlisis de iones principales, las submuestras de Chapultepec,

Valle de Bravo y Chalco se mantuvieron en refrigeracion durante su transporte al laboratorio.

La determinacion de los nutrimentos se realizé con el equipo HACH DR1900 y los procedimientos
establecidos por el fabricante. Se utilizé el método de diazonizacién 8507 para la determinacion de nitrito
(concentracién baja, 0.002-0.300 mg LY); el método del salicilato 8155 para la determinacién de amonio
(concentracién 0.01 a 0.50 mg L'); el método de reduccidon de cadmio 8171 para la determinacién de
nitrito (concentracién media, 0.1 a 10 mg L!); el método de digestidn de persulfato dcido 8190 para la

determinacion de fosforo total (0.06 a 3.50 mg L2).

La cuantificacion de los iones y cationes principales de los tres lagos se realizd para conocer el perfil idnico
de cada localidad y de esta manera realizar su caracterizacion hidroquimica. Las muestras analizadas
correspondieron a la temporada de lluvias de 2015, y se analizaron en el Laboratorio de Quimica Analitica,

Instituto de Geofisica UNAM, con el apoyo de la Dra. Aurora Armienta.

Los iones determinados se utilizaron para caracterizar los tipos de agua de acuerdo con su concentracion:
COs3%, HCO3, CI, SO4%, K*, Na*, Ca** y Mg?*. Las lecturas de concentracion dadas en mg L se convirtieron
a mili equivalentes L'? (meq L) y su expresidn porcentual (%meq L) para realizar la caracterizacidn idnica
y representaciones graficas del perfil idnico de cada localidad, a través de los diagramas de Maucha
(Broch & Yake, 1969) y el diamante de Piper (Silberbauer & King, 1991), los cuales a pesar de obtenerse
con los mismos datos, los muestran de una manera distinta. El diagrama de Maucha retne en un solo
grafico la concentracion y proporcién individual de los seis iones determinados y permite su comparacion
inmediata. El poligono estd dividido en dos mitades: la mitad izquierda representa los aniones y la mitad

derecha los cationes. En este diagrama, las concentraciones altas de sulfato o cloruros pueden significar
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una falta en el tratamiento del agua, mientras que una concentracion alta de calcio o magnesio

representa una muestra de agua dulce.

A diferencia del diagrama de Maucha, el diamante de Piper indica puntos donde se conjuntan las
proporciones de los aniones y los cationes; se compone de dos tridngulos y un rombo que redne la
informacién de ambos tridngulos. Uno de ellos representa la proporcién de los tres cationes principales y
el otro la proporcidn de los aniones principales. En cada tridngulo, la suma de los iones debe representar
el 100% de la composicion de la muestra de agua (Fig. 3). En el rombo se proyectan las coordenadas de los
puntos de ambos triangulos, y la interseccidn de las dos rectas representa la composicion del agua con
respecto a una determinada agrupacion de aniones y cationes (Fagundo & Gonzélez, 2005). El perfil idnico
derivado de dicha composicidn de agua, permite comparar el perfil idnico de distintas localidades, por lo

que se utilizd para comparar los tres lagos en este trabajo.

Se determind la salinidad de los sitios en especial atencién a los antecedentes de salinidad del lago de
Chalco (Caballero & Ortega, 1998), a través de la suma de las concentraciones de todos los iones y el
sistema de clasificacién de Hammer (1987), en el cual, por ejemplo, >0.5 g L'! CI corresponde con un

cuerpo de agua dulce’ y 1 g L'* CI" con un cuerpo de agua oligohalina.

Recoleccion de material bioldgico y determinacion taxondémica
Se recolectd material bioldgico con dos objetivos: realizar cultivos unialgales y tener submuestras fijadas

con formol para realizar observaciones al microscopio, y determinar las especies de Microcystis presentes.

Se realizaron aislamientos de distintas especies de Microcystis a partir de todas las recolecciones a
excepcién de la de noviembre de 2015 que correspondio al Lago de Chalco, pero Gnicamente fue posible
obtener un cultivo unialgal de la especie Microcystis ichthyoblabe - morfotipo 3, proveniente del Lago
Mayor de la Segunda Seccidn de Chapultepec, aislado en octubre de 2013 en medio BG11 modificado con

el pH de la localidad, con valor 9.0.

Por otro lado, de los tres lagos se concentrd y recolecté biomasa del fitoplancton, donde fuese notoria la
presencia de florecimientos de algas o cianoprocariontes; se utilizaron redes de fitoplancton de 75 um
para filtrar el agua repetidamente hasta concentrar la biomasa, ya que dicho didmetro permitio filtrar
altos voliumenes de agua de manera rapida sin perder colonias en el proceso (Segura, 2012)). La biomasa
se almacend en frascos plasticos de 20 mL de volumen, en algunos casos mantenidos en refrigeracion
para extraer el DNA en un periodo menor a tres horas a partir de la recoleccion y en otros casos fijados
con alcohol absoluto, para extraer el DNA de la comunidad posteriormente. El objetivo de la recoleccidn
de estas muestras fue realizar analisis moleculares a través de PCR acoplado a DGGE y posterior andlisis
de las bandas resultantes de este tipo de electroforesis, para conocer la diversidad de las secuencias de

Microcystis en cada lago durante las dos fechas de recoleccién (cuadro 3).

1En la tesis, el término agua dulce se refiere a que la concentracidn de sales es baja y se encuentra por debajo de 0.5
g L1 Cl- de acuerdo con el sistema de clasificacion presentado por Hammer (1987).
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Figura 3. Esquema del diagrama de Piper. El triangulo izquierdo representa la proporcion de cada cation respecto a los demas

cationes y el triangulo derecho la proporcién de cada anion respecto a los demas aniones. El diamante es el resultado de la
proyeccion de los dos puntos resultantes de cada triangulo.

De las muestras de agua y florecimiento de cada sitio (cuadro 3), se prepararon submuestras de 20 mL
fijadas con formalina 3%, las cuales se incorporaron al Herbario de la Facultad de Ciencias, en la coleccién
de Biodeterioro Algal, UNAM. A partir de las muestras fijadas, se realizaron preparaciones
semipermanentes por triplicado, las cuales se afiadieron también a la coleccién del herbario. Dichas
preparaciones se utilizaron para la determinacién taxondmica las especies de Microcystis. Se consultaron
los trabajos de Komarek & Anagnostidis (1999), Sant” Anna et al. (2004) y Komarek & Komarkova (2002)

para confrontar nuestras observaciones.
Las poblaciones de Microcystis se observaron en un microscopio foténico Nikon Eclipse 80i. De las siete

recolecciones se documentaron las especies de Microcystis y las variedades morfolégicas que presentaba

cada una. A un objetivo de 100X, se tomaron medidas de tamafio de las colonias, didametro celular,
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distancia entre células y amplitud del mucilago. En orden de importancia, los caracteres con mas peso que
nos permitieron determinar las especies asi como los morfotipos o variantes morfolégicas dentro de las
mismas especies, fueron el diametro celular, la forma de la colonia en general, la presencia o ausencia de
clatrado, la presencia o ausencia de subcolonias, el arreglo homogéneo o heterogéneo de las células, la
consistencia difluente o refractante del mucilago alrededor de la colonia, el color de las colonias y la

consistencia de las mismas, por ejemplo pulverulento en el caso de M. ichthyoblabe.

Para evaluar la posible asociacidn entre la presencia de especies y el ambiente en que se observaron, asi
como la época climatica, se aplicd una prueba de asociacién no paramétrica con el estadistico Chi-
cuadrada, mediante la creacion de una tabla de contingencia. A la presencia de cada especie y morfotipo
en cada sitio y época se le asigno un valor determinado por el calculo de la frecuencia relativa; los valores

se organizaron en clases que fueron establecidas aplicando la férmula estadistica de Sturges (Scott, 2009).

Métodos moleculares

Extraccion y cuantificacion de DNA

Las muestras de biomasa (florecimiento) preservadas en alcohol se enjuagaron con agua estéril y
centrifugaron previo a su extraccidn. Las muestras recién recolectadas y filtradas en campo (75 um), se
filtraron de nuevo en prefiltros de fibra de vidrio (Millipore) para eliminar el exceso de agua. La
justificacion del uso de los prefiltros es que no se saturan rapidamente, a diferencia de los de medida 0.22
um, lo que permitié una filtracién rapida. Posteriormente, el DNA del florecimiento se extrajo con el kit
PowerBiofilm™ DNA Isolation (MO BIO, Laboratories, Inc.), el cual esta disefiado para extraer DNA de
muestras con altas cantidades de mucilago, por lo que se consideré Util para Microcystis. Las muestras de

DNA extraido se almacenaron en congelacion hasta su cuantificacién o amplificacién por PCR.

La cuantificacion de DNA se realizé por el método de fluorometria con el equipo Qubit3.0 (Thermo Fisher
Scientific), con 2 uL de muestra extraida. La integridad del DNA se confirmé por la presencia de bandas en
geles de agarosa al 1% tefiido con SYBR Green bajo las condiciones de corrida de electroforesis de 90 Volts
por 40 minutos. Los geles se observaron en un fotodocumentador Vilber Lourmat®, a una longitud de
onda de 312 nm. Se tomaron fotografias con los ajustes hechos manualmente, con un tiempo de

exposicion de 40 mili segundos.

Amplificacion por PCR y electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante (DGGE)

Se realizé la técnica de PCR - DGGE para estudiar la diversidad genética de las secuencias que codifican
para la regién intergénica ITS 16S-23S rRNA ribosomal del género Microcystis en comunidades
fitoplanctdnicas distintas, dada su alta resolucidn a nivel intraespecifico reportado en la literatura
(Casamayor et al., 2000; Janse et al., 2003; Shabir et al., 2005; Zwart et al., 2005).

Para la obtencidn de las secuencias que codifican para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal de

Microcystis se recurrio a una amplificacion PCR anidada, que es una modificacién de la PCR estandar que

permite amplificar uno o varios fragmentos que estan dentro de otro mas extenso. Consiste de dos
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rondas de amplificacion; en la primera, el producto de PCR sirve como templete para la segunda

amplificacidn,

Extraccion de DNA de cultivo y florecimiento
de cianoprocariontes de cada localidad

-

PCR estandar con oligonucleétidos especificos

para secuencia que codifica para el final del gen

16S y la region completa ITS 16S-23S rDNA de
cianoprocariontes

.

PCR anidada del producto anterior. Los
oligonucledtidos utilizados fueron especificos
para la secuencia que codifica para la regién
completa ITS 16S-23S rDNA de Microcystis.

Utilizacion de la pinza -GC en los
oligonucledtidos para separar los productos en el
gel DGGE

-

Fragmento amplificado:

Separacion de las secuencias en gel DGGE

-

Obtencion de perfil y recorte de bandas

o

Secuenciacion de bandas

o

Andlisis filogenéticos y de
estructura secundaria de las secuencias que
codifican para el ITS 16S-23S rDNA de
Microcystis

Secuencias que codifican para la regién ITS
16S-23S rDNA de Microcystis

Figura 4. Diagrama de flujo que resume el trabajo molecular.
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para la que se utilizan dos oligonucledtidos que son internos al producto de la primera PCR, que resulta en
un producto de menor tamafio comparado con el producto original. Esta técnica suele ser altamente
sensible en la deteccidn del producto deseado (McPherson & Mgller, 2006). En nuestro caso, el fragmento
externo contiene el fragmento final de la secuencia que codifica para el gen 16S rDNA ribosomal, la
secuencia completa que codifica para la regidn intergénica ITS 165-23S rDNA ribosomal y parte del inicio
de la secuencia que codifica para el gen 23S rDNA ribosomal, y el fragmento interno es la secuencia que

codifica para la region intergénica ITS 16S-23S rDNA ribosomal.

Para la obtencidn de las secuencias que codifican para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal de
Microcystis se recurrio a una amplificacion PCR anidada, que es una modificacién de la PCR estandar que
permite amplificar uno o varios fragmentos que estan dentro de otro mas extenso. Consiste de dos
rondas de amplificacion; en la primera, el producto de PCR sirve como templete para la segunda
amplificacidn, para la que se utilizan dos oligonucleétidos que son internos al producto de la primera PCR,
que resulta en un producto de menor tamafio comparado con el producto original. Esta técnica suele ser
altamente sensible en la deteccién del producto deseado (McPherson & Mgller, 2006). En nuestro caso, el
fragmento externo contiene el fragmento final de la secuencia que codifica para el gen 16S rDNA
ribosomal, la secuencia completa que codifica para la region intergénica ITS 165-23S rDNA ribosomal y
parte del inicio de la secuencia que codifica para el gen 23S rDNA ribosomal, y el fragmento interno es la

secuencia que codifica para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal.

En la primera PCR, se obtuvo el fragmento mas extenso con los oligonucledtidos 1y 2, especificos para
cianoprocariontes, y cuyo producto serian fragmentos pertenecientes a especies de distintos géneros
presentes en los tres lagos analizados, incluyendo a Microcystis. El producto de PCR, de aproximadamente
1,600 pb, fue a su vez el templete para la siguiente amplificacién (de alli el nombre de PCR anidada), con
los oligonucledtidos 1y 3, especificos para la secuencia que codifica para la regidn ITS 165-23S rDNA
ribosomal de Microcystis (cuadro 4). El producto de la segunda PCR, que consistia en los fragmentos de las
secuencias que codifican para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal, se sometioé a separacion en un gel
DGGE (Janse et al., 2003; Kaardinal et al., 2007; Shabir et al., 2005). Para la segunda PCR, se utilizo el
oligonucledtido inicial con una pinza-GC, cuya funcién fue detener los fragmentos amplificados a lo largo

del gradiente del gel DGGE en relacidn con la naturaleza de su secuencia.

Las amplificaciones se realizaron con el kit HotStar Taq Plus de QIAGEN en reacciones de 25 plL que
contenian 2.5 pL de Buffer 10X PCR; 1.25 uL dNTPs (10 mM); 1.25 pl oligonucleétido inicial, 1.25 pL
oligonucledtido terminal (ambos en concentracidon 10 uM); 0.125 pL de polimerasa HotStar Taq Plus
(Qiagen); 23.875 uL de agua ultrapura libre de DNAsas y RNAasas. A cada tubo se afiadié 1 pL de
templete, que a su vez contenia entre 10 y 15 ng de DNA (Souza & Eguiarte, 2011). En algunas ocasiones,
incluyendo la reamplificacién del primer producto de PCR, resultado de la primera amplificacién, el
templete fue de 2 e incluso 5 ulL debido a la baja brillantez de la banda observada en los geles de agarosa
1% posterior a la extraccién de DNA. La amplificacién de cada muestra se verificé a través de un gel de

agarosa al 1%, con las mismas condiciones de corrida que para la verificacién de la extraccidon de DNA.
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Axygen™ Maxygen™ Il, bajo las siguientes
condiciones: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94° C
por 1 min, hibridizacién a 60° C por 2 min, extensién a 72° C por 1 minuto y un ciclo de extension final a
72° C por 1 minuto. Los valores de cantidad de muestra de DNA, viabilidad de los oligonucledtidos y 60° C
como temperatura de hibridizacion fueron resultado de cuatro pruebas de optimizacion que llevaron a la

estandarizacion de la amplificacidn.

Preparacion de productos de PCR como muestras para los geles DGGE
Se utilizaron entre 900 y 1200 ng de producto de PCR purificado (kit VS Wizard PCR and Gel CleanUp
System (Promega)) como muestras para los geles DGGE (Lyautey et al. 2005; Beatriz Diez, comentario

personal).

Cuadro 4. Oligonucleétidos utilizados para la PCR anidada. La primera amplificacion se realizé con los oligonucleétidos 1y 2,y la
segunda con los oligonucledtidos 2 y 3. A partir de esta segunda amplificacion se obtuvieron los fragmentos correspondientes a la
secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA ribosomal de las poblaciones de Microcystis que se separaron en el gel
DGGE. Las direcciones forward y reverse indican el inicio y el final de la secuencia de interés, respectivamente.

Hupete Nombre del Direccion
de . . Fragmento . .
. oligonu- del oligonu- o Secuencia Referencia
oligonu- " o amplificado
e cleétido cleétido
cleétido
(GC-) CCTACGGGAGGCAGCAGTGGG NUbel et al.
L Cyaaip  fomward 165 +1TS GAATTTTCC (1997)
2 ULR reverse 165 +ITSelTS  CCTCTGTGTGCCTAGGTATC 2;5‘53?)6’ al.
3 (GC)CSIF  forward TS GTCACGCCCGAAGTCATTAC :;gg;et al
CGC CCG CCG CGC cCcC GCG Muvzer et
Pinza -GC para los geles DGGE CCC GGC CCG CCG cce ccG 4
al., (1993)
CCCC
Geles DGGE

Los geles DGGE o Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés) es
un tipo de electroforesis que permite la separacién de fragmentos de DNA del mismo tamafio pero con
diferente secuencia de nucledtidos (Fernandez & Le Borgne, 2014). Se ha utilizado cominmente para
analizar la diversidad genética de comunidades o poblaciones de microorganismos (Muyzer et al., 1993;
Tavera & Diez, 2009) en conjunto con la amplificacion por PCR de genes ribosomales. La separacidn se
lleva a cabo en un gel de acrilamida compuesto por dos agentes desnaturalizantes urea y formamida, cuya
concentracion se encuentran en un gradiente especifico. Durante la electroforesis, los fragmentos de DNA
migran a lo largo del gel hasta encontrar una determinada concentracién de urea y formamida a la cual
las cadenas de DNA se desnaturalizan (o desdoblan) y su movimiento se detiene. Este punto de
detenimiento estd determinado por la secuencia de nucledtidos y de esta manera, los fragmentos de DNA

con secuencias nucleotidicas distintas tendran posiciones diferentes en el gel DGGE. La técnica tiene la
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capacidad de separar secuencias que difieran en una sola base nitrogenada (Fernandez & Le Borgne,
2014). Las muestras pueden tener una mezcla de fragmentos de DNA, por ejemplo una muestra de
florecimiento de Microcystis, o un fragmento individual, por ejemplo un cultivo unialgal de Microcystis. El
resultado de la electroforesis la separacidn de las muestras complejas en un perfil de bandas formado en

los carriles del gel.

En los geles DGGE, la posicion de las bandas indica la naturaleza del fragmento separado, por lo que si dos
bandas se encuentran en la misma posicién de freno en el gradiente, corresponden con un mismo tipo de
secuencia, pero si las bandas se sitlan en distinta posicion a lo largo del gradiente, significa que cada una
de ellas tiene una combinacion de nucledtidos distinta, y cada banda corresponde con una secuencia para
la region que se separa en el gel (Muyzer et al., 1993), en nuestro caso la secuencia que codifica para el
ITS 16S-23S rDNA ribosomal de Microcystis.

La electroforesis se realizd con el sistema DGGE-2001 (CBS Scientific). El gel se realizdé con un porcentaje
de acrilamida de 7.5%, recomendada para la separacién de fragmentos de 1,000 pb de tamafio, y con un
gradiente desnaturalizante de 30 a 70% (ambos valores resultado de pruebas de optimizacion). La
electroforesis se realizé en un buffer de corrida TAE 0.5X ajustado a una temperatura de 60 °C bajo

condiciones de corrida de 75 V por 18 horas.

Concluida la electroforesis, el gel se tifié en una solucién con SYBR Safe (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) 1:10,000 por 30 minutos. El gel se observod y fotografié con luz UV de longitud de onda de 312
nm, en un transiluminador Vilber Lourmat. Posteriormente, se recortaron 18 bandas en un
transiluminador UV (312 nm, Fotodyne). De acuerdo con Wichels et al. (2004), las bandas de DGGE que se
encuentran en la misma posicion en el gel en distintos carriles corroboran el mismo marcador (filotipos),
por lo que las bandas se recortaron sin importar su posicién, con puntas para recortar geles (Axygen®).
Después del recorte de las bandas, se fotografio el gel para confirmar visualmente su recorte. Enseguida,
las bandas se eluyeron en 50 pL de agua ultrapura libre de DNAsas y RNAsas (Fernandez & LeBorgne,
2014), para luego incubarlas por 2 horas a 37° C con agitacidn cada 30 minutos y conservarlas en
refrigeracion a 4° C por 24 horas. Las bandas se purificaron con el kit antes mencionado, para después
reamplificarlas previo a su secuenciacion, con el oligonucledtido CSIF inicial (sin pinza -GC ya que no se
someterian de nuevo a separacién por DGGE). Las muestras se secuenciaron en Macrogen Inc. (Sedl,

Corea del Sur).

La identidad de las secuencias que codifican para la regidn ITS 165-23S rDNA ribosomal se determiné
mediante BLAST (NCBI). Posteriormente, la correccion de las posiciones degeneradas y recorte de los
extremos de las secuencias se realizaron con el software UGENE. Con las secuencias corregidas se
realizaron los andlisis de distancia, filogenéticos y de estructura secundaria detallados mas adelante. Cada
secuencia corregida se nombro de acuerdo con su nimero de secuencia, localidad y fecha de muestreo,
de tal manera que una secuencia proveniente de Chapultepec muestreada en octubre de 2013, se
nombré “10493_Chap1013” (cuadro 10, columna 6).
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Analisis de secuencias y estructuras secundarias

Se analizé un total de 40 secuencias que codifican para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal de
Microcystis: diez provenientes de las bandas del gel DGGE y 30 de bases de datos (GenBank) procedentes
de especies de Microcystis recolectadas y cultivadas de distintos lagos y regiones de latitud templada. Este
numero de secuencias de DNA fue resultado de la aplicacidn de dos criterios de seleccién que validaran
por un lado la identidad taxondmica de las secuencias y por otro, la ausencia de secuencias de DNA
duplicadas. El primer criterio fue buscar secuencias que codificaran para la regidn ITS 165-23S rDNA
ribosomal de Microcystis publicadas en trabajos donde se identificaran las especies con base en su
morfologia y tuviesen un respaldo fotografico o en esquemas (cuado 11). El resultado fue de mas de 200
secuencias de DNA. Se aplicé entonces el segundo criterio, que consistié en la comparacion de tales
secuencias y la eliminacion de aquellas que fuesen duplicadas, con las herramientas del sitio “CD-HIT-ES.
Representative sequences” (http://weizhongli-lab.org/cd-hit/, 16 de febrero de 2016) estableciendo como
umbral de similitud un porcentaje de 298% aplicado a las secuencias de bases de datos y a las obtenidas
en este estudio. El resultado final fueron 30 secuencias de DNA que se utilizaron para los analisis de
secuencias. Se utilizo la secuencia de Arthrospira maxima FACHB438 (niUmero de acceso GenBank

FJ826622.1) como grupo externo.

Todas las secuencias se alinearon con el software en linea Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, 17 de marzo de 2016), con las condiciones sugeridas por el
mismo, y después se corrigieron manualmente de acuerdo con la estructura secundaria de los sectores
gue componen la secuencia que codfica para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal (Iteman et al., 2000;
Johansen et al., 2011). La importancia del uso de la estructura secundaria para esta region ribosomal es
que la funcién del rRNA se encuentra en buena parte determinada por su estructura, y por lo tanto, es
posible reconocer regiones conservadas y asignar identidad primaria para regiones dificiles de alinear con
programas de alineamiento multiple de secuencias, y resulta en la mejora de la estimacién de la filogenia,
ya que la exactitud de un analisis filogenético depende de la exactitud del alineamiento (Kje, 1995;
Gillespie, 2004).

El analisis de distancia Neighbor Joining y el modelo de sustitucidn se obtuvieron con el software MEGA7
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) y los analisis de parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana se obtuvieron con los programas PAUP 4.0, TOPALi v2 y Mr Bayes v3.2.1, respectivamente. Para
el andlisis de distancia, se utilizé el modelo de sustitucién Tamura-Nei (cuadro 12), y para los analisis de
maxima verosimilitud e inferencia bayesiana el modelo Hasegawa-Kishino-Yano, con una distribucién
Gamma con sitios invariables (G+l) (cuadro 12), de acuerdo con el valor BIC (Bayesian Information
Criterio; MEGA7). En el cuadro 12 se especifican las condiciones utilizadas en los analisis de distancia y
filogenéticos. De los cuatro analisis de secuencias, se seleccionaron los que fueron mas informativos por
lo que se eligié el andlisis de distancia neighbor joining como exploratorio y el de maxima verosimilitud

por el nivel de resolucién de las secuencias?.

2En los arboles filogenéticos, es comun observar que los linajes ancestrales se dividen en dos linajes descendientes.
Las separaciones son dicotomicas, y un arbol con todas sus ramificaciones dicotémicas se denomina totalmente
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El analisis de distancia neighbor joining indico la similitud entre las secuencias analizadas, mientras que
los analisis de parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana mostraron distintas hipotesis de
relaciones filogenéticas entre los organismos (Baum & Smith, 2013). Es importante resaltar que los
analisis filogenéticos representan los drboles de los genes, mas no de las relaciones entre las especies
como tal (Baum & Smith, 2013).

Se identificaron los dos sectores de la secuencia que codifica para la regidn ITS 16S-23S rDNA ribosomal, la
hélice D y caja B de las 40 secuencias de Microcystis analizadas y se obtuvo su estructura secundaria en la
plataforma Mfold rDNA (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/rna-folding-form, 25 de abril de 2017).
Este método se ha realizado previamente para estudiar las secuencias que codifican para la region ITS
16S-23S rDNA ribosomal de otros cianoprocariontes (Iteman et al., 2000; Johansen et al., 2011). Dentro
de nuestro conocimiento, en la literatura no se ha publicado un estudio de la estructura secundaria de
esta secuencias de Microcystis, por lo tanto este trabajo es el primero en presentar una comparacion
entre la diversidad de los sectores hélice D y caja B de poblaciones de sitios tropicales, subtropicales y
templados y estimar si existe una relacién entre las topologias de los dos sectores y la especie a la que
pertenece, con el objetivo de indagar si estos elementos genéticos apoyan la circunscripcién de las

especies de Microcystis.

La diversidad de estructuras secundarias o topologias para cada sector se identificé y clasificé asignando
una numeracioén consecutiva. El sector de la hélice D presenté ocho topologias diferentes y la caja B cinco.
Las 40 secuencias que codifican para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal de Microcystis analizadas
presentaron una combinacién particular de topologias de la hélice D y la caja B, misma que se incorporé

en la hipdtesis del analisis de maxima verosimilitud como numeros delante de cada secuencia (Fig. 14).

resuelto. También se presentan arboles donde el linaje ancestral se divide mas o menos simultdaneamente en
descendientes multiples, por ejemplo en el caso de especies con poblaciones aisladas como resultado de cambios en
las condiciones climaticas. Si estas poblaciones persisten en establecer nuevos linajes, el resultado seria un nodo con
mas de un linaje descendiente, una politomia. Sin embargo, las politomias en los diagramas de arbol representan
incertidumbre en el patrdén correcto de ramificacién. Dado que estos arboles representan hipdtesis de relaciones
filogenéticas reales, las ramificaciones multiples pueden indicar que la informacion analizada es insuficiente para
resolver todas las relaciones (Baum & Smith, 2013).
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Resultados

Riqueza de especies de Microcystis

Nuestras observaciones al microscopio evidenciaron un alta riqueza de especies de Microcystis en los tres
lagos, con un total de 7 especies, de las cuales, M. aeruginosa y M. ichthyoblabe presentaron a su vez una
alta diversidad fenotipica mientras que M. flos-aquae, M. panniformis, M. protocystis, M. wesenbergii y

M. viridis presentaron un solo morfotipo.

Las diferencias entre los morfotipos de M. aeruginosa fueron la forma de las colonias y la presencia y
amplitud del clatrado (espacios de mucilago sin células que atraviesan la colonia): en el caso de
Chapultepec, la mayor parte de los morfotipos presentaron clatrado evidente y en Valle de Bravo la forma
globular de las colonias fue particular, con “brazos”, y no presentaron un clatrado evidente como en
Chapultepec. En el caso de M. ichthyoblabe, los morfotipos se distinguieron por el diametro celular, la
forma de las colonias y la distribucién homogénea o heterogénea de las células dentro de la colonia, por
ejemplo, si se encontraban zonas con mayor numero de células, o la presencia de conjuntos de células
formando lobulaciones o subcolonias. Esta variabilidad produjo los morfotipos distintos de M.

ichthyoblabe que se observaron en los tres lagos (cuadro 5).

Microcystis cfr. ichthyoblabe Kiitzing
De esta especie se determinaron algunos morfotipos, que se distinguieron principalmente por el aspecto
del borde de las colonias, la densidad y distribucion de las células en las colonias. Algunos de los
morfotipos presentaron regiones con mayor densidad de células, sin que llegasen a formar subcolonias;
en otros casos, se presentaron conjuntos de células alejados unos de otros dentro de un mucilago
difluente. En los morfotipos descritos, el margen de la colonia fue irregular, el mucilago indistinto y difuso
y las células se sobrepusieron de manera irregular. Por lo general las colonias fueron densas, con

distribucion homogénea o heterogénea de las células, regularmente distribuidas y aglomeradas.

Notas: Komarek & Anagnostidis (1999) sefialaron que esta especie es de sitios mesotroficos o poco
eutrdéficos y que probablemente no se encuentre en latitudes tropicales, ya que su presencia no se ha
comprobado en esta zona (Komarek et al., 2002). A pesar de los registros de estos autores, fue evidente la

similitud de las poblaciones mexicanas con la descripcion original.

M. ichthyoblabe Morfotipo 1 (M1) Figura 5
Las colonias tuvieron forma globular y tuvieron el margen delimitado. La consistencia del mucilago fue
difluente, fina y hialina, y fue visible sélo en algunas regiones del borde de la colonia. El color de las
colonias fue verde claro y pardo-dorado. En general las colonias fueron densas y la distribucion de las
células heterogénea, sin que se observase ninglin patrén en particular, aunque se encontraron regiones
con mayor nimero de células que otras. Algunas células presentaron una alta cantidad de aerotopos que

les confirié un color dorado, y células con poca cantidad que fueron de color azul claro. Las células fueron
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esféricas, sin vaina celular individual, con presencia de aerotopos. Dentro de la colonia se observé la

presencia de filamentos de Pseudanabaena voronichini Anagnostidis.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 250 um de largo por 200 pum de ancho. El diametro
celular varié entre 3.4y 3.9 um, con un promedio de 3.6 um. La distancia entre las células mds cercanas
fue de 1 @ 5.8 um. La amplitud del mucilago fue cercana a 2.9 pm.

Chapultepec

M. ichthyoblabe Morfotipo 2 (M2) Figura 5
Las colonias fueron globulares y esféricas, de forma irregular y de margen no delimitado, a diferencia del
morfotipo 1. El margen mucilaginoso fue difluente, fino y hialino, y fue visible en algunas regiones del
borde de la colonia. Las colonias tuvieron aspecto pulverulento, dada la distancia entre las células y su
distribucion diferencial en la colonia, lo que a su vez permitié distinguir secciones mas densas que otras
en una misma colonia. Las células fueron esféricas, sin vaina celular individual, con presencia de

aerotopos, lo que les confirié a las células y colonias un color dorado a pardo oscuro.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 136 — 165 um de largo por 104 — 165 um de ancho.
El didmetro celular varié entre 3.9 y 4.1 um, con un promedio de 4 um. La distancia entre las células mas
cercanas fue de 1 a 8.7 um, con los valores mas comunes 1.9y 2.9 um. La amplitud del mucilago fue
variable entre colonias y oscild entre 1.9 um y 6.8 um, aunque en la mayoria de las colonias, estos valores
se encontraron entre 2.9y 4.8 um.

Chapultepec

M. ichthyoblabe Morfotipo 3 (M3) Figura 5
La forma de las colonias fue irregular y el margen mucilaginoso fue difluente, fino y hialino, visible en
algunas regiones del borde de la colonia. Las colonias fueron de aspecto pulverulento, dada la
combinacidn de un didmetro celular pequefio, la distancia entre las células y su distribucion diferencial en
la colonia, lo que a su vez permitid distinguir conjuntos de células consideradas subcolonias, que se
sobrepusieron irregularmente en el interior de una misma colonia. La presencia de subcolonias bien
delimitadas diferencio a este morfotipo de los dos anteriores. Las células fueron esféricas, sin vaina
celular individual, con presencia de aerotopos, lo que les confirid a las células y colonias un color dorado a
pardo oscuro. Algunas colonias presentaron en su interior filamentos de Pseudoanabaena voronichini

Anagnostidis.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 145 — 240 um de largo por 140 — 214 um de ancho.
El diametro celular varid entre 3.3 y 3.5 um, con un promedio de 3.4 um. En las colonias se observaron
subconjuntos de células que formaron subcolonias distanciadas entre si; dentro de las subcolonias, las
células se separaron entre si por una distancia de 1 a 7.8 um, siendo los valores mds comunes 1.9y 2.9

pum. La amplitud del mucilago fue variable entre colonias y oscilé entre 2.9y 11.7 um.
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Notas: de este morfotipo se obtuvo el cultivo M. ichthyoblabe utilizado como marcador en los geles
DGGE.
Chapultepec

M. ichthyoblabe Morfotipo 4 (M4) Figura 5
La forma de las colonias fue irregular y globular y el margen fue regular, fino y hialino, visible en algunas
regiones del borde de la colonia. Las colonias presentaron aspecto pulverulento por el diametro celular
pequefiio, su distribucion en la colonia y la distancia entre las células, la cual fue menor a los morfotipos
M1, M2y M3y le dio un aspecto mds consistente a la colonia. Se observaron zonas con mayor densidad
de células y subcolonias tipo lobulaciones externas a la colonia. Las células fueron esféricas, sin vaina

celular individual, con presencia de aerotopos que les dio color pardo oscuro a las células y colonias.

La dimensién de las colonias fue macroscopica, de aproximadamente 1 mm, mayor que los morfotipos
M1, M2y M3 en el Lago de Chapultepec. El didametro celular varié entre 3.2 y 3.5 um. Las células se
separaron entre si por una distanciade 1 a 3 um.

Chapultepec

M. ichthyoblabe morfotipo 5 (M5) Figura 6
Colonias irregulares, sin una forma determinada pero definida, con margen difluente, fino y hialino,
dificilmente visible. Las colonias fueron de aspecto pulverulento, dado el didmetro pequefio de las células.
Estas se encontraron distribuidas de manera heterogénea en la colonia; no se distinguieron subcolonias.
En los bordes de las colonias se observaron lobulaciones, o conjuntos de células conectadas a la colonia
principal, por lo que en este trabajo no se considerd como subcolonia. Las células fueon esféricas, sin

vaina individual, con aerotopos que le dieron a la colonia un color dorado a pardo oscuro.

El tamafio de las colonias se encontré entre 346 - 440 um de largo por 420 - 450 um de ancho. El didametro
celular varié entre 2.92 y 4.88 um, con un promedio de 3.99 um. La distancia entre las células se encontré

en un intervalo de 1.95 a 4.88 um. La amplitud del mucilago fue muy pequefa y fue menora 1 um.

Notas: Este morfotipo se observé en los tres lagos mexicanos; particularmente en Chalco, el numero de
lobulaciones fue mayor y mas evidentes.

Chapultepec, Valle de Bravo y Chalco

M. ichthyoblabe morfotipo 6 (M6) Figura 6
Colonias irregulares, sin una forma determinada pero si definida, con una alta cantidad de células. El
margen fue difluente, fino y hialino. Las colonias fueron de aspecto pulverulento, y las células se
distribuyeron de manera heterogénea y en algunas zonas de la colonia se obsrevé una mayor densidad de
células, en forma de parches no muy bien definidos. La distribucién diferencial de las células también se
observd como subcolonias (y no lobulaciones), separadas de la colonia principal. Las colonias observadas

en Chalco presentaron dos colores dentro de una misma colonia, verde claro y verde azul.
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El tamafio de las colonias se encuentra entre 255 - 442 um de largo por 185 - 292 um de ancho. El
diametro celular varia entre 2.92 y 4.3 um, con un promedio de 3.6 um. La distancia entre las células se
encuentra en un intervalo de 0.976 a 1.95 um. La amplitud del mucilago no superd 1 um.

Valle de Bravo y Chalco

M. ichthyoblabe morfotipo 7 (M7) Figura 6
Colonias irregulares, mas o menos esféricas y pequefias respecto a los otros morfotipos. En este
morfotipo no se encontraron colonias con lobulaciones o subcolonias, y la distribucidn de las células en
las colonias fue homogéneo, por lo que no se encontraron regiones de la colonia que fuesen mas densas.
El grosor de las colonias fue pequefio, de no mas de 10 células, a diferencia de los otros morfotipos con

colonias macroscdpicas.

El tamafio de las colonias se encontré entre 40 - 80 um de largo por 50 - 60 um de ancho. El didametro
celular varié entre 3.09 y 3.92 um, con un promedio de 3.7 um. La distancia entre las células se encontré
en un intervalo de 2 a 6 um. La amplitud del mucilago fue muy baja y oscilé entre 1y 4 um.

Valle de Bravo y Ch

Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing
Micraloa aeruginosa Kiitzing 1833 since typo; Dyplocystis aeruginosa (Klitzing) Trevisan 1848;
Clathrocystis aeruginosa (Kutzing) Henfrey 1856; Microcystis ochracea (Brand) Forti 1907 ?; Anacystis

cyanea (Kitzing) Drouet et Daily 1952 p.p. excl. typo; y muchos otros.

En este trabajo se encontraron distintos morfotipos de M. aeruginosa, cuyas diferencias principales
fueron la forma y tamafio de la colonia y del clatrado, asi como el color de las colonias. En general, en
cada lago se observaron morfotipos particulares, cuya diferencia mdas notable era el tamafio, formay
densidad de la colonia, asi como la presencia o ausencia de clatrado. Especificamente, en Chapultepec se
encontraron las colonias mas pequefias y con clatrado evidente; en Valle de Bravo se encontraron las
colonias de mayor tamafio y con un grado de clatrado menor, y en Chalco, se encontraron colonias de

forma irregular, alargadas, lobuladas y sin clatrado.
Notas: en general, esta especie habita cuerpos de agua dulce y salobre, y puede formar florecimientos

densos. Su distribucidn es cosmopolita (Komarek & Anagnostidis, 1999), y la identidad genotipica de

distintas formas que habitan diversas areas no ha sido establecida.
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Figura 5. Diversidad de especies y morfotipos de Microcystis en el Lago Mayor de Chapultepec. Al costado derecho se
encuentran los nombres de las especies determinadas en cada lago. Los morfotipos de M. ichthyoblabe y M. aeruginosa se
encuentran numerados de manera consecutiva a lo largo de las Figs. 5, 6 y 7. Las otras especies mostraron un tnico morfotipo.
Barra = 100 um excepto cuando se indique otra medida.
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Figura 6. Diversidad de especies y morfotipos de Microcystis en el embalse Valle de Bravo. Al costado derecho se encuentran los
nombres de las especies determinadas en cada lago. Los morfotipos de M. ichthyoblabe y M. aeruginosa se encuentran numerados
de manera consecutiva a lo largo de las Figs. 5,6 y 7. Las otras especies mostraron un unico morfotipo. Barra = 100 ym excepto
cuando se indique otra medida.
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Figura 7. Diversidad de especies y morfotipos de Microcystis en el Lago de Chalco. Al costado derecho se encuentran los
nombres de las especies determinadas en cada lago. Los morfotipos de M. ichthyoblabe y M. aeruginosa se encuentran numerados
de manera consecutiva a lo largo de las Figs. 5,6 y 7. Las otras especies mostraron un unico morfotipo. Barra = 100 um excepto
cuando se indique otra medida.
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M. aeruginosa Morfotipo 1 (M1) Figura 5
Las colonias fueron de tamario grande, de forma y borde irregulares, algunas presentaron lobulaciones en
distintas zonas de la colonia. La consistencia del margen mucilaginoso fue difluente, fino y hialino, en
algunas colonias indistinto, y su amplitud varié en una misma colonia. Las colonias fueron densas y
clatradas; estos espacios libres de células estuvieron cubiertos por mucilago difluente e incoloro, donde
se observo la acumulacion de bacterias. En las colonias, el clatrado fue irregular y no del todo delimitado,
breve o muy amplio, e incluso se presentaron ambos tipos de clatrado en una sola colonia. La distribucion
de las células en las colonias fue heterogénea, y derivado del clatrado amplio, se percibieron distintas
secciones en las colonias. Las células fueron esféricas, sin vaina celular individual y se distribuyeron en
pares después de la divisidon celular; su color fue pardo o azul claro, con presencia de aerotopos. Este
morfotipo presentod filamentos de otra cianoprocarionte, identificada como Pseudoanabaena voronichini

Anagnostidis.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 190 y 390 um de largo por 117 a 147 um de ancho.
El diametro celular varid entre 4.39 pm y 4.88 um, con un promedio de 4.61 um. La distancia entre las
células mas cercanas fue de 1 a 6.8 um, siendo las mas comunes 1.9 y 2.9 um. La amplitud del mucilago
fue variable en cada colonia y oscil6 entre 1y 15 um, y en la mayoria de las colonias, estos valores se

encontraron entre 3.9y 11 pum.

Notas: este morfotipo se observé en el Lago Mayor y no se observaron colonias tan bien delimitadas en
Valle de Bravo y en Chalco.

Chapultepec

M. aeruginosa Morfotipo 2 (M2) Figura 5
Las colonias fueron de tamafio grande, de forma y margen irregulares. La consistencia del margen
mucilaginoso fue difluente, fina y hialina, y fue de diferente amplitud incluso en una misma colonia. Las
colonias fueron de color pardo o azul claro. Las colonias eran densas y clatradas; el clatrado se cubrié con
mucilago difluente con bacterias acumuladas. En las colonias el clatrado fue miultiple y bien delimitado, a
diferencia del morfotipo 1, donde el clatrado fue evidente pero un poco irregular en los bordes. La
distribucion de las células fue heterogénea alrededor del clatrado, y derivado del mismo, se percibieron
distintas secciones en las colonias, como en el morfotipo 1. Las células fueron esféricas, sin vaina celular

individual, de color pardo o azul oscuro y con aerotopos.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 27 — 185 um de largo por 13 — 126 um. El diametro
celular varié entre 4.2 y 4.8 um, con un promedio de 4.4 um. La distancia entre las células mas cercanas
fue de 1 a 4.88 um, siendo las mas comunes 1.9 y 2.9 um. La amplitud del mucilago fue variable en cada

colonia y en general, oscilé entre 1.9 y 10.7 um.
Notas: este morfotipo se observé en el Lago Mayor y no se observaron colonias tan bien delimitadas en

Valle de Bravo y en Chalco.

Chapultepec
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M. aeruginosa Morfotipo 3 (M4) Figura 5
Colonias grandes, de forma alargada e irregular. La consistencia del mucilago fue difluente, fina y hialina.
Las colonias fueron de color pardo o azul claros. Las colonias fueron densas y en general no clatradas,
pero en aquellas que lo presentaron, el clatrado era breve. En las colonias las células se encontraron
dispuestas de manera compacta y heterogénea. Este morfotipo se observé en Chapultepec.

Chapultepec

M. aeruginosa Morfotipo 4 (M4) Figura 5
Colonias alargadas, de forma irregular y con bordes delimitados. La consistencia del margen mucilaginoso
fue difluente, fina y hialina, por lo que las células delimitaron el borde de la colonia. Las colonias fueron
de color azul claro, densas y en general no clatradas, sin embargo algunas presentaron clatrado breve. En
una misma colonia, hubo células dispuestas en hileras a lo largo de la colonia y células que se encontraron
distribuidas de forma heterogénea. El acomodo de las células en hileras es un caracter que no se habia
descrito para M. aeruginosa, sino para M. panniformis, no obstante, es importante notar que dos
diferencias importantes entre ambas e indicada por Komarek et al. (2002) en la descripcion original de
esta especie, es que M. panniformis presenta colonias con grosor de una célula, a diferencia de lo descrito
para M. aeruginosa. Las colonias presentaron filamentos de la cianoprocarionte Pseudoanabaena

voronichini Anagnostidis incrustados en el mucilago.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 240 — 500 pm de largo por 58 — 150 um de ancho. El
didametro celular vario entre 4.2 y 4.6 umy el valor promedio fue 4.4 um. La distancia entre las células
mas cercanas fue de 1 um a 8.8 um, siendo las mas comunes 1.5 umy 3.9 um. La amplitud del mucilago
fue variable en cada colonia y oscil6 entre 1.95 um y 20.4 um; en la mayoria de las colonias, estos valores
se encontraron entre 2.92 y 11 um. En Valle de Bravo se observaron colonias alargadas que podrian
corresponder con el morfotipo 4, pero una diferencia entre ambos tipos de colonias fue que las de Valle
de Bravo eran mas anchas y con menor nimero de células.

Chapultepec y Valle de Bravo

M. aeruginosa Morfotipo 5 (M5) Figura 6
Colonias globulares, de forma muy irregular y con bordes bien delimitados. La consistencia del margen
mucilaginoso fue difluente, fina y hialina, donde las células delimitaron el borde de la colonia. Las colonias
fueron de color dorado a pardo oscuro y en general no clatradas pero si se notaron distintas regiones de
la colonia, como “brazos”; fueron densas y un poco compactas con muchas células. Las colonias
encontradas en Valle de Bravo fueron distintas en tamafio, forma y densidad celular que los morfotipos

de M. aeruginosa observados en Chapultepec y Chalco.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 350 - 800 um de largo por 290 - 682 um de ancho. El
diametro celular varié entre 3.90 y 4.05 um y el valor promedio fue 3.95 um. La distancia entre las células
mas cercanas varié de 1 a 7.80 um, siendo la mas comun 3 um. La amplitud del mucilago fue variable en
cada colonia, de 2.92 a 14.64 um.

Valle de Bravo
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M. aeruginosa Morfotipo 6 (M6) Figura 7
Las colonias presentaron forma irregular y bien definida, de talla grande que no alcanzo a ser
macroscopica; algunas fueron alargadas y otras semiesféricas. La consistencia del mucilago fue difluente,
fina y hialina, y fue visible en algunas zonas de la colonia. El nimero de células en las colonias fue alto, y
se distribuyeron heterogéneamente a lo largo de toda la colonia, por lo que las colonias fueron
compactas. En este morfotipo, las colonias eran lobuladas y no presentaron clatrado, aunque su forma

irregular se ha descrito para M. aeruginosa.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 250 - 300 um de largo por 140 - 200 um de ancho. El
diametro celular varié entre 4.3 y 4.8 umy el valor promedio fue 4.73 um. La distancia entre las células
mas cercanas varié de 4.88 a 5.85 um, siendo mas comunes 1.95y 2.92 um. La amplitud del mucilago fue

variable en cada colonia y se encontré entre 4.88 y 5.85 um.

Notas: Esta especie se observé Unicamente en el mes de noviembre de 2015 en la orilla del lago de
Chalco, no se observo en las muestras de febrero del mismo afo, cuando las muestras analizadas

provenian al centro del lago.
Chalco

Microcystis protocystis Crow

La forma de las colonias fue irregular, al igual que sus margenes. La consistencia del mucilago era
difluente, fina y hialina, y fue visible en algunas regiones del borde de la colonia. El nimero de células fue
escaso comparado con las otras especies y se encontraron distribuidas heterogéneamente y distanciadas
dentro de un mucilago amplio, indistinto y difuso. En algunas colonias se observaron células agrupadas en
pares. Las células eran esféricas, sin vaina individual y presentaron un alto contenido de aerotopos, que le

confirieron a las células un color dorado a pardo oscuro.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 108 —160 um de largo por 58 — 112 um de ancho. El
diametro celular se encontré en un intervalo de 3.2 — 4 um, con un promedio de 3.9 um. La distancia

entre las células mas cercanas en un mismo plano fue de 1 — 7.8 um, siendo los valores mas comunes 1.9
y 2.9 um. La amplitud del mucilago fue mayor que en las especies anteriores, y fue de 2.9 2 31.2 um, y los

valores mas comunes se encontraron entre 3y 10 um.

Notas: En Chapultepec no se pudieron observar las vainas celulares individuales, pero la amplitud del
mucilago y la disposicion de las células en las colonias fueron elementos importantes para su
determinacién. Algunas colonias presentaron en su interior filamentos de Pseudoanabaena voronichini
Anagnostidis. Esta especie se observo en los tres lagos mexicanos y su talla fue mas grande en las

poblaciones de Valle de Bravo.

Chapultepec, Valle de Bravo y Chalco
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Microcystis flos-aquae (Wittrock) Kirchner

= Microcystis prasina (wittrock) Lemmermann 1904 ?; Microcystis aeruginosa f. Flos-aquae (Wittrock)
Elenkin 1938.

Colonias esféricas con un nimero alto de células aglomeradas y muy cercanas entre si, que confireron un
aspecto denso a toda la colonia, incluso los margenes, bien delimitados. El color de las colonias fue azul
claro, a excepcién de algunas células pardas a doradas. La distribucion de las células en las colonias fue
homogénea, por lo que no se observaron zonas mas densas que otras, o células empaquetadas (como en
el caso de M. aeruginosa y M. ichthyoblabe morfotipo 4, respectivamente), aunque se notaron zonas
huecas sin células, pero no se determind como clatrado ya que no atravesaron la colonia. A un aumento
de 100X se observaron algunas células dispuestas en hileras, que se mantuvieron incluso en distintos
planos de las colonias. Este caracter se ha descrito para M. panniformis, aunque una diferencia
importante entre ambas especies es que las colonias de M. panniformis tienen un grosor de una célula, a

diferencia de M. flos-aquae.

Las dimensiones de las colonias se encontraron entre 126 - 238 um de largo por 82 — 232 um de ancho. El
diametro celular se encontré en un intervalo de 3.31 — 4.90 um, con un promedio de 4.39 um. La distancia
entre las células mas cercanas en un mismo plano fue de 1 — 7.8 um, siendo los valores mas comunes
0.976 y 2.92 um. La amplitud del mucilago fue mayor que en las especies anteriores, y vario entre 1.95 y

14.64 um, y los valores mas comunes fueron cercanos a 3 um.

Notas: en algunas colonias la presencia de una capa de mucilago fue evidente mientras que en otras
colonias no se observo, pero la distribucion laxa de las células en la colonia, asi como su forma
permitieron su determinacion. Por otro lado, en algunas de las colonias se observaron hileras de células, y
en otras se observaron zonas con agrupamientos de células y otras zonas sin células, sin que fuese
clatrado. La presencia de hileras no habia sido reportada para esta especie, como en el caso de M.
ichthyoblabe.

Esta especie se observé en Chapultepecy en el Lago de Chalco, y en general las colonias fueron idénticas
en cuanto a la distribucidn de las células en la colonia y el margen mucilaginoso.

Chapultepec y Chalco

Microcystis panniformis Komarek

Colonias pequeiias, amorfas, alargadas, no clatradas, de forma aplanada hasta llegar a monocapas, con
vaina difluente y hialina. El margen mucilaginoso fue indistinto y no se sobrepuso. Las células presentaron
arreglos en hileras; su forma fue esférica y no tuvieron vaina individual; las células se distribuyeron
cercana y regularmente, algunas veces en filas indistintas; su color fue azul brillante, con presencia de
pocos aerotopos, lo que le confirid a la colonia un aspecto mas liso que otras especies de Microcystis. Las

colonias no presentaron clatrado, y fueron densas y compactas, con células muy cercanas entre si. Las
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colonias fueron de color azul verde claro, presentaron una baja cantidad de aerotopos que dieron a las
células una textura lisa. El grosor de la colonia no sobrepasad las cinco células de grosor. Las células se
encontraron cercanas entre si con una distribucién homogénea, en arreglos de hileras dentro de las

colonias.

El tamafio de las colonias se encontré entre 200 y 100 pm de largo por 100 - 50 um de ancho. El didmetro
celular se encontré entre 3.0 y 3.4 um. La distancia entre las células fue de 2 umy la amplitud del

mucilago fue de 1 - 3 um.

Notas: en Chapultepec y Valle de Bravo, esta especie coexistié con otras, como M. aeruginosa, lo cual ha
sido reportado previamente en Brasil (Komarek et al., 2002). La descripcion original de esta especie fue
consecuente con la latitud tropical y el tipo de agua eutréfico para esta especie, a diferencia, por ejemplo,
del caso de M. viridis, cuya presencia en los lagos mexicanos y eutroéficos contrastd con su registro en
poblaciones templadas y de sitios oligotroéficos.

Chapultepec y Chalco

Microcystis wesenbergii (Komarek) Komarek in Kondrateva

Coeslosphaerium dubium Grunow in Rabenhorst sensu auct. post. (Hollerbach et al., 1953), excl. typo;

Microcystis aeruginosa Kitzing sensu Teiling 1941; Diplocystis wesenbergii Komarek 1958.

Colonias globulares, algunas alargadas y otras esféricas, algunas veces macroscépicas, con formay
margen bien definido. Las colonias estuvieron delimitadas por un mucilago denso, firme y refringente. Las
colonias fueron de color pardo oscuro a negro, y presentaron una baja cantidad de células, cuya
distribucion fue heterogénea, laxa y hacia el margen exterior de la colonia, que sumado a la baja cantidad
de células, dieron a las colonias la apariencia de estar semivacias. Las células eran esféricas, con una gran
cantidad de aerotopos que le dieron a las células un color pardo oscuro. El nimero de células dentro de la
colonia fue bajo respecto al tamafio de la colonia, y aunado a la distribucidn de las células hacia la

periferia de la misma, dieron a las colonias un aspecto de estar semivacia.

El tamafio de las colonias se encontrd entre 108 y 307 um de largo por 83 - 170 um de ancho. El didmetro
celular varié entre 5.62 y 6.48 um, con un promedio de 6.10 um. La distancia entre las células vario entre
0.488 y 8.784 um, y el valor mas comun fue 1 um. La amplitud del mucilago oscilé entre 1.95y 10.73 um,

con un promedio de 6 um.

Notas: Esta especie se observé en Chapultepec y Valle de Bravo; en el ambalse las colonias eran tipicas de
esta especie, con numerosas subcolonias con pocas células, y en ambos lagos se observaron colonias en
estadios jovenes, las cuales, de acuerdo con Komarek & Anagnostidis (1999), son esféricas y sin
lobulaciones. De acuerdo con Komarek & Anagnostidis (1999), esta especie habita cuerpos de agua dulce
y eutrdficos, pueden formar florecimientos y presentar distribucién cosmopolita, lo que fue consecuente
con lo observado en este trabajo.

Chapultepecy Valle de Bravo
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Microcystis viridis (A. Braun in Rabenhorst) Lemmermann

Polycystis viridis A. Braun. In Rabenhorst 1862; Microcystis aeruginosa f. viridis (A. Braun) Elenkin 1938;
Anacystis cyanea (Kutzing) Drouet et Daily 1952 p.p. excl. tipo; Diplocystis viridis (A. Braun) Komarek 1958.

Las colonias fueron microscépicas, con morfologia y margenes bien definidos y delimitados por un margen
mucilaginoso denso y refringente. El color de las colonias era pardo oscuro cercano a negro. Las células se
encontraron empaquetadas dentro de subcolonias con un nimero par de células, que fue de 2 a 12
células aproximadamente. Los paquetes o subcolonias eran de forma y margen regular, casi cubica,
rodeadas de mucilago amplio y evidente, de estructura refringente. La amplitud del mucilago fue
uniforme y no variable; en algunas subcolonias el mucilago formé capas y se sobrepuso el mucilago de las
células mas jovenes. Las colonias se observaron compactas, tridimensionales y cubicas, y se compusieron
de 7 a 15 subcolonias, por lo que encontraron colonias muy pequefias y otras grandes que no alcanzaron
a ser macroscopicas como M. aeruginosa, M. ichthyoblabe y M. wesenbergii observadas en este estudio;
por otro lado, la abundancia de colonias de M. viridis no fue tan alta como las de las tres especies antes

mencionadas.

El tamafio de las colonias se encontrd entre 90 - 100 um de largo por 60 - 80 um de ancho. El didmetro
celular se encontré en un intervalo de 4.84 — 6.13 um, con un promedio de 5.34 um. La distancia entre las
células presentd un intervalo de 0.97 - 7.8 um, siendo los valores mas comunes cercanos a 2 um. La
amplitud del mucilago dentro de un mismo paquete de células varid entre 2.92 a 4.88 um, y el valor mas

comun fue 4.88 um.

Notas: en las colonias de esta especie, el acomodo de las células en los paquetes y la distancia tan
pequefia entre las células, permitid inferir que la colonia se encontraba en un momento de division

celular.

De acuerdo con Komarek & Anagnostidis (1999), esta especie tiene distribucion cosmopolita, aunque se
encuentra principalmente en sitios templados y esporddicamente eutroéficos, lo cual contrasté con lo
encontrado en este trabajo.

Valle de Bravo
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Cuadro 5. Presencia de las especies y morfotipos de Microcystis en Chapultepec, Valle de Bravo y Chalco en las temporadas de
lluvia (LL) y seca (S). La especie 1 M. ichthyoblabe incluy6 7 morfotipos, la especie y la especie 2 M. aeruginosa incluyo 6
morfotipos. Los cuadros negros indican presencia y los blancos la ausencia de especies o morfotipos.

Chapultepec Chalco
Especies y
morfotipos Octubre Mayo Noviembre
2013 2015 2015
LL S LL
1 M. ichthyoblabe (Mi)
M1 | | O O O
M2 [ | [ | O O O
M3 [ | [ | O O O
M4 [ | O O O O
M5 | O | | |
M6 O O [ | | [
M7 O O [ | O [
2 M. aeruginosa (Ma)
M1 | | O O O
M2 | | O O O
M3 [ | [ | O O O
M4 | | | O O
M5 O O | O O
M6 O O O O [
3 M. protocystis (Mpr) ] [ ] [ ] O [ |
4 M. flos-aquae (Mfa) [ ] [ ] O O [ |
5 M. panniformis (Mpa) ] ] O O [ |
6 M. wesenbergii (Mw) ] O [ ] [ ] O
7 M. viridis (Mv) O O ] [ ] O

Observamos que las poblaciones de Microcystis en los tres lagos fueron morfolégicamente diferentesy la
presencia heterogénea de especies con sus morfotipos le confirié un perfil particular a cada cuerpo de
agua (Figs. 5-7, cuadro 5). Del total de especies, tres de ellas estuvieron presentes en los tres lagos: M.
ichthyoblabe, M. aeruginosa y M. protocystis; en el caso de las dos primeras, su presencia vario con
morfotipos especificos para cada lago. M. panniformis y M. flos-aquae, se observaron en Chapultepecy
en Chalco; M. wesenbergii en Chapultepecy Valle de Bravo y M. viridis inicamente en Valle de Bravo

(cuadro 5).
La relacién entre la riqueza de especies y morfotipos de cada lago y las condiciones climaticas se analizé

con la prueba de Chi cuadrada, considerando a los lagos y épocas como variables cualitativas y la

frecuencia de especies o morfotipos presentes en cada época y en cada lago como valor de asociacion.
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Una tabla de contingencia de los datos (cuadro 6), mostré el grado de asociacion entre las variables (Fig.
8). El resultado de la prueba de Chi cuadrada, con un p-valor menor al nivel de significacion alfa, de 0.05,
establecio diferencias evidentes en la riqueza de las especies y morfotipos de Microcystis en cada lago,
dependiendo de la estacion climatica. Se acepto por tanto la hipdtesis alternativa de la prueba (cuadro 7),
cuyo cumplimiento indicé que hay dependencia entre filas y columnas de la tabla de contingencia, es
decir que la frecuencia de especies estd asociada con el sitio y la época de lluvia o seca. Esto fue
comprobado a través de las frecuencias tedricas y de proporciones y columnas (cuadro 8), que
especificaron una magnitud de asociacion de las especies con cada lago, dependiendo de la estacién

climatica.

Cuadro 6. Tabla de contingencia para Chi cuadrada. La frecuencia relativa calculada para el nimero de especies y morfotipos
sintetizo el valor que califica cada época y sitio.

Chapultepec Valle de Bravo
Epoca de lluvias 184.6 65.6 574
Epoca seca 102 24.8 0

Cuadro 7. Prueba de independencia entre las filas y columnas (Chi-cuadrada). El valor de p calculado fue menor a la significacion
de alfa. El riesgo de rechazo de la Hipétesis nula (HO) en caso de ser verdadera, es minimo (menor a 0.01 %).

Chi-cuadrado (Valor observado) 29.476
Chi-cuadrado (Valor critico) 5.991
GL 2
valor-p <0.0001
alfa 0.05

Diversidad genética de la secuencia que codifica para la regiéon ITS 16S-23S rDNA en las
poblaciones de Microcystis

Las siete muestras utilizadas para el gel DGGE de la secuencia que codifica para la regién ITS 165-23S
rDNA ribosomal de Microcystis (cuadro 3) fueron resultado de amplificacién por PCR anidada, con
marcadores especificos para dicha regidn de Microcystis (Janse et al., 2003; Fig. 1). A partir del gel
obtenido, nosotros reconocimos y recortamos manualmente 13 bandas que conformaron el perfil del gel,

utilizando el transiluminador Fotodyne (cuadro 9y Fig. 9).

Sin embargo, existe la posibilidad de haber recuperado solo parte de la diversidad genética total de
Microcystis debido a que al fotografiar el gel en el fotodocumentador Vilber Lourmat, fueron visibles otras
bandas de baja intensidad que no logramos observar con el transiluminador Fotodyne al momento de

recortar las bandas.
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Figura 8. Datos graficos de la tabla de contingencia. La frecuencia de especies en cada columna sugirié asociacién entre las
variables cualitativas seleccionadas de sitio (columnas) y época climatica (filas).

Cuadro 8. Frecuencias tedricas y proporciones por columna de la prueba Chi cuadrada. Las frecuencias tedéricas mostraron valores

Epoca seca

Filas

Valle de Bravo

Chapultepec

Chalco

Columnas

siempre superiores a 5.0 y al menos en época de lluvias, las proporciones entre filas y columnas mostraron diferencias
significativas, lo que hizo robusto el resultado de Chi cuadrada por sobre andlisis de exactitud de Fisher.

Frecuencias tedricas:

Chapultepec Chalco Total
Epoca de lluvias 202.942 64.013 40.645 307.600
Epoca seca 83.658 26.387 16.755 126.800
Total 286.6 90.4 57.4 434 .4
Proporciones / Columna:

Chapultepec Chalco Total
Epoca de lluvias 0.644 0.726 1.000 0.708
Epoca seca 0.356 0.274 0.000 0.292
Total 1 1 1 1

En la fotografia del gel obtenida (Fig. 9), las diez bandas cuyas secuencias analizadas mostraron una

pertenencia con especies de Microcystis (BLAST, NCBI) se resaltaron con una flecha roja; las bandas

superiores de los carriles de las muestras de Valle de Bravo (carriles 7 y 8) y la Unica banda de Chalco de

temporada seca (carril 10), pertenecieron a distintos géneros de cianoprocariontes, por lo que la posicion

de las bandas no necesariamente indica la correspondencia con un Unico taxén, a diferencia de lo

reportado por Muyzer et al. (1993).
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La posicion de las diez bandas que conformaron el perfil genético de Microcystis fue diferente y en
consecuencia representaron secuencias distintas, de acuerdo con el fundamento de la técnica de los geles
DGGE (apartado de métodos). La diferencia entre las secuencias de DNA fue corroborada para la region
que codifica para el ITS 165-23S rDNA (Fig. 10).

Para el cultivo de Microcystis ichthyoblabe se observé una sola banda, que correspondié en identidad con
una secuencia de Microcystis ichthyoblabe de acuerdo con BLAST (GenBank, NCBI). En las muestras de
comunidad del Lago de Chapultepec, se observaron dos bandas, una para la temporada seca (S) y otra
para lluvias (LL), localizadas en una posicién distinta, que indicaron secuencias diferentes. Considerando la
posicion de la banda del cultivo de M. ichthyoblabe, en el Lago de Chapultepec se identificaron en total
tres secuencias distintas. En la muestra de Chapultepec de la temporada seca (S), la banda que

correspondié con la muestra del cultivo estuvo ausente.

Chalco

B a
o (=]
= =]
S S
B s
< <
= =

1[10492] 2[10493] 3 [10494] 5[10497] 9 [10502] 10 [10504]
4 [10495] 6 [10498]
7 [10499]
8 [10500]

Figura 9. Perfil del gel DGGE de la diversidad genética de secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de
Microcystis en los tres sitios estudiados. El carril 1 corresponde con el cultivo de M. ichthyoblabe y los carriles 4 y 5 a muestras de
florecimiento en la temporada de lluvia (LL) y seca (S) del Lago Mayor de Chapultepec. Los carriles 7'y 8 corresponden con
muestras de florecimiento de la temporada de lluvia (LL) y seca (S) de Valle de Bravo. Los carriles 10 y 11 corresponden con
muestras de florecimiento de la temporada seca (S) y de lluvia (LL) del Lago de Chalco. Las bandas indicadas con flecha roja
correspondieron con Microcystis de acuerdo con una busqueda en BLAST, que posteriormente fueron secuenciadas y analizadas
filogenéticamente. En la parte inferior del gel se indica el numero de banda del gel y en corchetes la clave de la secuencia
correspondiente). Cada lago se presenta con un color distintivo, utilizado en el apartaro de la determinacion de especies de
Microcystis.
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Para los carriles correspondientes a muestras de Valle de Bravo (carriles 7 y 8), se encontraron cinco
bandas (Fig. 9): cuatro para la temporada de lluvia (LL) y una para la seca (S) (Fig. 9). Ninguna de estas
bandas coincidid en posicion con las bandas de muestras de Chapultepec, lo que indico la presencia de
secuencias distintas. Para la muestra de Chalco de la temporada de lluvia (LL), se observé una banda, cuya

posicion fue la misma a la del cultivo de M. ichthyoblabe.

El nivel de diversidad genética considerada como el nimero de secuencias distintas que codifican para la
region ITS 165-23S rDNA ribosomal de Microcystis (nimero de bandas en cada muestra de cada lago)
comparada con la riqueza morfolégica detectada al microscopio, fue menor en todos los lagos (cuadro 6 y
Fig. 9).

Cuadro 9. Niimero de secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de las poblaciones de Microcystis para los tres
lagos y las especies de Microcystis observadas y compartidas (sombreado gris claro) en las temporadas de lluvia (LL) y seca (S).

Chapultepec Valle de Bravo
Temporada de LL s LL s LL
muestreo
Numero de
secue?nclas ITS de 1 1 4 1 1
Microcystis
distintos
Total de
secuencias ITS por 2 5 1
lago
M. ichythoblabe M. ichythoblabe M. ichythoblabe M. ichythoblabe M. ichythoblabe
Especies M. aeruginosa M. aeruginosa ~ M. aeruginosa M. aeruginosa = M. aeruginosa
presentes y M. protocystis M. protocystis M. protocystis M. protocystis
compartidas en
cada lago en M. flos-aquae M. flos-aquae M. flos-aquae
ambas temporadas /. panniformis M. panniformis M. panniformis
de muestreo
M. wesenbergii M. wesenbergii M. wesenbergii
M. viridis M. viridis
Total de especies 6 5 5 4 5
observadas
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Cuadro 10. Bandas recortadas del gel DGGE y pertenecientes a la secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA de
Microcystis. La identidad de cada secuencia (ID columna 3) se verificé a través de una bisqueda en BLAST (GenBank, NCBI). La
clave de cada secuencia (columna 6) se compone del nimero de la secuencia, el sitio y la fecha de muestreo y es la que se utilizé
en los andlisis filogenéticos y de estructura secundaria.

Banda Correspondencia de la Clave de la secuencia para

Gel :‘:gzz_:e la Iszg:el:cia Fecha de recoleccion  secuencia con NCBI analisis de secuencias
DGGE (BLAST) posteriores
Cultivo M M. aeruginosa (99-96%)
1 ichih oblé be 10492 Octubre 2013 M. botrys (96%) 10492_Mich_LMMx_1013
4 M. flos-aquae (95%)
2 Chapultepec, S 10493 Octubre 2013 M. aeruginosa (99-96%) 10493_LMMx_1013
3 Chapultepec, LL 10494 Mayo 2015 Microcystis (88%) 10494_LMMx_0615
M. aeruginosa (97-95%)
4 Chapultepec, LL 10495 Mayo 2015 M. panniformis (95%) 10495_LMMx_0615
6 Valle de Bravo, S 10497 Noviembre 2014 10497_VBMx_1114
7 ValledeBravo,S 10498 Noviembre 2014 M. aeruginosa (97-95%) 10498 vBMx_1114
M. panniformis (97-95%)
8 Valle de Bravo, S 10499 Noviembre 2014 M. flos-aquae (97-95%) 10499_VBMx_1114
9* Valle de Bravo, S 10500 Noviembre 2014 10500_VBMx_1114
1 \L/f”e deBravo, 050 Junio 2015 M. aeruginosa (98-97%)  10502_VBMx_0615
i _709,
13 Chalco, S2 10504 Noviembre 2015 M. aeruginosa B1-79%) 44504 cngy 1115

M. panniformis (81-79%)

Las secuencias obtenidas de las bandas recortadas se corrigieron (Unipro UGENE v1.14.2) y
posteriormente se compararon con secuencias de bases de datos (GenBank, NCBI). Los resultados
arrojaron que todas las secuencias correspondieron con un porcentaje de similitud 295% a secuencias de
tres o mas especies de Microcystis, que no fueron observadas en el microscopio para las localidades

mexicanas (cuadro 10).

Anadlisis de las secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis

Las secuencias obtenidas a partir de las bandas del gel DGGE presentaron completa la regién que codifica
para la regidn ITS 165-23S rDNA ribosomal, de acuerdo con una comparacidn entre nuestras secuencias y
el esquema de la estructura secundaria de la region ITS 165-23S rDNA de Microcystis propuesta por van
Gremberghe et al. (2011) (Figs. 1y 10 de este trabajo), donde el inicio (secuencia previa a la hélice D,
color verde) y el final de las secuencias de DNA (secuencia del dominio D5) coinciden. El tamafio de las
secuencias que codifican para la regidn ITS 165-23S rDNA ribosomal obtenidas en este trabajo varié entre
353 y 366 pb, y representan secuencias de menor longitud que los 550 pb reportado por Janse et al.

(2003). Esta diferencia en la longitud de las secuencias de DNA mostré que Microcystis presenta una
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amplia variacion de tamafio de las secuencias que codifican para la regién ITS 165-23S rDNA ribosomal

como sucede en otros cianoprocariontes (Ilteman et al., 2000; Janse et al., 2003).

Las diez secuencias de DNA de Microcystis se alinearon de manera automatica (Clustal Omega) y manual
(de acuerdo con la estructura secundaria) para identificar las diferencias en los sectores que componen la
secuencia que codifica para la regién ITS 16S-23S rDNA ribosomal, ya que las bandas tuvieron una
posicidn diferente en el gel DGGE. Tomando como base el método de alineamiento manual basado en las
regiones conservadas y variables a partir de la estructura secundaria aplicado por distintos autores
(Iteman et al., 2000; Johansen et al., 2011), las secuencias de DNA mexicanas de Microcystis presentaron
79 posiciones con variacidn en bases y presencia de gaps (Fig. 10), especificamente en cinco sectores:
hélice D (resaltado con color verde, con 8 posiciones con variacion), gen del tRNA'"® (6 posiciones con

variacién), caja B (resaltado con color magenta, con 8 posiciones con variacidn), caja Ay caja D4.

Para la construccién de la filogenia molecular de la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis, se utilizaron
las diez de las secuencias obtenidas de los geles DGGE y otras 30 secuencias de siete especies de
Microcystis (GenBank, NCBI), procedentes de cultivo o comunidad, que habitan lagos y reservorios de
regiones de latitud tropical y templada de cinco paises: Vietnam, Tailandia, Japdn, China y Francia (cuadro
11). Ninguna de las secuencias analizadas presenté duplicados. Se utilizd la secuencia de Arthrospira

maxima FACHB438 (nimero de acceso GenBank FJ826622.1) como grupo externo.

Los analisis de distancia y filogenéticos se realizaron bajo las condiciones establecidas en el cuadro 12. El
andlisis de inferencia bayesiana se realizé con el modelo HKY+G+l de acuerdo con el criterio BIC sugerido
por el software MEGA7. En este apartado se mostraron y discutieron los resultados de los analisis de
distancia y maxima verosimilitud, el primero por ser un analisis exploratorio y el segundo porque resolvié
un mayor nimero de secuencias que los analisis de parsimonia e inferencia bayesiana; estos dos ultimos
se pueden consultar en el apéndice 3. Para fines comparativos, aqui se presentaron las condiciones de

analisis de todas las reconstrucciones filogenéticas (cuadro 12).
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10491 Mich LMMx
10493 _LMM=x_1013
10494 _LMMx_ 0815
10495 LMMx 0615
10497 _VBEMx_ 1114
10498 _VBMx_ 1114
10499 _VBMx_1114
10500_VBM=x_ 1114
10502_VBMx_ 0615
10504 _ChMx_0615

10491 Mich LMMx
10493 _LMMx_1013
10494 _LMMx_ 06815
10495 _LMMx 0815
10497 _VEMx_1114
10498 _VBEMx_ 1114
10499 _VBEMx_1114
10500 _VBMx 1114
10502_VBM=x 0615
10504 _ChMx 0615

hélice D 03
AAGGGAGACCTAATTCAGGTAT GG CATCAAAAARAAGTAGT CCCAACCAAGARTCARTCCCARRAGETCG GAG CGAGGCAAG G TTGGIGRMAGIAGG T TCT GEGNTCACACAAGA

AAGGGAGACCTAATTCGGGTATAAGACGAAAAAATAGTAGTCGAAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGGAG CGAGGCGAAATTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCAAACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCCGGTAGGAGACGAAAAAAAAGTAGTCCCTACCAAGAATCAAT CCCAAAAGGT CGRAG CGAGGCAAGATTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCAAACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCCGGTAGGA GACGAAAAAAAAGTAGTCCCAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGRAG COAGGCAAGATTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCACACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCGGGTATAAGACGAAAAAAT AGTAGTCGAAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGRAA COGAGGTAT- -GTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCACACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCGGGTATAAGACGAAAAAAT AGTAGTCGAAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGRAACGAGGTAT- -GTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCACACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCGGGTATAAGACGAAAAAATAGTAGTCGAAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGTCGRAA CGAGGTAT- -GTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCACACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCGGGTATAAGACGAAAAAAT AGTAGTCGAAACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGRAA COGAGGTAT- -GTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCACACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCAGGTAGGAGACGAAAAAAAAGTAGTCGCTACCAAGAATCAATCCCAAAAGGTCGGAG CGAGGCGAAATTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGTTCAAACAAGA
AAGGGAGACCTAATTCCGGTAGGA GACGAAAAAAAAGTAGTCCCTACCAAGAATCAATCCCAAAAGGT CGLAG COAGGCAAAATTGGCTTTCAAACTAGGTTCTGGGGTCACACAAGA

* * ok * P * * % *

CCTGAATCAGGAACAA G G G G G A G A G G G G A GG ARG  C TG CACAGGT - - - GGC- AAAAAT A

CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGLTGGT TAGAGCGCACCCCTGATAAGGGT GAGG-TCCCTGGTTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCACAGRT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGETTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGG-TCCCTAGTTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCACAGGT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGGT TAGAGCGCACCCCTOATAAGGGT GAGG-TCCCTGGTTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCACAGGT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGETTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGG-TCCCTGETTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCCCAGRT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTOATAAGGOT GAGG-TCCCTGGTTCGAGTCCAGGA-TOGCCCACCTGCCCAGGT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGOT GAGG-TCCCTGGETTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCCCAGGT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGETTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGT GAGG-TCCCTGETTCGAGTCCAGGA-TGGCCCACCTGCCCAGRT - - - GGC- AAAAACA
CCTGAATCAGGAACAAGGGCTATTAGCTCAGGTGETTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGT GAGG-TCCCTGETTCGAGTCCAGRA-TGGCCCACCTGCACAGRT - - - GGC- AAAAACA
CCAGAATCAGGAACAAGGGGTATTAGCTTAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTOATAAAGGGGGAGGTCCCTAOTTCOAGTCCAGGRATGOOGCCCACCTGCCCCCOOTGORGAAAACAAA
*® * *® ® % * * *® wEE * *

Figura 10. Alineamiento de las secuencias que codifican para la regién ITS 16S-23S rDNA de las diez secuencias de Microcystis obtenidas en el presente trabajo. Esta regién se compuso de la
hélice D, al inicio del ITS, la caja B, hacia el final del ITS, y otros cinco sectores mas (D2, D3, tRNAe, caja A y D4). Con asteriscos se indican las posiciones con diferencias en bases incluyendo los
gaps (Johansen et al., 2011; Iteman et al., 2000).
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10491_Mich LMMx
10493 LMMx 1013
10494 LMMx 0615
10495_LMMx 0615
10497 _VBM=x 1114
10498 VBMx 1114
10499 VEMx 1114
10500 VBM=x 1114
10502 _VBMx 0615
10504_ChMx 0615

10491 _Mich LMMx
10493_LMMx_ 1013
10494 LMMx 0615
10495 LMMx 0615
10497 VEMx 1114
10498 VBMx 1114
10499 VEMx 1114
10500 VBM=x 1114
10502_VBMx 0615
10504_ChMx 0615

cajaB
AAAAAG----- CGAGGAATC A GGG - GC TCTGAGTTCAGAG TCCAGAGGAACCT TGAAAALTGCATAGAGCTAGGTG

AAGAAAAGAAGCTCCGAATCAGCACCTTATCTTACTTAT-ATATAGTAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTTCAGAGTCCAGAGGAACCTTGAAAACTGCATAGAGCTAGGTG
AMAAAA----- CGAGGAATCAACACCTTATCTTACTCAT-ATAA--TAAAAAAAAATGGTGGCTCTTAATAAAGAATCCAAAAGAACCT TGAARACTGCATAAAGCTTGGTG
AAGAAG----- CGAGGAATCAGCACCTTATCTTACTCAT-ATAG--TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTAAAGAGTCCAGAGGAACCT TGAAAACTGCATAGAGCTAGGTG
AAGAAGAGAAGCTCCGAATCAGCACCTTATCTTATCTA--TAGA--TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTTCAGAGTCCAGAGGAACCTTGAAAACTGCATAGAGCTAGGTG
AAGAAGAGAAGCTCCGAATCAGCACCTTATCTTATCTA--TAGA--TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTTCAGAGTCCAGAGGAACCTTGAAAACTGCATAGAGCTAGGTG
AAGAAGAGAAGCTCCGAATCAGCACCTTATCTTATCTA--TAGA--TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTTCAGAGTCCAGAGGAACCTTGAAAACTGCATAGAGCTAGGTG
AAGAAGAGAAGCTCCGAATCAGCACCTTATCTTATCTA--TAGA- -TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTTCAGAGTCCAGAGGAACCT TGAAAACTGCATAGAGCTAGETE
~=--AGAGAAGCGAGGAATCAGCACCTTATCTTACTTA-TATAG- -TAAGAGAGAATGCTGGCTCTGAGTAAAGAGTCCAGAGGAACCT TGAAAACTGCATAGAGCTAGETE
A-AAAAAAAANC TCCCTGATCCECCCCWATCTT&[ TTATATAT---TAAAAAAGAAAGGTGGGTCTGAGTACAGAGTCCAAAGGAACCC TTGMAHGGATAGAGCWGGTG

EEEEE FEXEEE  ERE FEE EXETE KEER  EX * EEES * * * ®xxx = * x * %%

AABAAGCCAAAAAAGAAGACCGE
AAAAAGCCAAAAAAGAAGACCGEC
AAAAAACCAAAAAAAAAAAGCGC
AABAAGCCAAAAAAGAAGACCGE
AAAAAGCCAAAAAAGAAGACCGE
AAAAAGCCAAGAAAGAAGACCGC
AAMAAGCCAAAAAAGAAGACCGEC
AAMAAGCCAAGAAAGAAGACCGE
AAAAAGCCAAAAAAGAAGACCGE
GAGAAGCCCAAAAAAAAAACCGE

* *x * * * ® *x

Figura 10. Continuacion.
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Se determind la similitud entre las secuencias de DNA de Microcystis de los lagos mexicanos y sus taxones
hermanos a través de una matriz de distancias p calculada con el software MEGA?7. Los valores resultantes

se discutieron como porcentaje de divergencia genética (%).

Cuadro 11. Referencias de las secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis utilizadas en el trabajo
presente con fines comparativos.

Referencia Pais de origen qe las secuencias Nl.'lme.ro de s.ecuencias
publicadas sin duplicados
Otsuka et al. (1999) Japén y China 26
Humbert et al. (2005) Francia 12
Nishizawa et al. (2007) Japén 14
Ngiiyen et al. (2012) Vietnam 23
Yoshida et al. (2008) Japon 3
Otten & Paerl (2011) China 4

La relacién de algunas secuencias de DNA de los lagos mexicanos se conservo en todos los analisis. El
arbol obtenido con méaxima verosimilitud (Fig. 12) presenté mayor nimero de nodos soportados en
comparacion con los otros tres analisis, por tanto, la descripcidn y discusidn de los analisis filogenéticos se
basaron en él. Los andlisis complementarios de estructura secundaria de los sectores hélice Dy cajaBy
temperatura tuvieron como base el mismo arbol. Se formaron tres clados principales (1, Il y lll) y siete
subgrupos (A-G); las secuencias de DNA de Microcystis de los lagos mexicanos se distribuyeron en los tres
clados. En general, los valores de soporte de los nodos mas incluyentes fueron menores que los nodos
terminales, lo cual sugirié mayor consistencia para cada subgrupo que para las relaciones entre

subgrupos.

La mayoria de las secuencias de DNA que integraron cada clado correspondio con la asignacién a una
especie en particular. Lo que indicd que para las poblaciones mexicanas, la diversidad genética es menor
que lo reportado en la literatura (Janse et al., 2003). Para cada secuencia obtenida en este estudio, se
presenta su probable identidad taxondmica basada en el andlisis de maxima verosimilitud en el cuadro 13.
Los clados compuestos por las secuencias de DNA de Microcystis de los lagos mexicanos mostraron los
valores de soporte (bootstrap y probabilidad posterior) mas altos, por arriba de 80 a diferencia de los
clados con secuencias de DNA de Microcystis obtenidas de la literatura, que no tuvieron soporte

(bootstrap<50).
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Cuadro 12. Condiciones de los andlisis de distancia, parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana para las secuencias
que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis.

. - o Maxima s .
Informacién del analisis Neighbor Joining Parsimonia Verosimilitud Analisis bayesiano
MEGA7 PAUP 4.0 TOPALI v2 Mr. Bayes v3.2.5
General
Andlisis
. Reconstruccion de Reconstruccion de Reconstruccion  Reconstruccion de
Analisis ' ) ' ) ; . )
filogenia filogenia de filogenia filogenia
. - . s I Maxima
Método estadistico Neighbor Joining Parsimonia -
verosimilitud
Prueba de Filogenia
Prueba de filogenia Método bootstrap Método bootstrap Método boostrap  Dos cadenas MCMC
No. de réplicas 1000 réplicas bootstrap 1000 réplicas bootstrap 100 réplicas 10000090
bootstrap generaciones
Modelo de Sustitucion
Tipo de Sustitucion Nucleotidica
Modelo/Método Modelo Tamura-Nei No aplica HKY+G+l HKY+G+l
Incluir las sustituciones L - -
e d: Transiciones + Transiciones y Transiciones y
[substituciones para . . .
Lo Transversiones transversiones transversiones
incluir]
Tasas y Patrones
Tasas entre sitios Distribucién Gamma (G) Distribucion Invgamma
Gamma (G)
Parametro Gamma 2
Patron entre Linajes El mismo (Homogéneo)
Nombre completo del TN+G No aplica HKY+G HKY+G+
modelo de sustitucion
Subconjunto de datos a
utilizar
Gaps/Tratamiento de Supresién completa Tratados como datos Supresién completa
datos faltantes P P faltantes P P
Numero de sitios: 324 314
Algoritmo de recambio de TBR TBR TBR
ramas
Orden de adicion de !
- Aleatorio
secuencias
Nimero maximo de No aplica 100 1 1
arboles
Colapso de ramas Si la longitud méaxima
de la rama es cero
. Arbol de mayoria, con
Arbol mostrado bootstrap = 50%
Valor de distancia evolutiva T "
Sustituciones por sitio
presentada
Tipo Valor
Tipo No enraizado
SBL 1.59437566
Valor de “burnin” No aplica No aplica No aplica 25%
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Figura 11. Analisis de distancia Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) inferido con secuencias que codifican para la regién ITS
16S-23S rDNA de Microcystis. En la parte superior de las ramas se muestra el porcentaje de arboles replicados (1000 réplicas) en
los que los filotipos asociados se agruparon juntos en la prueba de bootstrap (Felsenstein, 1985). Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de Tamura Nei (Tamura & Nei, 1993) con una tasa de variacion entre sitios con distribucién gamma
(shape parameter=2), a través del software MEGA7 (Kumar et al., 2015). Todas las posiciones que contenian gaps o datos
faltantes se eliminaron. En los &rboles obtenidos, las abreviaciones de las especies corresponden con: M_ich = M. ichthyoblabe;
M_aer = M. aeruginosa; M_prot = M. protocystis; M_pan = M. panniformis; M_faq = M. flos-aquae; M_wes = M. wesenbergii; M_vir
= M. viridis. Las iniciales seguidas de las especies corresponden con el pais de origen: cc = Francia; CPCC = China; TC =
Tailandia; VN = Vietnam; NIVACYA, TAC, NIES; NB1; SB = Japon.
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Figura 12. Andlisis de maxima verosimilitud obtenido con secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de
Microcystis. Se implement6 el modelo de sustitucion HKY+I+G. Se utilizaron 100 réplicas de bootstrap y el algoritmo TBR. En los
nodos se indica el valor de bootstrap. Los clados principales se muestran con niimeros romanos (1 - l1l) y los subgrupos derivados
con letras (A - H). Las abreviaciones de las especies corresponden con: M_ich = M. ichthyoblabe; M_aer = M. aeruginosa; M_prot =
M. protocystis; M_pan = M. panniformis; M_faq = M. flos-aquae; M_wes = M. wesenbergii; M_vir = M. viridis. Las iniciales seguidas
de las especies corresponden con el pais de origen: c¢ = Francia; CPCC = China; TC = Tailandia; VN = Vietnam; NIVACYA, TAC,
NIES; NB1; SB = Japon.
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Siete de las secuencias de DNA de material mexicano (10494, 10495, 10504, 10497, 10498, 10499, 10500)
formaron dos subgrupos resueltos dentro de los clados | y lll que permanecieron constantes

independientemente del método filogenético utilizado (ver Apéndice 3).

El clado | formé los dos subgrupos Ay B, ambos con soporte minimo de bootstrap (bootstrap=55). En este
clado se encontraron cuatro secuencias de DNA de Microcystis provenientes de las tres localidades
mexicanas durante la temporada seca de 2015: 10502_VBMx_0615, 10495_LMMx_0615,
10504_ChMx_0615 y 10494 LMMx_0615. La Unica otra secuencia agrupada en el clado | fue M.

ichthyoblabe proveniente de Japoén.

El clado Il formé dos subgrupos, Cy D sin soporte de bootstrap (bootstrap>50). El subgrupo Cincluyé
secuencias de M. aeruginosa, M. ichthyoblabe y M. wesenbergii provenientes de las regiones de latitud
tropical, subtropical y templada. El subgrupo D incluyd la secuencia 10493_LMMx_1013 de Chapultepec,
cuya secuencia mas cercana fue M. aeruginosa TAC170 proveniente de Japdn y otras secuencias de
especies con las que compartié un alto grado de similitud de acuerdo con BLAST (NCBI): M. aeruginosa,

M. panniformis, M. wesenbergii y M. ichthyoblabe provenientes de Japdn y Vietnam.

El clado Il estuvo compuesto de tres subgrupos E, F y G, que no tuvieron soporte (bootstrap=31). En el
subgrupo E la secuencia de nuestro cultivo de M. ichthyoblabe de Chapultepec tuvo una relacién cercana
con secuencias de M. ichthyoblabe y M. aeruginosa provenientes de Vietnam, Japon y Francia. Esta
agrupacion presentd un valor de soporte alto (bootstrap=100). El subgrupo G incluyé al complejo Valle de
Bravo (10497_VBMx_1114, 10498 _VBMx_1114, 10499 _VBMx_1114 y 10500_VBMx_1114), quienes
formaron un clado derivado particular, con soporte alto (bootstrap=98). Las secuencias mas cercanas a
ellas fueron de M. aeruginosa, M. protocystis, M. ichthyoblabe y M. wesenbergii, provenientes de

Tailandia, Vietnam y Japon.

Respecto a los valores de divergencia genética (cuadro 16, apéndice 4), nuestras secuencias de DNA
presentaron valores de 0 a 7.8% respecto a sus secuencias de DNA hermanas. En el clado | subgrupo A, la
secuencia 10502 de Valle de Bravo tuvo un valor de divergencia de 0% respecto a M. ichthyoblabe TAC125
de Japdn, y en el subgrupo B, las secuencias de Chapultepec y Chalco presentaron valores de 2, 6.1y 7.8%
entre ellas. En el clado Il subgrupo C, los valores entre las secuencias de M. aeruginosa, M. ichthyoblabe y
M. wesenbergii fueron de 0.3 a 3.5% y en el subgrupo D la divergencia entre las secuencias

10493 _LMMx_1013 de Chapultepec y M. aeruginosaTAC170 de Japén fue 3.2%. En el clado Il subgrupo E,
nuestro cultivo de M. ichthyoblabe presento valores de divergencia entre 0 y 0.3% con secuencias de M.
aeruginosa y M. ichthyoblabe provenientes de Tailandia y Vietnam. En el subgrupo G, las secuencias del
complejo Valle de Bravo tuvieron valores de entre 0 y 0.3% entre ellas, mientras que respecto a sus

secuencias hermanas, los valores fueron entre 1% vy 3.2%.
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Cuadro 13. Relacion entre la posible identidad de las secuencias que codifican para la regién ITS 16S-23S rDNA de las
poblaciones de Microcystis de los lagos mexicanos. La columna 4 indica la atribucion taxonoémica de las secuencias de acuerdo
con su relacion filogenética con los analisis de distancia, parsimonia e inferencia bayesiana. La columna 5 indica la presencia de
cada especie atribuida en las muestras recolectadas de cada lago en cada temporada de muestreo. También se indica las especies
observadas al microscopio que no correspondieron con las especies atribuidas.

Clave de la secuencia

Atribucion taxonémica

Correspondencia de la

Origen de la Fecha de s atribucion con las
L para analisis de de acuerdo con las .
muestra recoleccion . . . . " especies observadas en el
secuencias posteriores relaciones filogenéticas . . .
microscopio fotdnico
Cllibw el Octubre 2013 10492 Mich LMMx_1013 M. ichthyoblabe M. ichthyoblabe
ichthyoblabe
M. aeruginosa
Chapultepec, S Octubre 2013 10493_LMMx_1013 M. aeruginosa M.p ann/formls“
M. wesenbergii
M. ichthyoblabe
Se esperaba encontrar:
Sin asignacion segun el M. aeruginosa
Chapultepec, LL ~ Mayo 2015 10494_LMMx_0615 analisis de maxima M. ichthyoblabe
verosimilitud. M. protocystis
M. panniformis
Chapultepec, LL ~ Mayo 2015 10495_LMMx_0615 M. ichthyoblabe M. ichthyoblabe
Noviembre
Valle de B 10497_VBMx_1114
alle de Bravo, S 5914 0467_VBMx_ Se esperaba encontrar:
Valle de Bravo, 5 hoviembre 10498_VBMx_1114 I Gt
2014 - iy M. panniformis
Noviembre SEEE M. wesenbergii
Valle de Bravo, S 2014 10499_VBMx_1114 M. ichthyoblabe
Valle de Bravo, S g'gffmbre 10500_VBMx_1114 M. virdis
Valle de Bravo M. ichthyoblabe
LL ’ Junio 2015 10502_VBMx_0615 M. ichthyoblabe M. viridis
M. wesenbergii
M. ichthyoblabe
Noviembre Ecotipo de las especies M. aeruginosa
Chalco, S2 10504_ChMx_1115 . . M. wesenbergii
2015 observadas al microscopio

M. protocystis
M. panniformis

Estructuras secundarias de la hélice D y caja B de las secuencias que codifican para la region
ITS 16S-23S rDNA ribosomal de Microcystis

Se identificaron ocho topologias diferentes de la hélice D, con variaciones en el tamafio de los loops y

stems 2, 3y 4 (cuadro 17). En la mayoria de las estructuras el tamafo del loop 1, loop 4 y stem 1 se

conservo, a diferencia de los loops 2y 3y stems 2, 3y 4. En el caso de las hélices 1 a 5, se encontraron

pocas diferencias en las bases de las posiciones 11, 16, 18 y 39. De acuerdo con el tipo de hélice, cada una

de estas posiciones correspondid con un loop o un stem. Las secuencias de DNA de los lagos mexicanos

presentaron las topologias 1, 2, 4 y 5. Especificamente, las secuencias de DNA correspondientes a la

temporada seca de 2015 en el clado | presentaron la topologia 1 mientras que las secuencias del complejo

Valle de Bravo y la secuencia 10493_LMMx_1013 de Chapultepec mostraron la topologia 5. Nuestro

cultivo de M. ichthyoblabe mostrd la topologia 2. En el cuadro 17 se muestra la informacion sobre las

ocho hélices distintas y la secuencias a las que pertenecen.
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Se encontraron cinco topologias diferentes de la caja B, con variaciones en el tamario del loop 3y la
longitud del stem 3 (cuadro 18). Las secuencias de DNA de Microcystis de los lagos mexicanos presentaron
las topologias 1, 2, 3 y 4. La topologia 2 fue Unica y pertenecié a la secuencia 10493_LMMx_1013
proveniente de Chapultepec de la temporada de lluvia de 2013. Las cajas B de las secuencias
10494_LMMx_0615 de Chapultepec y 10504_ChMx_0615 de Chalco no mostraron una topologia

confiable y no fueron analizadas.

Como analisis alternativos a los andlisis filogenéticos de las secuencias de DNA de Microcystis, se
incorporo al arbol de maxima verosimilitud por un lado las topologias de la hélice D y caja B (Fig. 14), y por
otro, informacion latitudinal y de temperatura de las regiones geograficas de donde provinieron todas las

secuencias (Fig. 15).

En el primer analisis alternativo las secuencias de DNA de Microcystis de los lagos mexicanos presentaron
distintas topologias para los dos sectores y con cierta correspondencia respecto a la temporada de
muestreo. Para la hélice D, las topologias 1y 5 fueron especificas por clado y temporada de muestreo en
dos casos: en el clado |, la secuencias de DNA de Microcystis de Chapultepec y Chalco de la temporada
seca de 2015 presentaron la topologia 1; en el clado Ill, las secuencias del complejo Valle de Bravo de la

temporada seca de 2014 presentaron la topologia 5 junto con sus secuencias hermanas del subgrupo G.

Por otro lado, la secuencia 10502_VBMx_0615 de Valle de Bravo de la temporada seca de 2015y la
secuencia de nuestro cultivo de M. ichthyoblabe 10491_Mich_LMMNX presentaron las topologias 4y 2 de
la hélice D, respectivamente y las compartieron con sus secuencias de DNA de Microcystis mas cercanas
(clados Iy llI, respectivamente). Para la caja B, dos secuencias de DNA de Microcystis de Valle de Bravo y
de Chapultepec de la temporada seca de 2015 (clado I) compartieron una misma topologia, asi como las
cuatro secuencias de Valle de Bravo de la temporada de lluvia de 2014, que compartieron la topologia 3
entre ellas y no con sus secuencias mas cercanas (a diferencia de lo observado con la hélice D). Como
sucedié con la hélice D, la secuencia de nuestro cultivo de M. ichthyoblabe compartio la topologia 1 con

sus secuencias mas cercanas (clado Il1).

Para el segundo analisis alternativo se realizé una busqueda de la temperatura de la region de
procedencia de cada secuencia, basada en el articulo de su publicacidn (cuadro 11) y complementada con
informacién sobre el clima de cada pais y regiones geograficas. La Figura 15 mostro los paises y las
latitudes tropical (recuadros rojos), subtropical (recuadros verdes) y templada (recuadros azules). Se
observo que la secuencia de DNA del cultivo de M. ichthyoblabe de Chapultepec se relacioné mas
cercanamente con secuencias de regiones de latitud tropical como Vietnam y Tailandia (subgrupo E, clado
11). Las secuencias de Chapultepec, Chalco y Valle de Bravo del clado | se relacionaron mas cercanamente
con M. ichthyoblabe de Japdn, considerado un pais subtropical. Las secuencias de Chapultepec de la
temporada de lluvia de 2013 (subgrupo D, clado Ill) y las cuatro secuencias de Valle de Bravo de la
temporada de lluvia de 2014, se relacionaron cercanamente con secuencias de especies tropicales y

subtropicales (subgrupo G, clado Ill).
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Figura 13. Secuencias que codifican para los sectores hélice D (a) y caja B (b) de la region ITS 16S-23S rDNA de algunas
secuencias de Microcystis provenientes de bases de datos y de las secuencias obtenidas en el gel DGGE. En ambos sectores, el
color verde representa las zonas conservadas, que corresponden a los stems en la estructura secundaria, y en azul se muestran
las zonas variables, que corresponden con los loops. Dos de las secuencias obtenidas en este trabajo no presentaron estructuras
secundarias confiables de la caja B (*), por lo que no se reportaron ni compararon con las estructuras de otras secuencias.
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Figura 14. Arbol de maxima verosimilitud complementado con las topologias correspondientes de la hélice D (en verde) y caja B

(en rosa) de cada secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis. Las estructuras secundarias de la caja
B de algunas secuencias (**) presentaron inconsistencias por lo que no se consideraron confiables.
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Figura 15. Arbol de méaxima verosimilitud complementado con la temperatura ambiental de la regién y pais de origen de cada
secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis. Los recuadros rojos indican una temperatura aproximada
de 20° C y corresponden con paises de latitud tropical; los recuadros verdes indican una temperatura aproximada de 17° C y

corresponden con paises de latitud subtropical; los recuadros azules indican una temperatura menor a 17° C y corresponden con

latitudes templadas.
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Determinacion de las condiciones ambientales de los tres sitios estudiados

Las variables fisicoquimicas se registraron solamente para las recolecciones realizadas en la temporada
seca de 2015. Los tres sitios presentaron valores muy similares de temperatura y pH alcalino. De acuerdo
con los registros, el Lago Mayor presentd los valores mas altos de conductividad y nutrimentos (cuadro
14). No es posible conocer si esta diferencia es significativa ya que nuestro nimero de datos es limitado e

impide aplicar una prueba estadistica.

Los diagramas de Maucha permitieron visualizar de manera rdpida cual o cuales elementos hidroquimicos
marcaron diferencias entre los sitios. Los iones mdas importantes para cada sitio fueron, en Chapultepec:
Na* > COs > CI; en Chalco: Na* > COs > SO4; en Valle de Bravo: COs > Ca?* > Mg?*.

Respecto a las proporciones idnicas mostradas en los diagramas de Maucha, Chapultepec y Chalco
tuvieron perfiles similares y a su vez diferentes del embalse Valle de Bravo. No obstante, respecto a las
concentraciones de los iones, Chalco presenté valores elevados, seguido por Chapultepec y Valle de
Bravo. Especificamente, Chalco supero por 60 y 32 veces los valores de sulfato y sodio de Chapultepec.
Por otro lado, en Chalco la concentracidn de Mg?* superd a la de Ca?*, contrario a lo determinado en
Chapultepec y Valle de Bravo. Considerando tanto la proporcion de iones como la concentracién de los

mismos, podemos decir que los tres lagos presentaron un perfil hidroquimico distinto.

De acuerdo con el perfil hidroquimico expresado en meq Ly la clasificacién de Shchoukarev (Fagundo &
Gonzalez, 2005), empleando como criterio los aniones que se encuentran en un porcentaje superior al
25% del total de miliequivalentes de aniones o de cationes, el agua del Lago de Chapultepec se clasificd
como clorurada sédica, el agua de Valle de Bravo como carbonatada calcica y el agua del lago de Chalco
como sulfatada sddica. Los diagramas de Piper mostraron la misma clasificacion antes mencionada para
los tres sitios (Fig. 21, apéndice 6). La caracterizacion hidroquimica indicé que los tres sitios tienen agua

tratada, y a pesar de sus diferencias, en los tres se desarrollaron poblaciones abundantes de Microcystis.
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Cuadro 14. Datos de factores fisicoquimicos y concentracion de iones de los tres sitios estudiados. En el apartado de la
concentracion los iones, se afiaden dos columnas de calculos empleados para realizar los diagramas de representacion del perfil
i6nico de cada localidad. 2La expresion de la alcalinidad total en las unidades meq L' y %meq L' se obtuvo a partir de la suma de
las lecturas en mg L' del bicarbonato y carbonato. °El nivel de salinidad se obtuvo a partir de las concentraciones (g L) de los
iones y la clasificacion del nivel de salinidad se basd en Hammer (1998).

Chapultepec
Mayo 2015 Junio 2015 Mayo 2015
Temperatura
(¢ C) (in situ) 19.1 20 19.8
pH (laboratorio) 8.9 8.62 9.35
Conductividad 492.0 158.7 166.4
(uS cm”)
NO3 (mg L) 20.16 14 2.1
NO2 (mg L) 0.066 0.003 0.007
NH4-N (mg L) 0.45 0.000 0.11
Fosforo total 13 0.08 0.59
(mg L)
NID (mg L") 59.216 1.403 2.217
N:P (NID:Ptot) 15.7 175 3.8
Concentraciones de aniones y cationes
Lectura 4 “hmeq Lectura 4 “hmeq Lectura 4 Yomeq
ml) MY ] mgry  M™9E i | gl ™Y
Aniones
HCOs 56.73 0.92 22.01 21.26 0.82 46.57 244 3.99 19.47
COs* 23.43 0.78 18.48 50.07 0.70 40.21 147 4.89 25.15
CI- 54.6 1.54 36.46 5.07 0.14 8.11 206 5.81 28.30
S04 46.74 0.97 23.03 4.31 0.08 5.09 279.54 5.82 28.35
Cationes
Na* 61.6 2.67 59.56 9.22 0.40 22.37 302 13.13 66.81
K* 11.45 0.29 6.50 2.78 0.07 3.96 36 0.92 4.68
Caz 174 0.86 19.30 13.23 0.66 36.83 33.88 1.69 8.59
Mg2* 8 0.65 14.63 8.02 0.65 36.81 4755 3.91 19.89
Alcalinidad total, balance y caracterizacion del tipo de agua
Alcalinidad total? -- 1.67 40.49 -- 1.49 86 -- 8.14 4463
Nivel de salinidad 0.279 0.113 1.295
(gLt CH)e agua dulce agua dulce agua subsalina
Balance de 0.93 0.98 104

aniones/cationes

Tipo de agua

basada en el

porcentaje de
meq L1

Agua clorurada sodica Agua carbonatada calcica
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Figura 16. Diagramas de Maucha que muestran la proporcion relativa de cada ién cuantificado en los tres sitios.

73



Discusion

Riqueza de especies de Microcystis, variantes morfoldgicas y su relacion con el ambiente

Los tres lagos presentaron una riqueza alta y similar de entre cinco y siete especies (Figs. 5, 6 y 7), nimero
que supera el determinado para otras poblaciones de Microcystis de México y el mundo, ya que el
maximo ha sido de cuatro especies en un mismo sitio (por lo comun son M. aeruginosa, M. wesenbergii,
M. viridis y M. ichthyoblabe). De acuerdo con nuestro conocimiento, el trabajo presente tiene el primer
registro de M. viridis para México, mientras que las demas especies han sido reportadas previamente en
el centro y sureste de México, en lagos no salinos (Alcocer et al., 1988; Komarek et al., 1996; Oliva et al.,
2008; Vasconcelos et al., 2010; Segura, 2012; Ortiz, 2013) subsalinos y salobres, con excepcién de M.
ichthyoblabe (Nava & Valadez, 2012).

M. ichthyoblabe presentd una diversidad fenotipica que en general cumple con las caracteristicas del tipo,
como el diametro celular y el aspecto pulverulento de las colonias, mientras que la disposicién de las
células en forma de subcolonias definidas y los parches de células en el interior de las colonias observados
en nuestras muestras no han sido descritas en la literatura (Nglyen et al., 2012; Sanchis et al., 2014). Por
otro lado, la presencia de esta especie en los lagos mexicanos de latitud tropical difiere con la zona de
distribucion sugerida por Komarek et al. (2002) en la descripcidn de la especie, pues indicaron que se
asocia con cuerpos de agua de latitud templada y de condicién oligotrdfica, ya que no han comprobado su
presencia en paises de latitud tropical. La presencia de M. ichthyoblabe en sitios de latitud tropical,
eutroficos e hipereutréficos con niveles de salinidad bajos y altas concentraciones iénicas (Chalco), es

indicio de que podria tratarse de una entidad distinta.

M. aeruginosa es la especie mas estudiada y al mismo tiempo controvertida en la literatura, debido en
parte a la variabilidad de sus caracteristicas morfoldgicas. En el trabajo presente, la circunscripcion de M.
aeruginosa se fundamenta en Komarek & Anagnostidis (1999), dando mayor importancia a caracteres
como la forma de la colonia (principalmente irregular y alargada), la presencia constante de clatrado
(desde breve hasta amplio), el diametro celular y la distribucién homogénea de las células en la colonia.
Las variaciones de la forma de la colonia y la presencia de clatrado fueron dos de los caracteres mas
importantes que nos permitieron reconocer seis morfotipos de M. aeruginosa y a la vez descartar que se
tratase de otra especie en el aspecto ambiental, esta especie es comun en sitios de todos los niveles
troficos, sean de agua hiposalina o salina, de latitud templada o tropical (Nava & Valadez, 2012), por lo

que nuestras observaciones son consistentes con la literatura.

Al igual que M. aeruginosa, M. flos-aquae es consistente en el aspecto morfoldgico y también en el
latitudinal, ya que su presencia en latitudes tropicales (Oliva et al., 2008; Segura, 2012; Guiry & Guiry,
2017) ademas de las templadas donde fue descrita, ha llevado recientemente a su propuesta como
especie cosmopolita (McGregor et al., 2007). M. panniformis también es consistente en los aspecto

morfoldgico y latitudinal. Originalmente fue descrita en sitios no salinos, de latitud tropical y eutréficos
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(Komarek et al., 2002), sin embargo, Nava & Valadez (2012) la observaron en una laguna oligohalina poco

profunda del estado de Quintana Roo.

El trabajo presente es, a nuestro conocimiento, el primer registro de M. viridis para México. En el aspecto
morfoldgico, la poblacidn de Valle de Bravo difiere de las europeas en la forma cubica de las colonias del
embalse a diferencia de la forma alargada de las poblaciones de Europa donde fue descrita (Komarek &
Anagnostidis, 1999). La presencia de esta especie en Valle de Bravo es consistente con su distribucién
cosmopolita (Komarek & Anagnostidis, 1999; Jiang et al., 2014), sin embargo, la presencia de M. viridis en
latitudes tropicales han llevado a Komarek & Anagnostidis (1999) a sugerir estudios genéticos para

distinguir poblaciones tropicales de las templadas.

En los tres lagos, la riqueza de especies y morfotipos presenté cambios relacionados con cada lago y con
la temporada de muestreo de acuerdo con la prueba Chi cuadrada (cuadro 6); en Valle de Bravo y
Chapultepec el numero de especies y morfotipos disminuyd entre la temporada de lluvia y seca, condicion
que es aparentemente frecuente en el embalse de acuerdo con estudios previos (Valeriano-Riveros et al.,

2014; Alillo, 2014) pero para Chapultepec no existen registros previos con qué compararlo.

Las condiciones ambientales han mostrado tener influencia en la presencia, dominancia y morfologia de
las especies de Microcystis. La temperatura y la concentracién de nitrato se han relacionado con cambios
en la riqueza de las especies del fitoplancton y Microcystis en lagos alrededor del mundo (Park et al.,
1998; Takamura & Watanabe, 1987; Watanabe et al., 1986; Kasperoviciene et al., 2005) y en lagos
eutroficos del centro de México, incluido Valle de Bravo (Valeriano-Riveros et al., 2014; Alillo, 2014;
Tavera & Diez, 2009; Olivera et al., 2008). En el embalse, Valeriano-Riveros (2014) y Alillo (2014)
registraron la dominancia de M. wesenbergii respecto a M. aeruginosa en los meses con las temperaturas
mas calidas y cercanas a 24° C. De acuerdo con estos autores, los cambios se debieron a que la
temperatura para el crecimiento éptimo de algunas especies de Microcystis es particular (Alillo, 2014;
Imai et al., 2008; Watanabe & Qishi, 1985). En el lago Tezozémoc, un lago somero y eutréfico de la Ciudad
de México, Oliva et al. (2008) determinaron altas densidades de M. cf. botrys y M. flos-aquae en los meses
de septiembre a diciembre, correspondientes a la temporada fria y seca, que desaparecieron en febrero
del siguiente afo. Por su parte, Park et al. (1998) detectaron variaciones en la presencia y dominancia de
M. aeruginosa, M. viridis, M. ichthyoblabe y M. wesenbergii en temporadas en las que la temperatura del

agua vario en un lago hipertrdéfico de Japon.

Respecto a las concentraciones idnicas, Li et al. (2013) reportaron que la concentracién de calcio y una
alta temperatura causan la solubilizacion del mucilago y con ello el cambio en la morfologia de las
colonias, con transiciones que remiten a los fenotipos de M. ichthyoblabe, M. wesenbergiiy M.
aeruginosa. Esta seria una causa que dirige los cambios morfolégicos en el ciclo de vida, como en el caso
de la confusidn para la identificacion de M. panniformis, mencionada en la introduccién (Komarek et al.,
2012).
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En nuestro estudio, Chapultepec presentd los valores mas altos de conductividad y concentraciones de
fosforo, nitrégeno inorganico disuelto, de los cuales destacd el nitrato que superd 15y 10 veces los
valores de Valle de Bravo y Chalco, respectivamente. Respecto a las concentraciones idnicas, los tres sitios
presentaron un perfil idnico diferente, de los cuales destacé Chalco por los altos valores de sodio, sulfato
y cloruro mayores a 200 mg L, asi como por la dominancia de la concentracién de magnesio sobre la de
calcio, que lo clasifica como un lago subsalino (<2.0 g L' CI'), lo que es consistente con estudios previos
(Caballero & Ortega, 1998). La condicién idnica de Chalco es un ambiente donde M. ichthyoblabe no ha
sido registrada y desafortunadamente los trabajos que abordan poblaciones de Microcystis en sitios con
caracteristicas salinas (p. ej. Nava & Valadez, 2008), no proporcionan detalles sobre las variantes
morfoldgicas particulares, con las que podamos comparar las poblaciones detectadas en los tres lagos

estudiados.

De acuerdo con los parrafos anteriores, es posible que Chapultepec, Chalco y Valle de Bravo estén sujetos
a condiciones climaticas semejantes al lago Tezozdémoc y los canales de Xochimilco por estar dentro de
una misma region geografica y las poblaciones de Microcystis estén influenciadas por los factores
fisicoquimicos en los cambios de riqueza de especies (por ejemplo la presencia de M. viridis en Valle de
Bravo Unicamente) y las concentraciones idnicas en la diversidad fenotipica de M. ichthyoblabe y M.
aeruginosa. Dado que los datos fisicoquimicos e idnicos determinados en este estudio corresponden a
una sola temporada de muestreo seria necesario obtener mas datos para confirmar si las relaciones
sugeridas realmente existen a nivel de especies y morfotipos y en qué grado. Adicionalmente, en este
estudio mostramos la importancia de vincular el reconocimiento de las especies con los aspectos

ambientales y con una caracterizacion genética para lograr un acercamiento polifacético.

Diversidad genética y analisis de las secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA
de Microcystis

La utilizacién de la técnica PCR-DGGE ha sido aplicada exitosamente en el analisis de comunidades del
fitoplancton en cuerpos de agua de México (Tavera & Diez, 2009), donde la diversidad observada al
microscopio corresponde con la genética. En nuestro caso, la aplicacién de la técnica al estudio de la
diversidad de las secuencias que codifican para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal de Microcystis se
basé en estudios previos por ejemplo Janse et al. (2003), quienes mostraron que poblaciones de M.
aeruginosa de latitud templada tuvieron bandas con la misma posicidn y con posiciones distintas, es decir,

gue una misma especie presenta distintas secuencias para ese marcador.

La riqueza de especies de Microcystis en los tres lagos fue mayor que la diversidad genética determinada,
ya que se encontraron seis especies en Chapultepec, cinco en Valle de Bravo y cinco en Chalco, en
contraste con el nimero de secuencias de DNA: dos en Chapultepec, cinco en Valle de Bravo y una en
Chalco (cuadro 9). Las bandas recortadas tienen posiciones diferentes en el perfil de DGGE en las dos
temporadas de muestreo, que representan poblaciones genéticamente distintas a nivel de cada localidad
y temporada, tal como se corroboro con las especies de Microcystis en la prueba de Chi cuadrada. Sin
embargo, considerando que recuperamos las secuencias de DNA mas abundantes o mejor representadas,

no podemos descartar la posibilidad de que todas ellas (a excepcidn del cultivo de M. ichthyoblabe) hayan
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estado presentes durante las dos temporadas de muestreo, pero en distintas abundancias, de manera
que las secuencias de DNA mas abundantes fueron detectadas en las bandas y las menos abundantes no.
La literatura muestra que, independientemente del método molecular aplicado (en nuestro caso geles
DGGE), las poblaciones genéticamente diversas de Microcystis presentan cambios temporales y espaciales
que ocurren a gran velocidad en lagos templados, incluso en cuestién de semanas (Sabart et al., 2009;
Briand et al., 2009; Pobel et al., 2012).

Nosotros determinamos que las cinco a siete especies de Microcystis fueron representadas por una a
cuatro secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA, a diferencia de los trabajos de Janse et
al., (2003) y Haande et al. (2007) quienes reportaron que la sola especie M. aeruginosa proveniente de
latitudes templada y tropical puede tener un nimero alto de secuencias que codifican para la region ITS
16S-23S rDNA.

La busqueda de nuestras secuencias en BLAST (GenBank, NCBI) arrojo que por un alto grado de similitud
corresponden con varias especies de Microcystis (M. aeruginosa, M. botrys, M. flos.aquae y M.
panniformis; cuadro 10, columna 5) las cuales no representan el total de especies que determinamos en
las localidades; lo anterior quiere decir que no existe una correspondencia Unica entre el nUmero de
secuencias que codifican para la region ITS 165-23S rDNA y las especies de Microcystis, lo cual
fundamenté los objetivos de este trabajo y coincide con la literatura en que las especies de Microcystis
que estan basadas en una distincidn morfolégica no necesariamente tienen un respaldo genético (Otsuka
et al., 2000). Por esta razon, la confrontacion representd Unicamente la confirmacion de que nuestras
secuencias son de Microcystis, mientras que una asignacion potencial de nombres de especies a nuestras

secuencias de DNA, se realizd mediante el analisis de maxima verosimilitud.

En el arbol de maxima verosimilitud los valores de bootstrap dan soporte a los nodos terminales, con los
gue se podria confirmar las relaciones y asignacion de nuestras poblaciones con especies de Microcystis
particulares. La agrupacion de las secuencias en los clados no sigue un fundamento tipoldgico o
morfoldgico de acuerdo con el nombre de las especies de Microcystis, aunque destaca que la identidad de
todas ellas se relaciona principalmente con tres especies (M. ichthyoblabe, M. aeruginosa y M.
wesenbergii). La falta de correspondencia entre la diversidad morfoldgica y la genética podria ser
explicada en términos de la plasticidad morfoldgica de Microcystis dada por las condiciones ambientales

(Li et al., 2013), como se discutio en la seccidn anterior.

Las secuencias de DNA de las poblaciones correspondientes a la temporada seca (S) de las tres localidades
(10495 y 10494 de Chapultepec, 10502 de Valle de Bravo y 10504 de Chalco) se agruparon en un mismo
clado, separado a su vez del subgrupo Valle de Bravo correspondiente a la temporada de lluvia (LL).
Nuestro cultivo de M. ichthyoblabe y la secuencia 10493_LMMx_1013, ambos provenientes de
Chapultepec en la temporada de lluvia (LL), no mostraron una tendencia de agrupacion por temporada ya
gue se encontraron en clados diferentes. Independientemente de que la asignacion de las secuencias a

una entidad Unica no sea posible, la separacidn de unidades genéticas relacionada con la época climatica
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indica que existen cambios poblacionales asociados con las condiciones fisicoquimicas de los sitios, lo que

hace imprescindible el enfoque ambiental en el estudio de especies de Microcystis.

Importancia de la estructura secundaria de los sectores hélice D, caja B y temperatura

El uso de la estructura secundaria de los sectores hélice D y la caja B estd reportado como cardcter de tipo
autapomorfico para distinguir diferencias entre algunas especies de cianoprocariontes (Johansen et al.,
2011; Osorio-Santos et al., 2014) pero no para Microcystis. En nuestro trabajo las topologias de la hélice D
y la caja B no presentaron una combinacién uUnica por clado ni por especie de Microcystis por lo que no
resolvieron la identidad de las secuencias de DNA de las poblaciones mexicanas, bajo el criterio de que las
estructuras secundarias son especificas para cada clado o especie. La incorporacién de ambos sectores al
arbol de maxima verosimilitud revela que la agrupacion de las secuencias de DNA no sélo esta relacionada
con la temporada de muestreo (de lluvia o seca) sino también con la estructura secundaria de los dos
sectores. Por esta razén, interpretamos nuestros resultados como que la situacion ambiental y climatica

influyen en la diversidad genética de las poblaciones de Microcystis, como se discute a continuacion.

En tres casos observamos que las topologias de la hélice D y la caja B agrupan o separan a las secuencias
mexicanas de otras en el arbol de maxima verosimilitud. En el clado Il, la secuencia de DNA 10491 de
nuestro cultivo compartid las estructuras secundarias de los dos sectores con las secuencias hermanas M.
aeruginosa y M. ichthyoblabe. En el clado I, las secuencias de DNA del Lago Mayor y Chalco 10494, 10495
y 10504 de la temporada seca (S) de 2015 comparten la topologia 1 de la hélice D que no comparten con
la secuencia 10502 de Valle de Bravo, la cual a su vez se agrupa con M. ichthyoblabe con la que comparte
ambas estructuras secundarias. En el clado lll, las cuatro secuencias de DNA de Valle de Bravo de la
temporada de lluvia (LL) de 2014 tienen en comun el tipo 3 de caja By el tipo 5 de hélice D con las otras
secuencias de M. wesenbergii, M. aeruginosa, M. ichthyoblabe y M. protocystis, del subgrupo G, lo cual
interpretamos como que el embalse alberga subpoblaciones particulares de las especies antes
mencionadas, ya que también fueron observadas al microscopio. El caso contrario ocurre con la secuencia
10493 de Chapultepec de la temporada de lluvia (LL) de 2013 en el clado Il, pues presentd una
combinacidn de estructuras secundarias Unicas para los dos sectores, mientras que la mayoria de las

estructuras del mismo clado tuvieron la misma topologia para ambos sectores.

Lo anterior sugiere la necesidad de andlisis detallados entre todos los sectores que componen la
secuencia que codifica para la region ITS 165-23S rDNA, por ejemplo considerar el balance entre el sector
hélice D, caja B, sumado a la caja Ay los dominios D1-D5, mismos que mostraron variacidon en nuestras
secuencias (Figs. 1y 10), sin embargo, consideramos que con los datos que obtuvimos en este estudio,

este analisis no seria posible de realizar sin un algoritmo especifico.

Como complemento a nuestros analisis filogenéticos, los datos de temperatura incluidos en el arbol de
maxima verosimilitud dan indicios de que este factor explica parte de la agrupacion de las secuencias (Fig.
15). Notamos un patrdn de cercania entre las secuencias de los lagos mexicanos y las secuencias
tropicales vietnamitas, con temperatura aproximada de 20° C idéntica a los lagos mexicanos, y mayor

distancia respecto a las secuencias subtropicales y templadas japonesas y francesas, con temperatura
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aproximada de 17 y 15° C, respectivamente. Lo anterior es consistente con los trabajos de Yoshida et al.
(2008) y Tanabe & Watanabe (2011), quienes propusieron la existencia de poblaciones de Microcystis
adaptadas a distintos nichos que incluyen temperatura, luz o nutrimentos con base en experimentos
previos. No obstante, otros autores (p. ej. van Gremberghe et al. (2011) niegan tal diferenciacién de
poblaciones basandose en comparaciones generales de las condiciones climaticas y no de las condiciones

ambientales del sitio estudiado.

Los valores de divergencia genética indicarian que dentro de todos los clados y subgrupos hay especies
cripticas® de acuerdo con Erwin & Thacker (2008) y Pietrasiak et al. (2014) pero nuestros resultados
muestran otra situacion: pocas especies genéticamente reconocibles con una amplia diversidad
fenotipica, aun considerando que recuperamos una parte de la diversidad genética en el gel DGGE. Lo
anterior es evidente en la poblacién de Microcystis en Valle de Bravo en la temporada seca (S) de 2015,
donde se determinaron cuatro especies (bajo el concepto tipoldgico de especie) y una sola banda en el gel
DGGE (Fig. 9, banda 9).

Los analisis complementarios de los sectores internos de la secuencia que codifica para la region ITS 16S-
23S rDNA ribosomal y la temperatura de cada localidad muestran que es importante tomar en cuenta
distintas fuentes de informacidn para comenzar a comprender y fortalecer el trabajo polifacético para
circunscribir especies problematicas como Microcystis. Nuestro cultivo de M. ichthyoblabe mostrd una
situacion peculiar a nivel morfolégico, genético y ambiental. En primer lugar, una de las caracteristicas
morfoldgicas de este morfotipo 3 no se ha registrado antes. En segundo lugar, el Lago Mayor de
Chapultepec es de latitud tropical, eutroéfico y tiene un perfil hidroquimico distinto de Valle de Bravo y
Chalco. La latitud difiere con la templada que propuso Komarek et al. (2002) para la distribucion de la
especie. En tercer lugar, el cultivo tiene una combinacidn uUnica de las estructuras secundarias de la hélice
Dy la caja B de la secuencia que codifica para la region ITS 165-23S rDNA ribosomal que es distinta de las
poblaciones de Microcystis de Valle de Bravo y Chalco, donde también se identifico la presencia de M.

ichthyoblabe a partir de muestras naturales.

Si tomamos los tres elementos anteriores como caracteres decisivos en la identificacion de nuevas
especies como lo resaltan Johansen & Casamatta (2005) en su revisién sobre la importancia de los
acercamientos polifacéticos en los estudios taxondmicos de cianoprocariontes, podriamos considerar que
nuestro cultivo es un indicio de la presencia de especies diferentes en las localidades mexicanas y vale la

pena profundizar nuestro trabajo con fundamento polifacético realizando cambios a nivel metodoldgico.

3 Una especie criptica es una especie que es reconocida bajo el concepto tipoldgico y presenta un conjunto de
caracteres morfoldgicos que la determinan como una sola entidad, pero al integrar mas informacidon de valor
taxondmico, por ejemplo caracteres genéticos, la entidad es claramente separable en especies diferentes. Existen
trabajos sobre la presencia de especies cripticas y su reconocimiento en cianoprocariontes (p. ej. Osorio-Santos et al.,
2014) pero no en Microcystis.
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Perspectivas hacia la circunscripcion de especies de Microcystis

Idealmente, nuestra forma de resolver el problema en Microcystis seria trabajar con cultivos de las
especies y sus variantes morfoldgicas provenientes de muestras naturales para documentar la morfologia
y obtener la informacién molecular de organismos cuya identidad se haya determinado desde el inicio. El
arbol de maxima verosimilitud mostré que M. ichthyoblabe pertenece a un subgrupo diferente de M.
ichthyoblabe de otros trabajos y que esa diferencia esta muy probablemente asociada con “variedades
genéticas” que M. ichthyoblabe podria tener, por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el apoyo de
estudios de Microcystis con cultivos es fundamental, al grado de hacerlos indispensables para una revision

taxondmica del género.

Respecto a los marcadores moleculares, si bien la utilizacidn de las secuencias que codifican para la region
ITS 16S-23S rDNA ha logrado distinguir especies presumiblemente cripticas de cianoprocariontes de los
géneros Symplocastrum y Oculatella (Pietrasiak et al., 2014; Osorio-Santos et al., 2014, respectivamente),
la falta de resolucion en Microcystis se debe a varios factores. Uno de ellos es que las secuencias de DNA
de Microcystis (98%) son altamente similares y en consecuencia insuficientes para distinguir diferencias
entre especies. Respecto a las secuencias de DNA de Symplocastrum y Oculatella, estas son mas largas
que las de Microcystis y tienen un nimero de sectores internos (variables) que Microcystis no tiene
(Osorio-Santos et al., 2014; Pietrasiak et al., 2014). Es decir, que el nivel de resolucién que proporciona la
secuencia que codifica para la region ITS 16S-23S rDNA ribosomal de Microcystis es insuficiente por la
misma naturaleza de la secuencia. Como consecuencia de lo anterior, el nivel de politomia del analisis de
maxima verosimilitud de nuestro trabajo es un reflejo de la necesidad de ampliar el acercamiento
polifacético al incluir mas marcadores de distintos loci. Por ejemplo, Mazard et al. (2012) utilizaron siete
marcadores que distinguieron linajes diferentes a nivel ecoldgico y geografico del género de
Synechococcus, un cianoprocarionte marino que tiene pocas caracteristicas fenotipicas diagnosticables
gue son similares entre si. Adicionalmente, hay evidencia de genes que podrian estar relacionados con el
ambiente, el cual puede cambiar rdpidamente e implicar una reparticion del nicho entre parientes

cercanos (Dvorak et al., 2015; Rodriguez-Valera et al., 2009).

Respecto a la informacion ambiental, la determinacidn de los factores fisicoquimicos y concentracién de

iones se haria de la misma manera que en este estudio con la diferencia de aumentar el nimero de datos.
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Conclusiones

Las poblaciones de Microcystis en el Lago Mayor de Chapultepec, Valle de Bravo y Chalco son

similares entre si y altamente diversas en el nimero de especies.

En Microcystis la diversidad genética no muestra una correspondencia con el nUmero de especies

reconocidas a través de caracteristicas morfoldgicas.

Las caracteristicas ambientales particulares de cada sitio y la temporada climatica influyen en la
presencia y ausencia de las especies y se relacionan con la diversidad genética de las poblaciones

de Microcystis.

La situacion latitudinal no influye en la diversidad genética presentada por Microcystis.

El uso de la técnica DGGE para conocer la composicion genética para las poblaciones fue
eficiente en el caso de este estudio y fue consistente con la diversidad genética de Microcystis

observada.

El empleo de la estructura secundaria fue importante para visualizar la diversidad genética de

Microcystis y para definir la necesidad de emplear mas marcadores genéticos.

El estudio presente indica que el enfoque polifacético en el estudio de las especies de Microcystis
se encuentra en proceso y es correcto siempre y cuando se tenga informacién morfoldgica y
ambiental detalladas sobre las especies y se cuente con un mayor nimero de marcadores

moleculares.
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Apéndice 1. Factores ambientales importantes para el crecimiento de
Microcystis.

El ciclo de vida anual de Microcystis ocurre en dos fases, una planctdnica o activa que es cuando se inician
y se establecen los florecimientos y otra bentdnica que funge como indculo para la primera. El
crecimiento celular y la ocurrencia de florecimientos de Microcystis estan influenciados por la interaccion
de factores ambientales fisicos y quimicos, fisioldgicos y ecoldgicos, que a su vez repercuten en la fases
plancténica y bentdnica. En lagos templados, los florecimientos ocurren en verano a diferencia de sitios
tropicales, donde estos pueden persistir todo el afio (Oliver & Ganf, 2002). Los factores ambientales
incluyen la atenuacién de la luz, la estabilidad de la columna de agua, la temperatura, la concentracion de
nutrimentos, la concentracion de oxigeno disuelto, la turbidez y la velocidad del viento. De estos, la luz es
una funcién de la profundidad, los compuestos disueltos, particulas y también en parte creado por los
organismos fotosintéticos (Sejnohova & Marsalek, 2012).

En los florecimientos de Microcystis la disponibilidad de luz y su contraparte, la turbidez, tienen un papel
esencial en la regulacién de |a flotabilidad de las colonias y en los ciclos diurnos y anuales (Sejnohova &
Marsalek, 2012). M. aeruginosa esta adaptada a condiciones de poca intensidad de luz y una alta
intensidad de luz provoca la inhibicidn de la fotosintesis. A pesar de esta respuesta, Microcystis tiene la
capacidad de adaptarse a la irradianza caracteristica de los periodos de formacidn y establecimiento de
florecimientos durante el verano en latitudes templadas (Oliver & Ganf, 2002).

La temperatura del agua es un factor critico para el desarrollo de Microcystis en los ciclos anuales. La
temperatura éptima para la fotosintesis tiene un intervalo entre 17.5 y 26° C mientras que las bajas
temperaturas causan la reduccidn de la flotabilidad. La sucesion de las especies de Microcystis esta
influenciada por los cambios de temperatura durante el verano, de manera que M. aeruginosa se ha
reportado como mas abundante en los meses con mayor temperatura a diferencia de M. wesenbergii en
sitios de latitud templada (Park et al., 1998; Sejnohova & Marsalek, 2012) aunque en el embalse Valle de
Bravo, de latitud tropical, se ha reportado el caso contrario (Valeriano-Riveros, 2014).

Microcystis también tiene la capacidad de habitar ambientes con baja concentracion de oxigeno disuelto
0 andxicos, generados bajo la superficie de los lagos con florecimientos densos en la columna de agua o
en los sedimentos. La tolerancia de Microcystis a estas condiciones puede ser importante para la
dominancia de M. geruginosa en lagos eutrdficos (Sejnohova & Marsalek, 2012).

El fosforo es uno de los nutrimentos mas importantes para el desarrollo de cianoprocariontes en los
ambientes de agua no salinos. La tasa de crecimiento esta correlacionada con la disponibilidad de este
elemento. La formacion de aerotopos estd influenciada por el estado de P en las células: en condiciones
con poco P se produce menor niumero de aerotopos en las células y la tasa fotosintética también
disminuye, a diferencia de una poblacidn con alto P. Microcystis contrarresta la baja concentracion de P
con la capacidad de asimilar y acumular P, que sumado al control de su flotabilidad, le permiten tener
acceso a P en aguas profundas cuando las concentraciones de P del epilimnion son bajas.
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Combinados, el aumento de temperatura y la concentracion P comiUnmente resulta en altas tasas de
crecimiento celular de Microcystis, lo que sugiere que la creciente eutrofizacidn de los cuerpos de agua y
el calentamiento climatico pueden tener un efecto aditivo en promover en mayor medida el desarrollo de
poblaciones toxicas en lugar de poblaciones no toxicas de Microcystis, y en consecuencia florecimientos
con un mayor contenido de microcistinas.

El nitrégeno es esencial para la sintesis de aerotopos y su limitacién impacta en la flotabilidad de las
células. La asimilacién de N esta relacionada con la produccidn de proteinas y el contenido de
carbohidratos (fijacion de COz2). En condiciones de limitacién de N, las células aumentan su contenido de
carbohidratos y su flotabilidad disminuye; lo contrario ocurre en concentraciones no limitantes de N.
Respecto a la proporcién de N:P, los florecimientos de Microcystis parecen estar limitados por la
disponibilidad del Ny P en lugar de su proporcion. Es decir, el limite es la baja concentracion del
nutrimento limitante.

La tasa de cambio de las poblaciones de Microcystis esta influenciada por turbulencia, luz, CO2 y
nutrimentos. La regeneracion de los ultimos depende del efecto de los fagos, bacterias parasiticas y
herbivoros, pero también de la degradacion de los florecimientos, por ejemplo. En las temporadas de
sequia, se ha reportado que las poblaciones de M. aeruginosa aumentan de 1-2 érdenes de magnitud.

Se han registrado cambios en la composicion genética de Microcystis, pues en los periodos donde las
poblaciones alcanzan un maximo, se presentan dos genotipos dominantes. El inicio de los florecimientos
de Microcystis cominmente coincide con el aumento de la luz y la temperatura, condiciones andxicas,
una baja proporcidn N:P y limitaciéon de CO: en el sedimento de los lagos. Los factores que regulan el
reclutamiento de los estadios de reposo incluyen variaciones en la concentracién de nutrientes, formas y
proporciones y la temperatura. Como parte de los factores fisicos, la resuspensidén y mezcla por el viento
también son factores importantes del reclutamiento de las colonias de Microcystis. En comparacion entre
lagos someros (1-2 m) y profundos (6-7 m), los someros presentan un reclutamiento mayor que los
profundos, por lo que los primeros tienen un papel importante como sitios de inoculacién para
poblaciones plancténicas (Sejnohova & Marsalek, 2012).
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Apéndice 2. Estudio de las secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S
rDNA ribosomal en Microcystis

El analisis de la estructura secundaria de algunas regiones semiconservadas que componen la region ITS
16S-23S rDNA es una propuesta taxondmica reciente (Johansen & Casamatta, 2005) que ha mostrado ser
util en la distincion de especies de cianoprocariontes que tienen pocos caracteres morfoldgicos, al
convertirse en otro tipo de caracter taxondomico (Johansen & Casamatta, 2005; Johansen et al., 2011,
2014, Genudrio et al., 2015; Iteman et al., 2000). De esta manera, por ejemplo, Johansen et al. (2011)
dieron elementos para la distincion de dos especies de Leptolyngbya. El nUmero de sectores que son
parte de la secuencia que codifica para el ITS 165-23S rDNA y que se han analizado por su estructura
secundaria para distinguir entre especies, varia entre los cianoprocariontes, ya que algunos géneros

tienen tres sectores variables, hélice D, caja By V3, y Microcystis tiene los dos primeros.

En el trabajo presente, se trabajé de manera individual los sectores hélice D y caja B de las 40 secuencias
de DNA utilizadas para los analisis de secuencias. El primer paso fue identificar los sectores internos de la
region ITS 165-23S rDNA para asignarles un caédigo de color, el cual fue desarrollado por varios autores
que trabajan con cianoprocariontes (Iteman et al., 2000; Johansen et al., 2011) e integran la estructura
secundaria como un caracter genético dentro de analisis polifacéticos que inlcuyen informacion

morfoldgica y ambiental.

Posteriormente, se obtuvo la estructura secundaria de las secuencias de ambos sectores en la plataforma
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/rna-folding-form y se compararon entre si, buscando diferencias a
nivel de estructura y variacién de bases nitrogenadas. Se considerd el tamafio de cada loop y stem por
medio de la cuantificacion de las bases que componen a cada subregidn; en el caso de los loops el nimero
de bases individuales y en el caso de los stems, el niUmero de pares de bases. Se tomd la estructura
secundaria de la secuencia M_aer_NIES44 HelixD como referencia para considerar el nUmero y
distribucion de stems y loops (Fig. 17). A partir de la raiz de la hélice, y hacia el final, se enumeraron los
loops y los stems. En la hélice de la secuencia antes mencionada se forman 4 loops y 4 stems, como se

observa en la siguiente figura.

Asa /loop 4 ———— Figura 17. Estructura secundaria de
la hélice D, a partir del

Tallo / stem 4 .. .
reconocimiento de la secuencia que
Asallaop 3 Tl slom 3 codifica para la region ITS 16S-23S
alofstem rDNA.

Asa / loop 2

Tallo / stem 2
Asa{loop 1 J‘__ n

Tallo / stem 1
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Apéndice 3. Resultados de los analisis de parsimonia e inferencia bayesiana
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Figura 18. Andlisis de parsimonia inferido con secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis. Se
muestra uno de los arboles méas parsimoniosos, bajo el criterio de consenso de mayoria, que establece la resolucion de un clado a
partir de su presencia en un minimo del 50% de las 1000 réplicas bootstrap. Los clados que no cumplen con el requisito se
muestran colapsadas como politomias. Las posiciones que contenian gaps se trataron como datos faltantes. El andlisis de
parsimonia consider6 que todas las posiciones tienen un mismo valor, y no se considera un modelo de sustitucion nucleotidica. Las
abreviaciones de las especies corresponden con: M_ich = M. ichthyoblabe; M_aer = M. aeruginosa; M_prot = M. protocystis; M_pan
= M. panniformis; M_faq = M. flos-aquae; M_wes = M. wesenbergii; M_vir = M. viridis. Las iniciales seguidas de las especies
corresponden con el pais de origen: cc = Francia; CPCC = China; TC = Tailandia; VN = Vietnam; NIVACYA, TAC, NIES; NB1; SB =
Japén.
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Cuadro 15. Condiciones del analisis de parsimonia realizado con el software PAUP4.0. Se muestra que todos los caracteres fueron

considerados con el mismo peso o importancia, y que del total de los mismos, 74 fueron informativos. Los valores de los indices del
analisis arrojados posteriormente, indican la presencia de un nivel bajo de homoplasia.

Informacion acerca del analisis de parsimonia (PAUP4.0)

Peso de los caracteres

El mismo peso para todos

Caracteres constantes 172
Caracteres informativos 74
Caracteres no informativos 150

indice de analisis de maxima parsimonia

Valor del indice

Longitud del &rbol 629

indice de Consistencia (Cl) 0.4547
indice de Homoplasia (HI) 0.5453
indice de consistencia que excluye caracteres no informativos 0.2412
Caracteres no informativos que excluyen el indice de homoplasia | 0.7588
indice de Retencion (RI) 0.2942
indice de Consistencia Reescalado (RC) 0.1338
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Figura 19. Andlisis de inferencia bayesiana obtenido con secuencias que codifican para la regién ITS 16S-23S rDNA de
Microcystis. Se muestra el arbol de mayoria inferido con el método de probabilistico, con la implementacién del modelo de
sustitucion HKY+I+G. Se utilizaron dos cadenas de Markov Monte Carlo. En la parte superior de cada rama se indica el valor de
probabilidad posterior. Los valores de los diagnésticos de convergencia ESS (tamafio de la muestra estimada) con un valor mayor
a 100 y PSRF (factor de reduccion de estala potencial) con un valor cercano a 1.00 indicaron que el parametro tuvo un muestreo
exitoso. La porcion burnin = 0.25 se ajustd al 25%. Las abreviaciones de las especies corresponden con: M_ich = M. ichthyoblabe;
M_aer = M. aeruginosa; M_prot = M. protocystis; M_pan = M. panniformis; M_faq = M. flos-aquae; M_wes = M. wesenbergii; M_vir
= M. viridis. Las iniciales seguidas de las especies corresponden con el pais de origen: cc = Francia; CPCC = China; TC =
Tailandia; VN = Vietnam; NIVACYA, TAC, NIES; NB1; SB = Japon.
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Apéndice 4. Matriz de distancias p entre las secuencias que codifican para la
region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis utilizadas en los analisis filogenéticos.

Cuadro 16. Matriz de distancias p entre las secuencias que codifican para la regién ITS 16S-23S rDNA ribosomal de Microcystis
analizadas en este trabajo. Las secuencias 31- 40 corresponden a los lagos mexicanos. Los valores de distancia o divergencia se
obtuvieron multiplicando los valores por 100 y se describen como porcentajes. La matriz se obtuvo con el software MEGAT.

NUmero de secuencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 M_vir_TAC17 -

2 M_faq_CPCC461 0.016 -

3 M_pro_VN111 0.029 0.039 -

4 M_pan_VN425 0.045 0.032 0.056 -

5 M_wes_NIES111 0.025 0.042 0.022 0.045 -

6 M_wes_TAC38 0.003 0.019 0.032 0.042 0.022 -

7 M_wes_VN451 0.077 0.066 0.088 0.077 0.073 0.074 -

8 M_wes_VN514 0.045 0.035 0.056 0.013 0.045 0.042 0.073 -

9 M_wes_VN518 0.035 0.029 0.052 0.025 0.042 0.032 0.073 0.025 -
10 M_ich_TAC91 0.035 0.025 0.049 0.022 0.042 0.032 0.070 0.022 0.003 -
11  M_ich_TAC125 0.032 0.025 0.039 0.029 0.032 0.029 0.070 0.029 0.016 0.019
12 M_ich_VN361 0.049 0.032 0.066 0.019 0.049 0.045 0.077 0.029 0.042 0.039
13 M_ich_VN403 0.035 0.045 0.013 0.042 0.009 0.032 0.073 0.042 0.042 0.039
14  M_ich_VN466 0.039 0.022 0.052 0.036 0.052 0.042 0.081 0.046 0.035 0.032
15 M_aer_TAC170 0.032 0.022 0.056 0.019 0.045 0.029 0.077 0.019 0.025 0.022
16 M_aer_TC6 0.035 0.039 0.039 0.056 0.045 0.039 0.096 0.049 0.045 0.046
17 M_aer_TC8 0.042 0.025 0.056 0.039 0.056 0.045 0.085 0.049 0.039 0.035
18 M_aer_sc102 0.006 0.022 0.029 0.049 0.029 0.009 0.081 0.049 0.039 0.039
19 M_aer_cc921 0.039 0.025 0.052 0.035 0.055 0.042 0.092 0.039 0.045 0.049
20 M_aer_sc54 0.035 0.029 0.042 0.025 0.055 0.039 0.095 0.032 0.039 0.042
21  M_aer_sg76 0.025 0.022 0.035 0.042 0.042 0.029 0.088 0.049 0.042 0.039
22 M_aer_sc83 0.049 0.032 0.066 0.049 0.052 0.045 0.085 0.052 0.039 0.035
23 M_aer_sc42 0.025 0.029 0.045 0.039 0.032 0.022 0.066 0.038 0.025 0.029
24 M_aer_sc96 0.029 0.026 0.052 0.039 0.035 0.025 0.074 0.042 0.032 0.032
25 M_aer_NIVACYA497 0.045 0.035 0.056 0.019 0.045 0.042 0.073 0.013 0.032 0.029
26 M_aer_SB_Ot_1 2 0.022 0.025 0.045 0.039 0.029 0.019 0.063 0.042 0.032 0.032
27 M_aer_SB_Og 9 0.019 0.022 0.042 0.025 0.045 0.022 0.088 0.026 0.035 0.036
28 M_aer_NB1 0.025 0.042 0.022 0.045 0.000 0.022 0.073 0.045 0.042 0.042
29 M_aer_CPCC124 0.039 0.022 0.049 0.029 0.032 0.035 0.063 0.025 0.019 0.016
30 M_aer_VN221 0.022 0.019 0.025 0.035 0.029 0.025 0.070 0.035 0.029 0.025
31 10491_Mich_LMMx  0.039 0.022 0.052 0.036 0.052 0.042 0.081 0.046 0.035 0.032
32 10493_LMMx_1013 0.049 0.049 0.042 0.025 0.022 0.045 0.088 0.025 0.039 0.042
33  10494_LMMx_0615 0.093 0.085 0.104 0.089 0.097 0.089 0.124 0.085 0.074 0.078
34 10495_LMMx_0615 0.039 0.029 0.039 0.025 0.035 0.035 0.062 0.029 0.026 0.022
35 10497_VBMx_1114 0.045 0.049 0.035 0.039 0.032 0.045 0.095 0.039 0.059 0.056
36 10498_VBMx_1114 0.049 0.052 0.039 0.042 0.035 0.049 0.099 0.042 0.062 0.059
37 10499_VBMx_1114 0.045 0.049 0.035 0.039 0.032 0.045 0.095 0.039 0.059 0.056
38 10500_VBMx_1114 0.049 0.052 0.039 0.042 0.035 0.049 0.099 0.042 0.062 0.059
39 10502_VBMx_0615 0.032 0.025 0.039 0.029 0.032 0.029 0.070 0.029 0.016 0.019
40 10504_ChMx_0615 0.211 0.197 0.220 0.188 0.225 0.216 0.264 0.184 0.193 0.188
41  Arthrospira_max 1.012 1.041 1014 1026 0998 1.012 0.996 1.011 1.057 1.058
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Cuadro 16. Continuacion.

NUmero de secuencia 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
M_vir_TAC17

2 M_faq_CPCC461

3  M_pro_VN111

4 M_pan_VN425

5 M_wes_NIES111

6 M_wes_TAC38

7 M_wes_VN451

8 M_wes_VN514

9 M_wes_VN518
10 M_ich_TAC91
11 M_ich_TAC125 -
12 M_ich_VN361 0.039 -
13 M_ich_VN403 0.025  0.052 -
14  M_ich_VN466 0.042 0.035 0.056 -
15 M_aer_TAC170 0.029 0.022 0.049 0.039 -
16 M_aer_TC6 0.032 0.066 0.042 0.056 0.052 -
17 M_aer_TC8 0.045 0.039 0.059 0.003 0.042 0.060 -
18 M_aer_scl102 0.029 0.052 0.032 0.042 0.035 0.029 0.046 -
19 M_aer_cc921 0.029 0.036 0.055 0.046 0.025 0.042 0.049 0.032 -
20 M_aer_sc54 0.029 0.035 0.049 0.045 0.025 0.045 0.042 0.035 0.022 -
21  M_aer_sg76 0.032 0.045 0.039 0.029 0.035 0.042 0.032 0.019 0.035 0.032
22 M_aer_sc83 0.035 0.042 0.055 0.053 0.039 0.059 0.056 0.049 0.046 0.063
23 M_aer_sc42 0.016 0.042 0.032 0.045 0.032 0.049 0.049 0.022 0.039 0.039
24 M_aer_sc96 0.022 0.039 0.039 0.043 0.035 0.042 0.046 0.026 0.039 0.045
25 M_aer_NIVACYA497 0.029 0.016 0.042 0.052 0.019 0.049 0.056 0.049 0.039 0.032
26 M_aer_SB_Ot_1_2 0.022 0.039 0.032 0.042 0.035 0.042 0.046 0.019 0.039 0.045
27 M_aer_SB_Og_9 0.032 0.035 0.049 0.046 0.019 0.035 0.049 0.025 0.025 0.016
28 M_aer_NB1 0.032 0.049 0.009 0.052 0.045 0.045 0.056 0.029 0.055 0.055
29 M_aer_CPCC124 0.022 0.035 0.035 0.032 0.025 0.042 0.036 0.042 0.039 0.052
30 M_aer_VN221 0.019 0.045 0.025 0.035 0.029 0.035 0.039 0.025 0.035 0.035
31 10491_Mich_LMMx 0.042 0.035 0.056 0.000 0.039 0.056 0.003 0.042 0.046 0.045
32 10493_LMMx_1013 0.035 0.035 0.029 0.052 0.032 0.059 0.056 0.052 0.039 0.039
33 10494_LMMx_0615 0.064 0.100 0.090 0.104 0.089 0.093 0.108 0.089 0.096 0.089
34  10495_LMMx_0615 0.016 0.035 0.025 0.039 0.032 0.042 0.042 0.036 0.045 0.032
35 10497_VBMx_1114 0.055 0.049 0.035 0.056 0.039 0.059 0.059 0.045 0.042 0.045
36 10498 VBMx_1114 0.059 0.052 0.039 0.059 0.042 0.062 0.063 0.049 0.045 0.049
37 10499_VBMx_1114 0.055 0.049 0.035 0.056 0.039 0.059 0.059 0.045 0.042 0.045
38 10500_VBMx_1114 0.059 0.052 0.039 0.059 0.042 0.062 0.063 0.049 0.045 0.049
39 10502_VBMx_0615 0.000 0.039 0.025 0.042 0.029 0.032 0.045 0.029 0.029 0.029
40 10504_ChMx_0615 0.197 0.197 0.220 0.215 0.184 0.220 0.211 0.216 0.206  0.188
41  Arthrospira_max 1.013 1.025 1.013 1.073 1.058 1.017 1.088 0.998 0.998 1.059
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Cuadro 16. Continuacion.

Numero de secuencia 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
M_vir_TAC17

2 M_faq_CPCC461

3  M_pro_VN111

4 M_pan_VN425

5 M_wes_NIES111

6 M_wes_TAC38

7 M_wes_VN451

8 M_wes_VN514

9 M_wes_VN518

10  M_ich_TAC91

11 M_ich_TAC125

12 M_ich_VN361

13 M_ich_VN403

14 M_ich_VN466

15 M_aer_TAC170

16 M_aer_TC6

17 M_aer_TC8

18 M_aer_scl02

19 M_aer_cc921

20 M_aer_sc54

21  M_aer_sg76 -

22 M_aer_sc83 0.049 -

23  M_aer_sc42 0.032 0.045 -

24 M_aer_sc96 0.039 0.042 0.025 -

25 M_aer_NIVACYA497 0.049 0.045 0.039 0.042 -

26 M_aer_SB_Ot_1_2 0.039 0.042 0.019 0.013 0.042 -

27 M_aer_SB_Og 9 0.039 0.056 0.042 0.035 0.025 0.035 -

28 M_aer_NB1 0.042 0.052 0.032 0.035 0.045 0.029 0.045 -

29 M_aer_CPCC124 0.042 0.025 0.032 0.029 0.032 0.029 0.045 0.032 -

30 M_aer_VN221 0.032 0.042 0.029 0.039 0.035 0.032 0.029 0.029 0.029 -

31 10491_Mich_LMMx  0.029 0.053 0.045 0.043 0.052 0.042 0.046 0.052 0.032 0.035

32 10493_LMMx_1013 0.049 0.059 0.042 0.052 0.032 0.052 0.042 0.022 0.032 0.042

33 10494_LMMx_0615 0.093 0.103 0.075 0.082 0.085 0.079 0.092 0.097 0.085 0.085

34  10495_LMMx_0615 0.029 0.046 0.025 0.029 0.029 0.025 0.039 0.035 0.029 0.029

35 10497_VBMx_1114 0.045 0.066 0.055 0.070 0.045 0.062 0.045 0.032 0.045 0.039

36 10498_VBMx_1114 0.049 0.069 0.059 0.073 0.049 0.066 0.049 0.035 0.049 0.042

37 10499_VBMx_1114 0.045 0.066 0.055 0.070 0.045 0.062 0.045 0.032 0.045 0.039

38 10500_VBMx_1114 0.049 0.069 0.059 0.073 0.049 0.066 0.049 0.035 0.049 0.042

39 10502_VBMx_0615 0.032 0.035 0.016 0.022 0.029 0.022 0.032 0.032 0.022 0.019

40 10504_ChMx_0615 0.216  0.225 0.211 0.215 0.180 0.216 0.188 0.225 0.202 0.197

41  Arthrospira_max 1.012 1.011 1012 0998 1.011 1012 1012 0.998 1.027 1.043
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Cuadro 16. Continuacion.

Numero de secuencia 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
M_vir_TAC17

2 M_faq_CPCC461

3  M_pro_VN111

4 M_pan_VN425

5 M_wes_NIES111

6 M_wes_TAC38

7 M_wes_VN451

8 M_wes_VN514

9 M_wes_VN518

10  M_ich_TAC91

11 M_ich_TAC125

12 M_ich_VN361

13 M_ich_VN403

14 M_ich_VN466

15 M_aer_TAC170

16 M_aer_TC6

17 M_aer_TC8

18 M_aer_scl02

19 M_aer_cc921

20 M_aer_sc54

21  M_aer_sg76

22 M_aer_sc83

23  M_aer_sc42

24  M_aer_sc96

25 M_aer_NIVACYA497

26 M_aer SB Ot_1 2

27 M_aer_SB _0g_9

28 M_aer_NB1

29 M_aer_CPCC124

30 M_aer_VN221

31 10491_Mich_LMMx -

32 10493_LMMx_1013 0.052 B

33 10494_LMMx_0615 0.104  0.100 -

34  10495_LMMx_0615 0.039 0.042 0.061 -

35 10497_VBMx_1114 0.056 0.019 0.123 0.056 -

36 10498 VBMx_1114 0.059 0.022 0.128 0.059 0.003 -

37 10499_VBMx_1114 0.056 0.019 0.123 0.056 0.000 0.003 -

38 10500_VBMx_1114 0.059 0.022 0.128 0.059 0.003 ? 0.003 -

39 10502_VBMx_0615 0.042 0.035 0.064 0.016 0.055 0.059 0.055 0.059 -

40 10504_ChMx_0615 0.215 0.211 0.197 0.193 0.215 0.220 0.215 0.220 0.197 -

41  Arthrospira_max 1.073 1.041 1.090 1041 1055 1.070 1.055 1.070 1.013 1.285
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Apéndice 5. Tipologias de las estructuras secundarias de la hélice D y caja B de

las secuencias que codifican para la region ITS 16S-23S rDNA de Microcystis

a) Clado |

s i ) m— Caja B

10494_LMMx_1013

10495_LMMx_0615
10504_ChMx_0615

M. aeruginosa sc42
10502_VBMx_0615
M. ichthyoblabe TAC125

M. aeruginosa SB_Ot_1_2

M. wesenbergii VN451

M. wesenbergii VN451

M. aeruginosa SB_Ot_1_2
M. aeruginosa sc42

M. aeruginosa sc96
10502_VBMx_0615

M. ichthyoblabe TAC125
10495_LMMx_0615
10504_ChMx_0615
10494_LMMx_0615

Figura 20. Diversidad de topologias de la hélice D y caja B presentadas en las secuencias de DNA que formaron cada clado del

analisis de maxima verosimilitud. a) clado I; b) clado II; ¢) clado Ill subgrupo E; d) clado Ill subgrupo G. Las topologias de ambos
sectores no varian de la misma manera.
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b) Clado Il
w— Hglice D e Cgja B

M. aeruginosa sc54 10491 Mich_LMMx M. viridis TAC17 M. aeruginosa sg76
M. aeruginosa SB_Og_9 M. ichthyoblabe VN466 M. wesenbergii TAC38

M. aeruginosa sc102

M. flos-aquae CPCC461 M. aeruginosa cc921
w 20
A’u L)
»:\ : 2 \‘.“’f‘f 4
u-a GG
¢ i
A-U U=A
u-4 -a
u-A C-G
&6 0 —U-A
1o —U—A— 30 'l
Ak o
loa b
o6 ’,-C' N
4 i g4
el Ay
t-b G-a
&¢ b
R Pk s i Dl
10493_LMMx_1013 M. aeruginosa sc83

M. ichthyoblabe TAC91

M. wesenbergii VN518

M acruginosa TAC1T0 Figura 20. Continuacion.
M. panniformis VN425

M. wesenbergii VN514

M. aeruginosa NIVACYA497

M. ichthyoblabe VN361
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c) Clado IlI
e Hlicg D = Cgja B

M. ichthyoblabe TAC91 M. ichthyoblabe VN361 M. aeruginosa CPCC124 10493_LMMx_1013

M. wesenbergii VN518 M. aeruginosa TAC170
M. panniformis VN425
M. wesenbergii VN514

M. aeruginosa NIVACYA497

AU 2 e
c“‘.J M A‘c- ‘\u
ey vl 5
AU A-U
U u-a
Uk Ay
-6 i
w0 .‘I"'? L;:;
ﬂ\u . W A‘pﬂ?
u-A Yoo %
x'c.-e\ x u. A
€A S
A=y Sl
G-a foc)
[ &
S AL B P
M. aeruginosa TC8 M. flos-aquae CPCC461 Figura 20. Continuacion
10491_Mich_LMMx M. aeruginosa SB_Og_9
M. ichthyoblabe VN466 M. viridis TAC17

M. aeruginosa sc102
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d) Clado IlI
e Hglice D m— Cgja B

M. aeruginosa TC6

M. protocystis VN111

M. aeruginosa VN221 M. ichthyoblabe VN403
M. aeruginosa NB1
M. wesenbergii NIES111
10497_VBMx_1114
10499_VBMx_1114
10500_VBMx_1114
10498_VBMx_1114
A-u_ M AU . 20
u e (T T
c\ /'U o-G Li‘\ u
4 1 boa 3 u Y 4
Ay A c-a
L2 Uk A-U
y-a bk U-a
E=G t-G u-a
0 —U-A o U-A c-a
A‘\ =: il 0P _T
U= u-6 A
Uk Uk LA
s @ Lbw y-h
J A / ) ) [
c, A c i d L4
¥ N 7 N A
AU AU Ty
‘i,‘_‘.; ‘IE'CI" t 6
a-c o-¢ &6
o B AL P e Tyt il 9 o s B2

M. aeruginosa VN221 M. protocystis VN111 M. ichthyoblabe VN403

10497_VBMx_1114 M. aeruginosa NB1

10499_VBMx_1114 M. wesenbergii NIES111
10500_VBMx_1114

10498_VBMx_1114
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Cuadro 17. Detalle de las topologias obtenidas del sector hélice D, a partir de las secuencias que codifican para la regién ITS 16S-
23S rDNA de Microcystis obtenidas en este trabajo y de GenBank. La descripcidn de cada topologia se basa en el numero de
bases que componen los loops y stems.

Topologia 1
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A)en 5"y 10 en
3

Loop 2: 3 bases (5'Ay 3" AA)

Loop 3: 1 base (5" A)

loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 6 pares de bases
Stem 4: 3 pares de bases

M. aeruginosa NIVACYA476

Topologia 2
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A)en 5"y 10
end’

Loop 2: 3 bases (5°Gy 3" AA)
Loop 3: 1 base (5" A)

loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 3 pares de bases
Stem 4: 6 pares de bases

M. aeruginosa AB2002 21

Topologia 3
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A) en 5"y 10
end’

Loop 2: 3 bases, 1 (A)en 3"y 2
(AA)en 3’

Loop 3: 5 bases, 3 (UAA)en 5"y 2
(CC)end’

Loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 4 pares de bases
Stem 4: 3 pares de bases

M. aeruginosa cc28

Topologia 4
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A)en 5"y 10
end’

Loop 2: 3 bases, 1 (G)en5"y 2
(AA)en 3’

Loop 3: 3 bases, 2 (GA)en 5"y 1
(G)en 3’

Loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 5 pares de bases
Stem 4: 3 pares de bases

M. aeruginosa TC6

Topologia 5
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A)en 5y 10 en 3

Loop 2: 3 bases, 1 (G) en 5"y 2 (AA)
en3’

Loop 3: 7 bases, 4 (AGAA)en 5’y 3
(GAA)en 3

Loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 3 pares de bases
Stem 4: 3 pares de bases

M. aeruginosa NIES44

Topologia 6
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1 (A)en 5"y 11
end’

Loop 2: 3 bases, 1 (A)en5"y 2
(AA)en 3’

Loop 3: 1 base (U) en 5"y una
lineaen 3’, que no es gap (de
acuerdo con la secuencia)

Loop 4: 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases
Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 4 pares de bases
Stem 4: 5 pares de bases

M. flos-aquae CPCC461

Topologia 7
Descripcion

Loop 1: 11 bases, 1(A)en 5"y 10
end’

Loop 2: 2 bases en 3" (CU)

Loop 3: loop final con 12 bases

Stem 1: 5 pares de bases

Stem 2: 4 pares de bases
Stem 3: 10 pares de bases

M. wesenbergii VN451

Topologia 8
Descripcion

Loop 1: 12 bases, 10en 5"y 2
(AA)en 3

Loop 2: 20 bases, en cada lado
tiene 10

Loop 3: 3 bases (UCG)

Stem 1: 5 pares de bases

Stem 2: 5 pares de bases
Stem 3: 4 pares de bases

M. aeruginosa VN211
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Cuadro 18. Detalle de las topologias obtenidas del sector caja B, a partir de las secuencias que codifican para la region ITS 16S-
23S rDNA de Microcystis obtenidas en este trabajo y otras en GenBank. La descripcion de cada topologia se basa en el nimero de

bases que componen los loops y stems.

Topologia 1
Descripcion

Topologia 2
Descripcion

loop 1 - 3 bases
loop 2 - 1 base
loop 3 - 6 bases

end’)
loop2-1base (Aen5’)
loop 3 - 7 bases

stem 1 - 4 pares
stem 2 - 3 pares
stem 3 - 6 pares

stem 1 - 4 pares
stem 2 - 3 pares
stem 3 - 7 pares

10491_Mich_LMMx_1013 10493_LMMx_1013

Caja B Unica, ausente en las
secuencias de GenBank

Caja B Unica, ausente en las
secuencias de GenBank

Topologia 5
Descripcion

Loop 1: 3 bases, (C)en 5"y
(AA)en 3

Loop 2: 1 base (A)en 5
Loop 3: 4 bases (ACAU)

Stem 1: 3 pares de bases
Stem 2: 3 pares de bases
Stem 3: 8 pares de bases

M. aeruginosa cc28 (Francia)

Otras secuencias que
compartan esta estructura:
M. aeruginosa TC6 (Japdn)
M. aeruginosa VN224
(Vietnam)

M. novacekii TAC20 (Japon)

loop 1-3 bases (Cen 5"y AA
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Topologia 3
Descripcion

loop 1-3bases (Cen5"yAA
end’)

loop 2 -1 base (Aen5’)

loop 3 - 4 bases

stem 1 - 4 pares
stem 2 - 3 pares
stem 3 - 7 pares

10497_VBMx_1114,
10498_VBMx_1114,
10499_VBMx_1114y
10500_VBMx_1114

Caja B Unica, ausente en las
secuencias de GenBank

Topologia 4
Descripcion

loop 1-3bases (Cen5"yAA
end’)

loop 2-1base (Aen5’)

loop 3 - 5 bases

stem 1 - 4 pares
stem 2 - 3 pares
stem 3 - 7 pares

Posiciones con bases
distintas: posicion 17 (loop 3)
10495 tiene C y 10502 tiene U

10495_LMMx_0615y
10502_VBMx_0615



Apéndice 6. Diagrama de Piper
La siguiente figura muestra el tipo de agua de cada localidad de acuerdo con la proporcion de los seis

iones principales determinados en el trabajo presente.

Increasing S04 and Cl -

a. Lago Mayor de
Chapultepec

P

[ SOWind C1 >
oot SO
v

" Increasing Ca and Mg =

b. Valle de Bravo

Incroasing S04 and Gl >

c. Lago de Chalco

G . s e

Figura 21. Diagrama de Piper que representa el perfil idnico de los tres sitios.
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