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Resumen

RESUMEN

Con el fin de conocer el comportamiento metabdlico de las
comunidades plancticas de sistemas acuaticos urbanos, se realizo el
estudio en los lagos de Chapultepec y Xochimilco, analizando la
concentracion de proteinas en muestras de plancton colectadas tanto en
época de Huvias como época de secas. La capacidad de respuesta de la
comunidad ante cambios en la temperatura ambiente, a través de la
sintesis de nuevas proteinas, se evaiud mediante un disefio experimental
en el cual las muestras de agua tomadas en ambos lagos fueron expuestas
a temperaturas de: 10, 30 y 40°C, por periodos de 2 y 4 horas.

Posteriormente se contaron e identificaron los organismos
fitoptancticos presentes, se analizo la concentracion de clorofila "a",
carbohidratos y proteinas; y, se determind el peso molecular de éstas
mediante electroforesis en gel de policrilamida.

En los muestreos de campo se midieron las variables fisicas y
quimicas de la columna de agua: temperatura, luz-fotosinteticamente
disponible (PAR), profundidad, nutrimentos, pH y oxigeno disuelto.

El agua del lago de Chapultepec presentéd temperatura promedio de
19.1°C, y el lago de Xochimilco 18.4°C. La penetracion de luz fluctué entre
0.9 a 11.2% en Chapultepec y de 11.9 a 18.7% en Xochimilco a 0.5 m de
profundidad. El pH presentd un carécter fuertemente basico y el oxigeno
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disuelio se presenté sobresaturado en superficie; con una columna de
agua oxigenada en la parte superior y disminuciéon abrupta en el fondo.

Los resultados de nutrimentos indicaron que existe variacion de
nitrito, nitratos y fosfatos de una época a otra, debido a las descargas de
agua por la planta de tratamiento en el lago de Chapultepec. En Xochimilco
la cantidad de nitratos y amonio fue mayor a la de nitritos y sobre todos
estos se encontraron los fosfatos.

En ambos lagos predominaron las Cianofitas, con el género
Microcystis y Oscillatoria; Clorofita con los géneros Scenedesmus,
Crucigenia y Kirchneriella; Diatomeas con los géneros Navicula, Cyclotella
y Synedra.

La aita concentracién de nutrimentos, el florecimiento algal y la poca
penetracion de luz, son principales caracteristicas de cuerpos acuaticos
eutréficos.

Duranie la época de lluvia se manifesté un moderado fiorecimiento
algal, aunque en general la abundancia a lo largo det afio es alta. La
concentracion de clorofila "a” en el lago de Chapuliepec durante la época
de lluvia fue mayor (706 mg/m®) que en la época seca (515 mg/m®). Para el
lago de Xochimilco, igualmente el vator superior fue de 634.92 mg/m* en
época de lluvia y el menor, (436.03 mg/m®) en época seca.

La concentracion de carbohidratos para Chapultepec en época de
lluvias fue de 680 + 127ug/mil y en secas de 775 + 1ug/ml; para el lago de
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Resumen

Xochimilco en lluvias 348 + S0ug/ml y en secas de 304pgiml. La
concentracion de proteinas en época de liuvia en el caso de Chapultepec
fue de 151 + 338pg/ml y en secas de152 + 28ug/ml; en Xochimilco en
ltuvias tuvo una concentracion de 397 + 105ug/ml y en secas de 288 +
10ug/mi.

Para el caso de los organismos que fueron sometido a los
tratamientos térmicos. Las clorofilas se vieron disminuidas hasta en un 45%
en Chapu'ltepec y un 50% en Xochimilco en el tratamiento de 40°C/4h. En
los carbohidratos no cambia considerablemente la concentracion en los
diferentes tratamientos

En cuanto a la sintesis de proteinas esta fue la méas notable ya que
aumento gradualmente de acuerdo a los tipos de tratamientos establecidos
teniendo un aumento en la sintesis de hasta un 391 % en lluvias y 351% en
secas para el caso de Chapultepec. En Xochimilco el comportamiento fue
simitar ya que aumenté un 121% en liuvias y un 301% en secas. En lo que
se refiere al peso molecular el mas apreciable en el lago de Chapultepec
fue el de 83 kilodaltones (Kda) que se presents en todos los tratamientos
incluyendo el control, aumentando su concentracién y declinando
ligeramente en el tratamiento de 10°C/4h teniendo ademas la proteina de
36 KDa. En el lago de Xochimilco se presentaron las proteinas en un rango
de 108 a 59 KDa, Variando las que se presentan en el control y en los
tratamientos y aumentando su concentracion de acuerdo al tipo de
tratamiento.
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De acuerdo a lo observado en los lagos de Chapultepec y Xochimilco
el fitoplancton aumenté la sintesis de proteinas de acuerdo al tiempo de
exposicion térmica, en su naturaleza e fitoplancton estd estresado ya que
presenta proteinas consideradas como de estrés. Aun cuando los
organismos estan estresados estos conservan capacidad de respuesta a
estresores ambientales.
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INTRODUCCION

En Meéxico se han realizado pocos estudios en ecosistemas acusticos
urbanos, aun cuando el proceso de urbanizacion ha conducido a elevar Ja
temperatura del aire en sus areas centrales, mediante el lHamado efecto de la
ista de calor, y & un déficit de humedad en el ambiente. El incremento de la
temperalura en la Ciudad de México representa una carga calérica adicional al
incremento global que se registra en la temperatura del planeta, por lo que
cada vez necesitamos gastar mayor energia para enfriar el ambiente
(Jauregui, 1990)

Esta situacion ha acentuado en los ultimos afios el interés en los
parques y lagos urbanos dado su importante papel en el bioclima de las
grandes ciudades al modular tanto la temperatura como la humedad ambiente.
Termodinamicamente los lagos son sistemas abiertos con infercambio de
materiales y energia y, ya sean naturales o artificiales, si tienen suficiente
biomasa fotosintética en la superficie funcionan como valvulas de oxigeno,
enviando carbono al sedimento y oxigeno y nitrogeno a la atmdsfera,
principalmente en regiones tropicales (Margalef, 1980). Otros compuestos de
variada naturaleza son también liberados por las comunidades algales al
medio, ya sea en forma de gases o de particulas (Moss, 1980).

Tanto los océanos como los lagos poseen un gran conjunto de
0rganismos microscopicos y macroscopicos gue permanecen suspendidos en
el agua. Estos organismos constituyen el plancton que incluye vegetales
(htoplancton) y animales (zooplancton), (Margalef, 1983)

N D P T L A
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Los organismos acuaticos sobreviven a las presiones externas de
acuerdo a su capacidad para crear un ambiente interno que los proteja, de tal
manera que su metabalismo no esté bajo tensic’mlaun cuando el ambiente
exferno sea muy fensionante. Un ejemplo de este mecanismo es la
acumulacién de proteinas alleradas, llamadas proteinas de estres, (Bidwel,
1979).

Las condiciones estresantes del medio se ven reflejadas con mayor
claridad en los organismos del fitoplancion, tanto eucariontes como
procariontes (Lindquist, 1986). Esto se observa por ejemplo en la produccion
de proteinas especificas como las denominadas de choque térmico {por siglas
en inglés HSP), lo cual s considerado un mecanismo de supervivencia en
todos los organismos. La respuesta al esirés los provee de un sistema
universal de adaptacion contra agresores ambientales, incluido el
reconocimiento de antigenos exdgenos o toxinas peptidicas, (Welch y
Feramisco 1984; Welch y Mizzen 1988).

Oftro de los beneficios de la produccion de proieinas de este tipo es
prevenir la induccion de anormalidades morfologicas de los organismos vivos.
(Lindquist y Craig; 1988; Welch y Feramisco, 1984).

El manejo adecuado de los ecosistemas acuéticos urbanos requiere del
conocimiento de su dinamica y de las condiciones de los organismos que los
habitan. El estudio de las proteinas de las poblaciones fitoplancticas y
zooplancticas de dos lagos urbanos (Chapultepec y Xochimilco) permitira
conocer su capacidad de respuesta a condiciones ambientales estresantes.
Se pondra especial énfasis en los organismos fotosintéticos, cuya actividad de
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produccion de oxigeno juega un importante papel en la salud de todo el
ecosistema.

Este trabajo se realizd dentro del proyecto de investigacion “Estudio
biometeorolégico de dos lagos urbanos” apoyado por la DGAPA (Proyecto IN
206396) y por el Centro de Ciencias de la Atmésfera de la UNAM.
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ANTECEDENTES

Diversos invéstigadores han observado que los tejidos vivos de
diferentes organismos inducen a la sintesis de grupos especificos de
proteinas en condiciones ambientales estresantes, principalmente ante
cambios draslicos de temperatura (Ritosa, 1962; Vanbogele y Neidhardt,
1990; Yost y Lindquist, 1986; Lindquist, 1986; Lindquist y Craig 1988,
Young y Ellinoit, 1989). Estas proteinas tienen pesos moleculares que van
de 15 a 25 kilodaltones (Michel y Key, 1987) y de 44 a 96 kiiodaltones
(Thirunavukkarasu et al. 1987), determinados por el método de
electroforesis.

El porcentaje de proteinas y carbohidratos presentes en las
poblaciones algales representan una fuente importante de energia para los
organismos heterétrofos, que se incorpora en la red alimenticia (Lechuga et
al. 1989 ay b).

Thirunavukkarasu ef al (1987), evaluaron la respuesta del choque
térmico en Chorella protothecoides bajo condiciones de nutrimentos
diferentes, asi como en medios térmicamente modificados (25°C a 35°C),
en donde el objetivo principal fue observar la sintesis de proteinas. Los
autores concluyen gue la formacion de éstas se dio como defensa de la
célula ante cambios de temperatura, regisirando proteinas con los
siguientes pesos moleculares: 96, 92, 80, 71, 70, 68, 44, y 19 kDa.
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Por su parte Barlow (1980) evalia la composicion bioquimica del
fitoplancton, analizando las variaciones en la concentracién de clorofila "a”,
ATP, proteinas y carbohidratos. Concluye que las condiciones ambientales
fueron las responsables de los aumentos o disminuciones de éstos en las
comunidades plancticas en la region del Sur de Africa.

La respuesta fotosintética a diversas condiciones ambientales se ha
evaluado construyendo experimentaimente curvas de capacidad de
fotosintesis en relacién con la cantidad de luz recibida (curvas irradianza-
fotosintesis). Al ser la fotosintesis un proceso metabdlico fundamental en
las microalgas y que se relaciona directamente con la captura y
transformacion de energia, numerosos autores sugieren la evaluacion de
este proceso para conocer el funcionamienio de las especies y
comunidades algales (Michel y Key, 1987),

En lo que se refiere al area de estudio sdlo se han realizado trabajos
sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del agua y la composicion
especifica de las comunidades gue ahi se encuentran.

En el lago de Chapultepec Pérez. (1985) realizé {a comparacion
fisicoquimica morfométrica. Robles (1986) hizo una caracterizacion
fisicoquimica; Alcocer (1986 a, b y c) evalud las condiciones fisicoquimica
del lago; Alcocer y Kato (1987 a y b) analizaron la textura y contenido de
materia organica de los sedimentos; Alcocer (1988) realizd un estudio
preliminar del efecto de degradacion de materia organica sobre el estado

trofico del lago.
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Para el lago de Xochimiico los ftrabajos que se realizaron en
fitoplancton son de tipo taxondémico como los de Samano (1933) quien
reportd 23 especies de la divisiones Euglenofita, Flores (1980) listo 129
especies pertenecientes a las divisiones Cianofita, Clorofita, Euglenofita y
Bacilliarofita; Reynoso- Alvarez (1986) estudid y analizé {a composicion y
abundancia del fitoptancton en un ciclo anual de muestreo identificando un
total de 31 especies pertenecientes a 23 géneros, siendo los géneros mas
abundantes Oscillatoria y Euglena.

Se ha elaborado una cartografia basada en datos climatoldgicos
actuales, asi como en la proyeccion hacia el futuro de la temperatura, para
mostrar como se calentard el aire de la ciudad tanto por fa urbanizacion
creciente como por la posible influencia de un calentamiento global (Jauregui,
1990).
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LAS PROTEINAS

El término proteinas (del griego protos, primero) fue propuesto por
Berzelius a Mulder, quien lo aplico en 1938 a sustancias complejas
nitrogenadas encontradas en las céiulas de todos los animales y vegetales.
Las proteinas ocupan una posicion central en ta composicion y la funcion
de la materia viva. Las actividades fisicas y quimicas gue constituyen la
vida de la célula estan catalizadas por enzimas, las cuales son todas de
naturaleza proteica. Algunas proteinas tienen un papel como elementos
estructurales, otras actian como hormonas o como transportadoras de
oxigeno; en otros casos participan en la contraccion muscular, se asocian
con los genes, estan relacionadas con los mecanismos de defensa
inmunolégica en forma de anticuerpos, etc. Por otro lado, desde un punio
de vista cuantitativo las proteinas constituyen el principal componente de
los tejidos animales, representando un 75% de la materia seca de los
mismos. (White, 1983.)

Actividad biol6gica y estructura proteica

Las proteinas con una funcion biologica especifica, por ejemplo,
hormonas y/o enzimas, presentan una relacion muy estrecha entre su
conformacion y su funcion, de forma que los cambios morfolégicos pueden
conducir a una pérdida de actividad biologica. Asi, una proteina nativa es
aquella que presenta la conformacion que le confiere su actividad biologica
especifica. Diversos cambios en las condiciones ambientales, entre los que
se incluyen variaciones de pH, cambios en la temperatura o exposicion a
soluciones acuosas de algunos compuestos organicos, tales como
detergentes, efanol, urea y guanidina-HCl, pueden alterar esta

11
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conformacion. Las proteinas sometidas a estas condiciones sufren una
desnaturalizacion; la conformacion de una proteina desnaturalizada esta
alterada drasticamente con respecto a la proteina nativa y carece de
actividad biologica (White, 1983).

Biologia molecular de la respuesta al estrés

 El término estrés fue originalmente descrito por Hans Selye
(Kaufmann, 1990) para describir la respuesta estereotipada e inespecifica
de macroorganismos a una amplia variedad de estimulos externos y se ha
aplicado el mismo término a la reaccion uniforme de la célula a varios
estresores, tales como lesién oxidativa, etanol, infecciones bacteriales y
virales, metales pesados, radicales de oxigeno libre, inhibidores del
metabolismo energético, hipertermia, cambios de pH, isquemia, lesién e
inflamacion. En términos globales se considera que la respuesta al estrés
€s una reprogramacion inmediata, compleja y transitoria de las actividades
celulares ante estimulos externos (Finley et al. 1984; Kaufmann, 1990).

El mecanismo por el cual el estrés es registrado por la celula y las
vias involucradas en fa fransduccidn de esta sefial para fa alteracion y
activacién de factores transcripcionales, no esta ain muy esclarecido. Se
ha propuesto que la acumulacién de proteinas anormales, juega un papel
importante en la estimulacion de la respuesta al estrés (Lindquist, 1986;
Lindquist y Creig, 1988 ). Oiros autores sugieren que la disrupcion del
balance en la oxido-reduccion y el transporte de electrones en la
mitocondria puede ser el primer blanco de muchos agentes involucrados en
dicha respuesta (Vanbogelen y Neidhardt, 1990; Nover et al., 1988).

12
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Proteinas de estrés

Los trabajos experimentales sobre la respuesta al choque térmico en
glandulas salivares de Drosophila busckii y Drosophila melanogaster,
condujeron al descubrimiento de genes activos (puffs) o sitios de
transcripcion activa en el cromosoma, que eran inducidos por el choque
térmicb, el dinitrofenol y el salicilato de sodio, y cuyas variaciones
comprometian bandas involucradas en actividades metabdlicas
especificas. Dichos genes fueron llamados genes de choque térmico
(Ritosa, 1962 y 1964).

En los afos 70's, ia respuesta al choque térmico fue estudiada
basicamente a nivel celular, lograndose llegar a importantes observaciones
sobre los genes involucrados en dicha respuesta, estos inducidos en pocos
minutos por muchos tipos de estrés celular. Su induccién da lugar a la
sintesis de nuevo ARN; previa desaparicion de genes activados antes del
choque térmico (Jamrich et al. 1977; Ashbuner y Bonner, 1979). Por la
misma época, Tissieres y colaboradores (1979), estudiaron la respuesta a
nivel molecular y reportaron gue este fenémeno estaba asociado a la
sintesis de un grupo de proteinas que fueron denominadas proteinas de
choque térmico o HSP (heat shock proteins) y a la inhibicion de la sintesis
normal de proteinas.

La naturaleza universal de esta respuesta fue gradualmente
descubierta y en 1985 Craig acufio el término genérico de proteinas de
estrés, al demostrar que muchos otros estresores ambientales, tales como
anoxia, peroxido de hidrogeno, metales pesados, drogas, desacopladores
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de la fosforilacion oxidativa, aminoacidos analogos, etc.; pueden inducir la
sintesis de las proteinas de choque térmico (Craig, 1985; Linquist, 1986) y
no solamente en Drosophila sino tambien en otros organismos como
levaduras, céiulas aviarias y Tetrahymena, dicha respuesta fue reportada
en una gran variedad de organismos (Linquist, 1986).

Investigaciones posteriores condujeron al hallazgo de que las
proteinas de choque térmico también estaban involucradas en importantes
funciones fisiolégicas y que muchas de estas proteinas estan presentes y
activas en las células normales. Se introdujo entonces el término de
chaperones moleculares o gobernadores moleculares, para describir un
papel mas general como proteinas que custodian y protegen a la célula
(Ellis, 1987, Ellis et al., 1989).

Se llegd a la conclusion de que la repuesta al estrés es universal; es
decir, que existen proleinas con esta funcion en todos los tipos de
organismos (Linquist, 1986); y figuran entre las moléculas mas
conservadas que se conocen en la filogenia, tanto estructural como
funcionalmente, representando por lo tanto un sistema adaptativo ancestral
comun en la evolucion (Lewis y Pelham, 1986; Ellis ef af., 1989).

En los dltimos aiios, ha crecido el interés por las proteinas de choque
térmico, por el hallazgo de que estas proteinas son antigenos dominantes
de muchas enfermedades infecciosas y autoinmunes en la respuesta

~ inmune (Weich et al., 1989;. Alvarez y Palacios, 1989 ).
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Las proteinas de chogue térmico {HSP) constituyen una superfamilia
de proteinas, cuyo nombre deriva de su induccion especifica durante el
estudio de la respuesta celular al chogue térmico en todos los organismos.
Sin embargo, muchos de los miembros de esta familia son expresados
constitutivamente en ausencia de cualguier tipo de estrés y son esenciales
para la actividad y el crecimiento celular; ademas, muchas de estas
proteinas, incluyendo aquellas que no responden significativamente al
choque térmico, son inducidas por otras condiciones de estrés, cuyo comin
denominador es quizas la acumulacién de proteinas alteradas en su
estructura terciaria y cuaternaria o desdobladas en la célula. Su funcién en
muchos casos esta relacionada con la hidrolisis del ATP para facilitar los
procesos de ensamble y desdoble de complejos proteicos oligoméricos y
posiblemente el deterioro de la agregacion o del plegamiento incorrecto de
polipéptidos nacientes, durante la traduccibn en la membrana de
organeios, como la mitocondria y el reticulo endoplasmico en la célula
(Botero, 1992).

Las HSP imprimen un caracter de supervivencia en todos los
organismos. La respuesta al estrés provee de un sistema universal de
proteccién confra agresores ambientales, incluido el reconocimiento de
antigenos exégenos o toxinas peptidicas (Welch y Feramisco, 1984; Welch
y Mizzen, 1988).
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La termotolerancia previene de la induccion de anormalidades
morfoldgicas en los organismos vivos. Choques térmicos severos en
etapas especificas del desarrollo, inducen anormalidades denominadas
fenocopias, las cuales aparecen como consecuencia del bloqueo en el
ARN vy de la expresion normal de genes en su secuencia. Tratamientos
térmicos suaves, administrados antes del choque térmico severo previenen
la induccidén de dichas anormalidades (Lindquist y Craig, 1988; Welch y
Feramisco, 1984). El papel de las HSP, y en particular de las ubicuitinas en
la proteolisis de péptidos anormales acumulados en la respuesta al choque
térmico, hace pensar que dicha respuesia ha evolucionado como medida
para prevenir la acumulacion citoplasmética de productos transcritos
anormalmente, y con ello limitar (a sintesis de polipéptidos irrelevantes para
el metabolismo celular (Finley et al. 1984; Nover y Scharf, 1989).
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Clasificacion

Las HSP puede ser agrupadas en familias con base a su peso

molecular (Nover y Neumann, 1989).
=>Familia HSP 110-kDa (100-110 kDa)
=Familia HSP 90-kDa (80-94 kDa)

=Familia HSP 70-kDa (65-78 kDa)
HSP 70-kDa o HSX 70-kDa
HSP 70-kDao P 72
HSP 72-kDa 0 GRP 75kDao P 70
GRP 78-kDa o BiP

=Familia HSP 60 - kDa (56-61 kDa)
HSP 58.6-kDa
HSp 56 -kDao P 56

=Familia HSP 20-kDa (10-46 kDa) o sHSP
HSP-H2B
HSP 28-kDa
ORP 32- kDa
HSP 47- kDa
=Familia HSP 8.5-kDa
Ubicuitinas
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CLOROFILAS

La determinacién de concentracion de pigmentos fotosintetizadores
tanto en muestras de agua dulce como en marinas, se realiza para estimar
aproximadamente la biomasa y capacidad de fotosintesis del fitoplancton.
La relacién entre las distintas clases de pigmentos es indicativa tanto de ia
composicion taxonémica de la muestra como del estado fisiolégico de la
comunidad. '

La cuantificacién de los distintos tipos de pigmentos se basa en la
lectura, mediante un espectrofotometro, de la densidad. Optica a las
longitudes de onda en las que la absorbancia de la luz es maxima para un
determinado pigmento. Al obtener el registro en continuo de absorbancias
opticas entre dos limites de longitud de onda, en realidad se obtiene un
sumailorio de todos los pigmentos que absorben dichos limites.

Se utilizan una serie de coeficientes para transformar estas
densidades 6pticas en concentraciones pigmentarias. Las formulas mas
utilizadas son Richards and Thompons 1952; Parsons and Strickiand, 1963,
Jeffrey and Humphrey, 1975 (citados por Margalef, 1980).

Generalmente se centra [a atencion en la clorofila “a”, ya que es la
mas abundanie e importante. En los organismos de agua duice, como los
que aqui se analizan. Algunos producios de la degradacion de los
diferentes pigmentos pueden interferir en las determinaciones
espectrofotométficas, por presentar picos de absorcion muy proximos a los
de los pigmentos sin degradar (Margalef, 1980).
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CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos constituyen un importante grupo de compuestos
ampliamente distribuidos en la naturaleza., Se encuentran en todos los
seres vivos y representan un componenie fundamental del sistema
ecolbgico, ya que las plantas verdes y otros organismos fotosintéticos
utilizan la energia solar para incorporar CO, a moléculas de carbohidratos
iniciando, asi la transferencia de energia a otros niveles tréficos.

Desde el punto de vista quimico los sacaridos o carbohidratos se
definen como polihidroxialdehidos o cetonas y sus respectivos derivados.

Clasificacion
De acuerdo con su complejidad estructural y con su peso molecular,
los carbohidratos se dividen en cuatro categorias (Diaz, 1995):
1. Monosacaridos
2. Oligosacaridos
3. Glucosaminglicanos
4. Polisacaridos

Las proteinas y carbohidratos pueden considerarse como una
expresion de biomasa y juegan un papel en la evaluacion de! estado
fisiologico del fitoplancton (Parsons et al. 1961; citado por Sakshaug,
1980).

19



Objetivos

HIPOTESIS

Si las comunidades plancticas al ser sometidas a diferentes
condiciones de estrés producen proteinas especificas, entonces la
identificacion y cuantificacion de dichas proteinas permitira conocer las
condiciones para la vida que ofrecen los cuerpos de agua que las
contienen. Asi mismo, la sintesis proteica como respuesta a condiciones de
estrés adicional, indicara el grado de vulnerabilidad fisiolégica en que se
encuentran estas comunidades.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracibn y produccion de proteinas en las
comunidades plancticas de dos sistemas acudticos urbanos tanto en campo
como a diferentes condiciones de temperatura.
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Objativos

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los parametros fisicos (temperatura y fuz) y quimicos
(nutrimentos, pH y O, disuelto) de los sistemas acuaticos, en época de
Hluvias y secas.

Contar e identificar los organismos fitoplancticos presentes en los
lagos de Chapultepec y Xochimilco a lo targo del estudio.

Evaluar la presencia del componente fotosintético de las comunidades
plancticas, a través de la determinacion de clorofila a y su comportamiento,
en diferentes condiciones de temperaturas.

Determinar 1a concentracion de carbohidratos en comunidades
plancticas expuestas a diferentes condiciones de temperatura.

Determinar |la concentracion de proteinas en comunidades plancticas
expuestas a diferentes condiciones de temperatura controlada.

Determinar los pesos moleculares de las proteinas presentes.

Analizar el papel que juega la sintesis de proteinas como bioindicador
de condiciones ambientales estresantes en Chapultepec y Xochimilco.
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AREA DE ESTUDIO
CHAPULTEPEC

Localizacion:

El bosque de Chapultepec esta situado en el oeste-sureste de la
Ciudad de México y comprende un area de 6.7 km? (Andnimo, 1985),
ubicado entre los 19° 24’ y 19° 26’ de latitud norte y los 99° 11’ y 99° 13’ de
longitud oeste (figura 1} a una altura de 2,240 m.s.n.m. (Molina-Enriquez,
1979); inc?uye tres lagos: el Lago viejo, Lago Mayor y el Lago Menor.

La alimentacion de los Lagos de Chapultepec proviene de tres
fuentes, El Lago Viejo recibe agua del rio Hondo, de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Chapultepec y al igual que los ofros
lagos, pequefias descargas de aguas crudas provenientes de los locales
comerciales asentados en la periferia. Los Lagos Mayor y Menor reciben
agua de la planfa de tratamiento de aguas residuales de Chapultepec.
(Alcocer, 1988)

CLIMA:

E! clima de la region del Bosque es templado con lluvias en verano,
caracterizado como Cwi (w) b ('} (Garcia, 1981). La estacion meteorologica
de Tacubaya determiné valores medios anuales de precipitacion de 672
mm, evaporacion de 965 a 1,910 mm y una temperatura de 14.7 °C
(Villalobos et al., 1982),

Chapultepec se encuentra dentro de una area de la ciudad en donde
se manifiesta e} fendbmeno de isla de calor segin Jauregui (1990) y que
consiste en una elevacion de la temperatura del aire a nivel supefficial en
zonas centrales de nicleos urbanizados.
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XOCHIMILCO

Localizacion:

El reducto del lago de Xochimiico se encuentra localizado en la
delegacion del mismo nombre, perfeneciente al Distrito Federal, quedando
comprendido entre los 99° 09’ 41" y 99° 01’ 21” longitud ceste y los 19° 17’
35" y 19° 08’ 57" latitud norte (figura 1) a una altura de 2,274 metros sobre
al nivel del mar, actualmente este reducto se alimenta con aguas negras
provenientes de la planta de tratamientos de lztapalapa, ademas del
manantial San Gregorio y esta formado por canales primarios, secundarios,
terciarios y Zanjas, ocupando una area cuyos didmetros mayor y menor son
9,600y 3, 800 metrbs, respectivamente. La profundidad variaentre 2.5y 3
metros y el ancho de 6 a 10 metros (Flores, 1980).

CLIMA:

El clima de Xochimilco, de acuerdo a la clasificacion de Kdéppen
modificada por Garcia, (1981} se ciasifica como C (wo) (w) b (i), ¢ sea,
clima templado hiimedo. Presentandose los meses mas lluviosos de junio a
septiembre y los mas secos de febrero a marzo, con veranos frescos,
largos, con una temperatura media del mes mas caliente y mas frio de 22 y
6.5°C. respecfivamente, la temperatura media mensual presenta una
oscilacion entre 5y 7 °C, (Flores, 1980).

De acuerdo a Jauregui (1990) este cuerpo de agua esta fuera de la
isla de calor identificada en la ciudad de México y llega a presentar
diferencias de temperatura respecto al centro de la ciudad de entre 6 y 8
°C.
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MATERIAL Y METODOS

TRABAJO DE GABINETE

Se realiz6 una investigacién bibliografica, sobre lagos urbanos,
proteinas de estres, clorofila "a", carbohidratos y plancton. Se consultaron
técnicas y métodos adecuados para la determinacion de los parametros
fisicos y quimicos del agua. Finalmente se analizaron los datos y se realizé
la discusion de los resultados.

TRABAJO DE CAMPO.

Para elegir las estaciones de muestreo, se realizé una salida piloto
tomando en cuenta la morfologia de cada uno de los Lagos y la
representatividad de los sitios. Se establecieron 4 estaciones en el Lago de
Chapultepec (figura 2) y 7 estaciones en el Lago de Xochimilco (figura 3).
Posteriormente se llevaron a cabo 8 campafas de muestreo vy
experimentacion en cada uno de los lagos, durante las siguientes fechas, en
el mes de junio de 1997 en el Lago de Chapultepec y en el mes de julio de
1997 en el Lago de Xochimilco (época lluvias), y en el mes de marzo de
1998 en ambos lagos (época seca).

En cada estacion se realizarcn 1as mediciones de variables fisicas:

profundidad y temperatura en la superficie y quimicas: pH en la superficie y
el oxigeno se determind a diferentes profundidades, en el lago de
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Chapultepec fue en la superficie y a 0.5 m, y en el lago de Xochimilco en la
superficie, 0.5y 1.0 m

Se tomaron las muestras biolégicas experimentales a 50 c¢cm de
profundidad para el caso de Chapultepec y a 70 cm para Xochimilco, con
botella Van Door de 3 litros de capacidad. Se fijaron 250 ml de muestra con
solucion acetato de lugol, esta solucion preserva la muestra, permite la
sedimentacion y tifie las estructuras del fitoplancton, facilitando la
identificacion y el conteo (al microscopio invertido), segin lo indica el
método de Utermdhl 1958 (Schwoerbel, 1975). Temperatura y oxigeno
disuelto, se determinaron por medio de oximetro de campo (YSI Modelo
58), pH con un potencidmetro (pHmMVOR meter 5938-00), luz con un
cuantémetro (LICOR 192SA Y 1938A) a io largo de la columna de agua;
ademas se midi6é la profundidad con una cuerda previamenie marcada.
Posteriormente las muestras se transportaron en botellas de plastico al
laboratorio para su posterior andlisis y tratamiento experimental.

26



Fig 2. Estaciones de muestreo en el Lago de Chapultepec.
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TRABAJO DE LABORATORIO

Las muestras obtenidas de cada estacidn se homogeneizaron
perfectamente y se subdividieron para el analisis de proteinas, clorofila "a",
carbohidratos y analisis de nutrimentos. (nitratos, nitritos, amonio y
fosfatos).

Conteo e identificacion de los organismos

De la muestra fijlada en campo con lugol se hizo la determinacion
taxondmica y abundancia de los organismos, mediante un microscopio
invertido Olympus (modelo CK) por medio de conteo celular, utilizando el
método de Utermdhi; asi como en un Microscopio Compuesto Karl Zeiss
(modelo M1); en el cual se usaron los objetivos 40X y 100X, para observar
preparaciones frescas y permanentes (Schwoerbel, 1975). La identificacion
fue por medio de claves de Needham y Needham, (1972).

Analisis de nutrimentos

De cada una de las muestras de campo se filtraron 250 ml en papel
Whatman del nimero 42 para su andlisis de nitratos por el método de acido
fenoldisulfonico, nitritos por el método de acido sulfanilico, ortofosfatos por
el método de fosfomolibdato y amonio por el método de fenato; las
muestras se trataron por triplicado (Wetzel y Likens, 1991).
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DISENO EXPERIMENTAL

Para observar el efecto de condiciones estresantes en la
concentracion de clorofila "a", carbohidratos y proteinas de organismos
plancticos, (fitoplancton) se establecié un disefio experimental para todas
las muestras de cada periodo de muestreo y en cada uno de los lagos.

Las muestras homogeneizadas de cada lago, en época de lluvias y
época de secas se dividieron en siete submuestras de 1.5 litro,
colocandolas en bafios térmicos (marca HAAKED D8) a las temperaturas y
tiempos de exposicién que se describen en la tabla 1.

Tabla 1: Disefio experimental

TRATAMIENTOS
Submuestra] Tem. |10°C/2h| 30°C/2h [40°C/2h | 10°C/4h | 30°C/ah | 40°C/ah
amb,

~[ | | =] W] D] =
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ANALISIS DE CLOROFILA "a"

Después de ser sometidas al tratamiento se filtraron 10 ml de cada
muestra a través de papel filtro de fibra de vidrio Whatman GF/F (con una
abertura de poro de 0.7 pm y 45mm de diametro), para su andlisis por el
meétodo de extraccion con acetona al 90%; se leyeron en un
espectrofotometro Perkin Elmer modelo 552A, ufilizando la férmula de
Strickland y Parson (1977). .

Anédlisis de carbohidratos

Las muestras tanto las experimentales como las de campo
posteriormente de ser sometidas al tratamiento se filtraron (500 ml) a
través de papel filtro de fibra de vidrio tipo Whatman GF/C, (con abertura
de poro de 1.2 ym y 45 mm de didmetro), el plancton retenido en el filtro,
se colocd en tubos Eppendorf; se realizd una liofilizacion con la finalidad de
eliminar el agua contenida en las muestras, ademas de que con este
pracedimiento se inicia el rompimiento de células.

La pastilla resultante se congeld en nitrégeno liquido y se macer6 en
un mortero de porcelana, para continuar con el rompimiento de células, la
proteina se extrae con 1 ml de regulador TRIS-HCI pH 8.5 (Pater ef al.
1996). El extracto se centrifuga a 15000 rpm por 10 minutos a 4°C, con el
sobrenadanie se determinan carbohidratos totates (Dubois et al. 1956), ver
anexo ll. Cada una de las muestras se tratd por ftriplicado.
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Anilisis de proteinas

Las muesiras sometidas al tratamiento y el control, fueron filiradas
(500 mi) a fravés de papel filtro de fibra de vidrio tipo Whatman GF/C, (con
abertura de poro de 1.2 um y 45 mm de diametro), el plancton retenido en
el filtro, se colocd en tubos Eppendorf (Lechuga ef al 1989 a y b); se realizo
una liofilizacion con la finalidad de eliminar el agua contenida en las
muestras, ademas de que con este procedimiento se inicia el rompimiento
de células.

La pastilla se congeld en nitrogeno liquido y macerd en un mortero de
porcelana, para continuar con el rompimiento de células, la proteina se
extrae con regulador TRIS-HCI pH 8.5 (1 ml) (Pater ef al. 1996). El extracto
se centrifuga a 1 5000 rom por 10 minutos a 4°C. Con el sobrenadante se
determina la concentracion de proteina por el método de Lowry modificado
(Paterson, 1977), ver anexo |. Cada una de las muestras se traté por
friplicado.

Determinacién del peso molecular

Posteriormente se realizar6é electroforesis en gel de policrilamida al
10% (SDS-PAGE), se extrajeron las proteinas totales de las células de
plancton recolectadas en el lago de Chapuliepec y Xochimilco expuestas a
diferentes temperaturas (Tabla 1). Utilizando marcadores de peso molecular
estandar (miosina, 200 KDa, galactosida, 116 KDa, fosforiladsa b, 97 KDa,
BSA, 66 KDa, ovoalbimina , 45 KDa, anhidra carbonica, 31 KDa, inhibidor
de tripsina, 21 KDa, lizosima, 14 KDa, apotrinina, 6.5 KDa). Ver anexo ll.

Finalmente, a los resultados experimentales se les aplico una prueba
de significancia estadistica (ANOVA); utilizando el paquete estadistico
STATA, ver apendice.
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N

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisicos y quimicos del lago de Chapultepec

El lago de Chapultepec recibe agua proveniente de la planta de
tratamiento construida en 1956, la problematica de eutroficacion de! agua
del lago se agudiz6 con la introduccion de esta descarga, debido a que si
bien se redujeron los aportes de materia organica se incrementaron
ostensiblemente los de nitrégeno y fasforo (Villalobos, et a/, 1982).

El lago de Chapultepec es un cuerpo de agua somero, durante el
periodo de estudio se registré una profundidad maxima de un metro en su
efluente (estacion 4) y una minima de 0.60 m (estacién 3). Cabe mencionar
que la profundidad del lago esta regulada artificialmente (tanto en época de
lluvias como en secas) a través del control de entradas y salidas de agua.

El lago presenta aguas templadas con temperaturas en junio
ligeramente menores (18.9°C) con respecto a marzo (19.3 °C).Dicha
diferencia no fue estadisticamente diferente entre una fecha y ofra (p=
0.0554 y f= 3.97), ver apéndice. El horario de muesfreo fue de 9.00 a.m. a
12 p.m. aproximadamente.

Para el lago de Chapultepec en época de lluvia el valor promedio de
pH, en todas las estaciones fue de 9.2 estadisticamente diferente (p=
0.0000 y f= 93.17) con respecto a la época de secas 9.7. En general el pH
tuvo un caracter basico, rebasando ligeramente los limites permisibles
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segin Thurston et al. (1979) el cual menciocna que para la vida
dulceacuicola el pH debe estar entre 6.5 y 9.0. Ademas, su aumento o
disminucion propicia la liberacion ¢ precipitacion de ciertos elementos
alterando su biodisponibilidad.

El proceso de fotosintesis aunado a la aireacion mecanica que
produce las barcas de remos, permitio que las capas superficiales del lago
de Chapultepec presentaran elevadas concentraciones de oxigeno disuelto
que van de 11.2 a 17.0 mgfl (con un porcentaje de saturaciéon de 120% y
183% respectivamente), presentandose éste mismo comportamiento en
todas las estaciones, lo gue confirma lo mencionado por Gaider y Osborne
(1992) que en agua eutroficas el rango de porcentaje de saturacion va de
10 a 200% como consecuencia de una alta biomasa y alta actividad
biolégica, a mayor profundidad la concentracion de oxigeno disminuye
notablemente. Esto se debe a que la descomposicién de la materia
organica ocwrre en capas profundas de manera constante, ademas
posiblemente se deba también al gran aporte de terrigenos, (Margalef,
1976).

El limite minimo ecolégicamente depende del medio y segin
Thurston et al. (1979) en éguas duices debe estar entra 3.5 y 5.0 mg O, A
La sobresaturacion observada en este estudio ocurre también en cuerpos
de agua naturales (Geider y Osborne, 1992).
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La penetracion de luz a 0.5 metros de profundidad, fue de 7.8% para
la época de lluvias y 2.5% en época de secas en promedio, esto indica que
contiene una gran cantidad de materia organica y sélidos suspendidos
ademas a la poca profundidad del lago (Tabla 2).

TABLA 2 PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS DEL LAGO DE CHAPULTEPEG
EPGCA | ESTACION | PROF. ¢m) | T° DEL AGUA i pH | O (mgh | O; {mg} | PENETRACION
¢Ch AMBIENTE Superficie ADSm |DELUZA
~ ec) 0.5m (%)
LLOVIAS 1 0.70 192 20.0 9.2 16.4 423 |66
2 0.70 18.7 20.0 a1 138 373 (83
3 0.60 186 204 9.1 16.0 533 |50
4 100 102 205 93 17.0 432 |12
SECAS
1 0.80 19.3 266 9.8 13.2 27 |19
2 087 186 254 96 112 25 |12
3 0.75 19.5 26.0 9.7 1.3 18 [09
4 1.00 197 2538 9.7 14.5 33 6.0

Parametros fisicos y quimicos del lago de Xochimilco

El tago de Xochimilco es un cuerpo acuatico que ha venido sufriendo
la introduccion de contaminantes. Los productos de actividades
domeésticas, agricolas y turisticas han ido enriqueciendo paulatinamente las

concentraciones de nutrimentos en el ecosistema acuatico.

La tabla 3 contiene los resultados de la caracterizacion fisica y
quimica promedio de los parametros evaluados en el lago de Xochimilco.
La profundidad mayor se presentd en la estacion 7 (2.2 m en época de
Huvias y 1.95 en secas) y la profundidad menor en la estacion 6 (1.4 m en
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lluvias y 1.35 m en secas). Al igual que el lago de Chapuitepec, Xochimilco
presenta aguas templadas con temperatura promedio en época de lluvias
de 18.8°C sin diferencia estadistica (p=0.0086 y f=7.43) con respecto a la
época de secas de 18.0 °C. Presentandose una temperatura ambiente en
época de lluvias 21.1 °C y en secas 20.9 °C. El horario de muestreo fue de
9:00 a.m. a 14:00 p.m.

El pH del lago de Xochimilco va de 7.7 a 9.2 lo cual indica un
problema, ya que se ha observado que a pH variado se van disolviendo los
materiales sélidos hasta cierto punto, sin embargo a medida que el pH se
eleva de manera gradual la descomposicion se retarda. El oxigeno disuelto
presenta concentraciones altas que fluctuan entre 12.2 a 18.6 mg/l (con un
- porcentaje de saturacion de 131 a 200% respectivamente) para todas las
estaciones -en la superficie del lago; y disminuye conforme aumenta la
profundidad presentandose valores de 1.1 a 8 mg/l a un metro de
profundidad. Los niveles de oxigeno disuelto en aguas dulces dependen de
la aclividad fisicoquimica y bioquimica del sistema, que de acuerdo a las
caracteristicas del cuerpo acuatico eran los valores que se esperaban.

La penetracion de luz es muy poca, fluctia entre 16.4 + 2.4% en
época de lluvias estadisticamente diferente {(p= 0.0001 y f= 18.63) con
respecto a la época de secas 12.5 + 3.1%, esto debido a la gran cantidad
de materia organica y a la gran cantidad de sélidos suspendidos, que se
observaron durante los muestreos.
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TABLA 3. PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS DEL LAGO DE XOCHIMILCO

EPOCA [ESTACION | PROF{m)] T°OEL T AMBIEN- pH G, (mgM | O,ADSm ]| O,A1 F@NETRA-
AGUACC) |  TEpPO) superficie |  (mgh | m(mghy| CIONDE
LUZAQSm
(%)
LLUVIA 1 15 185 210 84 | 169 9.0 17 16.5
5
2 17 20.0 210 8.1 152 45 14 185
3 18 19.5 20.8 82 | 130 6.3 12 119
4 16 185 220 82 [ 122 8.0 58 169
5 15 190 210 77 69 50 24 15.0
I3 14 175 21.0 80 | 142 74 11 17.0
"7 2.2 17.5 21.0 8.6 188 10.2 7.4 18.7
SECAS
1 1.30 170 9.7 92 | 148 9.43 18 7.8
) 180 | 175 710 | 87 | 160 | 630 | 20
3 1.50 18.0 213 84 1741 7.60 17 14.2
r 1.70 180 215 89 | 162 1060 | 8.0
5 1.40 19.0 220 89 | 156 1020 | 53 143
6 1.35 18.0 210 86 132 1140 | 7.7
7| 185 | 100 200 | 88 | 146 | 880 | 38 | 136

Concentracion de nutrimentos en el lago de Chapultepec

La grafica 1, muestra los resultados de nutrimentos (Nitratos, nitritos y

amonio), en época de lluvias para el lago de Chapultepec se presentan los’
intervalos de concentracion de 0.1930 a 0.2227 mg/l (42%), para nitratos,
0.008 mg/ (1.7%), en nitritos, 0.2320 a 0.2697 mgfl (56%) de amonio; de
acuerdo con Margalef (1980) estas concentraciones presentan una

proporcion de un gradiente vertical en relacion con la distribucion de los

valores del potencial del redox, por ejemplo en el epilimnién de los lagos se

. A o o lem e b
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tiene alrededor de 89% de nitratos, 2% de nitritos y 9% de amonio,
mientras que en las aguas profundas y andxicas del mismo lago los
respectivos por cientos podrian ser de 20%, 1% y 79%.

En aguas fuertemente alcalinas y pobres en calcio como es el caso
del lago de Chapultepec, generalmente presenian poca profundidad por 1o
que sus gradientes verticales son muy acusados y retienen en solucion
cantidades elevadas de fosfatos (0.3501 a 0.387 mgf). |

a8 GRAFICA 1. CONCENTRACON DE NUTRIMENTOS EN EL AGUA DEL LAGO DE )
CHAPULTEPEC (EPOCA DE LLUVIAS)
| ESTACION 1
BESTACIONZ
O ESTACION 3
R ESTACION 4
s
E
£
:
g
e _J

En época de secas se observaron los siguientes intervalos de
concentracion en los nitratos (0.1413 a 0.1958 mg/l) y nitritos (0.0063 a
0.123 mgfl) teniendo un ligero aumento en la concentracién de amonio
(0.3623 a 0.3962 mafl) con respecto a la época Wuvias, con diferencia
estadistica (p= 0.0000 y f= 486.06) hubo una disminucion en la
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concentracion de fosforo (0.3310 a 0.3420 mgfl), grafica 2. Debido a las
descargas de agua por fa planta de tratamiento v vertidos de aguas sin
tratar de los comercios aledarios.

( GRAFICA 2. CONCENTRACION DE NUTRIMENTOS EN EL AGUA DEL LAGO DE
CHAPULTEPEC {EPOCA DE SECAS)
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Concentraci6n de nutrimentos en el lago de Xochimilco

En la grafica 3 se observa la conceniracion de los nutrimentos en el
lago de Xochimilco para la época de lluvias. La concentracion mas aita de
nitratos se presento en la estacion 5 (0.3993 mg/l) y amonio en la estacién
1 con 0.3960 mg/l, mientras que los nitritos presentaron el valor mas altos
(0.0096 mgf), en la estacion 5. Con respectd a la concentracién de fosforo
esta fue mayor en la estacion 3 (0.7463 mg/!), esto posiblemente se deba a
las descargas de detergentes, fertilizantes, y desechos de animales.
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En relacion a la época de secas (Grafica 4) la concentracion de
nitratos es mas alta en la estacién 3 (0.3422 mg/l), y amonio en la estacién
5 (0.3736 mgfi), el amonio que es superior a 0.02 mg/, puede ser txico,
(Margalef, 1983) pero no hay criterios propuestos en el libro rojo para la
vida acuatica, (Thurston et al. 1979), mientras que fos nitritos presentaron
su valor més alto en la estacion 7 (0.0950 mgfl). Los fosfatos nuevamente
superaron a los demas nutrimentos, sin embargo este parametro fue mas
alto en la estacion 3 (0.8839 mgfl) siendo esto lo que se esperaba al
obtener pH alcalino y un lago con poca profundidad, ademas del gran
aporte de detergentes y fertilizantes fosfotados en ¢l lugar, ya que se trata
de una zona urbana y agropecuaria.

Al realizar las pruebas estadistica se observa que en el lago de
Chapultepec, existe diferencia significativa (p= 0.0011 y f= 13.99) en los
nitratos, de la época de lluvias a la época de secas, sin embargo en el lago
de Xochimilco no hay diferencia (p= 0.8757 y f= 0.03) en este parametro de
una época y otra. Con respecto a los nitritos en el lago de Chapultepec no
hubo diferencia significativa ((p= 0.8341 y f= 0.04), para el lago de
Xochimilco ocurrié lo contrario, si existié diferencia (p= 0.0201 y f= 6.28), al
comparar una época y otra. En el caso del amonio en ambos lagos existid
diferencia significativa (p= 0.0000 y f= 486.06) en fago de Chapultepec y
(p=0.0211 y {= 6.17)en el lago de Xochimilco. Finalmente la concentracion
de fosforo presenta diferencia estadistica e el lago de Chapultepec(p=
0.0000 y f= 48.53), pero en el lago de Xochimilco no hubo diferencia
significativa (p= 0.0704 y f= 3.62)
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XOCHIMILCO (EPOCA DE LLUVIA)

CONCENTRACKM (mghmi)

GRAFICA 3. CONCENTRACION DE NUTRIMENTOS EN EL AGUA DEL LAGO DE
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( GRAFICA 4. CONCENTRACION DE NUTRIMENTOS EN EL AGUA DEL LAGO DE ﬁ
XOCHIMILCO (EPOCA DE SEGAS)
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Organismos fitopiancticos en el lago de Chapultepec

La grafica 5 muestra la abundancia fitoplanctica observados durante
ambas épocas de muestreo.

Como resultado de la riqueza en nutrimentos, se genera una alta
produccion filoplanctica segln Hutchinson (1975), En ambas épocas
predomind la divisibn Cianofita. En la época de lluvias se encontraban
119729 ub/ml, {unidades biolbgicas) mientras que en la época de secas se
encontraron 54227 ub/ml, siendo diferentes estadisticamente (p= 0.0000),
del género Microcystis, se observo una disminucion en la época de secas
con respecto a la de lluvias.

En segundo lugar estuvo la division Clorofita con 34055 ub/mi para la
época de liuvias y 50298 ub/ml para la de secas, con diferencia significativa
(p=0.0000) predominado Scenedesmus. El género Scenedesmus es
caracteristico de cuerpos de agua contaminados con desechos organicos
(Reynoso-Alvarez, 1982) y el estudio realizado es este cuerpo de agua lo
confirma.
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Por ultime el grupo de las Diatomeas tuvo 3912 ub/mi en Ia época de
tuvias siendo estadisticamenie diferente (p= 0.0000) con respecto a la
epoca de secas (20249 ub/mi), registrando los géneros dominantes, el de
Navicula y Synedra. Al sumar el total de organismos de cada una de las
divisiones se obtuvo 1567696 ub/ml para la época de llljvias y 130773 ub/mi
en época de secas. Aun cuando el nimero de organismos en época de
Huvias es estadisticamente diferente (p= 0.0000) y con un valor mayor, esta
cantidad puede variar inclinandose por época de lluvias ¢ secas debido a la
alimentacion con aguas residuales de la planta de tratamiento (Villalobos
1982).

Ve ™
GRAFICA 5. NOMERO DE ORGANISMOS FITOPLANCTICOS EN EL AGUA DEL
LAGO DE CHAPULTEPEC
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Organismos fitoplancticos en el lago de Xochimilco

En la gréfica 6 podémos observar el nimero de organismos
fitoplancticos presentes en el lago de Xochimilco, para ambas épocas del
ano.

La division predominante fue Cianofita (83231 ub/mi), en época de
Huvias, con los géneros Oscillatoria y Microcystis; mientras que en la época
de secas domind la division Clorofita (38580 ub/ml) con mayor nlmero de
unidades bioldgicas del género Chorella, y en segundo lugar Crucigenia
(22352 ub/ml) y Kirchneriglla, y Cianofita (26038 ub/ml) Oscilaforia y
Microcystis. La importante presencia de Cianofita refleja una tendencia a la
eutroficacion.

Se encontraron Diatomeas con 5128 ub/ml, en la época de lluvias
con una predominio de los géneros Cyclotella y Navicula, sin diferencia
estadistica (p= 0.0601) con respecto a la época de secas con 6903 ub/ml
donde sobresale él género Navicula,

Ademas se encontré Euglena en fa época de lluvias con 512 ub/ml. El
total de organismos fue de 106601 ub/mi para la época de lluvias con
diferencia estadistica (0.7890) con respecio la época de secas 71521

ub/mil.
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GRAFICA 6. NUMERO DE ORGANISMOS FITGPLANCTICOS EN EL AGUA DEL
LAGO DE XOCHIMILCO

Clorofila "a” en el lago de Chapuiltepec

Para estimar la biomasa y capacidad fotosintética la determinacion de
pigmentos fotosintetizadores en agua dulce y marina es una herramienta
muy importante (Margalef, 1980).

La maxima concentracién de clorofila "a” en el lago de Chapultepec
durante la época de lluvias fue de 706.5 + 57 mg/m?® presentado diferencia
estadistica (p= 0.0000 y f= 8.27) con respecto a la época de secas de 515
+ 83 mg/m?® (gréficas 7 y 8), esto no superd €l valor registrado por Uhiman
(1975) para el lago de Chapultepec que es mas de 2000 mg/m®, y a lo
reportado por Alcocer 1986, (850mg/m?®).
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De acuerdo a Margalef (1983) las concentraciones mayores de 400
mg/m? se presentan cuando existe un florecimiento algal, especialmente de
Cianofitas, lo cual se corrobora, con la cantidad presentes en el lago de
Chaputepec.

GRAFICA 7. CONCENTRACION DE CLOROFILA "a” EN LAS MUESTRAS DE
FITOPLANCTON DE CHAPULTEPEC EXPUESTAS A DIFERENTES
TEMPERATURAS POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE LLUVIAS)

GONCENTRACION (mgim3)

w

En los experimentos realizados en este trabajo de exposicién de las
muestras de plancton a diferentes temperaturas, se determind también la
congcentracion de clorofila "a" en todas las muestras. Solo se presento una
variacion significativa a los 40 °C y 4 horas de exposicion con una
concentracion de 407 + 45 mg/m® en época de lluvias disminuyendo un
43% y por ende presentandose diferencia significativa (p= 0.000) con
respecto al control (706.5 + 57 mg/m?®). En la época de secas, se presento
el mismo comportamiento, es decir en el control la concentracion fue de
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515 + 83 mg/m® y 260 * 48 mg/m® a 40°C por 4 horas con diferencia
estadistica (p= 0.000) entre ellos, teniendo una disminucion del 50%. Esto
hace suponer que la temperatura de 40°C y 4 horas provoca un cambio
fisiolégico en los organismos presentes.

GRAFICA 8. CONCENTRACION DE CLOROFILA "a" EN LAS MUESTRAS DE
FITORLANCTON DE CHAPULTEPEC EXPUESTAS A DIFERENTES
TEMPERATURAS POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE SECAS)

40 °C/ah
30 *Clah
10°C/4h

40°02h
TRATAMINTO

CONCENTRACION {mgim3)
538582882

ESTACHON

Clorofila "a" en el lago de Xochimilco

En las graficas 9 y 10 se muestran los resultados de las
concentraciones de clarofila "a" del lago de Xochimilco, en época de Huvias
y de secas, podemos notar que la concentracién mas alta fue de 634.96
mg/m® a temperatura ambiente en época de lluvias y él mas bajo 436. 03
mg/m® a 40 °C / 2 h, por lo que este resultado nos permite realizar la
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comparacion estadistica no solo una época y ofra sino entre un tratamiento
y con condiciones naturales (lemperatura ambiente) y un ambiente alterado
(40 °C/2 h), vy asi establecer cuales son las posibles condiciones que
afectan la fisiologia de las poblaciones al aumentar o disminuir su
concentracion de clorofila "a”, como en este caso. En la época de secas
nuevamente la concentracion de clorofila "a" a temperatura ambiente se
registrd el valor superior (560.31 mg/m®), con diferencia estadistica (p=
0.000) con respecto al valor inferior 431.0 mg/m®a 10°C por 4 horas,
observandose que no existe diferencia estadistica entre ambas épocas (p=
0.3459 y f= 0.89); esto hace suponer que en la época de lluvias e
tratamiento de 40 °C/2h provoco una disminucion, al igual que en la época
de secas, la temperatura de 10°C durante 4 horas, este comportamiento
sefiala, que para ambas épocas la variacion de temperatura con respecto
al control es desfavorable para los organismos.

Se considera que en estos dos lagos el fiorecimiento algal es
moderadamente alto de acuerdo al criterio de Margalef (1983), al pfesentar
concentraciones superiores a 400 mg/m® de clorofila "a”. Tanto la presencia
del gran nimero de organismos fitopléncticos como [as concentraciones de
clorofila "a” confirman esta apreciacion.
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GRAFICA 9. CONCENTRACION DE CLOROFILA "a" EN LAS MUESTRAS DE h
FITOPLANCTON DE XOCHIMILCO EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE LLUVIAS)
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Concentracién de carbohidratos en el lago de Chapuitepec

Para el lago de Chapultepec podemos observar que la concentracion
de carbohidratos en la época de lluvias {grafica 11), presenta el valor mas
alto a 40°C/4h (846 * 30 pg/mi), con respecto al control (700 pg/mi),
existiendo diferencia estadistica significativa (p= 0.001) aun cuando en los
demdas tratamientos hay variacion, la diferencia no es estadisticamente
significativa.

\
f . GRAFICA 11. CONCENTRACION DE CARBEOHIDRATOS EN LAS MUESTRAS DE
PLANCYON DE CHAPULTEPEC EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
POR 2 ¥ 4 HORAS (EPGCA DE LLUVIAS)

_5 40°C4h
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= 10°Ci4h

E 40°Gi2h

% 30 °¢y2h TRATAMIENTO

S 16°C/2h

CONTRCL
2 3 2

L ESTACION J

En la grafica 12 se muestran los resultados de la concentracion de
carbohidratos para la época de secas en lago de Chapuitepec. Los
tratamientos que presenta diferencia estadistica, es el control (776 +
Tug/ml) con respecto al tratamiento de 40°C por 2 horas (779 * 0.2 pgfmi)
cuya diferencia es de p= 0.004, asi también el control presenta diferencia
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ey

estadistica (p= 0.020) con respecto al tratamiento de 40°C por 4 horas (762
+ 18 pg/ml), en el caso de los demas tratamientos se presenta diferencia
estadistica entre el tratamiento de 40°C/2h con respecto a los tratamientos
de 10°C/2h y 30°C/2h (p= 0.001 y p= 0.050 respectivamente), igualmente
esta diferencia se presenta entre 40°C/4h y 10°C/2h (p= 0.005), esto nos
permite decir que la temperatura de 40°C en ambos tiempos de exposicion
alteran el metabolismo de los organismo.

GRAFICA 12. CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS EN LAS MUESTRAS DE
PLANCTON DE CHAPULTEPEC EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE SECAS)
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Concentracion de carbohidratos en el lago de Xochimilco

La conceniracion de carbohidratos en el lago de Xochimilco (grafica
13), en la época de lluvia, presenta los valores superiores a 10°C/2h (17%)
y a 30°Cf2h (11%) con relacion al control (392 + 132), no existiendo
diferencia estadistica entre ellos (p =0.2245 y = 1.39). Con reSpecto alos
demas tratamientos la diferencia fue minima (de 5 a 0.5%), por otro lado
hubo una disminucion a 40°C/4h (386 + 159) con una diferencia del 2% en
comparacién al control, pero sin diferencia estadistica.

En la época de secas la concentracion de carbohidratos en el lago de
Xochimilco, presento el valor méas bajo a 40°C/2h (673 + 233), teniéndose
una diferencia del 6% con respecto al control (713 + 77), sin diferencia
estadistica (p= 1.000). Sin embargo la diferencia se presenta entre el
tratamiento de 40°C/4h y los tratamientos de 30°C y 40°C durante 2 horas
(p= 0.0032 y 0.006 respectivamente). Pero se presenté un aumento en el
tratamiento de 10°C/4h (729 * 249) con una diferencia del 2% con respecto
al contral (grafica 14).

La concentracion de carbohidratos pude variar al ser sometidos a

diferentes condiciones de estrés ya que se ve limitado su metabolismo
(White, 1983).
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~
GRAFICA 13, CONCENTRAGION DE CARBOHIDRATOS EN LAS MUESTRAS DE
PLANCTON DE XOCHIMILCO EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS POR
2 Y4 HORAS (EPOCA DE LLUVIAS)
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GRAFICA 14. couczmmdéu DE CARBOHIDRATOS EN LAS MUESTRAS DE )
PLANCTON DE XOCHIMILCO EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE SECAS)
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Concentracion de proteinas en el lago de Chapuitepec

El objetivo principal de éste estudio fue determinar la produccion de
proteinas en las comunidades de dos sistemas acuéaticos urbanos tanto en
campo como a diferentes condiciones de temperatura.

Sin embargo este pardmetro no es independiente de los demas, ya
que existé una relacién muy importante, por ejemplo con los carbohidratos,
que con el mismo extracto de proteina cruda se pueden determinar y segin
Hutchinson (1975) al incrementarse los carbohidratos existen un
decremento en la proteina cruda.

Por ofro lado el conteo de organismos es muy importante, ya que nos
permite establecer el nimero y tipo de especies lo cual se refleja en la
concentracion de proteinas, que puede variar de una especie a otra
(Lindquist y Craig, 1988).

La concentracidn de proteinas en el lago de Chapultepec para la
época de lluvias se observa en la grafica 15, presentandose el valor mas
alto (746 + 109 pg/mi) en el tratamiento de 40 °C por cuatro horas y é! mas
bajo (152 + 39 pg/ml) en el control, existiendo una diferencia estadistica
entre estos de p= 0.000. Se observa un aumento en la concentracion de
proteinas al aumentar la temperatura y el tiempo de exposicion, como se
observa en los tratamientos de 10, 30 y 40°C por periodos de 2 y 4 horas,
existiendo una diferencia estadistica entre tratamientos con una p= 0.0000
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y una f= 58.58, (ver apéndice). La funcion principal de este aumento,
{concentracion de proteinas) es proteger a las células de diferentes
condiciones térmicas trayendo consigo una posible disminucion en la
fotosintesis (Lindquist y Craig, 1988), lo cual puede relacionarse con la
disminucién observada que se presento al determinar la concentracion de
clorofila "a"”.

( " GRAFICA 15. CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS MUESTRAS DE
PLANCTON DE CHAPULTEPEC EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
POR 2 Y 4 HORAS (EPOCA DE LIUVIAS)
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CONCENTRACION (pgimi)

En la época de secas, grafica 16; el comportamiento fue simitar a de
Huvias; a 40 °C por cuatro horas, se observd una concentraciéon de 686 +
169 pg/mi y el control {temperatura ambiente) 152 + 20 ug/ml, existiendo
una diferencia estadistica {(p= 0.000) entre ambos. Ademas de que los
demas tratamientos existio una diferencia estadistica con una p= 0.0000 y
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una f= 32.68, ya que se observé un aumento en la concentracion de los
tratamientos en comparacion con el control.

En ambas épocas y en todas las estaciones la variacién de los
parametros fisicos y quimicos, asi como la concentracion de clorofila "a" y
carbohidratos fueron similares por lo que la variedad de estresores se
reduce a que la temperatura es una de las principales condiciones, asi
como el tiempo de exposicion a femperaturas altas y bajas, es decir
diferentes. al control (la temperatura ambiente del cuerpo de agua), que
afecta a la concentracion de proteinas. Otro aspecto importante que puede
afirmar lo anterior es que la variedad de especies entre una estacion y otra
no es muy marcada.

f’_
GRAFICA 16, CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS MUESTRAS DE )
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Resultados y Discusion

Concentracion de proteinas en el lago de Xochimiico

Para el lago de Xochimilco en la época de lluvia (grafica 17), existio
una respuesta similar al lago de Chapultepec ya que a 40 °C por cuatro
horas la concentracion fue de 879 + 96 ng/ml la mas alta con una diferencia
significativa (p= 0.000) con respecto al control 397 + 105 pgiml, la cual fue
la concentracion méas baja, existiendo diferencia estadistica enfre un
tratamiento y otro con una p= 0.000 y una i= 49.30.

r GRAFICA 17. CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS MUESTRAS DE h
PLANCTON DE XOCHIMILCO EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS POR
2Y 4 HORAS {EPOCA DE LLUVIAS)
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Resultados y Discusion

La bibliografia indica que el tipo de proteina sintetizada depende del
estresor, que en este caso fue la temperatura. La concentracion depende
del nivel de estrés, por lo que al estar mayor tiempo en condiciones
estresantes la concenfracion aumenta {Bradiey, 1990) siendo éste el
comportamiento que se observd en todos los tratamientos.

En la época de secas (grafica 18) en las muestras del lago de
Xochimilco se presehta un comportamiento similar al de la época anterior a
40 °C /4h (1156 + 148 ug/ml) por cuatro horas, esta fue la concentracion
superior con diferencia estadistica (p= 0.000) en comparacién al control
(288 + 10 pg/ml). Lindquist y Craig (1988) mencionan que muchas
moléculas proteicas sdlo retisnen su actividad bioldgica dentro de una
fluctuacion muy limitada de temperatura y tiempo, por lo que es dificil
determinar dentro de lo establecido esta; sin embargo al aumentar esta
condicion aumenta la concentracion de proteina.

GRAFICA 18. CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LAS MUESTRAS DE w
PLANCTON DE XOCHIMILCO EXPUESTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS POR
2 Y 4 HORAS (EPOCA DE SECAS)
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CHAPULTEPEC

La determinacion de los pesos moleculares indica la presencia (tanto
en el control como en las muestras tratadas) de proteina caracterizadas
como de estrés térmico, y a su produccion puede deberse los grandes
aumentos de concentracién'proteica registrada (Nover y Neumann, 1989),
como lo reportado en este trabajo.

Para los organismos del lago de Chapultepec (figura 4) las proteinas
presentaron diferentes pesos moleculares, el mas representativo fue 83
Kilodaltones (KDa), o que hace suponer que tal vez sea una proteina
astructural de los organismos de este lago especificamente de
. Scenedesmus siendo estos organismos los predominantes 6 bien que esta
proteina esté presente debido a que los organismos estan sometidos en su
propio ambiente a diferentes condiciones de estrés,

Asi también en esta figura podemos notar la respuesta a
temperaturas bajas y diferentes tiempo como fue a 10°C/2h. en el carril 3 1a
banda se torna mas marcada que a temperatura ambiente (carril 2), sin
embargo a esa misma temperatura a un tiempo de exposicion de 4 horas la
banda se presenta mas tenue que a dos horas, lo que hace suponer que, 0
bien los organismos se adaptaron a esta temperatura o murieron y por
ende la sintesis de estas proteinas se vio abatida, este comportamiento
corrobora lo observado al determinar la concentracion de las proteinas.
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Resultados y Discusion

(grafica 15 y 16). Daniels et al. (1984) mencionan que todos los organismos
producen proteinas de chogue térmico que va de 70 a 110 KDa. como
mecanismo de termotolerancia.

Ademas de la proteina de 83 KDa. se presenta una de 36 KDa. que
se observa en los carriles 3 y 6 la cual no esta presente en el carril 2,
correspondiente al control, lo cual indica que se formé debido a los
tratamientos aplicados.

Respuesta a la exposicion a altas temperaturas, se presenta la
proteina de 83 KDa., en todos los carriles, observandose a mayor tiempo
de exposicion de los organismos plancticos, bandas con una mayor
concentracion de proteinas. Esto confirma la induccion a ta formacion de
proteinas que producen condiciones ambientales estresantes ante Ia
temperatura.

Ademas existe una proteina de 11.8 KDa, que se presenta en todos
los carriles esto hace suponer que es una profeina que producen los
organismos tanto, a condiciones estresantes, como en condiciones
normales, y debe corresponder a las proteinas estructurales que juegan un
papel vital en el funcionamiento de células normales (Daskal ef af., 1980).
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Figura 4 Electroforesis en geles de policrilamida al 10% (SDS-PAGE), se exttajeron las
profeinas totales de las células de plancton recolectadas en el lago de Chapuitepec y expuestas
a diferentes temperaturas en el laboratorio, Carril 1 y 9, marcadores de peso molecular esténdar
carit 2, temperatura ambiente {control, 20-25°C), carril 3, 10°C/2 hrs, carvil 4, 30°C/2 hrs., caril
§ 40°C{2 hrs., carril 6, 10°Cldhrs,, canit 7, 30°C/4hrs., carril 8, 40°C/dhrs. '

XOCHIMILCO

En ia figura 5 se observa una electroforesis en gel de policrilamida al
10% de las proteinas totales de las células en plancton recolectadas en el
lago de Xochimilco. Se encontraron pesos moleculares que van de 108
KDa a 59.2 KDa, resaltan por su mayor concentracion las proteinas de
peso molecular con 108.9 KDa, 84.8 KDa y 59.2 KDa. Podemos notar que
después de un fiempo de exposicion de 2 horas a las temperaturas
descritas, la concentracion de las bandas es mas notoria, comparada con
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el control, sin embargo la diferencia de temperatura no muestra un cambio
en la concentracion de las bandas de cada uno de los carriles 3,4 y 5.

A las 4 horas de exposicion, la concentracion de las bandas (carriles
6, 7 y 8) es méas notable con respecto al conftrol, asi también existe
diferencia de las bandas, respecto a los tratamientos de 2 horas, excepto a
30°C/2hrs. {carril 7) que presenta las bandas mas tenues.

Carper ef al, 1967 y Gante of al, 1987 mencionan que existe una
correlacion entre la sintesis de proteinas de choque térmico y la
termotolerancia siendo ;Saraiela la termotolerancia al rango de acumulacion
de proteinas de choque térmico.

Figura 5 Etectroforesis en geles de polictilamida al 10% (SDS-PAGE), se extrajeron las
proteinas totales de las células de plancton recolectadas en el lago de Xochimilco y sometidas a
diferentes temperaturas, Carril 1, marcadores de peso molecular carril 2, temperatura ambiente
(20-25°C), carril 3, 10°C/2 hrs, carril 4, 30°C/2 hrs., carril 5 40°C/2 hrs., carril 6, 10°C/dhrs., carvil
7. 30°C/4hrs., carril 8, 40°Ci4hrs, carril siguiente, marcadores de peso molecular estandar.
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CONCLUSIONES

Los lagos de Chapultepec y Xochimilco se caracterizaron por sus
elevadas concentraciones de nutrimentos y su baja penetracion de luz,
principales caracteristicas de los lagos eutréficos.

Los organismos fitoplancticos predominantes en los dos sistemas
acuaticos fueron Cianofitas (Microcystis) y Clorofitas (Scenedesmus).

De acuerdo a las altas concentraciones de clorofita “a" presente, se
observé un florecimiento aigal en los dos sistemas acuéaticos y en todos
los periodos de muestreo,

Los organismos estresados termicamente mostraron una ligera
disminucién en la concentracién de clorofila "a”.

No se encontré relacién entre la concentracién de carbohidratos y las
condiciones de estrés analizadas.

La exposicion de los organismos de ambos lagos a 40°C durante cuatro
horas presentaron un notable aumento en la concentracién de proteinas

siendo evidente la relacién causa efecto.

En los organismos expuestos a 10°C durante cuatro horas se inhibib la
sintesis proteinas.
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Conclusiones

e Las proteinas de estrés aumentaron su concentracién de acuerdo al

tiempo de exposicion térmica.

» Los cuerpos acuéticos urbanos en su naturaleza estan estresados ya
que presentan proteinas consideradas como de estrés.

* Los organismos plancticos de los lagos de Chapultepec y Xochimilco
conservan la capacidad de respuesta a estresores ambientales

Se recomienda realizar estudios de este tipo con organismos de
laboratorio de una sola especie o en especies por separado, para poder
observar claramente este comportamiento, ya que en comunidad no se
aprecia si la respuesta es de una poblacion o del grupo de poblaciones.
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Anexo

ANEXO |

DETERMINACION DE PROTEINAS
Las muestras se liofilizaron por 72 horas a temperatura de -240°C
(Lyophlisateurs RP2V)} para eliminar el contenido de agua, e iniciar el
rompimiento de células.
La pastilla se congel6 en nitrégeno liquido y maceré en un mortero de
porcelana, para el rompimiento de células, la proteina se extrae con

regulador TRIS-HCI pH 8.5 (1 ml). El extracto se centrifuga a 15000 rpm -

por 10 minutos a 4°C. Con el sobrenadante se determina proteina por
Lowry.
Lowry
- Del sobrenadante se toma 250 pl con agitacidn continua (vortex) se le

agrega 250 pl de solucién A* y se deja reposar 10 minutos a temperatura
ambiente; al termino de este tiempo se agrega 125 ul de soluciéon B** con
agitacion continua y se deja desarrollar la reacciéon durante 30 minutos (la
muestra se torna azul claro); posteriormente se lee la absorbancia a 750
nm. La reaccion es estable hasta los 120 minutos.

Este procedimiento se realizé por triplicado y con blanco. Ademas de
preparar una curva patrén con ASB.

Finalmenie se calculd la concentracidbn, con una curva de
concentracion vs absorbancia.
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SOLUCIONES

a) Solucién CTC (Carbonato de Sodio, Tatrato de Potasio, Sulfato de
Cobre. 5H,0
concentraciones finales
Na, CO, 10%
CuS0, 5H,0 0.1%
Tetratode K  0.2%

b) Solucién NaCH 0.8N PM 40

¢} Solucién SDS (dodecysulfato de sodio) al 10% pesar 10g de SDS y
aforar a 100 mi.
*SOLUCION A
Se mezclan volimenes iguales de CTC, NaOH y SDS en este orden
“SOLUCION B
Reactivo Folin-Ciocalteu-Fenol (marca Sigma) hacer una diluciéon 1:6 con
agua bidestilada. Se prepara antes de desarrollar la reaccién. (Paterson,
1977).
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ANEXO Il

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

Las muestras se liofilizaron por 72 horas a temperatura de -240°C
(Lyophlisateurs RP2V) para eliminar el contenido de agua, e iniciar el
rompimiento de células.

La pastilla se congela con nitrégeno liquido y macera en un mortero
de porcelana, para el rompimiento de células, la proteina se extrae con
regulador TRIS-HCI pH 8.5 (1 ml.). El extracto se centrifuga a 15000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Con el sobrenadante se determina carbohidratos por
el método de Dubios.

Del sobrenadante se toma 250 pl con agitacion continua (vortex) se
le agrega 120 pl de Fenol al 5% y se deja reposar 10 minutos a
temperatura ambiente; al termino de este tiempo se agrega 720 ul de acido
sulfarico concentrado con agitacion continua y se deja desarrollar la
reaccion durante 30 minutos. ( la muestra se torna naranja); posteriormente
se lee la absorbancia a 480 nm La reaccion es estable hasta los 120
minutos.

Este procedimiento se realizd por triplicado y con blanco. Ademas de
preparar una curva patrén con Dexftrosa.

Finalmente se calculd la concentracion con una curva de
conceniracion vs absorbancia.(Dubois et al 1956).
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ANEXO 11l

METODO DE ELECTROFORESIS EN GEL

SOLUCIONES MADRE.

Nota: Se usan las formas basicas libres de Tris y glicina, cuando se
trabajan estas soluciones. El termino TRIS-ClI usado en estas
formulaciones es una indicacién que el pH de la solucién es ajustada con
HCL.

1.- Solucién Monomérica (T 30%, Cbis 2.7)

Acrilamida 58.4g

Bis 1.69

HO a 200mt
La acrinamida &s neurotdxica y debe ser manejada con cuidado.
Almacenarse a 4°C en la oscuridad.

2.- Buffer de corrimiento 4X (1.5M Tris-Cl pH 8.8)

Tris 36.3g
H,O a 200ml
Ajustase a pH 8.8 con HCI

3.- Buffer de gel concentrado 4X (0.5M Tris-Cl pH 6.8)
Tris 3.0g
H,O a 50mi

Ajusiase a pH 6.8 con HCI
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4.- SDS al 10%
SDS 50g
HO a 500ml

5.-Iniciador (Persufato de amonio al 10%)
Persulfato de amonio 0.5g
HO a.  50mi

6.-Gel de corrimiento para recubrir (0.375 M Tris-Cl pH 8.8, SDS 0.1%)

Tris 25ml. (2)
sDS 1om (4
HO a 100mi

7.-Buffer de tratamiento 2X (Tris-Cl 0.125M pH 6.8,SDS 4%, Glicerol 20%,
2-Mercaptoetanol10%). 7

Tris 2.5ml (3)

sSDS 4.0 mi 4)

Glicerol 2.0ml

2-Mercaptoetanol 1ml

HO a 10mi
Dividase en alicuotas y congele

8.-Buffer de tanque (Tris 0.025M pH 8.3, Glicerol 0.192M, SDS 0.1%)

Tris 129

Glicerol 57.6g

SDS 40mi {4)
H,O a 4litros

El pH de esta solucién no necesita ser ajustada

A TESIS NO DERE 7
,muumwm
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9.-Tincion (Azul de Coomassie R-250 0.025%, Metanol 40%, Acido acético
7%).
Azul de coomassie R250 0.5¢g

Metanol 800ml
agitar hasta disolver

Acido acético 140 mi

HO a 2 litros

10.- Solucién destefiidora | (Metanol 50%, Acido acético 10%)

Metanol 500mi
acido acético 100ml
H,O a 1litro

11.- Solucion destefiidora Il (acido acético 7%, Metanol 5%)
Acido acético 700mi |
Metanol 500ml
HO a 10 litros

12.- n-butanol, agua saturada

n-butanol 50mi
H,O Smi
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TABLA DE PREPARACION
Gel saparador T10%, Chis | Gel concentrados T 4%, Chis
2.7% 2.7%
T 30%.Cbis 2.7% (1) 20ml 2.66ml
Buffer (2) 15ml ——
Buffer (3) — 5.0mi
" SDS 10% (4) 0.6ml 0.2ml
H20 ~ 24.1ml 12.2ml
Persulialo de amanion ETT 100 pl
(5
TEMED 20 i 10 pl
PROCEDIMIENTO

PREPARACION DEL GEL SEPARADOR

Ensamblar la unidad SE 600 Vertical Slab Gel, usando separadores
de 1.5 mm

En un frasco de 125 ml colocar 60 ml de solucion de gel separador de
acuerdo a la tabla, sin agregar el Persulfato de amonio y TEMED, colocar
un magneto.

Tapar el frasco y aplicar vacio por uno minutos en una placa de

agitacién.
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Adicionar TEMED y Persulfato de amonio y mezclarlo sin generar
burbujas.

Con una pipeta colocar la solucion en los sandwichs a un nivel de
4cm del tope ‘

Adicionar con una pipeta agua para que el gel de acrilamida sea
_parejo y que permita una buena polimeracién.

Quitar el agua

Adicionar un ml de solucion (gel de corrimiento) en la superficie (6).

PREPARACION DEL GEL CONCENTRADOR
Verter el liquido de la superficie del gel.

En un frasco de 50 ml mezclar 20 ml de gel concentrador de acuerdo
a la tabla, sin agregar el Persulfato de amonio y TEMED colocar un

magneto.

Adicionar TEMED y Persulfato de amonio y mezclario sin generar
burbujas.
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Insertar un peine en cada sandwich teniendo cuidado de no formar
burbuja debajo de los dientes del peine, ya que el oxigeno puede inhibir ta
polimerizacion, causando un disturbio local en la superficie del ge!

Adicionar de 1-2 mi de gel concentrador a cada sandwich

Permitir el asentamiento del gel por lo menos media hora

‘Quitar los peines de los geles en forma recta y hacia arriba para
evitar disturbios en los pozos

Enjuagar la superficie de los geles invertir el aparato para secar los
pozos y posteriormente enderezar dicho aparato

Combine en partes iguales las muestras de proteinas con Buffer de
tratamiento 2X (7) en un tubo testigo.

Poner el tubo en un bafio Maria por 90 segq.
Lienar los pozos con las muestras usando una jeringa de 50yl
Ensamblar los sandwichs en la camara superior.

Llenar la camara inferior con regulador de tanque.
Ensamblar la camara inferior con la camara superior
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Lienar la camara superior con regulador de tanque (8), tener cuidado
de no verter el regulador en los pozos de ias muestras; porque estas seran
lavadas. Si hay burbujas atrapadas de bajo de los sandwichs deshacerlas
con una pipeta.

Poner la tapa sobre la unidad y conectarla a la fuente de poder PS
300 XT. El catodo puede ser conectado a la camara superior.

Poner la fuente de poder a una corriente constante.

Girar la fuente de poder y ajustar la corriente a 30 mAf1.5mm de
grueso del gel. Si se tienen dos geles de 1.5 mm se ajusta.la fuente de
poder a 60 mA. Al tiene un gel de 1.5 mm y uno de 0.75 mm, puéde' ser de
45 mA. El voltaje puede ser estandar de 70-80 V., pero sera aumentado
durante el corrimiento. Conserve una marca de voltaje y flujo de corriente.

Cuando el tinte llega al fondo, al rededor de 5 horas apagar la fuente
de poder y apagar los cables.
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TENIMIENTO Y DESTENIMIENTO DE GELES
Desensamblar los sandwichs y poner los geles en el tefiidor (9).
Con cuidado mover los geles de dos a cuatro horas en el rotomotor.

Remover los geles y ponerlos en solucion destifiidora | (10) Mover por
una hora.

Remover los geles y ponerios en solucién destifiidora Il (11), mover

por una hora.
Para montar los geles se utiliza papel celofan dulce y glicerol.

- En un vaso de 5 litros. Colocar 50 ml de glicerol (éste evita que se
seque completamente el gel y se quiebre) y 3.5. litros de agua. El papel se
baiia con ésta solucién y se coloca en un cristal evitando que queden
burbujas, se colocan los geles y encima se coloca otro papel (evitando que
queden atrapadas burbujas).Se colocan con ‘unos broches, en unas
molduras de madera. Finalmente estos se dejan en una campana para su

secado.
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APENDICE

A continuacion se muestran las tablas que indican la presencia o ausencia de
diferencia estadistica significativa entre los parametros y tratamientos.

CLAVES

1= Lago de Chapultepec EPOCA 1= EPOCA DE LLUVIA
2= Lago de Xochimilco EPOCA 2= EPOCA DE SECAS

TRATAMIENTOS

3= Control

4= 10°C/2h-
5= 30°C/2h
6= 40°C/2h
7= 10°C{4h
8= 30°C/4h
9= 40°Cf4h

LAGO DE CHAPULTEPEC
Parametros fisicos y quimico

. oneway Tagua spoca if lagos=t, bonferroni

Analysis of Variance
Source 85 df MS F Prob‘> F

Between groups  .979999466 1 .979999466 3.97 0.0554
Within groups 740000038 30 .246666679

Total 8.37999985 31 .270322576

Bartletl’s test for equal variances: chi2{(1)= 0.0001 Prob>chi2 = 0.992

Comparison of Tagua by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
2] 35
| 0.055
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. oneway pH epoca if lago==1, bonferroni

Analysis of Variance
Source SS daf MS F Prob>F

Between groups  2.2049998 1 22049008 9347 0.0000
Within groups 710000172 3D .023666672

Total 2.91499997 31 .094032257
Bartletl's test for equal variances: chi2{1)= 1.9215 Prob>chi2 = 0.166

Comparison of pH by epoca
(Bonferroni) -

Row Mean-|

Col Mean | 1

. oneway no3 epoca if lago==1, bonferroni

Analysis of Variance
Source 85 df MS F Prob>F

Between groups 008385081 1 .008335081 13.99 0.0011
Withingroups 013187978 22 .000599454

Total 021573059 23 000937959
Bartetl's test for equal variances: chi2(1)= 0.0545 Prob>chi2 = 0.815

Comparison of no3 by epoca
(Bonferroni)

Row Mean-|
Col Mean | 1

2| -.037383
| 0.001
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. oneway no2 epoca if lagox=t, bonferroni

Analysis of Variance
Source ss df MS F Prob>F

Between groups  1.3500e-07 1 1.3500e-07 0.04 0.8341
Within groups  .G00066078 22 3.0036¢-06

Total 000066213 23 2.8788e-06
Bartlett's test for equal variances: chiz(1)= 43.3607 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of no2 by epoca
: {Benferront)
Row Mean-|
Col Maan | i
PR N
21 .00015
| 0834

. oneway nhd apoca if lagos=1, bonferroni
Analysis of Varance
Source 85 daf MS F Picb>F

Between groups  .102208988 1 .102208988 486.06 0.0000
Within groups  .004630253 22 .000210466

Total 106929241 23 004649097
Bartleit's test for equal variances: chi2{1)= 0.5622 Prob>chi2 = 0.453

Comparison of nh4 by epoca
(Bonferroni)

Row Mean-|
Col Mean | 1
-........-l............

2| .130575

| 0000
. oneway po# epoca if lago==1, bonferroni
Analysis of Variance
Source 85 df  MS F Piob>F

Between groups  .007413134 1 007413134 4853 0.0000
Within groups  .003360511 22 .00015275

Total 010773644 23 .000468419

Bartlett's test for equal variances: chi2(1) = 12.7452 Prob>chi2 = 0.000
Comparison of po4 by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
RN —
21 -.03515
| 0.000
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CLOROFILA "a"
. oneway clorf trat if lago==1 & epoca==t, bonferroni

Analysis of Variance

Source 88 df MS F Prab>F
Betweengroups 779143.128 6 129857.188 4273
Within groups 233984622 77 3038.76133
Total 1013127.75 83 12206.3584
Gomparison of cloaf by trat

(Bonferroni)

Row Mean-|
Col Mean | 3 4 5 6 7 8

1

4| 214667

| 0.000

i

S| -247.833 -33.1667

| 0000 1.000

|

6| -275.25 -60.5833 -27.4167

| 0000 0183 1.000

|

7| -311.667 97 -63.8333 -36.4167

| 6000 0001 022 1000

[

8| -237.217 2255 106167 38.0333 7445

| 0000 10060 1000 10060 0.017

0.0000

9| -262.972 -79.3656 -45.1389 -17.7222 18.6944 -557556

| 0000 0039 1000 1000 1.000

0.396
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. oneway clorf trat if lago==1 5 epoca==2, bonferroni

Analysis of Variance
Source S5 df MS F Prob>F

Belweengroups 284567476 6 474279127 2325 0.0000
Within groups ~ 71402.1667 35 2040.0619

Total 355960.843 41 868218641

Bartletl's test for equal variances: chi2{6)= 25.736%9 Prob>chi2 = 0.000

Comparisan of clorf by trat
. {Bonferroni)

Row Mean-|
Col Mean | 3 4 S 6 7 8

I,

)

4| -103.667
| 0.007

]

5| -583333 97.8333
| 1000 0013
!

6) -19 24.6667 -73.1667
| 0096 1000 0.171

I
7} 1411467 375 -135.333 -62.1667
| 0060 1600 0000 0476

81 -48 55.6667 -42.1667 AN 93.1667
[ 1.0600 0837 1000 1000 0022
|

9| -296 -152.333 -250.167 -177 -114.833  -208
[ 0000 0000 0000 0000 0002 0000
oneway clorf epoca if lago==1, bonferroni

Analysis of Variance
Source 58 di MS F Prob>F

Belween groups 913143214 1 913143214 827 0.0047
Within groups  1368097.39 124 11041.108

Total 1460411.71 125 11683.2937
Bartlett's test for equal variances: ¢hi2(1)= 1.5126 Prob>chi2 = 0.219

Gomparison of clorf by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
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CARBOHIDRATOS
.oneway cath trat if lago==1 & epoca==1, bonferroni

Analysis of Variance
Souice SS di MS F Fob>F

Between groups  207237.043 6 34539.5071 4.36 0.0008
Within groups ~ €08998.767 77 7922.0619

Total 81723581 83 9846.21457

Barileti's test for equal variances: chi2ig) = 20.6569 Prob>chi2 = 0.002

Comparison of carb by trat
(Bonferroni}

Row Mean-|
Col Mean | 3 4 5 6 7 8

3

¥

4| 224167
| 1.00¢

!
5| 60.1667 37.75
| 1500 1.000
!
6| 730833 506667 12.9167
| 10660 1000 1000
i
7] 784157 56 18.25 5323333
| 0715 1000 1.000 1.000
|
8| 100.683 86.2667 485167 356 30.2667
{ 0048 0303 1.000 1.000 1.000
i
9| 173.75 151333 113583 100.667 953333 65.0667
| 00 0005 0404 0258 0367 1.000
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. oneway carb trat if lagoz=1 & epocax=2, bonferron

Analysis of Variance
Source 35S dad Ms F Prob>F

Between groups  71.8928571 6 11.9821429 733  0.0000
Within groups ~ 57.2083333 35 1.63452381

Totat 12010119 41 3.14880952
Barlleil's test for equal vanances: chi2(6)= 13.6970 Prab>chi2 = .033

Comparison of carb by trat
. (Bonferroni)

Row Mean-|
Col Mean | 3 4 5 -6 7 8

(]

L]

4] -333333
[ 1.000

]
5] 666667 1
| 1000 1.000
|
6] 3.08333 341667 2.41667
| 0004 0001 0050
|
7| 183333 2.16667 116667 -1.25
| 0377 0123 1000 1.000
|
8| -166667 .166667 -833333 -3.25 .2
| 1000 1000 1000 0002 0218
|
9] 266667 3 2 -416667 .5833333 2.83333
| 0020 0005 0218 1000 1000 0010

. oheway carb epoca if lago==1, bonferroni

Analysis of Variance
Source 88 df MS F Prob>F

Between groups  16888.7659 1 16888.7659 256 0.1120
Wiihin groups  817364.911 124 6591.65251

Total 834253677 126 6674.02941
Bartlett's test for equal variances: chi2{1)=277.5761 Prab>chi2 = 0.000

Comparison of carb by epoca
{Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
---...-..--I--......-_-_
2] 245595
I o112
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TMT—

PROTEINAS
. oneway prot irat if lago==1 & epocax=1, bonferroni

Analysis of Variance
Source SS dgf MS F Preb>F

Between groups 271963050 6 45327325 5858  0.0000
Within groups ~ 595762.072 77 7737.16977

Total 3315401.57 83 399445972
Bartleii’s test for equal variances: chi2(6)= 23.0815 Prob>chi2 = 0.001

Comparison of prot by trat
(Bonferroni)
Row Mean-}
Col Mﬂfml - 4 5 6 7 8
4| 142833
| 0003
!
S| 233417 90.5873
| 0000 0288

I
6] 414667 271.833 181.25

| 0000 0000 0.000
i
7| 119833 .23 -113583 -204.833
| 0027 1000 0047 0000
|
8] 360.067 217.233 12665 -546 240233
| 0000 0000 0008 1000 0,000
|
9| 603556 460.722 370.139 183.889 483722 243.489
| 0000 0000 0000 0000 0000 0000
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. cheway prot trat if fageo==1 & epocaz=2, honferroni

Analysis of Variance
Source 58 df  MS F Prob>F

Belween groups  1315353.00 6 21922550 3268 0.0000
Withingroups  234814.833 35 6708.99524

Total 156016783 41 37808.9715
Bartletl's test for equal variances: chi2(6)= 61.9494 Prob>chi2 = 0.000
Comparison of prot by trat
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 3 4 & 6 7 8
1
4] 395
| 1.000

I
5| 104667 65.1667
{ 0703 1.000
f
61 181 1415 76.3333
| 0011 0406 1.000
i
7] 58.1667 18.6667 -46.5 -122.833
| 1000 1000 1.000 0287
I
8| 322667 283.167 218 141667 2645
| 00080 0000 000 0105 0.000
I
9| 535333 495,833 430.667 354.333 477.167 212.667
[ 0000 0000 0000 0000 0000 0002

. oneway prot epoca if lago==1, bonferroni

Analysis of Variance
Source 55 df MS F Prob>F

Between groups 189366921 {1 189366.921 4.83 0.0299
Within groups  4865569.40 124 39238.4629

Total 5054936.33 125 40439.4%06
Bartlett's test for equal variances: chi2{1)= 0.0408 Prob>chi2 = 0.840

Comparison of prot by epoca
{Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
2] -82.2381
| 0.630
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LAGO DE XOCHIMILCO
Parametros fisicos y quimicos

. oneway Tagua epoca if lagox=2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 58S df MS F Prob>F

Belween groups 944642857 1 944642857 7.43  0.0086
Withingroups  68.6785714 54 1.2718254

Total 78125 55 1.42045455
Bartlett's test for equal variances: chi2{1)= 0.2573 Prob>chi2 = 0.612

" Comparison of Tagua by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
........ | T—
2| -821429
{ 0000

. oneway luz epoca if lago==x2, bonferront

Analysis of Variance
Source §8 df MS F Prob>F

Between groups  106.150178 1 106.150178 18.63 0.0001
Within groups  307.73537 54 569880314

Total 413.885548 55 7.52519178
Bartlett's test for equal variances: chi2{(1)= 0.2655 Prob>chi2 = 0.606

Comparison of luz by epoca
{Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
2| -2.75357
| 0.000
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. oneway no3 epoca if lago==2, bonferroni

Analysis of Variange
Source 88 d MS F Prob>F

Between groups  .000191535 1 000191535 0.03 0.8757
Withingroups  .168330103 22 .007651368

Total JA68521637 23 007327028
Bartleti's test for equal variances: chi2{1)= .0.7769 Prob>chi2 = 0.378

Comparison of no3 by epoca
(Bonferroni)
Row Msan-|
Col Mean | 1

. oneway no2 epoca if lagoww2, bonferroni

Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob>F

Between groups 000056734 1 000056734 6.28 0.020%
Within groups 000188823 22 9.0374e-06
Total 000255556 23 .000014111

Bartlett’s test for equal variances: chi2{1)}= 15.2526 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of no2 by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
2] .(K03075
| 0.020

. oneway nh4 spoca if lago==2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 85 daf  MS F Prob>F

Between groups  .006696698 1 006696698 6.17 0.0211
Within groups 023893403 22 001086064

Total 0305604101 23 001330004

Bartlett's test for equal variances: chi2{(1) = 1.4408 Prob>chi2 = 0.230
Comparison of nh4 by epoca
{Bonferroni)

Row Mean-}
Col Mean | 1
SN R —

2| -.033408

| 0.021



Apéndice

. oneway pod epoca if lago==2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 53 df MS F Prob>F

Between groups  .075870023 1 .075870023 362 0.0704
Within groups 461690294 22 020985922

Total 537560317 23 023372188

Bartlett's test for equal variances: chi2{i) = 2.2553 Prob>chi2 =0.133

Comparison of pod by epoca

: {Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1

2| 11245
| 0070
CLOROFILA "a"
. oneway clorf frat if lago==2 & epoca=m1, bonferroni
Analysis of Variance
Source 88 df MS F Prob>F

Between groups  925580.224 6 154259871 1859 0.0000
Within groups  1161606.1¢ 140 8297.18639

Total 2087165.32 146 14295.6529
Bartletl's test for equal variances: chi2{6)= 12.4182 Prob>chi2 = 0.053

Compatison of clorf by trat
(Bonferroni)

Row Mean-|
ColMean | 3 4 5 6 7 8

1

1

4] -129.238
| 0.600

I
5| -168.524 -39.2857
| 0060 1.000
I
6] -202381 -73.1429 -33.8571
| 0.0060 0216 1000
I
7] -19219 -62.9524 -23.6667 10.1905
| 0000 0561 1000 1.000
|
8| -162.762 -33.5238 5.7619 39.619 294286
| 0000 1000 1000 10060 1.000
t ‘
9| -281.048 -151.81 -112.524 -78.6667 -88.8571 -118.286
| 000G 0000 0002 0123 0040 0.001
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. oneway clorf trat if lago==2 & epoca==2, bonfemoni

Analysis of Variance
Source (85 df  MS F Prob>F

Between groups  151033.302 & 251722169 184.81 0.0000
Within groups ~ 7627.55556 56 136.206349

Total 158660.857 62 2559.04608

Bariletl's test for equal variances: chi2(6) = 49.2141 Prob>chi2 = 0,000

Comparison of clorf by trat
‘ {Bonferroni}
Row Mean-|
Col Mean | 3 4 5 -6 7 ]
1

4] -137778

| 0319

i

5] -31.1111 -17.3333

| 00060 0055

|
6| -41.1111 -27.3333 10
| 0000 0000 1.000
I
7] -84.4444 706667 -53.3333 -43.3333
| 0000 0000 0000 0.000
I
&| -30.6667 -16.8880 444444 104444 537778
| 0000 0069 1000 1000 0000
I
9] 154778  -141 -123.667 -113.667 -70.3333 -124.111
| 00060 0000 0000 0000 0000 0.000

. oneway clorf epoca if lago==2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 8§S daf MS F Prob>F

Belween groups 96365898 1 96365898 0.89 0.3459
Within groups  2245826.18 208 10797.2412

Total 2255462.77 209 10791.6879
Bartlett's tesl for equal variances: chi2{1) = 47.9809 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of clorf by epoca
{Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
VO I ——
2] 147823
| 0.346
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CABOHIDRATOS
. oneway carb (ratif lagox=2 & epocax=1, honferroni
Analysis of Variance
Source Ss df  MS F Prcb>F

Befween groups 1119043415 6 18657.2358 139 0.2245
Within groups 188501048 140 13484.3605

Total 199695382 146 13677.7664

Bartleit’s test for equal variances: chi2(B)= 1.1520 Prob>chi2 = 0.979

Comparison of carb by trat
{Bonferroni) :
Row Mean-] .
Col Mean | 3 4 L] 6 7 8
[]
4| 67.8571
i 1.000
]
5] 42 258571

I 1000 1000
I

6| 13619 -542381 -28.381
| 1000 1600 1.000

|

7| ©£.52381 -613333 -354762 -7.08524
| 1000 1000 1000 1.000
I

81 32381 -64.619 -38.7619 -10.381 -3.28571
| 10600 1000 1000 1.000 1.000

9| -22.0952 -89.9524 -64.0952 -35.7143 -28.619 .25.3333
| 1000 0276 1.000 1.000 1.000 1.000
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- oneway carb tratif lago==2 & spocam=2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 58 daf MS F Prob>F

Betweengroups  320985.873 6 53497.6455 4.45 0.0010
Within groups  673551.556 56 12027.7063

Total 994537.420 62 16040.9263
Bartleli's test for equal variances: chi2(6)= 64.2422 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of carb by trat
: {Bonferrani)

Row Mean-|
Col Mean | 3 4 5 .6 7 8

]

L]

4| 444444
| 1.000

I

5] -12.2222 -56.6667
| 1000 1.000
|

6| ~41 -854444 -28.7778
{ 10060 1000 1.000

I
71 143778 99.3333 156 184778
| 90456 1.000 0080 0015

I
81 562222 117778 68.4444 072222 -87.5556
| 1000 1000 1000 41000 1.000

t
9] 160.222 115778 172444 201.222 16.4444 104
| 0064 0611 0032 0008 1000 1.000
. oheway carb epoca if lago==2, bonferroni

Analysis of Variance
Source 38 daf MS F Prob>F

Between groups  5613862.66 1 561386266 390.33 0.0000
Within groups  2991491.32 208 14382.1698

Total 8605353.98 209 41173.9425
Bartleli's lest for equal variances: Ghi2{(1)= 0.5608 Prob>chi2 = 0.454

Comparison of carb by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
SN R—
2| 356.789
| 0,000
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PROTEINAS

. oneway prot trat if lago==2 & epoca==1, bonferroni

Anglysis of Variance
Source 35 df MS F Prob>F

Belween groups 320994141 6 534990.236 4930 0.0000
Withingroups 151920550 140 10851.4707

Tetal 472014732 146 32301.42

Bartleit's test for equal variances: chi2{6}= 9.3876 Prob>chi2 = 0.153

Comparison of prot by trat
(Bonferroni)
Row Mean-|
ColMean| 3 <4 5 [ 7 8
(]
I
4| 97.3333
| 0.062

|
5| 178,143 80.8085
| 0000 0275
|
6| 288.762 201429 120619
| 0000 00006 0005
I
7| 890952 -8.2381 -820.0476 -209.667
| 0433 1000 0124 0.000
|
8| 283.667 186333 105.524 -15.0952 194.571
| 0000 0000 0027 1.000 0000
I
9] 469857 372524 291.714 171.095 380.762 186.19
| 0000 0000 0000 0.000 0000 0.000
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. oneway prot trat if lago==2 & epocax=2, bonferroni

Analysis of Variance
Source S8 df  MS F Prob>F

Between groups  5320673.56 6 888278.926 98.04 0.0000
Within groups  507387.333 56 9060.4851

Total B837060.59 62 941456.1434
Barilell's test for equal variances: chi2(6) = 31.3878 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of prot by trat
: {Bonferroni)
Row Mean-)
“Col Me'an l 3 4 5 b 7 8
1
4] 497778
| 1.000

|
5| 200667 150889
% 0.001  0.029
6| 302222 252444 101.556
| G000 0000 0578
|
7] 163333 .33.4444 -184.333 -285.389
{ 1000 1000 ©0.003 0000
i
8| 480444 430667 279.778 178222 464.111
| 0000 0000 0000 0004 0000

| .
9] 867 817.222 ©66.333 564.778 850.667 386.556
| 0000 0000 0000 DODD D000 0.000
. oneway prot apoca if lagox=2, bonferroni

Analysis of Variance
Source $S df MS F Prob>F

Between groups  119954.649 1 119954649 236 0.1259
Within groups  10566208.2 208 50799.0779

Total 106861629 209 511299658
Bartlett's test for equal variances: chi2(1) = 27.2804 Prob>chi2 = 0.000

Comparison of prot by epoca
(Bonferroni)
Row Mean-|
Col Mean | 1
2] -52.1542
A4 0126
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