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RESUMEN

Las cianobacterias o algas verde-azules son organismos procariontes, cuando
crecen en altas concentraciones de nutrientes principalmente nitrégeno y fésforo,
pueden formar “blooms” o Florecimientos Algales Nocivos (FAN), en donde estos
microorganismos producen toxinas llamadas cianotoxinas. Estas se clasifican
segun sus propiedades toxicologicas en: Neurotoxinas, Dermatotoxinas vy
Hepatotoxinas; considerando sus propiedades quimicas se conocen tres grupos:
péptidos ciclicos, alcaloides vy lipopolisacaridos. Las microcistinas son
heptapéptidos, potentes inhibidores de las fosfatasas tipo 1 y 2 (PP1 y PP2),
causan toxicidad en higado, rinones, tracto gastrointestinal, corazon, alteraciones
hematoldgicas, bioquimicas, inmunoldgicas, desbalance ionico y reduccion de
crecimiento. Son consideradas como un problema ambiental, ecotoxicoldgico y
principalmente sanitario, la Organizacién Mundial de la Salud estableci6 el nivel
maximo permisible para el consumo oral diario de 1ug/l de microcistina LR (MC-
LR). Debido a lo anterior, en este trabajo se reconocen los taxa especificos de las
poblaciones del género Microcystis que se colectaron en los florecimientos
observados en la presa de Guadalupe en el Estado de México durante los meses
de junio-julio del 2006. EI FAN estuvo conformado por cuatro especies: Microcystis
aeruginosa, M. botrys, M. panniformis y M. flos-aquae. Para la cuantificacion de la
concentracion de microcistinas se realizaron ensayos inmunoldgicos a través de la
prueba de ELISA, calculando una concentracion de 1.270 mg/l. No se conocio el
tipo de microcistinas, ya que no se utilizaron cartuchos de inmunoafinidad en la

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés).



INTRODUCCION

Las algas constituyen un grupo heterogéneo de fotosintetizadores productores de
oxigeno con mecanismos propios de nutricion y reproduccion (Bold y Wynne,
1985). Las ultimas clasificaciones sefalan 12 divisiones taxondmicas, de ellas sélo

las cianobacterias son procariontes (Hoek et al., 1995).

Generalmente, las cianobacterias, Cyanoprokaryota o algas verde-azules son
aerobicas y fotoautodtrofas. Se encuentran entre los organismos mas primitivos de
la Tierra y tienen una larga historia evolutiva por lo que la mayoria de los gedlogos
estan de acuerdo en que su origen data de 3,500 millones de afios, lo que
corresponde a la era Proterozoica conocida como “era de las Cianobacterias”
(Roset et al., 2001; Ramirez et al., 2004). Komarek (2003) las considera como el
ancestro mas diverso y abundante de microorganismos, que se caracterizan por
carecer de organelos con sistemas de membrana doble. Los pigmentos que
contienen son clorofila a, B caroteno y ficobiliproteinas: c-ficocianina (azul), c-
ficoeritrina (rojo) y aloficocianina organizadas en tilacoides simples localizados en
formas particulares en cada taxa; dependen del CO, y producen oxigeno mediante
la fotosintesis. Las sustancias de reserva que producen son carbohidratos como el
glucdgeno, el alfa 1:4 glucano y polifosfatos (Trainor, 1978). La pared celular, es
semejante a las bacterias Gram negativas; presentan una estructura
multiestratificada constituida por 4 capas, denominadas L1, L2, L3 y L4; en
observaciones en Microscopia Electréonica de Transmision las capas L1 y L3, son
transparentes; mientras las L2 y L4 son electrodensas. La L2, contiene mureina,
peptidoglicanos, con cadenas laterales de péptidos, y alternando residuos de N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuranico. La L4, esta organizada en una doble
membrana constituida de lipopolisacaridos por o que se ha llamado membrana

externa.

Algunas especies contienen nitrogenasa, en el heterocito, por lo cual son capaces

de fijar el nitrdgeno atmosférico y otras pueden precipitar CaCO3; formando



estromatolitos (formaciones rocosas de cianobacterias en capas superpuestas

siliceas o calcareas) (Hoek et al., 1995).

Casi todas las cianobacterias producen compuestos mucilaginosos que forman
una vaina, que varia de consistencia y amplitud alrededor de las células. Esta
puede formar masas hialinas, amorfas, difusas o capas difusas y estructuradas,
cuya funcion es proteger de la radiacion solar intensa, por lo que también
contienen pigmentos carotenoides (Komarek, 2003). La estructura del mucilago es
una caracteristica importante para la diagnosis de los géneros. La lamelacién o
estratificacion se origina por la produccion peridodica de mucilago. La estructura,
consistencia y delimitacion del margen de las envolturas gelatinosas es utilizada
como un caracter intergenérico. Se reproducen asexualmente por la formacion de
hormogonios, exosporas, acinetos, fragmentacion y baeocistos anteriormente

llamados endosporas (Fogg et al., 1973, Sant’ Anna et al., 2006).

Las cianobacterias han colonizado casi todos los ambientes dulceacuicolas,
marinos y terrestres. En cuerpos de agua dulceacuicolas de aguas alcalinas o
neutras con pH entre 6 - 9, y temperaturas entre 15° y 30°C (Roset et al., 2001).
En México en aguas termales de los Azufres, Michoacan se desarrollan tapetes de
Phormidium boryanum a 85 °C (Lépez Sandoval et al., 2007). Cuando crecen en
altas concentraciones de nutrientes, principalmente nitrogeno y foésforo, pueden
formar un florecimiento algal conocido con el nombre de “bloom”, algunos de estos
pueden llegar a ser toxicos (Ortega et al., 1994). Otros habitats donde se
desarrollan son: manantiales termales, desiertos, endoliticos; simbiontes con
algunos hongos (formando liquenes) y con plantas, forman manchas incrustadas
sobre la superficie humeda de las rocas, en el suelo o en la corteza de los arboles

y sobre la nieve (Komarek, 2003).

Historicamente las primeras clasificaciones fueron propuestas por criterios
morfologicos (Geitler, 1932; Desikachary, 1959). Mas tarde, los bacteridlogos
utilizaron caracteristicas fisiologicas y bioquimicas usando cultivos. En las ultimas

cuatro décadas, las clasificaciones consideran las caracteristicas ecoldgicas,
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ultraestructurales y evidencias moleculares de los taxa, lo que ha permitido
ampliar el conocimiento del grupo (Komarek, 2003). Asimismo los resultados de
los estudios moleculares y ultraestructurales han generado cambios continuos en

los esquemas de clasificacion (Anagnostidis y Komarek, 1985).

Las cianobacterias presentan una amplia variedad morfolégica. El tamano de las
células puede variar entre 1um de diametro hasta 20pm de largo, y la forma
celular varia entre esféricas, ovaladas, fusiformes, cilindricas e irregulares. En
algunos géneros coloniales sus células pueden ser poligonales 6 elongadas, y en

otros grupos las colonias pueden ser amorfas y polarizadas (Hoek et al., 1995).

Con base en la morfologia vegetativa se presentan organismos unicelulares,
coloniales, flamentos uni o multiseriados con ramificaciones verdaderas o falsas y
pseudoparenquimatosas o agregados de filamentos o células densamente
entrelazadas (Hydrococcus) en las que se observa cierto grado de diferenciacion
celular y en algunos casos comunicacion celular (Nostocales y Stigonematales). El
tipo de organizacion y la polaridad son considerados aspectos de importancia

taxondmica a nivel de familia y orden (Sant’ Anna et al., 2006).

Importancia ecolégica

Tienen una gran importancia ecolégica como indicadores de contaminacion y
como fijadoras de nitrogeno (Marshall, 1987). Las Cyanobacterias son productoras
de metabolitos secundarios bioactivos, bajo ciertas condiciones producen
Florecimientos Algales Nocivos (FAN) también llamados blooms. Este fendmeno
es causado por el incremento de la concentracion de células, por lo general son
perceptibles a simple vista debido a los colores, dependen de la talla, forma y
concentracion de los organismos causantes de concentraciones del orden de 10°
cels/l (Reguera., 2002).

La produccion de florecimientos causa varios problemas ecolégicos; entre ellos
generar un exceso de materia organica, disminuir la concentracion de oxigeno

disuelto, muerte de componentes del zooplancton, peces y aves, y alteraciones de
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las condiciones organolépticas debido a la produccidon de geosmina o 2
metilisoberneol y formacion de espuma (Oberholster et al., 2006). Pero también
hay la produccion de toxinas llamadas cianotoxinas; estas se presentan cuando
hay un alto incremento de fésforo y nitrégeno de temperatura y una variaciéon
abrupta del pH (Briand et al., 2008; Sant’ Anna et al., 2006).

La temperatura 6ptima para el crecimiento de las cianobacterias oscila entre los 20
y 25°C, éste intervalo es alto para el crecimiento de diatomeas y cloroficeas
(Kardinaal y Visser, 2005); por lo tanto, las cianobacterias no se ven afectadas
cuando las condiciones de temperatura son extremas, sino por el contrario son
favorecidas para su crecimiento; lo anterior explica la formacién de blooms durante
el verano en los ambientes de zonas templadas y boreales. Asi mismo, las
variaciones de temperatura estan relacionadas con cambios en la concentracion y
composicion de las cianotoxinas, por ejemplo a temperaturas inferiores a 25°C
Anabaena sp. produce microcistina LR (MC-LR), mientras que en temperaturas
altas produce microcistina RR (MC-RR) (Msagati et al., 2006).

Clasificacion de Cianotoxinas

Los principales taxa productores de cianotoxinas son: Aphanizomenon, Anabaena,
Anabaenopsis, Cylindrospermum, Cyilindrospermopsis, Gloeotrichia,
Gomphosphaeria, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, Nostoc, Phormidium,
Oscillatoria, Pseudanabaena, Planktothrix, = Synechococcus, Synechocystis y

Trichodesmium (Cronberg, 2005).

Las toxinas biosintetizadas por las cianobacterias constituyen tres grupos
quimicamente heterogéneos: péptidos ciclicos (microcistina y nodularina),
alcaloides (neurotoxina y cilindrospermopsina) y lipopolisacaridos (Kaebernick y
Neilan, 2001; Roset et al., 2001; Ouellette et al., 2003; Falconer, 2005a y b;
Wiegand y Pflugmachaer, 2005; Sant’ Anna et al., 2006).

Por otra parte, las cianotoxinas se clasifican segun las propiedades toxicologicas
en: Neurotoxinas, Dermatotoxinas y Hepatotoxinas.



Las Neurotoxinas son alcaloides de tipo carbamato (saxitoxinas, anatoxinas y
homoanatoxina) que ocasionan paralisis progresiva de los musculos. Esta son
producidas por cepas de los géneros: Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,

Cylindrospermosis, Oscillatoria y Trichodesmium (Sant’ Anna et al., 2006).

Las Dermatotoxinas corresponden a lipopolisacaridos formados por
carbohidratos (hexosas) y acidos grasos de cadena Ciy a C 5. Estas causan
irritaciones en los ojos, piel, fiebre y en ocasiones alteraciones gastrointestinales.
Los primeros estudios sobre estas cianotoxinas han sido realizados en algunas

especies de Microcystis, Anabaena y Anacystis (Moreno et al., 2002).

Las Hepatotoxinas (microcistinas y nodularinas), productoras de tumores son
generadas por varias especies del género Microcystis, algunas especies de
Anabaena, Planktothrix, Nostoc, Hapalosiphon, Synechocystis, Aphanocapsa y
Oscillatoria (Roset et al., 2001; Sant’ Anna et al., 2006),

Las microcistinas (MC) son heptapeptidos ciclicos cuya férmula generalizada es:
ciclo (d-Ala'-X%-d-MeAsp>-Y*-Adda-Arg®-d-Glu®-Mdha’-)  (Figura 1). Estan
formadas por cinco aminoacidos invariables: d-alanina, acido d-metilaspartico,
Adda (acido 3-Amino-9-Metoxy-2,6,8-Trimetil-10-fenil-4,6-dienoico), acido d-
glutdmico y N-metildihidroalanina; en posiciones 1, 3, 5, 6 y 7; y dos L-
aminoacidos en las posiciones 2 y 4 (Falconer, 2005 a y b). El aminoacido, Adda

es esencial para la expresion de la actividad biologica.
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Figura 1. Estructura quimica de la microcistina LR, segun Antoniou et al., (2008).

Las microcistinas son moléculas relativamente polares debido a la presencia de
acidos carboxilicos libres en su estructura y a la arginina con una cadena lateral
en las posiciones 2 y 4. Las toxinas se denominan de acuerdo a los dos L-
aminoacidos variables en las posiciones X y Y, por ejemplo, la MC-LR contiene los
aminoacidos leucina (L) y arginina (R) en estas posiciones. Actualmente se
conoce que una cepa de cianobacteria puede sintetizar mas de una variable de
microcistina (Sivonen y Jones, 1999; Kaebernick y Neilan, 2001; Vasconcelos,
2001; Falconer, 2005a y b; Wiegand y Pflugmachaer, 2005; Jayara;j et al., 2006).

Segun los aminoacidos existentes en las posiciones X y Y se pueden clasificar en
tres grupos de toxicidad: elevada (MC- LR > MC — LA > MC - YR); moderada (MC
—WR, MC desmetiladas en Mdha y -Me-Asp), y baja (MC — LY < MC — RR) (Pérez
y Gutierrez, 2008).

Estabilidad, degradacion y remocién de microcistinas
Las microcistinas son extremadamente resistentes a la hidrdlisis enzimatica, pH
extremos, a temperaturas hasta los 300°C y no son destruidas por oxidantes

comunes. Su vida media es aproximadamente 3 semanas a 40°C y pH 1 (Cousins



et al., 1996). Para su remocion se debe eliminar la estratificacion, minimizar la
incorporacion de nutrientes, reducir los tiempos de residencia y no usar alguicidas
como el sulfato de cobre ya que al provocar la lisis de las cianobacterias, se
liberan las toxinas. La degradacién completa de las microcistinas requiere de un
tratamiento a reflujo con acido hidroxiclorico 6 N y acido trifluoroacético (Ramirez
et al., 2004).

Microcistinas (MC) en el género Microcystis

El género Microcystis se compone de colonias plancténicas mucilaginosas
multicelulares, es productor de aproximadamente 80 tipos de microcistinas (Prieto
et al., 2005) conformadas por péptidos ciclicos hepatotoxicos. Estas se
caracterizan por ser de bajo peso molecular y su estructura esta formada por siete
aminoacidos, fueron descubiertas en las décadas de los sesentas. Debido a los
efectos que causan estas toxinas son consideradas como un problema ambiental,
ecotoxicoldgico y principalmente sanitario por esta razon la Organizaciéon Mundial
de la Salud establecio el nivel maximo permisible para el consumo humano diario
de 1ug/l de MC—-LR (Moreno et al., 2002).

Antecedentes

Las hepatotoxinas, han sido citadas como causantes de toxicidad en animales e
incluso en humanos (Vieira et al., 2005) en la regién del Amazonas, Brasil,
relacionadas con la contaminacion del agua potable que afecta a la poblacion por
medio de la ingesta. El primer informe de un blooms de cianobacterias toxigénicas
asociados con intoxicaciones humanas se dio a principios de 1930. Se ha
documentado que las rutas principales de exposicidén son por ingestién de agua o
comida contaminada con cianotoxinas, por inhalacion durante el desarrollo de
actividades acuaticas, por contacto con la piel y de forma intravenosa por dialisis.
El unico informe que existe sobre intoxicaciones letales fue en una clinica de
Caruaru, Brasil en 1996, por el uso de agua contaminada con cianotoxinas durante

el proceso de dialisis (Vasconcelos, 2001).



La inhalacién puede producir sintomas alérgicos, tales como rinitis, conjuntivitis,
disnea o bronquitis aguda. El contacto puede desencadenar irritacion ocular,
conjuntivitis, dermatitis aguda, obstruccion nasal, fiebre, nauseas, mialgia, vomito
y asma (Hunter, 1998; Lucena, 2008).

Wiegand y Pflugmacher (2005) sefalan que las cianobacterias pueden producir
diferentes grupos de toxinas, y que pueden ser clasificadas segun su actividad ya
sea en: hepatotodxica, neurotdxica, citotoxica, dermatotoxica e irritante, ademas de
la produccién de endotoxinas (lipolisacaridos, conocidos por su actividad en
Escherichia coli y Salmonella sp), y debido a la produccidon de estas sustancias
indican el peligro que representa la formacion de los blooms (FAN) en la

naturaleza.

Moreno et al., (2002) establecen que se han producido intoxicaciones graves
incluso fatales, debido a las floraciones de Cianobacterias, tras la ingesta de
aguas contaminadas, afectando en mayor parte al higado. Las MC producen una
necrosis hepatica aguda masiva, un cuadro hemorragico y un choque
hipovolémico dando lugar a la muerte de animales y humanos en pocas horas (4-
24 h).

La hepatotoxicidad de las microcistinas ha sido extensivamente estudiada en
condiciones de laboratorio; en peces se ha reportado, no solo la toxicidad en
higado sino también en rifiones, tracto gastrointestinal, cardiaco, alteraciones
hematoldgicas, bioquimicas, inmunoldgicas, desbalance i6nico, reduccion de

crecimiento, incluso se esta considerando la posible neurotoxicidad.

Roset et al.,, (2001) indican que las microcistinas y nodularinas son potentes
inhibidores de las fosfatasas tipo 1y 2 (PP1y PP2) de las células eucariontes.

Las hepatotoxinas llegan a los hepatocitos y provocan la pérdida de la
arquitectura y desarrolla graves lesiones internas en el higado; la ausencia de
contacto entre las células origina espacios internos con afluencia de sangre

capilar, ocasionando por tanto un edema hepatico.



La intoxicacion aguda en mamiferos se caracteriza por la ruptura de la arquitectura
hepatica, debido a la fosforilacion de las proteinas del citoesqueleto, ocasionando
hemorragia intrahepatica masiva, necrosis y la muerte en pocas horas

(Vasconcelos, 2001).

Las PP1 y PP2 estan implicadas en procesos celulares importantes como la
division celular, la sintesis de proteinas, la contraccion muscular, el transporte de
calcio, entre otros (lto et al., 1997), de ahi la importancia de que estos procesos se
vean alterados cuando hay una ingesta de agua contaminada con cianobacterias

toxicas.

En junio del 2006, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC
por sus siglas en inglés) clasifico a la MC-LR como carcinogénico potente del
Grupo 2B (Edwards y Lawton, 2009).

Ramirez et al., (2006) indican que existe una relacion entre estructura y toxicidad
(por medio de una variacién en dos L-aminoacidos, grupos metil en Mdha y/o -
Me-Asp; Adda; Glu y Mdha) dentro de las diferentes estructuras de las

microcistinas que son producidas por las especies del género Microcystis.

Rositano et al., (2001) senalan que las microcistinas son responsables de la

formacion de tumores provocando dafos severos en humanos y animales.

En la naturaleza se pueden reconocer blooms con cianobacterias toxigénicas y no
toxigénicas. La afirmacion de la toxicidad de dichos microorganismos no es
posible mediante observaciones microscépicas, ya que no presentan diferencias
morfologicas aparentes (Kaebernick y Neilan, 2001). Ante esta situacion se han
desarrollado métodos inmunoldgicos y fisicoquimicos para determinar las cepas
toxigénicas productoras de microcistinas e identificar la estructura quimica de

dicho compuesto (Sant’ Anna et al., 2006).
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Determinacion de microcistinas por diferentes métodos

Existen diversos métodos usados para detectar e identificar microcistinas en el
agua y en el contenido intracelular; varian en el costo, tiempo de preparacion de la
muestra, complejidad del equipo y de la técnica, grado de deteccion y precisiéon
(Chorus y Bartram, 1999). Actualmente para determinar la toxicidad de
microcistinas se usan los siguientes meétodos analiticos que representan gran
precision: cromatografia liquida (LC), espectrofotometria de masas (MS) y

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

También se han desarrollado ensayos inmunologicos que emplean anticuerpos
mono 6 policlonales, el mas conocido es la prueba de ELISA. Este ultimo permite
detectar hepatotoxinas a partir de 0.2ug I”' y tiene una alta sensibilidad (Sangolkar
et al., 2006; Sant’ Anna et al., 2006).

Para el monitoreo de blooms de cianobacterias, se han utilizado métodos
moleculares como son la deteccion y caracterizacion de algunos de los genes mcy
por PCR, la amplificacién polimoérfica al azar de DNA (RAPD) y el polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)-PCR, para discriminar entre

cepas toxigénicas y no toxigénicas (Sangolkar et al., 2006).

En la actualidad existe una gran cantidad de informaciéon sobre los danos
ocasionados por cianobacterias toxigénicas presentes tanto en cuerpos de agua
con fines recreativos como en aquellos que sirven de suministro para consumo
humano en paises como Australia, China, Inglaterra, Espafia, Alemania, Hungria,
Dinamarca, Portugal, Finlandia, Canada, Estados Unidos, Uruguay y Brasil

(Sivonen y Jones, 1999).

En México, Ramirez et al., (2004) indican que en Valle de Bravo, Estado de
México se han realizado estudios de monitoreo debido a que durante casi seis
meses al afo se registré durante el verano la presencia de cianobacterias con
blooms, detectandose MC—LR en los meses de junio, septiembre y noviembre de

1999. Las concentraciones mas altas de microcistinas se observaron en el mes de
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junio con valores de 2,551 mg Kg™', peso en base seca. El valor mas bajo se
determind en noviembre, cuando aparentemente el FAN habia desaparecido; en
este mes el valor maximo fue de 109 mg Kg', peso en base seca. También,
Pineda Mendoza (2009) estudio cianobacterias filamentosas toxigénicas
productoras de microcistinas mediante bioensayos, métodos moleculares y
analiticos de tres lagos urbanos de la Ciudad de México; por la técnica de ELISA

donde encontré concentraciones de 0.14 a 2.78 pg I

PROBLEMATICA

Hasta finales de la década de 1970, el agua de la presa de Guadalupe era
transparente y frecuentemente se organizaban competencias de motonautica y
otras actividades acuaticas. Sin embargo, el incremento de la contaminacion de
las aguas provoco que a inicios de la década de 1980 el cuerpo de agua fuera
invadido por el lirio acuatico (Eichhornia crassipes). La cubierta de lirio provoco la
desaparicion de muchos organismos, incluidos los peces y favorecié el crecimiento
desmedido de organismos nocivos como mosquitos, ademas de la perdida por
evapotranspiracion de grandes cantidades de agua y la generaciéon de malos
olores. Esta situacion continué hasta que en 1993, la SARH en conjunto con el
Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA) implementaron un primer
programa de control quimico del lirio mediante la aplicacién de herbicidas como el
2,4 D y el diquat. A finales de ese afio la cobertura de lirio en la presa habia
disminuido de forma significativa. Sin embargo, la falta de un mantenimiento
adecuado ocasion6 que en 1995, la presa se encontrara nuevamente cubierta de
lirio. Entre 1996 y 1997 se implementd un nuevo programa de control, esta vez
utilizando la extraccion mecanica de lirio. Esta actividad tuvo éxito y nuevamente
el espejo de agua estuvo sin lirio. A partir de entonces el lirio no ha vuelto a cubrir
la superficie del cuerpo acuatico, pero otros problemas han surgido en los ultimos
tiempos relacionados con el volumen de agua residual que recibe, provocando
mortandades masiva de peces, asi como florecimientos de cianobacterias (Lugo et
al., 2007).
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En el municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México se registré la muerte de 40
toneladas de peces en la presa de Guadalupe, durante mayo 2004 a febrero 2005.
Un primer estudio en agosto del 2004, sefalé como posible causa de la muerte de
los peces, la toxicidad provocada por Cianobacterias del género Microcystis. Por
tanto, investigadores de la FES lztacala, UNAM propusieron el monitoreo anual de
algunos humedales del municipio de Cuautitlan lzcalli para senalar las posibles

causas de muerte de dichos organismos (convenio 18330-615-11-V-06).

Apoyados por el convenio de colaboraciéon con el municipio de Cuautitlan Izcalli,
se realiz6 el “Estudio limnoldgico de la subcuenca tributaria afluentes de la presa
de Guadalupe” en septiembre 2004-2005. De mayo a agosto del 2005 se presentd
un bloom de varias especies de Microcystis; cuantificandose a través de la técnica
de Utermoéhl 532 000 cel/ml (Gardufio Soldérzano et al., 2007). Por lo cual es
importante realizar un estudio quimico que permita delimitar la presencia de

microcistinas de estas poblaciones en la presa de Guadalupe.

OBJETIVO

Caracterizar y cuantificar las microcistinas de las poblaciones de Microcystis de la

presa del Lago de Guadalupe.

Objetivos Particulares

1. Reconocer los taxa especificos de las poblaciones del género Microcystis
de la presa de Guadalupe, ubicada en el municipio Cuautitlan lzcalli, Estado
de México.

2. Extraer y cuantificar las microcistinas del FAN a través de la prueba de
inmunoafinidad por competencia (ELISA).

3. ldentificar las microcistinas mediante el uso de la técnica de HPLC.
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AREA DE ESTUDIO

El sitio de estudio corresponde a la Presa de Guadalupe que se encuentra entre
las coordenadas 19°38°02"" latitud Norte, 99°15°36” longitud Oeste (figura 2), a
una altitud de 2350 msnm, comprende un area de 4,610 000 m? con una
capacidad de 66x10° m® (Lugo et al., 2007). El abastecimiento de agua proviene
principalmente de los rios: Campestre, Xinté, San ldelfonso y San Pedro. Estos
llevan grandes volumenes de aguas residuales sin previo tratamiento, sobre todo
del municipio Nicolas Romero, que mas tarde son depositados en el vaso de la
presa de Guadalupe. La estimacion del volumen de descarga de aguas residuales
de todos los municipios de la cuenca hacia la presa de Guadalupe es de 15x10°

m? al afio (www.itesm.mx).

La presa de Guadalupe, se terminé de construir en 1943, como vaso regulador
para controlar inundaciones del valle de México. Adicionalmente, se planted la
posibilidad del uso de sus aguas para el riego agricola. También es un sitio de
esparcimiento y recreacion, ubicado en los Municipios de Cuautitlan Izcalli y

Nicolas Romero del Estado de México (Hidalgo Wong y Pulido Navarro, 2006).

En la cuenca Presa Guadalupe se mantienen acciones de conservacion del
habitat. En los ultimos afios han llegado 30 mil especies de patos de por lo menos
ocho especies distintas y hasta 2500 pelicanos blancos, lo cual es un escenario
muy distinto del humedal casi seco y totalmente cubierto de lirio que se habia
observado durante 1996 (de Sucre et al., 2009).

Por su importancia hidroldgica, forestal y su riqueza bioldgica, fue decretada el 19
de marzo de 2004 como Parque Estatal Santuario del Agua Presa de Guadalupe

(www.itesm.mx/rzc/cuencal/).
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Figura 2. Localizacién de la presa de Guadalupe Estado de México (tomado de Garduio
etal., 2011).

Clima

Tomando como fuente de informacién la base de datos meteorologicos y
climatolégicos del Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua, se reconoce para el
area de estudio el Clima de la parte baja de la cuenca es C (w1), lo cual significa
que es templado subhumedo, con la mayor cantidad de lluvia en el verano, que es
fresco y largo. El porcentaje de lluvia invernal representa menos de 5 al 10.2% del
total anual. La temperatura media anual es de 14°C, siendo los meses mas calidos
mayo Yy junio, con temperaturas medias de 12 a 18°C. Los meses mas frios son
diciembre y enero, con temperaturas promedio de -3 y 18°C. La precipitacion
anual registrada durante el periodo 1960 a 2001 fue de 706 mm y julio es el mes
con la mayor precipitacion con 141mm. El régimen pluvial presenta un periodo
prolongado de la época de lluvias pues, inicia en abril y termina en octubre,
mientras que la época de estiaje se observd entre los meses de noviembre a

marzo (Hidalgo Wong y Pulido Navarro, 2006).
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Figura 3. Foto panoramica del aspecto de la Presa de Guadalupe (foto de Dra. Patricia
Ramirez Bastida).

MATERIAL Y METODO

Apoyados en los resultados del diagnostico limnolégico de los humedales del
municipio de Cuautitlan lzcalli del ciclo 2005 (Lugo et al., 2006), durante junio-julio
del 2006 en la presa de Guadalupe, se colecté el material bioldgico de la época

de sequia.

La metodologia se dividio en seis secciones: obtencion del material bioldgico,
registro de caracteristicas Fisicoquimicas del cuerpo acuatico, determinacién
taxondmica, obtencidon del extracto, cuantificacion de la concentracion de
microcistinas por ensayos inmunoldgicos (prueba de ELISA), y la determinacion de
microcistinas por el método analitico, Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC).
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Obtencién del material biolégico

Durante el FAN que se presento el 24 de julio de 2006 en la presa de Guadalupe,
se colectd el material bioldgico en botellas de plastico. Para ello se colectaron 18
litros de la poblacién de Microcystis, las cuales se localizaban en sitios estancados
y formaban gruesas natas verdes en la parte superficial del embalse. Las
muestras se transportaron en hieleras hasta el laboratorio con el fin de preservar

lo mas posible las caracteristicas originales (Stefan et al., 2005).

En el lugar de colecta se midi6 la temperatura del agua con un termémetro marca
Brannan y las variables fisicoquimicas: fueron consideradas con base en el
proyecto 18330-615-11-V-06 financiado por el municipio de Cuautitlan Izcalli, la
temperatura (termdémetro marca Brannan), el pH (potenciometro marca Cole
Parmer), la concentracién de clorofila a (espectrofotémetro), los fosfatos y nitratos
por el método de molibdovanato y reduccién de cadmio respectivamente (Lugo et
al., 2006).

Determinacion taxonémica
En una botella de 200 ml se preservé la muestra biolégica con formol al 4% para

su determinacion taxonomica (Cronberg y Annadotter, 2006).

La determinacion taxondmica se efectud utilizando un microscopio 6ptico marca
Nikon a través de observaciones in vivo, tincion de tinta china, registro del
diametro en un promedio de 50 células, apoyadas en las referencias de Cronberg
(2005), Desikachary (1959), Komarek et al., (2002), Prescott (1981) y Whitton
(2002), Komarek, Komarkova, Sant'Anna, Azevedo & Senna., 2002. También se
obtuvieron fotografias de los organismos a través de una camara digital marca

Sony de 12 mega pixeles.
Obtencion del extracto

El material colectado fue congelado a - 7°C hasta el momento en que se proceso6

la separacion del extracto (Mikhailov et al., 2001), en un periodo menor a un mes
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llevandose a cabo en el Instituto de Quimica, UNAM bajo el asesoramiento del Dr.

Tirso Rios.

Para lograr la separacion del extracto, se pasaron los 18 litros de material
biolégico a través de un trozo de tela de manta de cielo, donde se obtuvo la
primera fraccidon del concentrado celular de las poblaciones de Microcystis (MP1).
El residuo (R1) fue filtrado por vacio a través de un embudo Buchners, utilizando
papel Watmann, donde se obtuvo la segunda fraccion de la muestra problema
(MP2). Se filtré el residuo obtenido (R2) y al producto se le agregé Diclorometano
(DCM).

La primera y segunda fraccion del filtrado (MP1+MP2), se deshidraté en una
campana de extraccién por cinco dias para lograr el secado total del material, a
temperatura ambiente. Posteriormente, la tela de manta de cielo y el papel
Wathman fueron recortados en pequefios trozos y se les agrego un litro de
metanol absoluto por 24 hr a temperatura ambiente. Para concentrar el extracto
obtenido se utilizé un rotavapor a 50°C y al vacio para separar el metanol
(Lawrenece y Menard, 2001 modificado). Este procedimiento permitié obtener

aproximadamente 5 ml de extracto problema (E1).

Extracto de Agua residuo

El residuo (R2) fue tratado de la siguiente forma: por cada dos litros de agua se
afiadio un litro de diclorometano dividiéndolo en tres partes para lograr una mayor
efectividad en el arrastre de los compuestos y agitando el embudo de separacion
(cuidando los gases que despide el diclorometano). Para concentrar los
compuestos extraidos se utilizé un rotavapor en una temperatura entre 30 y 40°C

obteniendo 1ml de extracto aproximadamente (E2).

Ensayos inmunoldgicos: Prueba de ELISA por competencia

Para cuantificar la concentracidon de microcistina en los extractos, se utilizé el KIT
“QuantiPlate™ Kit for Microcystins (USA)” con el procedimiento propuesto por
Mikhailov et al., (2001).
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Se utilizé un bastidor porta pozos para pruebas de placa de ELISA en el que se
coloco 2 tiras de 8 pozos cada una, porque cada evento se realizé por duplicado,
por lo que en total fueron 16 pozos. Se agregaron 125 ul de diluyente en los 16
pozos para que los anticuerpos que reconocen a las microcistina, que se
encontraban adheridos a los pozos se rehidrataran y ademas el diluyente sirviera

como tal para las microcistinas.

Inmediatamente después se anadié 20 ul de control negativo en los pozos A1 y
A2, en los pozos B1, B2, C1, C2, D1 y D2 se agregé 20 ul de calibrador a tres
concentraciones diferentes de microcistinas para realizar la curva patréon y en los
pozos E1, E2, F1, F2, G1 y G2 se afiadieron 20 yl de la muestra problema a tres
concentraciones diferentes y finalmente en los pozos H1 y H2 se agregd 20 pl de

agua para el blanco (Tabla 1).

1 2
A Control negativo Control negativo
- Calibrador 1 Calibrador 1
0.16 ppm 0.16 ppm
C Calibrador 2 Calibrador 2
0.34 ppm 0.34 ppm
S Calibrador 3 Calibrador 3
1.16 ppm 1.16 ppm
Muestra Muestra
= Concentrada Concentrada
Muestra diluida Muestra diluida
- 1:100 1:100
Muestra diluida Muestra diluida
© 1:1000 1:1000
Blanco Blanco
: Agua Agua

Tabla 1. Matriz de muestras analizadas en la placa de cuantificacidon de la prueba

de ELISA.
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Para evitar la evaporacion los pozos se cubrieron con parafiim y se mezclo el
contenido de los pozos agitando con movimientos circulares y rapidos entre 20-30
segundos, para que las microcistinas se unieran a los anticuerpos que se
encontraban adheridos previamente en el pozo. Se incubd6 a temperatura ambiente
por 30 minutos en agitacion constante. Después de la incubacion se retird el
contenido de los pozos con un golpe vigoroso y se absorbié el resto sobre un
papel absorbente con sacudidas sutiles. Posteriormente se lavaron los pozos
cuatro veces con solucion de lavado (PBS 0.1M pH 7.1 con Tween 20 al 1%), se
absorbid el resto de la solucion de lavado sobre el papel absorbente. El lavado se
realizd para eliminar el excedente de microcistinas que no se adhirieron a los
anticuerpos que se encontraban adheridos en los pozos, ya que este excedente

podria provocar una lectura falsa.

A continuacion se afiadié a cada pozo 100 ul de Conjugado de enzima peroxidasa
con microcistina, se cubrieron los pozos con parafilm y se mezclé el contenido de
los pozos agitando con movimientos circulares y rapidos durante 20-30 segundos.
Se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion constante, para
que el Conjugado de enzima peroxidasa con microcistina se adhiriera a los
anticuerpos libres unidos a los pozos, que no habian formado conjugados con la
microcistina del calibrador o de la muestra problema. Es en este paso donde los
conjugados de enzima peroxidasa compiten con la microcistina del calibrador o de
la muestra problema para unirse a los anticuerpos antimicrocistina unidos a los

POZOS.

Después de la incubaciéon se removié con un golpe vigoroso el contenido de los
pozos y se absorbid el resto sobre un papel absorbente con sacudidas sutiles.

Posteriormente se lavaron los pozos cuatro veces con solucion de lavado y se
absorbid el resto de la solucidon de lavado sobre el papel absorbente. El lavado se
realizd para eliminar el excedente del conjugado de enzima peroxidasa con
microcistina que no se unié a los anticuerpos que ya estaban adheridos en los

POZOS.
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Posteriormente, se afadié a cada pozo 100 pl de sustrato (H2O2) unido a un
cromoégeno y se cubrieron los pozos con parafilm y se mezcldé los contenidos por
20 o 30 segundos. Se incubo a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion
constante. Para que el sustrato reaccionara con la enzima y con ayuda del
cromogeno, poder obtener una soluciéon colorida, ya que en esta prueba la
concentracion es inversamente proporcional a la concentracion de color, esto
quiere decir que un color claro indica una concentracion elevada.

Al término de la incubacion se agregd 100 ul de solucién Stop (HCI) para detener
la accion de la enzima. En un tiempo menor a 30 minutos se realiz6 la lectura de
absorbancia en un espectro para placas de ELISA Marca Labsystem modelo
Thermolab System Multiskan Ascent. Las muestras se leyeron a 450 y 620 nm, en
la Unidad de Biomedicina de la FESIztacala, UNAM.

Se calculo el %B0 (equivale a la cantidad del conjugado microcistina — enzima)

usando la siguiente formula:

(promedio abs calibrador o muestra — promedio blanco) * 100

% BO= . .
promedio control negativo

Se construy6 una curva de calibracion graficando en escala semilogaritmica %B0
para cada estandar contra la concentracion y se obtuvo la ecuaciéon de la recta

para calcular la concentracién de microcistina en la muestra en mg L.
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Método analitico por HPLC

Los extractos obtenidos fueron analizados por HPLC con un equipo Hewlett-
Packard series 1100 Automated Quaternary LC3D System, con un detector de
arreglo de diodos (DAD) a 238 nm, un barrido completo de 200 a 400 nm, se
utilizé una columna SUPELCOSIL LC-18 25¢cm x 4.6 mm de diametro interno, 5um
de particula, con un flujo de 1ml min™ (Lawrenece y Menard, 2001). Esta técnica
se llevo a cabo en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) FES-Iztacala
con el apoyo del M. en C. Luis Barbo Hernandez Portilla, segun los criterios de
Mehto et al., (2001) y Mikhailov et al., (2001). Como estandar externo se utilizé
MC-LR de SIGMA-ALDRICH. M2912 de Microcystis aeruginosa.

Las condiciones de corrida para el HPLC fue en Gradiente y la composicion de la
fase moévil A fue Acetonitrilo:Agua (20:80) mas Acido Tricloro Acético (TCA) al
0.05%(v/v). La composiciéon de la fase movil B fue Acetonitrilo-Agua (80-20)
conteniendo Acido Tricloro Acético (TCA) al 0.04%(v/v). Finalmente, el gradiente
se corrio con las siguientes condiciones: 0 min — 90% de Ay 10% de B, 7 min —
71% de Ay 29% de B, 14 min — 40% de Ay 60% de B, 15 min - 20% de Ay 80%
de B, 20 min - 20% de Ay 80% de B.

Para la muestra problema se elabor6 una mezcla con el extracto y metanol en una

relacion 1:1. También se realizé una dilucion a la muestra 1:100 utilizando 900 pl

de metanol y 100 pl de muestra.
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RESULTADOS

Determinacion taxondémica
En el florecimiento algal estudiado, se reconocieron cuatro especies del género

Microcystis (Microcystis aeruginosa, M. botrys, M. panniformis y M. flos-aquae).

Microcystis aeruginosa (Kuetzing) 1846. Lamina1 (a).

Colonias cuando jovenes redondas y soélidas, maduras llegan a ser clatradas hasta
900 um de largo. Con células esféricas esparcidas en ella, de color verde-azul con
muchos aerotopos; el diametro es de 3.7-4.6um., con mucilago difluente incoloro,
algunas veces formando un margen estrecho alrededor de las células; puede

modificarse dependiendo de las estaciones del afno.

En condiciones adecuadas forman grandes blooms en aguas eutréficas templadas
y tropicales (Cronberg, 2005, Desikachary, 1959, Prescott, 1981 y Whitton, 2002).
Distribucién en México: Distrito Federal, Lago Viejo de Chapultepec (Alcocer et
al., 1988, Alcocer et al., 2007, Komarek y Komarkova 2002)., Estado de México,

Laguna de Victoria, Lago el Sol Nevado de Toluca (Mendoza-Gonzalez 1985,

Banderas-Tarabay 1997)., Hidalgo, Laguna de Atezca, Actopan, Presa Requena
(Sanchez et al.,, 2007, De la Lanza et al., 2007, Diaz Pardo et al., 2002).,
Michoacan, Lagos de Patzcuaro, Crater Espinos y Cuitzeo (Ortega 1984, Rosas
et al., 1993, Rendon-Loépez et al., 2007, Chacon—Torres et al., 2007)., Oaxaca,
San Juan Bautista, Tuxtepec Teotitlan (Tavera y Gonzalez 1990)., Puebla, Laguna
de Xochiltepec (Ortega 1984)., Tabasco, Campo SEN (Moreno Ruiz 2005).,
Veracruz, Lago Chalchoapan (Vazquez et al., 2007)., Guanajuato, Embalse
Ignacion Allende (Lopez Lopez y Serna Hernandez 1999)., Yucatan, Cenote
(Lopez Adrian et al., 2005).

Microcystis botrys Teiling 1942. Lamina1 (b).

Colonias mas o menos esféricas, células densamente agregadas y con mucilago,

formando subcolonias. El mucilago alrededor de la colonia es ancho e incoloro,
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también se forman tubos radiales. Las células compactadas, con muchos
aerotopos, con diametro de 5-6 pm.

En lagos eutréficos es planctonica, comun en florecimientos algales junto con
otras especies de Microcystis, muy téxica porque produce microcistinas (Cronberg,
2005).

Distribucién en México: Distrito Federal, Lagos de Tezozomoc y Chapultepec
(Alcocer et al., 2007, Sanchez et al., 2007), Estado de México, Valle de Bravo

(Gaytan Herrera et al., 2011).

Microcystis flos-aquae (Wittrock) Kirchner 1898. Lamina1 (c).

Colonias esféricas o irregulares con un margen liso y una capa muy delgada de
mucilago. Células densamente arregladas en la colonia, con aerotopos; el
diametro es de 2.5-5.0 um. Crecen en ambientes mesotroficos y eutroficos,
comunmente formando blooms con otros cianoprocariontes. Distribuidos
principalmente en zonas templadas, la toxicidad aun no se ha comprobado
(Cronberg, 2005, Desikachary, 1959, Prescott, 1973 y Whitton, 2002).

Distribucién en México: Distrito Federal. Lago de Tezozomoc (Sanchez et al.,
2007). Estado de México, Valle de Bravo (Gaytan Herrera et al., 2011).,
Michoacan, Lago de Patzcuaro (Ortega 1984)., Oaxaca, Ejutla de Crespo y San

Juan Bautista, Tuxtepec (Ortega 1984)., Tabasco, Jalapita, Rio Gonzalez,
Horizonte (Moreno Ruiz, 2005).

Microcystis panniformis

Komarek, Komarkova, Sant'‘Anna, Azevedo & Senna., 2002. Lamina1 (d).

Colonias micro y macroscopicas, inicialmente irregulares, estrechamente
agregadas en la superficie, y con pocas células arregladas en tres dimensiones en
una parte hueca; cuando son maduras la mayoria de las células se arreglan en la
superficie. De color verde azul amarillento, verde olivo o pardo obscuro. El margen
de la colonia irregular no delimitado. Células esféricas con diametro de 3.2-4.6 ym
con una capa delgada de mucilago difuso, aerotopos muy pequefios y numerosos.
Toxica, con distribucidn pantropical y tropical; pueden formar blooms

monoespecificos (Cronberg, 2005, Desikachary, 1959).
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Distribuciéon _en México: Distrito Federal, Lagos de Tezozomoc y Chapultepec

(Sanchez et al., 2007, Komarek y Komarkova 2002, Komarek et al., 2002).

Lamina 1. a) Microcystis aeruginosa 400X. b) Microcystis botrys 400X. c) Microcystis flos-
aquae 100X d) Microcystis panniformis 1250X (original).

Extracciéon y cuantificacion de MC
El extracto del FAN de las poblaciones de Microcystis pes6 10.8 gr, el cual se

utilizé para realizar los analisis moleculares de las toxinas.

Los resultados de la Concentracion de microcistina por el ensayo inmunoldgico de
la Prueba de ELISA por competencia fueron en promedio 1.270 mg/l, +-0.028.
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Grafica 1. Medicion de la concentraciéon de microcistina y la concentracion determinada.

Técnica de HPLC para el registro de las microcistinas

Para la estandarizacién del método analitico HPLC nos basamos en el modelo
usado por Lawrenece y Menard (2001). La Figura 4 muestra que el estandar Sigma
de MC-LR tiene un tiempo de deteccidén de 15.6 min. Y una intensidad aproximada
de 100 mAU. Las Figuras 5 y 6 corresponden a las muestras de los extractos
metanolicos de las poblaciones de Microcystis spp a diferentes concentraciones
(1:1000 y 1Tmg/ml respectivamente). Y la Figura 7 muestra la superposicion de los

Cromatogramas obtenidos.

Se puede observar que no hay presencia de la MC-LR, en ninguna de las
muestras, sin embargo en la muestra que corresponde a 1mg/ml se onserva la
presencia de otros compuestos. Finalmente se comparan las dos muestras con el

estandar de la MC-LR y se ratifica que no hay la presencia de MC.
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Figura 4. Cromatograma obtenido del estandar de MC-LR Sigma (1:100). La flecha indica
el pico correspondiente de la toxina.

DADT A, Sig=238,4 Ref=off (MICROMICR0008.D)

Lyl

-100{

20

T T T T T T T
0 25 5 75 10 125 15 175 mi

Figura 5. Cromatograma obtenido de la Muestra del FAN de las poblaciones de

Microcystis spp (1:1000) La flecha indica una lectura de 226nm abs.
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Figura 6. Cromatograma obtenido de la Muestra concentrada del FAN de las poblaciones

de Microcystis spp (1mg de muestra/ml)
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Figura 7. Superposicion de los Cromatogramas obtenidos, Linea punteada muestra 1

mg/ml, Linea continua muestra 1:1000, Linea discontinua estandar de MC -LR Sigma
(1:100).
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DISCUSION

Ficoflora

En México la riqueza especifica de algas corresponde a 837 especies, de ellas el
80% han sido registradas en los diferentes ambientes del Estado de México; por
ello se puede senalar que esta entidad federativa es una buena zona de reserva
del potencial ficolégico dulceacuicola del pais. Las cianobacterias documentadas
para este estado corresponden a 3 érdenes, 8 familias, 30 géneros y 65 especies
(Garduno et al., 2009).

En particular el género Microcystis registra la presencia de seis especies (M.
aeruginosa, M. botrys, M. flos-aquae, M. viridis, M. incerta y M. protocystis) en
embalses, lagos y lagunas principalmente eutroficos (Gaytan Herrera et al., 2011,
Mendoza Gonzalez, 1985, Quiroz et al., 1999, Garcia Rodriguez y Tavera 2002 y
Banderas Tarabay, 1997). Para la presa de Guadalupe, coinciden tres especies
(Microcystis aeruginosa, M. botrys y M. flos-aquae) previamente citadas en esta

entidad federativa y M. panniformis por Vasconcelos et al. (2010)

Microcystis aeruginosa es un taxon con amplia distribucion en el pais, ya que esta
registrado en: D.F., Estado de México, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Tabasco,
Puebla y Veracruz (Alcocer et al., 1988, Mendoza Gonzalez, 1995, Moreno Ruiz
2005, Banderas Tarabay, 1997, Rosas et al. 1993, Sanchez et al., 2001, Tavera y
Gonzalez Gonzalez, 1990, Vazquez et al., 2007, Renddn Lopez et al.,, 2007,
Chacon Torres et al.,, 2007, Komarek y Komarkova-Legnerova, 2002). Sin
embargo esta condicién debe de ser confirmada ya que Komarek et al., (2002)
indican que las determinaciones de M. aeruginosa y M. flos-aquae han sido
confundidas con M. panniformis debido a su gran semejanza en estadios

tempranos.

El registro de FAN en ambientes dulceacuicolas en México esta poco
documentado. Oliva et al., (2001) sefalan el blooms de Nodularia spumigena,

crecimiento masivo de cianobacterias en la laguna de Alchichica, Puebla, mientras
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que Martinez Almeida y Tavera (2005) indican la presencia de un blooms de
Snowella septentrionalis para el lago de Zirahuén, Michoacan. También registré de
FAN, en el lago de Patzcuaro, ambiente eutrofico donde se han registrado en
octubre de 1985 florecimientos de Aulacoseira granulata, Aphanizomenon flos-
aguae, Gomphosphaeria y Microcystis sp. (Sladecek y Vilaclara, 1993). En la zona
central de México, Vasconcelos et al., (2010) han reconocido la presencia de
microcistinas en Lagunas Zumpango y Atotonilco, Cienega Chica, reservorios de
los Angeles y Valle de Bravo, canales de Cuemanco, Tlamemecau y el lago

urbano de Chapultepec.

Berry y Lind (2010) sefalan la evidencia de la presencia de cilindrospermina y
saxitoxinas del lago de Catemaco, Veracruz por la bioacumulacién de
cianobacterias en el Tegogolo Pomacea patula catemacensis (Molusco consumido

por los lugarenos).

En el Estado de México, los embalses de Valle de Bravo como en la presa de
Guadalupe, son sistemas que reciben aguas residuales de sus cuencas
respectivas donde los FAN de cianobacterias en el primero constituidos de
Microcystis spp., Anabaena spp. y Snowella septentrionalis (Gaytan Herrera et al.,
2011) ; y para el segundo por Microcystis spp. han sido registrados desde 2002.
En todos los casos antes mencionados, o mismo que la época registrada en el
presente estudio, los FAN se han registrado en épocas de sequia cuando los
registros de temperatura son altos, alta insolacion, poco viento y bajas relaciones
de N:P en la columna de agua (Ramirez et al., 2004, Lugo et al., 2006, Gaytan
Herrera et al., 2011).

Las condiciones fisicoquimicas registradas en el area de estudio corresponden a
las sefaladas en la bibliografia para otras regiones, es decir este evento coincidid
con las condiciones ecoldgicas que ya se han registrado por diferentes autores.
Roset et al., (2001) indican que en temperaturas altas se incrementa el
crecimiento de cianobacterias, ellos registraron hasta 23°C y el blooms analizado

crecio en 21°C. Por su parte, Vela et al., (2007) sefalan pH de 8.5, en la presa de
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Guadalupe los registros de pH fueron de 9.0 a 10.5. Ramirez et al.,, (2004)
registran el blooms de Valle de Bravo en un ambiente eutréfico de igual manera
para el area de estudio donde los registros de (PO4)3-/NO3- son mayores a la
unidad, caracteristico de cuerpos de agua eutrdficos, igual que la cantidad de
clorofila a (180 ug I'') (Lugo et al., 2008),

La prueba de ELISA por competencia

Para cuantificar la concentracion de MC en el cuerpo acuatico, fue utilizado el
extracto obtenido por el autor. Este método de caracter policlonal identifica
principalmente la seccion Adda de la molécula y otros fragmentos, dando falsos
positivos, y no reconocen las diferencias entre las otras moléculas. Por tal motivo
no se pueden reconocer los diferentes tipos de MC aunque el resultado de la

concentraciéon sea elevado.

En otros ambientes acuaticos artificiales de la ciudad de México, se ha reconocido
el crecimiento masivo de cianobacterias en particular en la Alameda Oriente y en
la pista de remo y canotaje. Pineda Mendoza (2009) detectd concentraciones de
0.142 a 2.772 ugl™" de microcistinas en cepas de Spirulina subsalsa y Planktothrix
agardhii respectivamente de lagos urbanos de la ciudad de México. Esto sefala
alerta, ya que estas son areas de recreacibn o para realizar actividades
deportivas y por tanto pueden ser potencialmente toxicas para animales y el
hombre. Lo mismo puede senalarse para el area de estudio, ya que es un sitio de

recreacion y ocasionalmente con actividades deportivas.

El analisis de crecimiento masivo de cianobacterias en el mundo indica que en
mas del 75% de los FAN se detectan microcistinas (De Ledn y Yunes, 2001), por
tanto explica su presencia en diferentes ambientes artificiales eutréficos del centro

del pais.

Segun el resultado del analisis inmunolégico para determinar la concentracién de
microcistina en el agua, esta fue de 1.270 mg/L lo cual rebasa por mucho los

limites establecidos por la WHO de 1ug/L para permitir la ingesta de agua
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(Ramirez et al., 2004). Esto es preocupante ya que puede ser un riesgo potencial
para la salud humana debido a la cercania que tiene el cuerpo de agua con la
zona habitacional, y que se desarrollan actividades recreativas y deportivas.
Citando el caso de Vieira et al., 2005 cuando en la regién del Amazonas, Brasil,
fue relacionado con la contaminacion del agua potable que afecta a la poblacion
por medio de la ingesta. Por inhalacion durante el desarrollo de actividades
acuaticas y por contacto con la piel o de forma intravenosa por didlisis

(Vasconcelos, 2001).

Las microcistinas son heptapéptidos ciclicos quimicamente de gran estabilidad. La
importancia que se le da al estudio de las microcistinas es debido a que no
pueden ser destruidos o removidos por los métodos convencionales de
purificacion (Mikhailov et al., 2001) por tanto es un problema biolégico que

requiere ser atenuado a partir de las causas que lo provoquen.

También en el embalse de Valle de Bravo se ha registrado la presencia de MC-LR
con valores de 2,551 mg kg ~ ' en los meses de junio, septiembre y noviembre de
1999. Mientras que durante junio del 2001 las concentraciones de microcistinas
fueron de 3,761 mg kg~ ' (Ramirez et al., 2004). Recientemente, Vasconcelos et
al. (2010) determinaron altos niveles de microcistina (4.9 y 78ug MC-LR eq/L.) de

varios ambientes del centro de México.

Conocer esta informacion para diferentes ambientes acuaticos permite respaldar
algunas soluciones probables a estos problemas, estableciendo un control ya que
actualmente las cianobacterias son un componente de la dieta de muchos ciclidos
tropicales y de ciprinidos. Segun Ramirez et al., (2004), para su remocion se debe
eliminar la estratificacién, minimizar la incorporacion de nutrientes, reducir los
tiempos de residencia y no usar alguicidas. La degradacion completa de las
microcistinas requiere de un tratamiento a reflujo con acido hidroxiclérico 6 N y

acido trifluoroacético.
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Método Analitico HPLC

La relacion entre diferentes métodos de analisis pueden ser usados en la
identificacion y monitoreo de muestras de algas verde azules, sin embargo las
muestras de los ambientes acuaticos fuertemente eutrofizados usualmente son
problematicas para identificar las microcistinas por HPLC Mikhailov et al., (2001).
Este fue el caso para el material analizado en este trabajo. Se puede explicar esta
situacion por las siguientes condiciones técnicas. En el analisis no se usaron
cartuchos de inmunoafinidad previos al analisis por HPLC, este procedimiento
hace que el extracto de las microcistinas se concentre, se libere de impurezas y de

esta forma las mediciones por HPLC sean de mayor facilidad y confiabilidad.

El analisis por HPLC se programé con un barrido 200 a 400 nm, donde se observé
en los cromatogramas de las Figuras 6 y 7 una saturacion de compuestos y por lo
cual no se puede inferir el tipo de microcistina de la muestra problema. Los picos
representa diferentes compuestos, que son identificados a principalmente en
longitudes de ondas bajas y altas; los primeros leidos entre los 210-290 nm, y los
segundos entre los 320-380 nm. Por lo tanto, las lecturas corresponden a
compuestos precursores de fenoles como: flavonas, flavonoides, isoflavonoides y

antocianincas (Ewald y Kenneth, 2003).
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CONCLUSION

El florecimiento de cianobacterias fue observado en la época calida, cuando el
registro de temperatura en el agua fue mayor (21°C), el pH fue basico (10.1),
habia poco viento, insolacién alta y valores altos de (PO4);-/NO3; mayores a la
unidad, caracteristica de cuerpos de agua eutroficos. Factores que han sido

indicados en la literatura como agentes causales de FAN.

El FAN registrado en junio-julio 2006 en el area de estudio, estuvo constituido de
cuatro especies. Con base en caracteres morfoloégicos se determinaron

Microcystis aeruginosa, M. flos-aquae, M. botrys y M. panniformis.

A partir de la prueba de ELISA, se cuantificaron altas de concentraciones que
rebasan el estandar establecido por la WHO. Ademas se debe senalar que este

tipo de método es confiable y facil, obteniendo un resultado de manera rapida.

La concentracion de MC en el cuerpo acuatico fue muy elevada, sin embargo es
necesario identificar los tipos de MC’s que estan presentes por la relacidon

existente entre estructura y toxicidad.

El desarrollo de especies potencialmente productoras de toxinas y el peligro de la
exposicion de estas toxinas en la poblacion, es el principal motivo de estudio y
monitoreo de los ambientes acuaticos, para disefiar planes de vigilancia y control
de cianobacterias y sus toxinas para asegurar la calidad del suministro de aguas

potables y evitar procesos toxicoldgicos.

El analisis de HPLC sin el uso de cartuchos inmunoafines, no permitié el

reconocimiento del tipo de microcistinas.
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PERSPECTIVAS

Es muy conveniente cultivar en sistemas aislados cada una de las especies

determinadas y corroborar la cantidad y el tipo de microcistina de cada una.

Utilizar cartuchos de inmunoafinidad antes de realizar la técnica de HPLC para

determinar el tipo de microcistinas.

Ademas de la caracterizacion morfologica, se recomienda el estudio molecular de

los genes mcy por PCR para cada una de las especies.

Estudiar in situ, en la época calida las condiciones limnoldgicas que disparan el

FAN, para buscar las mejores acciones de control ante este problema ecoldgico.

Es importante estudiar los dafos Histopatoldgicos en peces que se encuentren

expuestos a la microcistina en sistemas aislados e in situ.
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