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Resumen

El Lago Mayor de la segunda seccion de Chapultepec es uno de los espacios
recreativos mas importantes de México por su contenido histérico y cultural.
Desafortunadamente, se encuentra en deterioro al estar muy eutrofizado vy
presentar florecimientos de cianoprocariontes productores de microcistinas. El
objetivo de este trabajo fue lograr un acercamiento bioldgico y toxicoldgico al
estudio de estos florecimientos a partir de la cuantificacion de la Microcistina-LR
intracelular, la biomasa de las cianoprocariontes y concentracion de clorofila a.

Los resultados obtenidos muestran que las condiciones microclimaticas del Lago
Mayor permiten el desarrollo de un florecimiento téxico productor de Microcistina-
LR, dominado por algunas morfoespecies del género Microcystis. A través de un
modelo predictivo se evaluaron las relaciones entre la concentracién intracelular de
toxina, la biomasa de Microcystis spp. y la concentracion de clorofila a.

Se resalta y discute la importancia de conocer la diversidad y biomasa de las
cianoprocariontes y la concentracion intracelular de la Microcistina-LR en un
florecimiento, para averiguar el peligro potencial del mismo para la salud humana.
Se discute, con base en la interpretacion del modelo obtenido, la posibilidad y
limitaciones de aplicar parametros subrogados (biomasa) para la inferencia de la
Microcistina-LR en un florecimiento de Microcystis.
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1. Introduccion

En las ciudades mas pobladas de mundo, la necesidad de recreacidon y bienestar
demanda espacios que promuevan el contacto con el medio natural, por ejemplo un
cuerpo de agua inmerso en un area verde de grandes dimensiones, tal como los
lagos del Bosque de Chapultepec, el area verde urbana mas extensa de México y

Latinoameérica.

Los lagos urbanos son cuerpos de agua dulce que se encuentran dentro o en la
periferia de una ciudad; son someros y de superficie pequefia. Por su naturaleza y
ubicacion es comun que sean utilizados como sitios para nadar, pasear en bote,
pescar o practicar esqui acuatico. Ya que los lagos urbanos son sitios de descanso,
relajacion y ejercicio, la percepcion sobre su aspecto estético, como la apariencia de
las orillas y el olor que despide, es de suma importancia. La conservacion del area
recreativa se vuelve una necesidad por la importancia cultural que tiene para la

poblacion (Falconer et al., 1999, WHO, 2003).

Barica (1992) considera que una de las caracteristicas principales de los lagos
urbanos es que son afectados principalmente por la poblacién urbana, a tal grado
que los percibe como “...indicadores vivos del manejo o mal manejo del ecosistema,
asi como indicadores de la salud del ambiente urbano.” A través de numerosos
estudios se ha evidenciado que la mayoria de los lagos urbanos tienen problemas
de contaminacion que se relacionan con la eutrofizacion de los mismos y se reflejan
en la composicién de la comunidad del fitoplancton. Por lo tanto, el fitoplancton se
convierte en un indicador bioldgico de las condiciones de salud o deterioro de un

lago.

En los lagos eutréficos, es muy comun que se desarrollen poblaciones muy
abundantes de cianoprocariontes (generalidades de las cianoprocariontes en ANEXO
1), llamadas florecimientos (Burch, 2008) (el ANEXO 2 proporciona mas
informacion sobre dicho término). Los florecimientos, que van en aumento

alrededor del mundo, pueden presentarse en cualquier época del afio (Howard,
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1994; Carmichael, 1996; Codd et al., 1999; Oliver & Ganf, 2002) y permanecer por
tiempo indefinido (Lampert & Sommer, 2007). Los florecimientos en ocasiones
disminuyen la calidad del agua® y el valor estético de los lagos, pero la
consecuencia mas importante es que implican un riesgo a la salud de la poblacién
humana ya que las cianoprocariontes formadoras de florecimientos tienen la
capacidad de producir una serie de toxinas que son dafiinas para los mamiferos. Del
total de los florecimientos de cianoprocariontes estudiados, mas del 65% albergan
cianotoxinas, principalmente microcistinas (Lawton et al., 1994; Sivonen & Jones,
1999). El género Microcystis es reconocido como el mas cosmopolita y muchas de

sus especies producen microcistinas.

Las microcistinas son un grupo de heptapéptidos ciclicos producidos por una gran
variedad de especies de cianoprocariontes (Tabla 1) que tienen la propiedad de
causar dafio al higado de mamiferos, por eso se les clasifica como “hepatotoxinas”
(Carmichael, 1994). Existen mas de 70 variantes de microcistinas que determinan
también su grado de toxicidad?. La diferencia principal entre ellas es la variacién de
dos residuos de aminoacidos que constituye a su vez la base para su nomenclatura
(Codd, 1999; Harada, 1996; Sivonen & Jones, 1999; Neilan et al., 1999; Babica et
al., 2006). Por ejemplo, la Microcistina-LR tiene leucina (L) y arginina (R) y ambos
aminoacidos la hacen la variante mas toxica (Figura 1) (Sivonen & Jones, 1999). No
se sabe con certeza la funcidn de las microcistinas en las células de las
cianoprocariontes, sin embargo se sugiere que tienen un papel en la adaptacion a la
luz (Hesse et al., 2001) y que su contenido podria ser regulado por reacciones de la

fotosintesis (Deblois & Juneau, 2010).

! La calidad del agua se refiere al estado en el que se encuentra un cuerpo de agua para sostener
determinados usos para los que esta destinado. Por las actividades del hombre, es comin que la calidad
del agua sea afectada (disminuya). En el ANEXO 3 se ahonda en este concepto asi como en el principal

problema relacionado con esta condicién: la eutrofizacion.

2 La toxicidad es el efecto nocivo que las microcistinas provocan a diversos organismos, y se determina
por medio de bioensayos con ratones a través del valor DLsy, que representa la dosis a la que la mitad
de los animales expuestos muere. Este tipo de ensayos son un indicador indirecto de la concentracion de
toxina, pues mientras mayor sea esta, mas grave sera el efecto tdéxico que cause. Para una revision mas

amplia de todas las variantes de microcistinas, consultar Sivonen & Jones (1999).
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Figura 1. A. Estructura quimica de la Microcistina-LR. B. Ejemplos de aminoacidos de las microcistinas que

las convierten en variantes de esta toxina.

Tabla 1. Destino principal de las microcistinas y especies que las producen. (tomado de Sivonen & Jones
(1999) y modificado con Ressom et al., 1994; Carmichael, 2001 y Fastner et al, 1999).

Clasificacion por

. . Grupo de Organo principal Especies de cianoprocariontes que las
oérgano o sistema .
L toxina afectado producen?
principal
Anabaena circinalis, A. flos-aquae A. lemermannii;
Anabaenopsis arnoldi, A. millerii; Aphanocapsa
cumulus, A. elachista; Arthrospira fusiformis;
) o . Hapalosiphon hibernicus; Microcystis aeruginosa, M.
Hepatotoxina Microcistinas ~ Higado

botrys, M. ichthyoblabe, M. viridis; Nostoc linckia, N.
muscorum, N. punctiforme; Oscillatoria limosa;
Planktothrix agardhii, P. mougeotii, P. rubescens;
Snowella lacustris; Woronichinia naegeliana

atal vez ofras especies del género también produzcan toxinas.

Se conocen diversos factores que determinan si un florecimiento puede ser toxico o
no, entre ellos condiciones del ambiente, como la temperatura, pH, intensidad de

luz y concentracion de nutrientes; y caracteristicas propias de las
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cianoprocariontes, como la etapa de crecimiento y la composicidon genética
(Watanabe & Oishi, 1985; Ressom et al., 1994). Sin embargo, dentro de un mismo
florecimiento existe la posibilidad de que exista una mezcla de cepas® téxicas y no
toxicas (Sivonen & Jones, 1999). Morfolégicamente no es posible determinar si un
florecimiento o incluso un grupo de células es toxico (Sivonen & Jones, 1999), por
lo que es necesario recurrir al uso de herramientas analiticas, como la
cromatografia liquida. En el ANEXO 4 se encuentran los métodos mas conocidos

para el analisis de las microcistinas.

Desde el momento en que son producidas, las cianotoxinas se mantienen en el
interior celular, es decir son intracelulares, hasta el momento de la muerte de la
célula, cuando son liberadas al agua (Sivonen & Jones, 1999). En tanto las
poblaciones de cianoprocariontes aumenten, la concentracion de microcistinas
dentro de las células aumentara y con esto su potencial liberacidon al agua, lo que
incrementaria en ambos casos el riesgo de dafio a la salud humana (Sivonen &
Jones, 1999), pues la poblacién se encuentra expuesta a las cianotoxinas por medio
de los florecimientos mismos y del agua, a través de diversas rutas de exposicion:

dérmica, respiratoria, sanguinea y gastrointestinal (Carmichael, 2001).

Nuestro interés en los sistemas acuaticos de las zonas recreativas deriva de la poca
atencion que se les ha dado, a pesar de los riesgos mencionados. En estos cuerpos
de agua, un acercamiento bioldgico proporciona un diagndstico de su estado de
salud y calidad para la poblacidon. Especificamente, los lagos que son parte del
Bosque de Chapultepec (Figura 2), uno de los principales centros recreativos y
culturales de la Ciudad de México, y que presentan problemas de deterioro
evidenciados por la presencia de cianoprocariontes toxigénicas en la superficie del

agua.

Un estudio reciente muestra que el Lago Mayor de la segunda seccion de

Chapultepec (Figura 2) presenta florecimientos de Microcystis y microcistinas en el

3 Una cepa es un subgrupo genético especifico dentro de una especie en particular, y cada especie puede
tener decenas o cientos de cepas, cada una con caracteristicas un poco diferentes (Sivonen & Jones,

1999).
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agua (Vasconcelos et al., 2010). Ante esta realidad, decidimos abordar el estudio
del florecimiento del Lago Mayor desde los puntos de vista bioldgico y toxicoldgico,
de tal manera, que después de unirlos, proporcionen una herramienta para conocer
cual es el comportamiento de la Microcistina-LR intracelular respecto a la densidad
del florecimiento. Esta herramienta se presenta de una manera Util a través de un
modelo matematico. Nosotros pensamos, de acuerdo con Sivonen & Jones (1999),
que en tanto las poblaciones de cianoprocariontes aumenten en el florecimiento del
Lago Mayor, la concentracién de la toxina dentro de las células aumentaria, y con

ello su potencial dafio a la salud humana.

En general, los modelos de prediccion de microcistinas documentados son muy
escasos y ademas particulares para cada sitio estudiado, ya que se construyen con
aquellas variables que muestran la mejor correlacidén con las toxinas, por ejemplo la
abundancia de las cianoprocariontes formadoras de florecimientos o Ia
concentracion de un nutrimento en particular (Kotak et al., 1995; Rantala et al.,
2006). En particular, Fastner et al. (2000) reconocen que la elaboracién de una
relacién entre la concentracidon de microcistina y la biomasa de cianoprocariontes es
mas viable en muestras con presencia o dominancia de un solo taxén productor de
microcistina, ya que permite que a estos organismos se les atribuya la produccién
de la toxina (Fastner et al., 2000). Lo anterior, aunado a los antecedentes de
florecimientos formados por un solo género de cianoprocariontes en Chapultepec,
resalta la importancia de generar un modelo especifico para este sitio. La
generacion del modelo tiene importancia para la prediccion del comportamiento de
la microcistina, lo que se vincula directamente con el metabolismo de las células. La
determinacion de toxinas en agua es una evaluacion efimera y desde nuestro punto

de vista inapropiada en términos de la generacién de modelos.

El presente estudio es el primero en determinar la concentracidon de Microcistina-LR
intracelular en un florecimiento de cianoprocariontes en México. Martinez (2002)
realizé la determinacion dentro de un florecimiento en el embalse Valle de Bravo,
sin embargo sus resultados sobre la toxina no son claros y no pueden ser

comparados con los resultados de esta tesis.
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2. Antecedentes de la importancia del estudio de

cianoprocariontes toxicas

Las observaciones de lagos con altas concentraciones de cianoprocariontes y su
posible dafio a animales silvestres y ganado, datan de mas de cien afios, vy
provienen de unos cuantos paises europeos. En los anos cincuenta y sesenta, se
hizo evidente que existia una relacidn entre casos de personas con alergias vy
cianoprocariontes de agua dulce (como Microcystis y Planktothrix) presentes en
sitios recreativos. La toxicidad de varios florecimientos fue confirmada mas
adelante por bioensayos con ratones (Ressom et al., 1994). En la década de los
ochenta los reportes de personas afectadas por haber practicado deportes acuaticos
se hicieron comunes tanto en Europa como en algunas regiones de Estados Unidos

y Canada (Sivonen & Jones, 1999).

Al mismo tiempo, en paises como Japén e Inglaterra comenzo el estudio formal de
las microcistinas, al aislarlas de las cianoprocariontes; se caracterizé su estructura
guimica y se cuantificaron en muestras de agua, florecimientos o cepas cultivadas.
Pocos afios mas tarde, aumentaron a cientos los estudios sobre florecimientos,
cepas aisladas y microcistinas, dando a conocer un problema de indole global. En
Ameérica Latina, los estudios sobre florecimientos son escasos y recientes. En paises
como Cuba, Uruguay y Brasil, tanto en sitios recreativos como de uso mas amplio,
se han observado algunas de las morfoespecies® de cianoprocariontes que han sido
registradas en el Lago Mayor de Chapultepec (Seccion 5.2), (Komarek, 1984;
Moschini et al., 2009; Vasconcelos et al., 2010; De Leon & Yunes, 2011; Gomez et
al., 2011).

En México se ha reportado la presencia de florecimientos de cianoprocariontes en

cuerpos de agua de abastecimiento y de recreacién, principalmente de la zona del

* En este trabajo se emplea el término morfoespecie para designar las diferentes morfologias que
reconocimos al microscopio. Los nombres que identifican a cada entidad no representan un compromiso
taxondmico porque actualmente se reconoce que en el género Microcystis podria haber identidad
genética en la diversidad que desde el punto de vista de su sistematica, se ha reconocido como especies
distintas (Otsuka et al., 2001).
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centro del pais, que incluyen el lago de Chapala, el embalse de Valle de Bravo,
varios cuerpos de agua que son parte del sistema Cutzamala; en los principales
lagos de Chapultepec, el lago de Zumpango, el lago Tezozomoc y la Pista de Remo
y Canotaje de Xochimilco, entre otros (Alcocer et al., 1988; Martinez, 2002;
Ramirez et al., 2004; Arzate, 2008; Oliva et al., 2008; Ortiz et al., 2010;

Vasconcelos et al., 2010).

Los trabajos que anteceden al presente y que estudian la presencia de
florecimientos téxicos y sus microcistinas en México son principalmente tres. El
primer trabajo del que tenemos conocimiento es el de Martinez (2002), realizado en
el embalse Valle de Bravo en el periodo 1999 - 2001. Este estudio es el primer
antecedente de la determinacién intracelular de Microcistina-LR en un florecimiento
de cianoprocariontes, sin embargo dado que dicho estudio proviene de una
publicacion informal y que sus resultados son poco claros en las unidades de
medida de las microcistinas, no apoya el analisis de los resultados del presente

trabajo.

El segundo trabajo, con un enfoque toxicoldgico, es el de Arzate (2008), quien hizo
evidente que en distintos lagos urbanos recreativos cercanos o dentro de la Ciudad
de México, incluido el de la primera seccion de Chapultepec, existen cepas tdéxicas
de Microcystis spp. El autor encontré que las cepas aisladas de seis lagos, contaban
con la informacidn genética para producir microcistinas y detectd su presencia en el
agua, en concentraciones cercanas a 3.0 pg I'! (Arzate, 2008), sin embargo este

trabajo no cuenta con la determinacion de especies.

El estudio mas reciente y que nos aporta mas informacién sobre la composicion de
las especies de los florecimientos de cianoprocariontes y su produccién de
microcistinas es el trabajo de Vasconcelos et al. (2010), realizado en nueve cuerpos
de agua de la zona central del pais, incluyendo sitios de abastecimiento y lagos
urbanos recreativos del Estado de México y la Ciudad de México, entre ellos el Lago
Mayor de Chapultepec. Por medio de un acercamiento multiple con diversas
técnicas, los autores identificaron las especies de cianoprocariontes presentes en
los florecimientos, la capacidad genética para producir microcistinas de poblaciones

de cianoprocariontes en estado natural, la diversidad de variantes de microcistinas
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presentes en los cuerpos de agua y la concentracion de microcistinas totales en el

agua de los mismos.

Vasconcelos et al. (op. cit.) encontraron que de las especies de Microcystis mas
comunes en la mayoria de los cuerpos de agua, las dominantes fueron M.
aeruginosa, M. flos-aquae, M. panniformis, M. novacekii y M. wesenbergii. Esta
ultima domind en el embalse Valle de Bravo. Es notable que excepto en Valle de
Bravo, detectaron genes responsables de la biosintesis de las microcistinas. En
cuatro de estos lagos se detectd la Microcistina-LR, ademas de una o mas variantes
de microcistinas que difirieron en cada sitio, haciendo que cada lago tuviese un
perfil de toxinas particular. La concentracion de microcistinas totales en agua,
|—1

determinada en los cuatro lagos, varié entre 4.9 y 78 pg I'; este ultimo valor

correspondid al Lago Mayor de Chapultepec (Vasconcelos et al., 2010).
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3. Objetivos

General

Proporcionar un enfoque toxicoldgico vy bioldgico del florecimiento de
cianoprocariontes que ocurre en el Lago Mayor de la segunda seccion de
Chapultepec, y proporcionar un modelo con el que sea posible aproximar la
concentracion de Microcistina-LR a partir de la densidad celular y la clorofila a, y de
esta manera facilitar el acercamiento al estudio de florecimientos téxicos de

cianoprocariontes.

Particulares
e Identificar las especies de cianoprocariontes que componen el florecimiento

del lago.

e« Determinar la concentracion de clorofila @ y la densidad celular del

florecimiento en diez puntos del lago.

e Determinar en diez puntos del lago, la concentracion de Microcistina-LR
intracelular de las cianoprocariontes que componen el florecimiento,

utilizando un sistema HPLC-MS.

» Obtener una relacidon entre la concentracion de clorofila a, la biomasa de las
cianoprocariontes del florecimiento y la concentraciéon intracelular de
Microcistina-LR. Elaborar un modelo con el que se pueda aproximar la

concentracion de la toxina a partir de los otros dos parametros.
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4. Material, métodos y equipo

Este apartado contiene la descripcidon de los métodos que se aplicaron en este
trabajo de investigacion, y se divide en cuatro secciones. La Seccidon 4.1 comprende
la medicion de parametros fisicoquimicos del lago y la toma de muestras de agua y
de fitoplancton para fines bioldgicos y toxicoldgicos. En la Seccién 4.2 se abordan
los aspectos bioldgicos que corresponden a la caracterizacién del fitoplancton en
cuanto a diversidad de especies y abundancia de la comunidad en el lago, ambos a
partir de la observacion de muestras de agua. En la Seccidén 4.3 se describen las
técnicas quimicas analiticas utilizadas para detectar y cuantificar la Microcistina-LR
intracelular. Por dltimo, la Seccion 4.4 hace referencia a la conjuncién de los
resultados de las secciones 4.2 y 4.3 para realizar un analisis estadistico que
permita conocer las relaciones entre el aspecto bioldgico y el quimico de los

organismos del lago.

4.1 Trabajo de campo

El Lago Mayor de la segunda seccion de Chapultepec se localiza al poniente de la
Ciudad de México, en las coordenadas 192 24" 98" " N, 990 11" 97" " O (Figura 2).
La recolecta se realizd en el mes de octubre de 2010, temporada seca. Del
perimetro del lago se definieron diez puntos de muestreo aproximadamente
equidistantes (Figura 2) de los que se midieron parametros fisicoquimicos y se
obtuvieron muestras de agua para determinar la concentracién de clorofila a y
densidad celular, y muestras concentradas del florecimiento para cuantificar la
Microcistina-LR. La recoleccidon de todo el conjunto de datos y muestras se realiz6

de las 10 a las 12 horas aproximadamente.

4.1.1 Determinacion de parametros fisicoquimicos del lago

En un bote de plastico de boca ancha se recolectdé un litro de agua en cada punto
de muestreo, del cual se determiné la temperatura, pH y conductividad con un
potenciometro de campo (Conductronic). Terminado este procedimiento, el agua se
devolvié al lago. Con un sensor de irradianza (Hobo Temperature/
Light Pendant Data Logger [#UA-002-64K]) se determind la irradianza subacuatica
(30 cm de profundidad).
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4.1.2 Recoleccion de agua para la determinacién de clorofila a, densidad
celular y determinacion taxondémica

Se recolectd un litro de agua de cada punto en botellas de polietilen tereftalato

(PET). Las diez botellas se mantuvieron en refrigeracidon y protegidas de la luz hasta

su llegada al laboratorio. De estas muestras de agua se obtuvo el material para la

determinacion de clorofila a, la obtenciéon de la densidad celular y la biomasa

(Seccion 4.2.2) de cada sitio y la determinacion taxondémica de las

cianoprocariontes en el Laboratorio de Algas Continentales.

4.1.3 Recoleccion de biomasa de fitoplancton para la determinacion y
cuantificaciéon de Microcistina-LR

Por otro lado, se recolectdé biomasa del fitoplancton al filtrar de 15 a 50 litros de
agua de la superficie en cada punto, utilizando redes de fitoplancton de poro de 75
um. El agua se filtré repetidamente para concentrar la biomasa, la cual se
almacend en pequenos frascos de vidrio de 30 ml, mantenidos en refrigeracion y
oscuridad hasta su llegada al Instituto de Quimica, donde la biomasa se liofilizo,
peso y almacend a -20°C hasta su utilizacion para preparar los extractos a analizar
por HPLC-MS. Los resultados de este proceso se reportan como cantidad de toxina

por peso seco de biomasa de fitoplancton.

4.2 Estudio del florecimiento del Lago Mayor

4.2.1 Determinacion de clorofila a

En sistemas de filtracion Millipore, se filtraron 50 ml de agua de cada punto
utilizando filtros de fibra de vidrio, a los que se les retiré el exceso de agua y se
mantuvieron en refrigeracion y oscuridad hasta el momento de la determinacion de
clorofila a. La extraccion del pigmento se hizo con acetona 90%, y después de un
proceso de centrifugacion, la clorofila a se determind por fluorometria (Luorémetro
Turner AU10) por el método 445.0 (Arar & Collins, 1997).
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Figura 2. Ubicacién del Lago Mayor de la segunda seccién de Chapultepec y de los puntos de muestreo de

los bordes del lago para el muestreo de octubre 2010.

4.2.2 Densidad celular y calculo de biomasa de Microcystis
De las muestras de agua de cada sitio de recoleccidon y agitando suavemente cada
botella de PET (Seccidon 4.1.2), se prepararon submuestras de 20 ml fijadas con

formalina al 3%, las cuales fueron incorporadas al Herbario de la Facultad de
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Ciencias en la coleccion particular de Biodeterioro Algal (BA), con claves designadas
para el sitio de la recoleccion (Chapultepec, Distrito Federal). A partir de las
submuestras fijadas, se realizaron preparaciones permanentes por duplicado
utilizando un volumen de 10 pl, las cuales se afiadieron también a la coleccion del
Herbario con su clave correspondiente. Con estas preparaciones se obtuvo la
densidad celular al contar todas las células observadas y también se hizo la
determinacion taxondmica, cuyo registro fotografico se realizd con una camara

Nikon Coolpix S10 acoplada a un microscopio Nikon Optiphot-2.

Para un posterior analisis de relaciones entre la Microcistina-LR y la cantidad de
organismos de Microcystis presentes, se obtuvieron valores de biomasa a partir de
las colonias observadas durante el conteo celular. El biovolumen es el estimado de
biomasa mas cominmente utilizado para las microalgas. El calculo de biovolumen
se basa en aproximaciones geométricas (sobre dimensiones lineales) aplicadas lo
mas cercanas a la figura real de los organismos; en el caso de Microcystis, se
tiende a aplicar la forma de una esfera a las colonias (Hillerbrand et al., 1999). En
los casos en que se observaron formas geométricas , se les aplicoé la formula del
volumen de la figura correspondiente, por ejemplo, de elipses, cubos y prismas.
Para cada una de estas formas, se tomaron las medidas correspondientes de 25
colonias y se obtuvo un valor promedio. Este valor se utiliz6 como un factor por el
gue se multiplicé cada colonia de acuerdo a su forma y asi se obtuvo el biovolumen

por cada punto de muestreo.

Posteriormente, los valores de biovolumen se transformaron a biomasa calculando
la densidad de la célula bajo el supuesto de que el 95% del contenido celular y la
mayor parte del mucilago es agua. Los valores de biomasa se expresaron entonces

como pg gl

4.2.3 Determinacion taxonémica

La determinacion taxondmica se realizé a partir de duplicados de preparaciones
permanentes de las submuestras fijadas con formalina al 3%; en algunos casos fue
necesario hacer tinciones con nigrosina para observar el perfil de las envolturas
mucilaginosas. Se consultaron los trabajos de Komarek & Anagnostidis (1999) para
el grupo de las Chroccoccales, el de Sant” Anna et al. (2004) para la revisidon de
Microcystis protocystis y Komarek & Komarkova (2002) para la revision de M.

panniformis.
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4.3 Analisis de la Microcistina-LR

4.3.1 Extraccion de la Microcistina-LR

Para la extraccion de la toxina se siguié el método de Prakash et al. (2009) con
algunas modificaciones. Se pesaron 100 mg de material de cianoprocariontes
liofilizado y se le agregaron 5 ml de metanol acuoso 75% (Fastner et al., 1998;
Lawton et al., 1994). La muestra se sonico de forma discontinua por 10 minutos
con una potencia que oscild entre 36-39 W seguida por agitacion ininterrumpida por
45 minutos. Los restos celulares se separaron por medio de centrifugacién por 5
minutos a 10 000 rpm; el sélido se extrajo de nuevo mientras que el sobrenadante
se mantuvo en refrigeracion. Después de tres procesos de extraccion, los
sobrenadantes se reunieron y se concentraron por evaporacidén hasta alcanzar un
volumen de un mililitro. Este extracto se almacend a -20°C hasta su analisis por
HPLC-MS (siguiente seccidn), y antes de ser inyectado, se centrifugé a 13 000 rpm
por 30 minutos a 4°C para limpiar la muestra de particulas que pudieran interferir

en el analisis. El volumen de inyeccion de las muestras varié entre 5y 10 pl.

4.3.2 Instrumentos analiticos y sustancias utilizados para el analisis
de la Microcistina-LR

El equipo utilizado para la separacién de la Microcistina-LR fue un cromatdgrafo
Agilent 1200 con un inyector automatico. Se utilizé una columna de fase reversa y
una elusion por gradiente, en las condiciones descritas en la Tabla 13 (ANEXO 6).
Se probaron distintos gradientes para conocer el tiempo de retencion de la toxina.
Los disolventes utilizados fueron grado HPLC. La identificacidon de la toxina se llevo
a cabo por comparacién con el tiempo retencion de un estandar analitico de
Microcistina-LR en solucion (Agilent, pureza 95%) y por su espectro de masas (m/z
995; [M+H]*) en un Espectrometro de Masas Esquire 6000 de Bruker, provisto con
una interfase Electrospray (ESI) y con trampa ionica (Tabla 13, ANEXO 6). El

tiempo de retencidn y el peso molecular de la toxina permitieron su identificacion.

4.3.3 Cuantificacion de la Microcistina-LR por HPLC-MS

Para cuantificar la Microcistina-LR se elabord una curva de calibracién por el modelo
de puntos multiples, utilizado para métodos que cubren concentraciones de hasta
varios ordenes de magnitud (Dolan, 2009a). La curva se construyd utilizando una

serie de cantidades de toxina conocidas a partir del estandar analitico, las cuales se
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inyectaron por duplicado en el instrumento. La curva de calibracion se obtuvo al
graficar las areas de los picos como una funcién de la cantidad de Microcistina-LR.
Esta grafica de calibracion se obtuvo para determinar el intervalo de linealidad, y
con la ecuacion obtenida se estimoé la cantidad de toxina en las muestras, valor que
posteriormente se extrapold para reflejar las concentraciones en microgramos (Ug)
de Microcistina-LR por gramo (g™!) de peso seco de biomasa seca de fitoplancton.
En la Seccidon 5.4 de Resultados, la concentracion de Microcistina-LR intracelular se

expresa como ug g't.

4.4 Analisis de regresion y modelo de predicciéon para la Microcistina-LR

A través de un analisis de regresion (programa estadistico SPSS 17.0) se evalud la
relacién entre la biomasa de Microcystis y la concentracion de la clorofila a
(variables predictivas o independientes) con la concentracién de Microcistina-LR
intracelular (variable dependiente), con el objeto de conocer si una determinada
concentracion de Microcistina-LR puede predecirse a partir de concentraciones
determinadas de biomasa celular y/o clorofila a. Este analisis se expresé mediante
la ecuacion de la regresion lineal y produjo un modelo resumido de lo que sera esa

prediccion.

A lo largo del analisis de regresion, una serie de pruebas y valores evaluaron si las
variables independientes eran confiables para conformar un modelo de prediccidon
de la variable dependiente. Estas pruebas incluyeron la correlacién de Pearson,
para conocer la correlacion entre las variables; una ANOVA y pruebas de
significacion, para evaluar si las variables independientes eran adecuadas para
formar el modelo. Antes del anélisis, todas las variables fueron transformadas a
valores logaritmicos para que fuesen comparables y para asegurar la normalidad de

los datos.
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5. Resultados

En este apartado se encuentran cinco secciones con los resultados obtenidos en
esta tesis. Las primeras tres contienen la caracterizacion del lago desde el punto de
vista fisicoquimico (5.1) y bioldgico (5.2 y 5.3). Dentro de la Seccién 5.2 se
encuentra la descripcidn de las morfoespecies de Microcystis observadas en el lago,
y en la Seccion 5.3, se presenta la abundancia del florecimiento de Microcystis. La
Seccién 5.4 contiene la informacion de la parte quimica del trabajo, donde se
muestra la presencia y concentracién de Microcistina-LR intracelular. La Seccién 5.5
indica la relacion encontrada entre la clorofila a, la biomasa de Microcystis y la
concentracion intracelular de Microcistina-LR que resultdé en un modelo de
prediccion de la toxina. A lo largo del apartado, se presentan tablas y graficos que

documentan la informacidon obtenida.

5.1 Condiciones fisicoquimicas del Lago Mayor

La informacion completa de los datos del muestreo se presenta en la Tabla 12,
ANEXO 6. La temperatura mas baja fue 17.5 °C y la mas alta 21.9 °C, con un
promedio de 19.13 ©°C. El pH se encontré6 entre valores de 10.0 y 11.0, y la
conductividad en valores cercanos a 500 uS cm™. Los valores de irradianza tuvieron
un promedio de 7.93x10™ pE:‘m? s2, con un valor minimo de 3.38x10° pEm? s? y

maximo de 3.52x1073 pE:m? s

5.2 Morfoespecies que componen el florecimiento de Microcystis

El florecimiento de cianoprocariontes estuvo dominado en su totalidad por cinco
morfoespecies del género Microcystis, descritas a continuaciéon. Para su
identificacion se consideraron aspectos como la morfologia de las colonias, el
arreglo de las células y su diametro. En el florecimiento de Chapultepec se observo
gue las medidas de las células se sobreponen entre las poblaciones. Con respecto a
las medidas registradas en la literatura, sélo M. aeruginosa presentd intervalos mas

pequefios (Komarek & Anagnostidis, 1999).

Microcystis cfr. ichthyoblabe Kiitzing 1843 Figura 3A-D
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Las colonias son grandes y globosas, irregulares. La consistencia de la vaina de la
colonia es difluente, fina y hialina; es de color pardo claro. Las células se
encuentran densamente dispuestas, en arreglos de subgrupos rodeados de vaina.
Las células son esféricas, sin vaina celular individual, formando pares después de la
division; su color es verde azul amarillento, con presencia de aerotopos. Las
colonias miden aproximadamente 320 x 270 ym. En el margen de la colonia, el
mucilago tiene una amplitud de 2.5-11 ym. Las células tienen un didmetro de 2.79-
3.5 um.

Herbario: DFCh-5.3 (Fig. 3A-B) y DFCh-7.3 (Fig. 3C-D).

Ecologia: Komarek & Anagnostidis (1999) sefialan que esta especie ocurre en
aguas mesotréficas o poco eutréficas y que probablemente no se encuentra en
paises tropicales, al no estar comprobada su existencia en numerosas muestras de
paises de esa regidn, incluido Brasil (Komarek et al., 2002). Esto indica que las
condiciones de Chapultepec permiten el desarrollo de organismos cuyas
caracteristicas se asemejan en morfologia y talla a aquellos que habitan en distintas
latitudes y en condiciones de menor eutrofia.

Notas: En Chapultepec se determinaron pocas colonias como esta morfoespecie, y
de ellas, algunas presentaron caracteristicas distintas de las referidas en la
literatura, como la ausencia de subcolonias claramente definidas y el diametro
celular un poco por arriba del descrito originalmente (Komarek & Anagnostidis,
1999). De ninguna de las colonias examinadas tuvimos la oportunidad de observar
la desintegracion de subcolonias en etapas de desarrollo tardias. La descripcidon
basada en caracteres morfoldgicos puede llevar a errores en la identificacion de
especies, y considerando la presencia dudosa de esta especie en zonas tropicales
decidimos que serda necesario confrontar las poblaciones de Chapultepec con otros

futuros registros.

Microcystis panniformis Komarek 2002 Figura 3E-H

Colonias pequeiias, amorfas, alargadas, no clatradas, de forma aplanada hasta
formar monocapas, con vaina difluente y hialina. El margen mucilaginoso es
indistinto y no se traslapa en los conjuntos de células; en las colonias viejas el
margen es irregular. Las colonias son verdosas, algunas veces con agujeros
pequefios e indistintos. Las células se disponen en arreglos de hileras; su forma es
esférica y no tienen vaina individual, las células estan distribuidas densa vy

regularmente, algunas veces en filas indistintas; su color es verde azul brillante,
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con presencia de aerotopos. Las colonias son de tallas 150 x 50 pum
aproximadamente y el diametro de las células es de 2.9-3.3 um.
Herbario: DFCh-8.2 (Fig. 3E-F) y DFCh-10.1 (Fig. 3G-H).

Ecologia: En Chapultepec esta morfoespecie coexiste con M. aeruginosa, descrita
en este trabajo. La coexistencia de ambas morfoespecies ha sido reportada en
Brasil (Komarek et al., 2002).

Notas: No observamos estadios jovenes de la morfoespecie, en los que las colonias
fueran esféricas y con agujeros, como se indica en la descripcidon original (Komarek,
2002). Esta especie descrita recientemente es de distribucion tropical,
probablemente pantropical (Komarek & Komarkova, 2002) y es comun en aguas
eutrdficas, en diversos cuerpos de agua de Brasil (Sdo Paulo) (Komarek et al.,
2002).

Microcystis flos-aquae (Wittrock) Kirchner 1898 Figura 3]-L

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

Colonias pequefias, microscopicas, de forma globosa, mas o menos esférica o
irregulares en los bordes, no lobuladas, rodeadas de vaina difluente o firme, fina y
hialina. La envoltura mucilaginosa no excede los conjuntos de células. El color de
las colonias es pardo y su aspecto puede ser pulvurulento (Figura 3I) o compacto
(Figura 3K). Las células se encuentran densamente dispuestas en la colonia; las
células son esféricas, sin vaina individual y de color verde azul amarillento, con
presencia de aerotopos. El margen de las colonias puede ser menor o igual al
diametro celular. Las colonias son de talla aproximada de 240 x 180 um; el
diametro de las células es de 2.6-3 um.

Herbario: DFCh-5.1 (Fig. 3I-]) y DFCh-5.3 (Fig. 3K-L).

Ecologia: En Chapultepec, las colonias de esta morfoespecie fueron principalmente
esféricas y con los bordes regulares. Esta morfoespecie originalmente descrita para
aguas claras o poco eutréficas (Komarek & Anagnostidis, 1999), recientemente se
ha observado en la Ciudad de México, en cuerpos de agua eutroéficos (Chapultepec,
este trabajo) e hipereutroficos y en altas densidades (lago Tezozomoc; Oliva et al.,
2008).
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Figura 3. Ejemplares de las cinco morfoespecies de Microcystis observadas en el florecimiento del Lago
Mayor en octubre de 2010. Las fotografias de la izquierda muestran las colonias representativas de cada
morfoespecie y junto a ellas se muestra un acercamiento de las células que las componen. A-D Microcystis cfr.
ichthyoblabe. En C y D se observa la coexistencia de otra morfoespecie con didmetro celular mas grande. E-H
Microcystis panniformis. Su arreglo celular se observa en hileras. J-L Microcystis flos-aquae. Se observaron colonias
con aspecto pulvurulento (1) y otras con margen definido (K). M-N Microcystis protocystis. En algunas colonias se
observaron células con vaina individual (N, flecha). O-R Microcystis aeruginosa. En las colonias se observan
espacios libres de células, conformando un arreglo clatrado, tipico de la especie, asi como la coexistencia de otra
cianoprocarionte filamentosa (R). Barras = 100 um (A, C, E, G, I, K, M, O, Q), 10 um (B, D, F, H, J, L, N, P, R).
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Figura 3. Continuacion.
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Figura 3. Continuacion.

Notas: Otras especies de Microcystis también se han encontrado recientemente en
sitios con un nivel de eutrofia mayor al del momento de su descripcién, como M.
smithii, que ha aumentado su frecuencia en sitios eutréficos de China, donde forma
florecimientos (Liu et al., 2011).

Microcystis protocystis Crow 1923 Figura 3M-N

Las colonias son pequefias, amorfas, con vaina de consistencia difluente, amplia,
fina y hialina, de color pardo a rojizo. Las células estan laxamente dispuestas en la
colonia, son de forma esférica y presentan una vaina individual que puede
observarse después de la division. Las células estan agrupadas en pares, y son de
color verde azul a rojizo, con presencia de aerotopos. El margen de las colonias
mide 3.3-9.9 ym vy las dimensiones de las colonias 115 x 78 um; el didmetro de las
células es de 3.3 pm.

Herbario: DFCh-5.3 (Fig. 3M-N).
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Ecologia: En Chapultepec, no en todas las colonias se lograron observar las vainas
individuales de las células, sin embargo, la amplitud del margen y la disposicidon de
las células en la colonia fueron elementos importantes para la identificacién. En
algunas colonias se observd una cianoprocarionte filamentosa embebida en el
margen mucilaginoso, posiblemente Pseudoanabaena voronichini Anagnostidis; esta
asociacion se ha observado en cuerpos de agua de Brasil (Sdo Paulo) (Komarek &
Komarkova, 2007), y parece ser frecuente también en lagos mexicanos (Tavera, no
publicado).

Notas: Probablemente la distribucion de esta morfoespecie sea principalmente

pantropical (Komarek & Anagnostidis, 1999).

Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing 1846 Figura 30-R

= Micraloa aeruginosa Kitzing 1833 sine typo; Diplocystis aeruginosa (Kutzing)
Trevisan 1848; Clathrocystis aeruginosa (Kitzing) Henfrey 1856; Microcystis
ochracea (Brand) Forti 1907 ?; Anacystis cyanea (Kutzing) Donet et Daily 1952 p.p.

excl. Typo; y otros numerosos.

Las colonias son grandes, alargadas, amorfas, cominmente clatradas en forma de
red con agujeros, con borde regular; la vaina es de consistencia difluente, sin
estructura y hialina. El color de las colonias es pardo. Las células estan dispuestas
de apretada a laxamente, irregularmente y mas o menos empaquetadas; su forma
es esférica, sin vainas individuales, de color pardo, y con aerotopos. Las colonias
pueden ser de tallas diversas, llegando a medir 380 x 203 pm. Las células
presentaron un diametro 3.5 pm, poco por debajo de lo descrito originalmente para
la especie (Komarek & Anagnostidis, 1999).

Herbario: DFCh-5.3 (Fig. 30-R).

Ecologia: En las colonias de Chapultepec no se pudo observar el limite del margen
mucilaginoso. Por otro lado, el didametro de las células fue menor al descrito para la
especie (Komarek & Anagnostidis, 1999). Se observd la coexistencia de esta
morfoespecie con Microcystis panniformis. Al igual que en M. protocystis, en el
mucilago de algunas colonias se observaron filamentos de la cianoprocarionte
Pseudoanabaena voronichini (Tavera, no publicado) (Fig. 9R).

Notas: Ocurre en aguas eutréficas y es de distribucion cosmopolita a excepcidon de

las regiones polar y subpolar (Komarek & Anagnostidis, 1999).
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5.3 Densidad celular de Microcystis en el lago

La concentracion de clorofila @ se encontrd en un intervalo de 4.65 a 95.70 pg It
clorofila @, con un valor promedio de 42.90 pg I clorofila a. Las concentraciones
del pigmento variaron hasta mas de diez veces en puntos de muestreo adyacentes
(punto 3 y 4, por ejemplo; Tabla 2). No se observd una correspondencia entre los
valores de clorofila @ y de densidad celular, es decir, que en el punto de muestreo
donde se cuantifico la concentracién mas alta del pigmento no se encontré la mayor

abundancia de células de Microcystis spp. y viceversa (Figura 4).

La Tabla 2 muestra que la densidad celular fue variable, superando en varios sitios
el millén de células. Estos resultados indican una variacién de hasta mas de un
orden de magnitud en puntos de muestreo muy cercanos entre si. Estas diferencias
se deben comUnmente a que las poblaciones son transportadas por el viento y
tienden a acumularse en zonas particulares de los bordes del lago (Fastner et al.,
1999).

Tabla 2. Concentracion de clorofila a y densidad celular en cada punto de muestreo del Lago Mayor. Los
datos de ambos parametros se presentan en una misma tabla debido a la comparacion con los estimados de

Falconer et al. (1999) sobre los riesgos a la salud que representan los valores de densidad celular de

cianoprocariontesa.
Sitio Concentracion clorofila a Densidad celular (No. de Riesgo a la salud por la
(ug 1) células ml) densidad celulara
1 6.36 727 150 Moderado
2 75.80 1260 200 Alto
3 63.50 924 150 Moderado
4 4.65 773 650 Moderado
5 5.15 3419650 Alto
6 77.70 191 600 Moderado
7 9.17 438 850 Moderado
8 18.00 585 500 Moderado
9 95.7 689 050 Moderado
10 73.00 1058 650 Alto
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Figura 4. Correspondencia de la concentracion de clorofila a y la densidad celular por sitio de muestreo.

5.3.1 Calculo de la biomasa de Microcystis spp. en el lago
En la Tabla 3 se muestran los factores de conversién de biomasa obtenidos para las
colonias de Microcystis observadas. Los valores de biomasa se expresan como

microgramos de las células por gramo de poblaciones de cianoprocariontes, ug g™*.

Tabla 3. Factores de conversion de biomasa para las colonias de Microcystis spp. contadas.

Figura geométrica Factor de biomasa (ug g-1)
Esferas 637231.084
Cubos 1825778.790
Elipses 171449.033

Prismas 65458.512




70

Intensidad [x107)

0.0

Intensidad [x107)

o

Intensidad [x107]

o - N w s oo

Intensidad [x107]
O = N W s o

N W &

Intensidad [x107]
o = N W s oo

6.0
5.0
4.0
30
20

32 Construccién de un modelo matematico para la prediccion de la Microcistina-LR intracelular. 2012
Martha X. Segura Guzman

A. Estandar Microcistina-LR

25

30 Tiempo [minutos]

Intensidad [x10°]

B. Sitio 1

25

30 Tiempo [minutos]

C. Sitio 2

25

30 Tiempo [minutos]

D. Sitio 3

25

3?T;empo [minutos]

E. Sitio 4

25

30 Tiempo [minutos]

Intensidad [x10°]

Intensidad [x10°)

Intensidad [x10°)

Intensidad [x10°)

807
70 9956
6.0 o
50
40
30
20
10
00
200 400 600 800 1000 miz
5
995.7
49 M)
3 <
2 -
1 -
0
200 400 600 800 1000 miz
4 P
995.7
3 MeH]*
2
1
0 , y \
200 400 600 800 1000 miz
6.
54 995.7
4 M)
34
24
1 4
0
200 400 600 800 1000 miz
5.
4 995.7
M)
3.
2_
N
0 4
200 400 600 800 1000 miz

Figura 5. Separacién y deteccion de la Microcistina-LR por HPLC-MS. lonogramas y espectros de masas

correspondientes del estandar comercial de Microcistina-LR (A) y de las muestras recolectadas del florecimiento del

Lago Mayor (B-K). Los ionogramas representan la separacidén de la toxina en un tiempo de retencion de 21.5

minutos aproximadamente mientras que el espectro de masas muestra la deteccion de la toxina a través del

aislamiento del ion m/z 995 [M+H]"*.
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5.4 Cuantificacion de la Microcistina-LR intracelular

Con el método de HPLC-MS (Tabla 13, ANEXO 6) se logré extraer y analizar la
Microcistina-LR. De acuerdo con el tiempo de retencidon indicado por el estandar
analitico, establecimos un tiempo de 21.5’ para la Microcistina-LR (Figura 4A). Este
valor comprobd que las cianoprocariontes que componen el florecimiento de
Chapultepec en el lago contenian en su interior Microcistina-LR (Figura 5B-K) y fue

la referencia para analizar nuestros datos.

Para hacer la cuantificacion de la toxina se logré una calibracion lineal en un
intervalo de 10 a 60 ng de Microcistina-LR (Figura 6), dentro del que se
encontraron las respuestas de todas las muestras analizadas (Figura 7). Con la
curva de calibracién obtenida (R?> = 0.9983), se calculd la cantidad de Microcistina-
LR en las muestras para luego expresarla como una concentracidon en gramos de
peso seco, es decir, la cantidad de toxina por cantidad de biomasa seca de

cianoprocariontes.

N
)

o
2.
14 *
£ 08 y = 2E7x - 3E7
£ . R2=0.9983
Q
s 061
c
g
<< 014 4
*
02 1
L 4
0 10 2 30 40 50 60 70

Cantidad de MC-LR inyectada (ng)

Figura 6. Grafica de la calibracion lineal de la Microcistina-LR. La cuantificacién de la toxina en las muestras del

fitoplancton se baso en la ecuacion que se observa dentro del grafico.
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Figura 7. Localizacion de la concentracion de Microcistina-LR de las muestras del Lago Mayor analizadas
respecto de la curva de calibracion lograda. Como se observa, todas las muestras analizadas se encontraron

dentro de los valores de la curva de calibracion construida.

Las concentraciones de Microcistina-LR intracelular se encontraron dentro de un
intervalo de 25.87 a 93.27 pg g'* MC-LR, con un promedio de 53.65 pug g MC-LR.
El valor mas alto correspondié al sitio 4; la concentraciéon mas baja fue 25.87 ug g™
MC-LR, encontrada en el sitio 8. Solamente tres sitios se encontraron por arriba del
valor promedio (Tabla 4). La tercera columna de la Tabla 4 muestra la
concentracion de Microcistina-LR que podria encontrarse en el agua en caso de que
las poblaciones de cianoprocariontes equivalentes a un gramo de peso seco
decayeran y liberaran su toxina al agua. Este calculo tiene como objeto comparar la
concentracion de toxina en el Lago Mayor con el valor de referencia que establece
la OMS para el agua potable, y representa una medida de la toxina potencialmente
disponible para ser liberada al agua, no es una medida de la microcistina realmente

disuelta en el agua.

En la Figura 8 se muestra la concentracidon de toxina respecto a la densidad celular
encontrada en cada sitio de muestreo. En general se observd una correspondencia
entre los dos parametros, es decir que los valores de microcistina y densidad

celular como peso fresco, correspondieron en su mayoria.
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Tabla 4. Concentracion de Microcistina-LR encontrada en las muestras del florecimiento. La concentracion de

Microcistina-LR esta expresada como cantidad de toxina en microgramos por cada gramo de organismos (peso

seco) y como concentracion de toxina en agua, en caso de que el florecimiento decayera y la toxina se liberara®.

Concentracion MCLR

Potencial concentracion de MC-

Sitio
(Mg g7) LR en agua (ug I)*
1 90.10 2.31
2 74.49 1.02
3 49.41 0.85
4 93.27 1.50
5 52.82 1.31
6 31.39 0.38
7 27.50 0.28
8 25.87 0.26
9 49.87 0.41
10 41.79 0.34

Tabla 5. Concentracion intracelular de Microcistina-LR en florecimientos de cianoprocariontes de paises de

distintas latitudes, comparados con México.

Concentracion MC-LR

Pais Regién Microcistina Referencia
(Mg g)
Alemaniac Templada MC-LR 30-1160 Fastneretal., 1999
Australia2 Subtropical MC-LR 8000 Jones & Orr, 1994
Canadab Templada MC-LR 1-1552 Kotak et al., 1995
Corea del Sure Subtropical MC Totales 19 - 1489 Park, 2000
Dinamarcac Templada MC-LR Méxima 2800 Marsalek et al., 2000
Finlandia2 Templada MC-LR <10-900 Lahti et al., 1997
India2 Tropical MC-LR 15 — 124; media 62 Prakash et al., 2009
Japéna Subtropical MC-LR Méaxima 890 Park et al., 1998
México . . Datos originales de
Tropical MC-LR 25 -90; media 53.65 .
(Chapultepec)? este estudio
México ) 29.82 - 816.86; media  Ortiz (comunicacion
Tropical MC-LR
(Zumpango)a 195.40 personal)
Republica . v
Templada MC-LR Méximas 4800 y 5804 Marsalek et al., 2000
Checac
Sudafrica2 Subtropical MC Totales 5-415 Wicks & Thiel, 1990

alago urbano; bLago no urbano; ¢Informacién no disponible.
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Figura 8. Distribucion espacial de la densidad celular de Microcystis y la concentracion de Microcistina-LR

contenida en la biomasa del florecimiento, en octubre 2010.

5.5 Modelo de prediccion de la Microcistina-LR intracelular

Antes de obtener el andlisis de regresion linear, examinamos la relacién entre la
concentracion intracelular de Microcistina-LR y la biomasa de Microcystis y la
concentracion de clorofila a. Encontramos que la biomasa de Microcystis se
correlaciond significativamente con la toxina, a diferencia de la clorofila a, que no
tuvo una correlacidn significativa. Por lo tanto, la biomasa fue la Unica variable con

la que se construyo el analisis de prediccion.

El anadlisis de correlacion de Pearson, mostrado en la Tabla 6, indico que la
concentracion intracelular de Microcistina-LR estd altamente correlacionada con la

biomasa de Microcystis de manera positiva (0.901) y estadisticamente significativa
(p < 0.05).

Tabla 6. Correlaciones de Pearson entre las variables y su significancia de una via.

microcistinaLR biomasa
Correlacién de Pearson microcistinaLR 1.000 0.901
biomasa 0.901 1.000}
Significancia (1 via) microcistinaLR . 0.0005
biomasa 0.0005
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El modelo de regresion considera las relaciones entre las variables a utilizar: a
través del valor Durban-Watson cercano a 2 (1.877), se comprobo6 que el modelo es
viable, pues las observaciones experimentales de las variables son independientes
entre ellas. Por otro lado, el coeficiente de determinacién mostré que la variabilidad
de la toxina puede ser explicada en = 80% por la biomasa de Microcystis (R*> =
0.813, ver ANEXO 7). Ambos valores se muestran en la Tabla 7. El ANOVA de la
regresion (Tabla 8) indicé una diferencia significativa entre las medias de las
variables independiente y dependiente (p < 0.001), lo que sefialé que la biomasa

de Microcystis fue una variable adecuada estadisticamente.

Otra evaluacion del modelo lo aportd el valor de t —valor que indica la probabilidad
de que el coeficiente de una variable sea parte del modelo o deba eliminarse de
este- y p, su significancia. Un valor alto de t y pequefio de p de la biomasa de
Microcystis (t = 5.888; p < 0.001) sugirié que esta variable tuvo un gran impacto

sobre la Microcistina-LR intracelular.

En la Tabla 9, la columna B corresponde a los coeficientes de regresién, que
representan el efecto de la biomasa de WMicrocystis sobre la concentracion
intracelular de toxina. Los valores de estos coeficientes formaron la ecuacion del
modelo de prediccion. El valor de la constante fue positivo, lo que indicé que la
concentracion de Microcistina-LR aumentara intracelularmente en 1.987 unidades

cada vez que la biomasa de Microcystis aumente en 0.847 unidades.
El modelo de prediccion tedrico es el siguiente:
Y= Bo+ BiXy + BaXoi + & i=1,..10;
en donde ¢; corresponde a los errores de las variables aleatorias, y los cuales se

distribuyen normalmente, tienen una varianza constante y son independientes. El

modelo estimado para el presente trabajo es:

Yi=Bo+ BiX:.
Por lo tanto el modelo ajustado es

Y = 1.987 + 0.847 (X)),
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donde X; es el logaritmo de la biomasa de Microcystis. La ecuacidon resultante

interpretada bioldgicamente es la siguiente:

Concentracion intracelular de MC-LR = 1.987 + 0.847 (biomasa

Microcystis)

Tabla 7. Resumen del modelo de prediccién. Contiene valores de correlacién entre los valores observados y los

esperados por el modelo, asi como la aportacién explicativa de la variable predictiva a la variable dependiente.

Error Estandar del

Modelo R R Cuadrada | R Cuadrada Ajustada Estimado Durbin-Watson
1 0.901 0.813 0.786 0.31985259378 1.877
Se resalta en negritas el valor mas importante para el modelo.
Tabla 8. ANOVA de la regresion.
Modelo Suma de Cuadrados df Media Cuadrada F Significancia
1 Regresion 3.547 1 3.547 34.673 0.005

Residual 0.818 8 102

Total 4.366 9

Tabla 9. Coeficientes no estandarizados, coeficientes estandarizados y estadisticos de colinearidad para

cada variable analizada.

Modelo

Coeficientes No Estandarizados

Error Estandar t Significancia
1 (Constante) 1.987 1.954 1.017 0.339)
biomasa 0.847 0.144 5.888 0.005
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Tabla 10. Comparacion de las caracteristicas fisicas, de estado tréfico y de composicion de florecimientos

que albergan tres lagos urbanos y recreativos del centro de México.

. Modelo (Lago
Caracteristica Lago Tezozomoc® Lago de Zumpango®
Mayor):
Naturaleza (origen) Artificial Artificial Natural
Superficie 68 088 m2 17 000 m2 18 650 000 m2
. No profundo, minima )
Profundidad No profundo (2 m) No profundo (promedio 3 m)

Condicion trofica

Fuente de enriquecimiento
por nutrimentos

Grupo de fitoplancton
dominante
Temporalidad de
florecimientos
Composicion de los
florecimientos
Latitud

Eutréfico

Abastecimiento con
agua tratada

Cianoprocariontes

Anual

Microcystis spp.

Tropical

0.5m, maxima 2.10 m
Hipertréfico

Abastecimiento con
agua tratada

Cianoprocariontes y
Clorofitas

Temporal

Microcystis spp. (2003)

Tropical

Hipertréfico

Fuentes de descargas de
aguas residuales, actividad
recreativa, acuacultura

Cianoprocariontes

Anual

Microcystis spp. y
Planktothrix spp. (afio 2010)
Tropical

a Esta tesis. Tomado de: b Oliva et al. (2008); ¢ Ortiz (comentario personal).
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6. Discusion

La caracterizacion bioldgica del Lago Mayor se aborda en las dos primeras
secciones. En la Seccién 6.1 se discuten las condiciones del Lago Mayor que
permiten el desarrollo de florecimientos de Microcystis téxicas, y en la Seccién 6.2,
se discute la diversidad de Microcystis observada y se compara con la de otros
lagos urbanos recreativos de México. En la Seccion 6.3, se compara la
concentracion intracelular de Microcistina-LR encontrada, con la reportada en
México y otros lagos del mundo. La Seccidn 6.4 muestra las implicaciones a la salud
que representa el florecimiento de Microcystis por su alta densidad y la
concentracion de Microcistina-LR. Las Ultimas dos secciones corresponden al
modelo de prediccidon. La Secciéon 6.5.1 muestra el proceso de elaboracion del
modelo, mientras que la Seccidn 6.5.2 contiene su interpretacion bioldgica vy

aplicacién tanto en el mismo Lago Mayor como en otros lagos urbanos recreativos.

6.1 El Lago Mayor es eutréfico y tiene un florecimiento de Microcystis
spp.

Las condiciones microambientales medidas en el Lago Mayor corresponden a un
lago eutrdfico, condicion verificada por el valor promedio de clorofila a, 42.90 pg I},
que se encuentra dentro del intervalo establecido por la OCDE (25 - 75 pg It
clorofila a) (Moreno et al., 2010). El pH alcalino y la presencia de abundantes
poblaciones de cianoprocariontes toxigénicas también son caracteristicas tipicas de
este tipo de lagos (Paerl, 1988; Howard, 1994; Rantala et al., 2006).

El término florecimiento se ha usado para describir crecimientos masivos de
cianoprocariontes y algas que generalmente se presentaban estacionalmente
(Paerl, 1988). En la actualidad se ha visto que estos crecimientos masivos pueden
mantener las densidades altas todo el afo (Te & Gin, 2011). El lago que hemos
estudiado presenta también estos crecimientos masivos durante todo el afio y nos
referiremos a ellos como florecimientos, en el mismo sentido que se aplica el
término actualmente, a nivel mundial. En el caso de esta tesis, también al igual que
en otros florecimientos de zonas subtropicales y templadas, el florecimiento del

Lago Mayor esta compuesto por unas cuantas especies de Microcystis.



42 Construccion de un modelo matematico para la prediccion de la Microcistina-LR intracelular. 2012
Martha X. Segura Guzman

El valor promedio de densidad celular permitié confirmar que las poblaciones de
Microcystis spp. se encuentran formando un florecimiento, pues superan la cifra de
cien mil células mI™? sugerida por Paerl (1988). Como se muestra en la Tabla 2, las
densidades celulares de Microcystis spp. son altamente variables, al comparar los
valores entre sitios es claro que podrian aumentar al menos en un orden de
magnitud, de miles a millones de células por mililitro; esta diferencia es de tan sélo
de unos metros de distancia entre un sitio y otro, y esta condicidn puede variar en

momentos determinados del dia (Falconer et al., 1999).

De acuerdo con la literatura, mas del 65% de los florecimientos de
cianoprocariontes producen microcistinas por lo que se consideran toxicos (Sivonen
& Jones, 1999); incluso se ha llegado a asumir que cualquier florecimiento
compuesto por cianoprocariontes es en realidad tdxico a menos que se demuestre
lo contrario (Fastner et al., 1999). No obstante, la documentacion de la diversidad
de las cianoprocariontes en los crecimientos masivos es un proceso de gran
importancia toxicoldgica, pues la abundancia relativa de cada especie puede dar un
indicio del peligro potencial que representa el florecimiento (Seccién 6.2). A pesar
de que la formacion de crecimientos masivos de cianoprocariontes trae consigo la
disminucion de las actividades recreativas debido al impacto desagradable que
causan las natas, lo que representa la mayor preocupacidon son los niveles de

microcistinas que pueden contener y liberar (Newcombe, 2009) (Seccién 6.4).

6.2 Diversidad de Microcystis en el florecimiento del Lago Mayor y en
otros lagos urbanos recreativos de México

Las condiciones microambientales del Lago Mayor, entre ellas la temperatura, el pH

y el nivel de eutrofia pueden explicar la presencia del florecimiento de Microcystis

(Segura et al., 2010), pues los crecimientos masivos de cianoprocariontes en

general son comunes en lagos eutroficos e hipereutréficos (Chorus & Bartram,

1991; Paerl, 1988) especialmente en latitudes tropicales.

En el Lago Mayor se observd la presencia de cinco morfoespecies de Microcystis
(Seccion 5.2). En el caso de M. cfr. ichthyoblabe, su identidad es dudosa puesto
gue la existencia de esta morfoespecie no ha sido comprobada en paises tropicales
(Komarek & Anagnostidis, 1999; Komarek et al., 2002). La presencia de colonias de
morfologia y dimensiones similares a dicha morfoespecie muestra que en
Chapultepec se pueden desarrollar formas de Microcystis spp. que se asemejan a

aquellas documentadas en cuerpos de agua oligotroficos de latitudes distintas
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(Komarek & Anagnostidis, 1999). A excepcion de esta morfoespecie, las demas han
sido observadas anteriormente en el Lago Mayor y en el lago de la primera seccién
de Chapultepec, asi como también en diversos cuerpos de agua del centro y sur del
pais, incluyendo rios, lagos, reservorios y ambientes volcanicos (Alcocer et al.,
1988; Komarek et al., 1996; Komarek & Komarkova, 2002; Moreno et al., 2008;

Vasconcelos et al., 2010).

Las morfoespecies encontradas en el lago de Chapultepec han sido reconocidas
como productoras de microcistinas. En el caso de M. cf. ichthyoblabe, esto se ha
observado recientemente en florecimientos en Marruecos (Sabour et al., 2002), y
para M. protocystis, aunque algunos reportan la ausencia de microcistinas
(Bittencourt Oliveira et al., 2009), hay estudios que indican que es una especie
toxica (Komarek et al., 2001), por lo que su situacidon toxicoldgica requiere mas

investigacion.

En otros lagos urbanos mexicanos se han observado las morfoespecies de
cianoprocariontes que registramos en el Lago Mayor. En el lago Tezozomoc, se ha
reportado a M. cf. botrys como especie constante y a M. cf. flos-aquae como rara.
En el Lago de Zumpango (Estado de México), de origen natural, se han observado
florecimientos mixtos compuestos por M. aeruginosa, M. protocystis y Planktothrix
isothrix durante la época de secas, aunque existe la posibilidad de su presencia

durante periodos mas prolongados (Ortiz et al., 2010).

El reconocimiento y documentacién de la diversidad de cianoprocariontes
toxigénicos es un proceso de gran importancia, pues es posible crear una
herramienta util para conocer el peligro potencial de los florecimientos, ya que
algunas especies son reconocidas por ser altamente téxicas, como M. aeruginosa, o
por no producir microcistinas, como M. wesenbergii (Xu et al., 2008). De aqui que
se considere importante la observacion microscépica de las poblaciones de los
florecimientos como una medida decisiva para continuar o no con estudios de la
estimacion de la Microcistina-LR y la implementacién de medidas de seguridad que

restrinjan la actividad recreativa en los lagos, en caso de ser necesario.

Desde una perspectiva bioldgica, es interesante considerar que hasta el momento,
la taxonomia de las especies de Microcystis esta basada en caracteres morfoldgicos
de organismos de latitudes templadas. Precisamente por razones de identidad, las
distintas morfoespecies observadas durante el trabajo presente se describieron

cuidadosamente para que en un futuro, cuando se sume el uso de técnicas
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moleculares, se determine, en primer lugar, si se trata de especies genéticamente

distintas entre si o si son variaciones morfoldgicas de una misma especie.

Pensamos que nuestro trabajo incide en la cultura de la poblacion aunque no se
trate de especialistas, pues aumentan su conocimiento sobre los riesgos a la salud
implicitos al realizar actividades recreativas en lagos urbanos eutréficos. Por esta
razon, este trabajo muestra que los estudios que abordan el aspecto bioldgico y
toxicoldégico de los florecimientos de cianoprocariontes son una inversiéon con
beneficios importantes en la salud y bienestar de la poblacién y en la conservaciéon

de los espacios recreativos.

6.3 Concentracion intracelular de Microcistina-LR en el Lago Mayor y en
otros lagos urbanos alrededor del mundo
Los valores de concentracion intracelular de Microcistina-LR y de densidad celular
del florecimiento encontrados variaron espacialmente pero no tuvieron
correspondencia (Figura 8), pues donde se encontré la mayor concentracidon de
toxina, la densidad celular no fue la mas alta, como podria esperarse. De acuerdo
con Sivonen & Jones (1999), este comportamiento significa que podria haber una
variacion de la cantidad de toxina por biomasa de cianoprocariontes
independientemente de los cambios en el tamafio de la poblacién de estos
microorganismos, debida posiblemente a un contenido distinto de toxina por célula,
o bien al cambio en la cuota de la toxina® en una proporcién de hasta cinco veces
en respuesta a cambios en las condiciones microambientales (Sivonen & Jones,
1999). Ademadas la cantidad de MC que se detecte variard en funcién de la
composicion de especies de una localidad de acuerdo con Ozawa et al. (2005). Esto
es importante aln cuando la diferencia entre especies-morfoespecies alin no esté
bien establecida en la literatura (Otsuka et al. 2001) porque puede afectar la
cantidad de toxina que se registre. Claramente un estudio toxicoldgico debe
incorporar una caracterizaciéon taxondmica de los organismos que producen las

toxinas.

La concentracion intracelular de Microcistina-LR se compard con la encontrada por
Ortiz (comunicaciéon personal) en el Lago de Zumpango. Este estudio tuvo en
comun con la presente tesis el periodo de recoleccion de muestras y el analisis y

cuantificacion de la Microcistina-LR, y nos permiti6 comprender lo que puede estar

® La cuota de toxina es la cantidad de toxina dentro de una célula.
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ocurriendo en ambos lagos. En Zumpango, la concentracion promedio de
Microcistina-LR fue mas de tres veces superior que en Chapultepec (195.40 pg MC-
LR g?! y 53.65 pyg MC-LR g, respectivamente) (Tabla 5); esta diferencia puede
deberse a factores bioldgicos y/o ambientales. Dentro de los primeros, sugerimos
que las morfoespecies del florecimiento mixto de Zumpango en el que codominan
especies de Microcystis y Planktothrix, pueden producir en conjunto mas cantidad
de Microcistina-LR que las morfoespecies de Microcystis del Lago Mayor,
independientemente de la abundancia celular total, ya que en este Ultimo lago, la
densidad celular superd por mas de dos veces a la de Zumpango (1 006 800 y 387
490 células ml?, respectivamente). En cuanto a las condiciones ambientales, una
mayor irradianza, temperatura y condicién hipertréfica en Zumpango (a diferencia
de la eutrdfica del Lago Mayor; de acuerdo con datos de clorofila a), podrian
favorecer el desarrollo de una mayor proporcidon de cepas toxicas, o bien, una
mayor produccién de toxinas (Rapala et al., 1997; Sivonen & Jones, 1999; Ortiz,
comunicacién personal). Sin embargo, estas posibles explicaciones son sélo
hipotesis ya que en realidad no conocemos qué factores ambientales disparan la
producciéon de microcistina en el Lago Mayor y por lo tanto en lagos urbanos
pequefios, para lo cual se necesitaria un estudio a largo plazo y la determinacion de
un mayor numero de variables particulares reconocidas ampliamente por tener
influencia en la produccién y/o regulacidén de las microcistinas, como el fésforo y las
formas inorganicas disueltas del nitrogeno (Watanabe & Oishi, 1985; Zheng et al.,
2004; Rantala et al., 2006; Li et al., 2007; Jahnichen et al., 2011).

Al comparar el contenido de toxina de las cianoprocariontes del Lago Mayor con
otros cuerpos de agua, algunos de ellos urbanos, de regiones tropicales,
subtropicales y templadas y de los que existe informacién de concentraciones
intracelulares de Microcistina-LR, nos damos cuenta de que la concentracion en el
Lago Mayor es semejante a la registrada recientemente en India, cercano a 100 pg
g MC-LR (Prakash et al., 2009); no obstante, la concentracién maxima en
Chapultepec es superada de cinco a diecisiete veces por lagos de paises como
Sudafrica, Finlandia, Japdn, Alemania y Canada; y de treinta a noventa veces por
lagos en Dinamarca, Republica Checa y Australia, cuya concentracion maxima ha
sido 2 800 - 8 000 pg g* MC-LR (Tabla 5). Estas diferencias en los valores sugieren
que las poblaciones de Microcystis spp. de Chapultepec producen menor cantidad
de toxina, es decir, que son menos tdxicas, durante la época se secas, en

comparacion con otras regiones del mundo.
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No hay elementos suficientes para explicar las variaciones de la concentracidn
intracelular de microcistinas, en parte porque no hay informacién equitativa para
comparar entre lagos y porque en México apenas hemos iniciado estos estudios,
por ejemplo en Chapultepec y Zumpango. Requerimos ampliar el estudio al menos
a la temporada de lluvias y tal vez a periodos mayores al anual. Sin embargo,
comparando lo que se conoce de lagos de latitudes tropicales y subtropicales (Tabla
14, ANEXO 6), podriamos suponer que en Chapultepec la concentracién de
Microcistina-LR se mantiene mas o menos constante a lo largo del afio, si la
composicion de morfoespecies se mantiene estable, pues estudios en lagos
hipertréficos con florecimientos de Microcystis han encontrado que la composicidon
de especies esta relacionada con la variabilidad de la concentracion intracelular de
microcistinas (Park et al., 1998; Ozawa et al., 2005). De acuerdo con Wicks & Thiel
(1990), la temperatura también influye pues encontraron que cuando se mantiene
constante se registran valores similares de microcistina, de modo que si la
temperatura en el Lago Mayor se mantuviera constante podriamos esperar que
cuando registremos los mismos valores de temperatura encontrados en este

trabajo registraramos concentraciones de toxina similares.

6.4 Riesgos a la salud

Segun los resultados encontrados en este trabajo hay implicaciones a la salud
relacionadas tanto con la densidad como con la concentracidn de Microcistina-LR
intracelular, discutidas en este orden. Para cada parametro existe una base distinta

para definir su nivel de riesgo a pesar de que estan cercanamente relacionados.

El cambio de densidad celular de cianoprocariontes toxigénicas implica el cambio de
la concentracidon potencial de microcistina intracelular. La acumulacién de natas con
alta densidad celular, representa una concentracién de toxinas, asi que incluso en
la densidad celular mas baja encontrada en Chapultepec puede haber peligro para
la salud al concentrarse las natas en las orillas, pues son los sitios mas utilizados

por personas y mascotas (Newcombe, 2009).

Las microcistinas se pueden cuantificar en el interior de las células o fuera de ellas -
es decir en el agua-, dependiendo del objetivo del estudio. Con los valores de
toxina intracelular se conoce la concentracion en el florecimiento, la cual en un
momento dado sera liberada al agua (Fastner et al., 2000); por lo tanto con esta
cuantificacion se estima el riesgo potencial que representa el florecimiento. En

cambio, la cuantificacién de microcistina en el agua se utiliza para conocer el riesgo
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actual que tiene la gente al tener contacto con el agua o después de ingerirla como
agua potable. Es decir, la estimacion puede ser valida para periodos no mayores a
veinte dias, porque una vez liberadas en el agua, las microcistinas comienzan a ser
degradadas por agentes bioldgicos y del medio ambiente de los que depende su
permanencia, estimada en un intervalo de cinco a veinte dias de acuerdo con las

condiciones particulares de cada lago (Sivonen & Jones, 1999).

En general, es comln que la concentracion de microcistinas contenida dentro de las
células sea mas alta que la que puede estar en el agua (Fastner et al., 1999; Akin-
Oriola & Lawton, 2005), debido a que dentro de las células, las toxinas permanecen
intactas mientras que en el agua se degradan paulatinamente de manera natural
(Sivonen & Jones, 1999). Los niveles de toxina intracelular representan el problema
mas importante (Newcombe, 2009) ya que podrian multiplicarse en cada momento

en tanto las poblaciones de cianoprocariontes se acumulen.

Falconer et al. (1999) sugirié tres niveles de riesgo a la salud a los que estarian
expuestos los usuarios de cuerpos de agua que tienen poblaciones importantes de
cianoprocariontes toxigénicas, en particular del género Microcystis. Dichos niveles
estan basados en el potencial aumento de la concentracion de microcistinas en el
agua en funcién del aumento de la abundancia de células y su equivalencia en
concentracion de clorofila a. Como se menciondé en la Seccién 5.3, en el Lago
Mayor, los valores de densidad celular y clorofila @ no presentaron el mismo
comportamiento entre los puntos de muestreo, y tampoco estan dentro de las
equivalencias de los mismos parametros, propuestas por Falconer et al. (1999).
Sin embargo, la comparacién de concentracion de microcistina con el trabajo de
Falconer et al. (1999) no es posible porque sus determinaciones fueron hechas en
el agua. Entonces, sélo podriamos comparar con base en las densidades celulares

de Microcystis entre su trabajo y el nuestro.

De acuerdo con las cifras de abundancia de Falconer et al. (op. cit.), el
florecimiento de Microcystis del Lago Mayor puede pasar de un nivel de riesgo
moderado a alto, pues en algunos de los sitios se superd el millén de células por

mililitro que representa el nivel alto de riesgo a la salud (Tabla 2).

La concentracion esperada (potencial) de Microcistina-LR que se encontraria por

litro de agua del lago después de la muerte del florecimiento (Tabla 4, columna 3),

en promedio representé 0.866 pg I MC-LR. Este valor se encuentra muy por

debajo de aquel sefialado por la OMS (WHO, 2003) para aguas recreativas (20 pgl™
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MC-LR) pero se aproxima al establecido para las fuentes de consumo humano (1 ug
It eq. MC-LR®); de hecho, en cuatro de los puntos de muestreo se superd dicho
valor. Esto quiere decir que en el Lago Mayor, no encontramos niveles de toxina en
el agua que representen alta peligrosidad, pues no es de abastecimiento; sin
embargo, dadas las actividades que se realizan, existe la posibilidad de casos de
dermatitis, afecciones en el tracto respiratorio por aspirar las microcistinas como
aerosol o problemas gastrointestinales como diarrea por ingestion accidental
minima, en el caso de personas o mascotas que llegasen a nadar. Las altas
poblaciones de Microcystis spp. en Chapultepec muestran que la calidad del agua
debe mejorarse para que las densidades poblacionales disminuyan. No podemos
dejar de advertir que aun no estd estudiada la respuesta de toxicidad de un
organismo como el humano a los contactos accidentales que describimos aqui, en
términos de frecuencia y tolerancia de una manera estudiada formalmente. Sin
embargo, se ha documentado ampliamente la toxicidad aguda que las microcistinas
causan en ratones, a través de bioensayos toxicoldgicos. Se conoce que las
microcistinas son diez veces mas toxicas cuando se administran via intraperitoneal
gue via oral (van Apeldoorn et al 2007), debido a que la primera es una inyeccién
muy cercana al higado, el dérgano blanco; mientras que en la via oral, las
microcistinas recorren el tracto digestivo y sufren degradacion por protedlisis antes
de llegar al higado (Takenaka, 1998).

6.5.1 Construccion del modelo de prediccién de la Microcistina-LR

Inicialmente, nuestro objetivo fue hacer un modelo con la biomasa de Microcystis y
la concentraciéon de clorofila @ como variables predictivas de la concentracién
intracelular de Microcistina-LR. En el primer caso, la relaciéon de prediccion puede
ser evidente, pues mientras mas biomasa de Microcystis se acumule en los bordes
del Lago Mayor, por ejemplo, mayor sera la concentracion de Microcistina-LR (ver
Figura 11A en ANEXO 6). Por otro lado, consideramos que la clorofila a también
estaria relacionada con la toxina, porque ambos compuestos estan involucrados en
la fotosintesis (Sevilla et al., 2012), porque su biosintesis aparentemente
corresponde con respuestas alternativas de la célula (ver Figura 11B en ANEXO 6).

Sin embargo encontramos que la clorofila a no fue una variable adecuada porque

6 Las letras eq. en 1 ug I'* eq. MC-LR significa “equivalentes” de Microcistina-LR, y quiere decir que este
valor fue calculado para esa toxina por ser la mas peligrosa, pero se aplica también a las microcistinas
en general. El término es un acercamiento que podria resultar en una estimacién del peor caso de

concentracion de microcistina (Falconer et al., 1999). En HPLC y ELISA se utiliza este término.
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no se correlaciond significativamente con la Microcistina-LR. Los resultados del

analisis de regresion con las tres variables se describen a continuacion.

La correlacion de Pearson entre la clorofila a y la Microcistina-LR fue negativa y no
significativa (Pearson = -0.462; p = 0.89), lo que es biolégicamente consecuente
porgue la microcistina es un producto de la fotosintesis (Sevilla et al. 2012) y
aunque el coeficiente de determinacion de la regresién fue alto, los valores de
Pearson (R? ajustada = 0.825, ver ANEXO 7) y del estadistico de t no fueron
significativos. Estos resultados sugirieron la conveniencia de eliminar esta variable

de la construccion del modelo.

Probablemente el pequefio nimero de puntos muestreados fue el factor limitante
gue impidié observar una relaciéon entre la clorofila a y la toxina, por lo que si se
aumentara el niUmero de sitios a estudiar, tal vez se observaria la tendencia
esperada del comportamiento de la Microcistina-LR ante la clorofila a; de esta

manera, podria incluirse como variable predictiva.

El modelo fue mas sencillo utilizando sélo la biomasa de Microcystis spp., pero fue
robusto (estadisticamente significativo). Al eliminar la clorofila a, el coeficiente de
determinacién fue menor (R? = 0.813, ver ANEXO 7) pero mostréd que la sola
biomasa podia explicar, igualmente, mas del 80% de la variabilidad de la toxina
intracelular. Es conveniente resaltar que el nimero de sitios reducido no fue

aparentemente una limitante para correlacionar la biomasa y la microcistina.

6.5.2 Interpretacion del modelo de prediccion de la Microcistina-LR a
partir de la biomasa.

El anadlisis de regresion de los resultados de este trabajo permitié construir un
modelo cuya interpretacion estadistica se presenta en detalle en el ANEXO 7. Este
modelo arroja lo siguiente: en un estudio realizado en época de secas en el Lago
Mayor de Chapultepec, en el que se analizaron diez sitios, el florecimiento de
Microcystis contiene Microcistina-LR intracelular, la cual estd correlacionada de
forma directa y estadisticamente significativa, con la biomasa de Microcystis. Esto
quiere decir que la concentracidon de la Microcistina-LR ird en aumento en tanto la
biomasa de las especies de Microcystis se incremente. La evaluacion de este
parametro indicaria si es posible esperar una concentracién alta o baja de
Microcistina-LR intracelular en el florecimiento, que podria quedar eventualmente

disponible en el cuerpo de agua.
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La relacién entre la biomasa de Microcystis spp., y la concentracion de toxina
intracelular encontrada en el presente estudio también se ha observado en
numerosos cuerpos de agua eutréficos e hipereutroficos, templados y tropicales, la
mayoria también urbanos urbanos (Kotak et al., 1995; Welker et al., 1999;
Znachor et al., 2006; Te & Gin, 2011). No obstante, existen casos de florecimientos
subtropicales de especies de Microcystis y Anabaena donde esta relacidon no se ha
encontrado (Zheng et al., 2004), o bien de florecimientos de Microcystis vy
Planktothrix en latitudes templadas donde la relacion es negativa, hecho atribuido a
la dominancia de cepas no-tdxicas en condiciones ambientales 6ptimas y de cepas
toxicas en condiciones subdptimas (Wicks & Thiel, 1990; Welker et al., 2003;
Akcaalan et al., 2006). En este contexto, el modelo construido aqui no es absoluto
en el sentido que es aplicable sdlo a Chapultepec y sélo a la época seca, mientras
no exista un estudio de la época de lluvias; sin embargo se considera valido para la
época de secas en otros lagos con caracteristicas similares a las del Lago Mayor, es
decir, lagos pequefios, urbanos, tropicales, someros, con concentraciéon de
nutrimentos presumiblemente estable, y donde existan florecimientos dominados

por morfoespecies toxigénicas de Microcystis (Kotak et al., 1995).

Los estudios amplios son importantes. Por ejemplo en lagos naturales, de mayor
superficie, con numerosas fuentes que contribuyen a su eutrofizacion y con
florecimientos mixtos, la aplicacion de un modelo sencillo como el del Lago Mayor
arrojaria resultados erréneos, como lo observd Ortiz (comunicacion personal) en el
Lago de Zumpango (Tabla 10), en donde, la relacidon entre la concentracidn
intracelular de toxina y la densidad celular no puede calcularse a través de un
analisis de regresion lineal. Esto sugirio a Ortiz la necesidad de un estudio mas

extenso en tiempo y espacio (comunicacion personal).

El modelo construido se puede considerar una herramienta de alerta temprana ante
los niveles potencialmente altos de toxina que pueden liberar poblaciones densas
de cianoprocariontes en un momento dado, y en caso necesario, reservar el analisis
guimico de microcistinas, que es muy costoso, a casos especiales. Consideramos
gue esta es una aportacion valiosa de este trabajo. A pesar de algunas limitaciones
de infraestructura que no permitieron analizar un mayor nimero de muestras,
consideramos que los resultados cumplieron con los objetivos buscados, vy
contribuiran ademas a elaborar programas de control basados en predicciones con
respaldo formal, lo cual podria ser importante dentro de los planes de cuidado del

medio ambiente de las autoridades locales.
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Nuestros resultados respaldan la idea de que para predecir la concentracion
intracelular de microcistinas en un florecimiento de cianoprocariontes no es
requisito contar con un presupuesto muy alto, pero si es necesario conocer a las

especies de cianoprocariontes tdoxicas para cumplir los objetivos buscados.
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7. Conclusiones

De entre los escasos trabajos que se han encargado de cuantificar las microcistinas
en florecimientos de cianoprocariontes toxigénicos en nuestro pais, el presente
trabajo es el primero en cuantificar la concentracion de Microcistina-LR dentro de
las células que componen un florecimiento de especies de Microcystis de un lago
urbano tipico en México. No obstante, se suma a la lista de aquellos estudios que
muestran que la presencia de florecimientos es una condicién comun en los cuerpos
de agua urbanos recreativos o de abastecimiento de agua de la zona central del
pais. En el primer tipo de lagos, es importante que la cuantificacion de microcistinas
se haga intracelularmente por las implicaciones a la salud que tiene el contacto
directo con las masas de cianoprocariontes que se acumulan en la superficie y en
los bordes (Falconer et al., 1999; Fastner et al., 1999).

El Lago Mayor es un lago urbano tipico (de acuerdo con Barica (1992)) y eutrdfico
cuyas condiciones climaticas locales y de calidad de agua, ademas de su poca
profundidad, resultan ideales para el desarrollo de florecimientos tdxicos de
Microcystis spp. (Segura et al., 2010). En la literatura se ha reconocido que, a
excepcion de M. protocystis (cuyo caso es discutido), las morfoespecies que
componen el florecimiento documentado en esta tesis producen microcistinas,
siendo, de acuerdo con la literatura, M. aeruginosa la especie mas toxica. La
identificacion de las morfoespecies, ademas de revelar la diversidad de
cianoprocariontes, debe fungir como un primer vistazo de la situacion de
peligrosidad potencial en el cuerpo de agua, ya que con el descubrimiento de
abundantes poblaciones de cianoprocariontes toxigénicas, las medidas a tomar a
continuacién serian, por un lado, el seguimiento del fitoplancton y por otro la
interrupcién del uso recreativo hasta observar la disminucion de las poblaciones de
las cianoprocariontes; o en caso contrario, continuar con las medidas anteriores y

afiadir la cuantificacion de las microcistinas.

El acercamiento bioldgico y toxicoldgico de este trabajo permitido elaborar una
herramienta con la que se puede estimar la concentracién intracelular potencial de
Microcistina-LR en florecimientos de Microcystis spp. del Lago Mayor de la segunda
seccion de Chapultepec y posiblemente en otros lagos con caracteristicas similares.
Por esta alta aplicabilidad, el modelo representa una aportacion sumamente
importante de este trabajo. El objetivo final del modelo es contribuir con la

construcciéon de planes de manejo dirigidos a la remediacién y conservacién de los
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lagos, con la premisa de reducir los riesgos a la salud. La ventaja que tiene el
modelo es que estd basado en parametros que son de facil obtencidon y bajo costo

para cualquier hidrobidlogo, por lo que su aplicacion resulta sumamente accesible.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 Generalidades de las Cianoprocariontes

Las cianoprocariontes pertenecen al Reino Monera, Division Eubacteria, Clase
Cyanobacteria. A niveles taxondmicos inclusivos, hay desacuerdo en el nimero de
ordenes, familias, géneros o especies comprendidos, lo que genera clasificaciones
conflictivas. Sin embargo, los géneros y especies que comprenden
cianoprocariontes plancténicas peligrosas o desagradables que forman

florecimientos estan bien reconocidas (Ressom et al., 1994).

Las cianoprocariontes se encuentran en latitudes templadas y tropicales y habitan
lagos, rios y estuarios, distribuyéndose de acuerdo con condiciones climaticas y
meteoroldgicas que influencian el grado de estratificacion y mezcla, la luz y la
disponibilidad de nutrientes (Oliver & Ganf, 2002). Estos organismos crecen a
cualquier profundidad y area de un cuerpo de agua (Howard, 1994), y componen
un elemento ecolégico importante en los ambientes acuaticos por contribuir

significativamente a la productividad del ecosistema (Burch, 2008).

Algunos grupos de cianoprocariontes que habitan el fitoplancton pueden regular su
flotabilidad a través de cdmaras huecas, llamadas aerotopos, que almacenan aire y
hacen a las células menos densas que el agua, lo que las hace flotar (Walsby,
1970; WHO, 2003) y también regular su posicion en distintas zonas de la columna
de agua, en parte en funcidon de la concentracidon intracelular de determinados

nutrimentos, como se detalla en el ANEXO 2.

Entre los factores ambientales que limitan el crecimiento de las cianoprocariontes
se encuentran la luz, la temperatura y la concentracidn de nutrientes en el agua,
principalmente nitrégeno y fésforo. Por lo general, el crecimiento y proliferacion de
las cianoprocariontes son éptimos en intervalos de temperatura de entre 15 y 350 C

y en aguas duras, con pH de 7.5 a 9.0 (Howard, 1994).
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ANEXO 2 Florecimientos de cianoprocariontes

El término “florecimiento de cianoprocariontes” o “florecimiento cianobacteriano” se
refiere al crecimiento explosivo y abundante de cianoprocariontes potencialmente
dafiinas, generalmente de una o dos especies coexistentes, que encuentran
ventajas competitivas sobre otras microalgas (eucariontes). Las poblaciones de
estos microorganismos se desarrollan hasta alcanzar densidades mayores a 100
000 células por mililitro (células ml™'). Las especies que forman los florecimientos
componen del 95 al 99 por ciento de la biomasa del fitoplancton (Paerl, 1988;
Pizzolon, 1996; Oliver & Ganf, 2002), y gracias a que cuentan con estructuras y
capacidades diversas, pueden mantenerse en la superficie o desplazarse a lo largo
de la columna de agua (Howard, 1994; Ressom et al., 1994; Oliver & Ganf, 2002),

por ejemplo aquellas con aerotopos como Microcystis spp y Planktothrix spp.

Los florecimientos no necesariamente se encuentran en la superficie de los cuerpos
de agua o son perceptibles a simple vista ya que las células pueden permanecer
dispersas en un volumen de agua considerablemente grande o se concentran a
cierta profundidad, dependiendo de la naturaleza de las especies que los componen
(Pizzolon, 1996).

Si bien la presencia de cianoprocariontes en los cuerpos de agua no esta restringida
Unicamente a la influencia de la actividad humana (Carmichael, 1996), los
crecimientos masivos de estos microorganismos suelen ser un sintoma de
eutrofizacion y deterioro de las fuentes de agua (Codd et al., 1999). Sin embargo,
algunos de los factores que permiten la dominancia de las cianoprocariontes y
formaciéon de florecimientos incluyen temperaturas calidas, la utilizaciéon de
determinadas proporciones de fosforo y nitréogeno, la regulacion de la flotabilidad,
la capacidad de almacenar fosforo y la reduccion de la herbivoria. La presencia de
aerotopos también es un atributo considerado de suma importancia. Las
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y ecoldgicas de cada especie sugieren que
los factores que promueven la dominancia de una no necesariamente promueven
otra (Oliver & Ganf, 2002).

Factores ambientales
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* Reclutamiento
El crecimiento de cianoprocariontes ocurre todo el afio en sitios tropicales (Oliver &
Walsby, 1975), a diferencia de sitios templados, donde ocurren generalmente en
verano (Howard, 1994). Formas filamentosas y coloniales persisten en el agua ya
sea hibernando por meses en los sedimentos o suspendidas en el agua debido a
mezcla (Reynolds & Walsby, 1975, en Ressom et al., 1994). Ya sea en sitios
templados o tropicales, las células sobrevivientes se vuelven el indculo para las
siguientes estaciones de crecimiento. Lo anterior, descrito para Microcystis, explica
la persistencia de florecimientos mientras la condicidon eutréfica continle (Ressom
et al., 1994). El éxito de estos microorganismos se debe muy probablemente a
estrategias de adquisicion de nutrientes, acumulacion de productos de fotosintesis y

reduccidn de la tasa metabdlica (Ressom et al., 1994).

e Nutrientes
Las cianoprocariontes, al igual que todas las microalgas, necesitan de Ia
disponibilidad de nitrogeno y fdosforo como nutrientes principales para su
crecimiento, pues estan relacionados en parte en la sintesis de aminoacidos y
proteinas. Las respuestas generales a la limitacion de nutrientes incluye la
acumulacion de carbohidratos, la reduccidon del nutriente limitante, un aumento en
la tasa de toma del nutriente limitante, entre otros. El almacenamiento es un
atributo valioso, que permite a las células utilizar reservas de nutrientes que estan
espacial y temporalmente separadas, para que el crecimiento sea mantenido

durante periodos de escasez de nutrientes (Oliver & Ganf, 2002).

Fosforo

Las cianoprocariontes cuentan con estrategias que les permiten sobrevivir e incluso
dominar sobre otras cianoprocariontes u otras microalgas cuando se encuentran en
condiciones de limitacion de fésforo, gracias a la formacion de reservas de este
elemento y a una utilizacién muy efectiva en el metabolismo celular. Debido a estas
capacidades distintas y a las condiciones del medio, por ejemplo, las especies de
Microcystis puede desplazar a las de Oscillatoria, pues las primeras tiene una mayor
rapidez en la toma del fésforo y lo utilizan mas eficientemente (Oliver & Ganf,
2002).

Estas caracteristicas de Microcystis concuerdan con su capacidad de regulacién de
su flotabilidad que les permite ganar acceso al fosforo en aguas profundas (Oliver &
Ganf, 2002).
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Nitrégeno

El nitrbgeno es particularmente importante para las cianoprocariontes con
aerotopos ya que este es un componente esencial en la sintesis de estas
estructuras. Por lo tanto, la limitacion de nitrégeno podria no impactar en el
crecimiento de las células, pero si en la flotabilidad y en la capacidad para regular
la flotabilidad. La limitacion del nitrogeno es particularmente perjudicial para las
cianoprocariontes no fijadoras de nitrogeno’ y que forman florecimientos, como
Microcystis o Planktothrix, y puede ser un factor en el reemplazo por otras especies
de fitoplancton (Oliver & Ganf, 2002).

Si las células se encuentran en un ambiente con mucho nitrégeno, las reservas de
carbohidratos son pequenfas; si, por el contrario, las células estan en un medio con
nitrégeno limitado, las reservas de carbohidratos son mayores. Estas, por un lado
pueden utilizarse como fuentes de energia, pero por otro, hacen a las células mas
“pesadas”, y esto repercute en la regulaciéon de su flotabilidad (Oliver & Ganf,
2002).

La entrada del fosforo a los cuerpos de agua se da principalmente por escurrimiento
o por fuentes puntuales, como descargas de aguas residuales, aguas de desecho
urbana o desperdicios industriales. A diferencia de este elemento, el nitrégeno se
mueve hacia dentro y fuera de los ecosistemas en estado molecular como gas: o
bien puede entrar al agua a través de la ruptura de sustancias organicas en la
forma de amonio, urea o iones inorganicos como nitratos y nitritos (Ressom et al.,
1994).

En los cuerpos de agua, las comunidades de algas pasan por estaciones de
crecimiento, sucesion y dominancia de acuerdo con las condiciones ambientales
como temperatura y en respuesta a la disponibilidad de nutrimentos,

principalmente el fosforo, como se detalla a continuacion.

En lagos oligotroficos templados, las bajas temperaturas durante la primavera
favorecen el crecimiento y dominancia de diatomeas, las cuales utilizan las altas
cantidades de fosforo disponibles después de la circulacion y las llevan con ellas al

fondo, dejando este elemento no disponible para el verano, cuando las

7 Al fijar nitrégeno atmosférico, ciertos géneros de cianoprocariontes como Anabaena pueden obtener el
nitrégeno que necesitan incluso cuando otras algas han agotado el disponible disuelto en el agua. Las
cianoprocariontes que no fijan el nitrégeno, no cuentan con esta ventaja. Ejemplos de cianoprocariontes

no fijadoras de nitrégeno son Microcystis y Planktothrix (van den Hoek et al., 1995).
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temperaturas mas calidas son las dptimas para el crecimiento de otros organismos
como las cianoprocariontes. Es por esta razén que en dicha época del afio, las
aguas de estos lagos son claras y no presentan florecimientos de cianoprocariontes
(Paerl, 1988; Reynolds, 1991; Carmichael, 1996; Oliver & Ganf, 2002).

En lagos templados con mayor cantidad de fésforo, las cianoprocariontes crecen
abundantemente, dominan en verano y pueden permanecer hasta otofio, debido a
gue no estan limitadas por la concentracion de nutrimentos y a que estan
practicamente libres de herbivoria, pues los animales microscopicos suelen
alimentarse poco o nada de ellas (Paerl, 1988; Reynolds, 1991; Carmichael, 1996;
Oliver & Ganf, 2002), por ejemplo copépodos, dafnidos, rotiferos y claddceros
(Zaccaroni & Scaravelli, 2008).

En sistemas donde hay fésforo permanentemente, ya sea por causas naturales o
antropogénicas relacionadas con la eutrofizacién, la composicion de especies del
fitoplancton se torna hacia las cianoprocariontes formadoras de florecimientos,
guienes pueden dominar por periodos mas prolongados en sitios templados y hasta
por periodos anuales en zonas tropicales (Paerl, 1988; Reynolds, 1991; Howard,
1994; Carmichael, 1996; Codd et al., 1999; Oliver & Ganf, 2002).

En resumen, las cianoprocariontes aumentan su biomasa gracias a que las
concentraciones necesarias de nutrimentos estan disponibles en las condiciones
ambientales adecuadas. A pesar de que todos los organismos requieren
macronutrientes, las razones por las que las cianoprocariontes logran dominar es
por la combinacién de factores que interactian, uno de ellos es la condicién de
eutrofia, incluyendo la antropogénica (Ressom, 1994), que estimula el desarrollo de

florecimientos toxicos (Carmichael, 1996).

e Temperatura y luz
La mayoria de los géneros de cianoprocariontes formadoras de florecimientos
tienen una temperatura éptima de 25°C o superiores, pero algunas especies varian
su respuesta a intervalos de temperatura estrechos o amplios. Se ha encontrado
que el efecto de la temperatura es sinergistico® con los efectos de otros factores
gue interactian, como la disminucién de nutrientes y la estabilidad del cuerpo de

agua (Ressom et al., 1994).

8 Un efecto sinergistico es el resultado de la accién conjunta de dos o mas factores, pero caracterizado
por tener un efecto superior al que resulta de la simple suma de dichos agentes.
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Los requerimientos de luz de las cianoprocariontes en general pueden ser similares
a los de otros elementos del fitoplancton, pero a diferencia de estos, las
cianoprocariontes pueden sobrevivir en condiciones de poca luz. Gracias a la
presencia de pigmentos accesorios, las cianoprocariontes pueden realizar la
fotosintesis a niveles de irradianza que para otras algas del fitoplancton estan
limitados. Por otro lado, la sobreexposicion de las cianoprocariontes a las
intensidades de luz altas ya sea por la intensidad misma o por que las células se
encuentren en la superficie, puede causar su muerte o el colapso de los aerotopos,
lo que causaria su hundimiento. En condiciones de poca luz, por el contrario, las

cianoprocariontes aumentan su flotabilidad (Ressom et al., 1994).

Factores fisioldgicos

* Flotabilidad
Las cianoprocariontes que poseen aerotopos pueden regular su flotabilidad, lo que
les da la ventaja de acceder a distintas profundidades en respuesta a condiciones
de crecimiento cambiantes (Oliver & Ganf, 2002) y encontrar nutrientes no
accesibles para otros organismos (Ressom et al., 1994). Ciertamente los aerotopos
controlan la distribucién vertical, en respuesta a la luz y temperatura, pero también

es una funcién del régimen de mezcla (Oliver & Ganf, 2002).

Los factores que repercuten directa e indirectamente en la distribucion de las
cianoprocariontes en la columna de agua son su fisiologia, las condiciones
hidroambientales (Ressom et al., 1994; Howard, 1994) y los cambios en la

temperatura e intensidad de luz (Ressom et al., 1994).

Factores ecoldgicos

e Efecto de sombra, reduccidon de herbivoria y actividad aleloquimica
La afinidad de las cianoprocariontes por nutrientes en bajas concentraciones y el
secuestro de los mismos les permite no hacerlos disponibles para otros organismos
y les da la posibilidad de explotar y permanecer por tiempo prolongado en la zona
de poca luz, baja en nutrientes. Lo anterior tiene repercusion en la baja posibilidad
de establecimiento y permanencia de otros organismos, y en el caso de un
florecimiento masivo, estas consecuencias se afiaden a la falta de luz que llega al
resto de la columna por la sombra del florecimiento (Ressom et al., 1994) y que por

lo tanto restringe el crecimiento de otras especies de fitoplancton (Paerl, 1988).
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Adicionalmente a la supresion fisica, las cianoprocariontes pueden inhibir
depredadores invertebrados por medio de las cianotoxinas que ellas producen.
Estas toxinas también inhiben el crecimiento de macrofitas acuaticas y de otras
algas, causando una interaccién alelopatica®, donde un organismo afecta el
crecimiento de un segundo organismo. Un ejemplo es la inhibicidon del dinoflagelado
de agua dulce Peridinium gatunense por la microcistina producida por Microcystis
en el Lago Kinnereg (Mar de Galilea), Israel. Las microcistinas inhiben la actividad
de la anhidrasa carbodnica del dinoflagelado e inhiben su crecimiento. La
microcistina se clasifica como un aleloguimico que actlia como un algicida (Ressom
et al., 1994; Lee, 2008).

Factores fisicos indirectos

* Movimiento del aire y mezcla de los lagos

La velocidad del viento es un factor que determina ciertas condiciones de mezcla de
las aguas superficiales y de los movimientos horizontales o verticales a los que las
células estan sujetas. Cuando esta es muy baja, las células suelen permanecer en
la superficie (Ressom et al., 1994; Oliver & Ganf, 2002) mientras son transportadas
en el cuerpo de agua, hasta que eventualmente se van acumulando en las orillas,
donde se forman agregados densos de poblaciones de estos microorganismos
(WHO, 2003).

La mezcla es un factor que influye en la seleccion de las cianoprocariontes
formadoras de florecimientos y favorece la formacién de los mismos (Carmichael,
1996; Oliver & Ganf, 2002), pues la turbulencia que la causa redistribuye las
cianoprocariontes, asi como las fuentes de carbono para permitir la pérdida de
flotabilidad (Howard, 1994). No obstante, las cianoprocariontes requieren
condiciones climaticas calmadas -que se presentan en verano y otofio en latitudes
templadas-, casi siempre asociadas con una concentraciéon de nutrientes minima en
la superficie (Carmichael, 1996; Oliver & Ganf, 2002).

Los impactos de los florecimientos cianoprocariontes son sociales, econdémicos, de

salud y ambientales (Figura 9); las altas biomasas causan problemas estéticos, de

° Una interaccién alelopética se refiere a los efectos perjudiciales que son directa o indirectamente el
resultado de la accion de compuestos quimicos que, liberados por las cianoprocariontes toxigénicas,
ejercen su accién en otros organismos. Estos compuestos que desencadenan efectos perjudiciales sobre

germinacion, crecimiento o desarrollo se denominan sustancias o agentes alelopaticos.
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sabor y limpieza a las fuentes de agua (Carmichael, 1996; Howard, 1994; Skulberg
et al. 1984). La descomposicion de los florecimientos de agua, sobre todo los
superficiales, causa la desoxigenacion y alteracion quimica del agua y afecta la
posibilidad de sobrevivencia de los organismos (Carmichael, 1996; Babica et al.,
2006). De particular importancia es la produccién y liberacién de toxinas al medio
(Carmichael, 1996; Howard, 1994; Skulberg et al. 1984), aspecto de interés en

este trabajo.
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Figura 9. Efectos de los florecimientos de cianoprocariontes (tomado y modificado de Carmichael, 1996).
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ANEXO 3 Calidad del agua y Eutrofizacion

La calidad del agua es la habilidad del agua para sostener varios usos o procesos, y
es influenciada por una serie de factores bioldgicos, geoldgicos, hidroldgicos,
meteoroldgicos y topograficos, los cuales interactian en los lagos, rios y estuarios y
pueden variar estacionalmente de acuerdo con las diferencias en las condiciones del
clima, los volimenes de escurrimiento y los niveles del agua. La descarga de aguas
residuales, agricolas, industriales y urbanas y el escurrimiento de fertilizantes y
pesticidas en cuerpos de agua son la mayor influencia humana en la disminucién de
la calidad del agua (Codd, 2000). Es decir, que en el caso de cuerpos de agua
destinados a la recreacidn o al abastecimiento de agua potable y que sufren de uno
o varios de los tipos de enriquecimientos por descargas antes mencionados,

tendrian una calidad por debajo de lo que su actividad o uso lo requiere.

La eutrofizacién es la respuesta bioldgica al exceso de la entrada de nutrientes en
un cuerpo de agua, y puede deberse a un origen natural, aunque se reconoce mas
comUnmente como una consecuencia de actividades humanas, pues se sabe que en
gran parte por esta razon la frecuencia e intensidad de la eutrofizacion ha ido en un
aumento acelerado en todo el mundo (Ressom et al., 1994; Babica et al., 2006). El
resultado es un aumento de la biomasa, ya sea de cianoprocariontes, algas
eucariontes o plantas, lo que a su vez lleva a una disminucion de la calidad del
agua en términos de los usos que la poblacion le da a los cuerpos de agua, pues se

vuelve evidente la turbidez del agua, su mal olor y sabor (Codd, 2000).

A nivel bioldgico, la eutrofizacidon resulta en una reduccién en la diversidad de las
especies en los cuerpos de agua en todos los niveles tréficos y en aguas eutroficas

es comun que las cianoprocariontes se vuelvan dominantes (Codd, 2000).

Schindler et al. (2008) recientemente reportaron los resultados de estudios
realizados por casi cuarenta afos en lagos experimentales sobre el efecto de la
variacion y/o supresion del fésforo y el nitrogeno con el fin de disminuir la
eutrofizacion de cuerpos de agua, y revelaron que el fosforo causa la eutrofizacion
(Carpenter, 2008) e influencia directamente la presencia de florecimientos de
cianoprocariontes, independientemente de la concentracion de nitrégeno (Schindler
et al., 2008). Otro aspecto que se ha descubierto en este tipo de estudios a largo
plazo es que las cianoprocariontes que fijan nitrégeno no son limitadas por bajas

concentraciones de nitrogeno disuelto, por lo que son favorecidas
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competitivamente, es decir, que el control de las cantidades de nitrédgeno podria
agravar la dominancia de estos organismos (Schindler et al., 2008), por lo que la
disminucion de este elemento no mejoraria la calidad del agua sino por el contrario,
la disminuiria alun mas (Carpenter, 2008). El trabajo de Schindler et al. (2008)
también mostré que el manejo de los nutrientes no puede ser extrapolado de
estudios a corto plazo, y que ademas deben ser conducidos a escala ecosistémica y

realizados por al menos varios anos (Schindler et al., 2008).

Si bien la eutrofizacién es un problema severo de la calidad del agua que se refleja
en la presencia de florecimientos de cianoprocariontes, estos traen consigo la

preocupacion adicional de la potencial produccién de cianotoxinas (Codd, 2000).
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ANEXO 4 Cianotoxinas

A continuacion se ahonda sobre la naturaleza de la gran diversidad de cianotoxinas
y los efectos adversos que causan en animales, especialmente mamiferos (Tablas 1

y 11), comenzando por las hepatotoxinas.

Las microcistinas y las nodularinas son heptapéptidos y pentapéptidos,
respectivamente. Son hepatotdxicos para animales, con signos de intoxicacion
como palidez, extremidades frias, dificultad para respirar, debilidad y dificultad para
ponerse de pie, vomito y diarrea. Las microcistinas son promotores de tumores
(WHO, 2003). La disrupciéon de la estructura y funciéon del higado ocurre con
hemorragia dentro del higado y muerte por arresto respiratorio. A nivel molecular,
las microcistinas y las nodularinas inhiben las protein fosfatasas. Las consecuencias
de dicha inhibicion son de gran alcance, pues estas enzimas tienen numerosas
funciones en la regulacion de procesos genéticos, de desarrollo, metabdlicos y
fisioldgicos en microorganismos, plantas y animales, como la contraccién muscular
(Msagati et al., 2006). Las células del higado son especialmente susceptibles al
dafio por las microcistinas y nodularinas ya que las toxinas entran a los hepatocitos
via el sistema de transporte de los acidos biliares de estas células. Sin embargo, se
ha acumulado evidencia de que las microcistinas también pueden afectar
membranas, invertebrados y plantas sin involucrar transportadores de acidos
biliares (Codd, 2000).

Las neurotoxinas, o toxinas que afectan el sistema nervioso, incluyen la anatoxina-
a, la homoanatoxina-a, la anatoxina-a(s) y las saxitoxinas, y todas ellas son de

naturaleza alcaloide.

La anatoxina-a y la homoanatoxina-a -analoga de la primera- son agentes
bloqueadores neuromusculares. La primera toxina es antagonista de la nicotina
colinerasa postsinaptica y causa falta de coordinacion, jadeo y espasmos
musculares en animales, opistonos en aves (doblamiento del cuello a lo largo de la
espalda) y muerte por arresto respiratorio (Codd, 2000). La homoanatoxina-a
puede causar paralisis corporal severa, provocar convulsiones y llevar a la muerte

por arresto respiratorio.

La anatoxina-a(s) causa hipersalivacién en animales -de alli la s, por salivacion- y

provoca la muerte por la inhibicidon de la acetilcolinesterasa, enzima que permite la



Construccion de un modelo matematico para la prediccion de la Microcistina-LR intracelular. 2012 75
Martha X. Segura Guzman

llegada de impulsos nerviosos a las neuronas (Codd, 2000). A pesar de que los
sintomas son similares a los de la anatoxina-a, ambas toxinas son estructural y
fisiologicamente diferentes (Dow & Swoboda, 2002). Las saxitoxinas provocan
paralisis y muerte por arresto respiratorio en mamiferos, pues a nivel molecular,
bloquean canales de sodio, lo que afecta la generacién de impulsos en nervios y
fibras musculares (Chorus & Bartram, 1999). Estas toxinas son producidas por din
flagelados marinos que son consumidos por moluscos e intoxican a la poblacion
humana que a su vez consume a estos Ultimos. La misma familia de neurotoxinas
puede ser producida por diversas cianoprocariontes de agua dulce y cerca de 20
variantes de saxitoxinas han sido descritas hasta el momento (Codd, 2000). En la

Tabla 11 se muestra informacién general sobre estas toxinas.

La cilindrospermopsina es un alcaloide hepatotdxico, inhibidor de la sintesis de
proteinas; también causa dano por muerte celular en los rifiones, los intestinos, el
bazo, el corazén y el timo. Los lipopolisacaridos (LPS) son endotoxinas que se
encuentran en las paredes celulares de muchas cianoprocariontes y han sido poco
estudiados (Codd, 2000).

La aplysiatoxina y la debromoaplisiatoxina son alcaloides que pueden causar
distintos signos de intoxicacion de acuerdo con la via de exposicion. Se han
reportado casos de dermatitis severa en nadadores que realizaron esta actividad en
agua con filamentos de Lyngbya. Otra forma de intoxicacion observada es la oral,
después del consumo de organismos marinos que albergan a la cianoprocarionte o
que acumulan sus toxinas (Chorus & Bartram, 1999; van Apeldoorn et al., 2007).
En ratones, la aplysiatoxina causa efectos tdxicos agudos como hemorragias
pulmonares e intestinales y puede causar la muerte, al ser administrada via
respiratoria e intraperitoneal, respectivamente (van Apeldoorn et al., 2007). La
aplysiatoxina y la debromoaplysiatoxina son promotores potentes de tumores (la
segunda mas débil que la primera en piel de ratones (Fujiki et al., 1983; Jeffrey et
al., 1986); y a nivel molecular, ambas son activadores de la protein cinasa C (van
Apeldoorn et al., 2007).

La lyngbyatoxina A es un fuerte irritante de la piel, que también tiene una potente

actividad de promocidn de tumores (Fujiki et al., 1984).
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Tabla 11. Destino principal de otras cianotoxinas y las especies que las producen. (tomado de Sivonen &

Jones (1999) y modificado con Ressom et al., 1994; Carmichael, 2001 y Fastner, 1999).2 Tal vez otras especies del

género también produzcan toxinas.

Clasificacion por .
. . Toxina o grupo
érgano o sistema

Organo o sistema

Especies de cianoprocariontes que las

de toxina principal afectado producen?
principal
Hepatotoxina Nodularinas Higado Nodularia spumigena
Neurotoxinas Anatoxina-a y  Sinapsis nerviosas Anabaena flos-aquae, A. lemmermannii;
Homoanatoxina Aphanizomenon issatschenkoi;
-a Cylindrospermum sp.; Microcystis
aeruginosa; Oscillatoria formosa;
Phormidium favosum; Planktothrix formosa;
Raphidiopsis mediterranea
Neurotoxinas Saxitoxinas Axones nerviosos Anabaena circinalis; Aphanizomenon flos-

Citotoxina general Cilindrosper-

mopsina
Toxinas no Lipopolisacari-
especificas dos

Otras cianotoxinas  Aplysiatoxina,
Debromoaply-
siatoxina

Lyngbyatoxina
A

Multiples érganos: higado,
rifiones tracto
gastrointestinal, corazén,
bazo, timo y piel

Irritantes potenciales, afecta
cualquier tejido expuesto

Piel y probable toxina

inflamatoria gastrointestinal

Posible toxina inflamatoria
del tracto gastro-intestinal

aquae, Aph. gracile; Cylindrospermopsis
raciborskii; Lyngbya wollei; Planktothrix sp.

Anabaena bergii; Aphanizomenon
ovalisporum; Cylyndrospermopsis
raciborskii; Raphidiopsis curvata; Umezakia
natans

Todos los géneros

Lyngbya majuscula

Lyngbya majuscula
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Métodos de analisis de las microcistinas

La diferenciacion entre florecimientos téxicos y no téxicos no se puede lograr desde
una evaluacién a nivel microscépico, por lo que es necesario realizar analisis de
toxicidad o de cuantificacion de toxinas (Sangolkar et al., 2006). La presencia y
cantidad de microcistinas en florecimientos, cepas y agua ha sido detectada y
cuantificada a través de diferentes métodos, desde técnicas bioldgicas o
bioquimicas, que incluyen la manipulacion de ratones o el uso de pruebas
inmunoldgicas que determinan el efecto toxico de las microcistinas, hasta técnicas
mas sofisticadas como las fisicoquimicas, que utilizan las propiedades fisicoquimicas
de las estructuras de las microcistinas para poder analizarlas cualitativa vy
cuantitativamente. La utilizaciéon de todas estas herramientas dependera tanto de
las facilidades con las que se cuente como del objetivo del estudio (Akin-Oriola &
Lawton, 2005; Msagati et al., 2006).

Los bioensayos con ratones pueden considerarse un método cualitativo para
determinar si el material concentrado de un florecimiento es toxico. Los resultados
de este tipo de ensayos indican los efectos tdxicos agudos y también la clase de
toxinas a partir de las reacciones y patologias de los animales de prueba. En el caso
de las microcistinas, los bioensayos con ratdén no permiten diferenciar las distintas
variantes de microcistinas y no son recomendables para la determinacién de las

toxinas a bajas concentraciones (Msagati et al., 2006).

La capacidad de las microcistinas de inhibir las enzimas fosfatasas ha llevado a la
elaboracion de ensayos que determinan esta actividad, relacionada con la
hepatotoxicidad de las toxinas y también con la promociéon de tumores. La reaccién
de inhibicion puede ser utilizada como una medida de la concentracion de toxinas
(Msagati et al., 2006).

El ensayo inmunoabsorbente acoplado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés) es
una técnica sensible en la que se utilizan anticuerpos contra microcistinas
especificas. Por lo general se utiliza para cuantificar las toxinas en muestras de

agua poco concentradas (Msagati et al., 2006).

La cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a la deteccién por
espectrometria de masas (HPLC-MS por sus siglas en inglés) es un ejemplo de una

técnica fisicoguimica. La primera es una técnica de separacion basada en
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interacciones hidrofdbicas en la que se utiliza una superficie porosa y una serie de
disolventes particulares de acuerdo con el compuesto a separar. La espectrometria
de masas, por otro lado, es una técnica que se utiliza comUnmente para detectar,
caracterizar y cuantificar compuestos. Después de que un compuesto es separado
por HPLC, es llevado al sistema del espectrometro de masas, donde es ionizado e
identificado por la relacién entre el peso molecular y la carga (m/z) de sus iones.
Esta informacidén permite la identificacion y posterior cuantificacion del compuesto
(Msagati et al., 2006; Sangolkar et al., 2006; Ekmann et al., 2009).

En la espectrometria de masas, las moléculas de muestras bioldgicas se convierten
en iones que son detectados por analizadores de masas, de acuerdo con la relacién
masa/carga. Dado que las variantes de las microcistinas tienen un peso molecular
distinto, la técnica HPLC-MS permite realizar el monitoreo de las masas moleculares
de interés y la identificacidon por tiempos de retencién (Sangolkar et al., 2006). El
aislamiento de iones tiene la ventaja de que al monitorear una Unica sefial del

compuesto de interés, el limite de deteccién disminuye.
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ANEXO 5 Proceso de calibracion externa en un analisis cuantitativo de
HPLC

Un analisis de cromatografia arroja una sefial, como un pico, que es originada por
el compuesto de interés, lo cual se confirma utilizando estandares puros, muestras
conteniendo sdélo el analito, o utilizando un instrumento altamente selectivo
(Hayden et al., 2007).

La mayoria de los métodos de cromatografia liquida se utilizan para hacer analisis
cuantitativos -es decir, los métodos que responden a la pregunta Jcuanto hay?
(Dolan, 2009a).

En este tipo de analisis, la concentraciéon de una muestra se puede predecir a partir
de su sefial medida, es decir, que el pico no es en si la concentracidon del
compuesto. Se trata de una conversién de la sefial medida mostrada en un
cromatograma a un resultado analitico que se hace a través de un modelo de
calibracion (Hayden et al., 2007). La funcién de un modelo de calibracidon es
comparar la respuesta del detector entre una serie de concentraciones de un
estandar de referencia (es decir, concentraciones conocidas) con la respuesta de
muestras de concentraciones desconocidas, para después calcular en estas Ultimas

la concentracion del analito (Dolan, 2009a).

Es importante hacer notar que la curva de calibracién y el analisis de las muestras
con cantidades de analito desconocidas se deben hacer bajo las mismas condiciones

de analisis del instrumento.

Existen dos tipos de calibracion: la externa y la interna. La calibracion externa es el
método mas simple y comun de calibraciéon para métodos cuantitativos. En ella se
compara la respuesta del detector entre concentraciones conocidas del analito con
la respuesta de muestras que contienen concentraciones desconocidas (Dolan,
2009b). En la calibracién interna, las muestras que se analizan son en realidad una
combinacion de solucion estdandar de concentracion conocida con un poco de
muestra de concentracion desconocida. Ya que en esta tesis realizamos una

calibracion externa, continuaremos hablando de ella.

Un modelo o curva de calibracidon externa se comienza a construir al inyectar series

de concentraciones distintas pero conocidas del compuesto puro. Mas adelante, se
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grafica la informacion de la sefial, es decir el area del pico —-proporcionada por el
cromatograma- contra la concentracion que corresponde a dicha sefial. Se
observara que las varias concentraciones caeran dentro de una linea recta (Figura
10). La linealidad de la curva depende de la respuesta lineal del detector y también

de la preparacion de los estandares.

Por lo general, las curvas de calibracion se elaboran con cinco puntos o
concentraciones, y mientras mas cercanas caigan dentro de una linea recta, mas

acertado serd el calculo de concentraciones desconocidas.

Figure 1: Straight calibration line.

60 y = 10.07x — 0.15
50 -
40 |

30_

Area

20—
10

07 | T T |

10—
Concentration (c)

Figura 10. Ejemplo de una curva de calibracion lineal. En esta grafica se observa que el area del los picos es
proporcional a la concentracién que los genera. Se muestra también la ecuacién con la que se puede calcular la

concentracion del analito (Tomado de Hayden et al. (2007)).

En Excel se pueden introducir los datos de las concentraciones con sus
correspondientes sefiales de los picos y graficarlos. Al obtener la ecuacion y el valor
de R? de dicha grafica, que es lineal, se procede a calcular la concentraciéon del
compuesto de interés a partir de las sefiales medidas de muestras con

concentraciones desconocidas del analito.
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ANEXO 6 Tablas y Figuras de Resultados y Discusion

Tabla 12. Parametros fisicoquimicos medidos durante el muestreo de octubre 2010.

Sitio Coordenadas Irradianza (ME " m2s2)  Temperatura oH Conductividad
N 0O  Superficie Profundidad (°C) (1S cm?)
1 19°24.986° 99°11.973" 19289 2927.8 20.0 11.27 480
2 19°25.047° 99°11.871" 22389 807.3 17.5 11.35 510
3 19°25.076° 99°11.891"  24800.2 9300.1 19.5 11.49 530
4 19°25.093" 99°11.899" 60622.6 6544.5 219 11.55 540
5 19°25.115" 99°11.946"  22044.6 34445 17.5 11.26 540
6 19°25.154" 99°11.965" 11711.2 5511.1 18.6 10.36 570
7 19°25.201" 99°11.983" 28933.5 16533.4 204 10.64 580
8 19°25.15" 99°12.027° 5166.7 1722.2 19.0 10.66 580
9 19°25.115" 99°12.005° 4650 1550 18.5 10.49 550
10 19°24.982" 99°11.979"  2669.5 484 4 18.4 11.41 510
Tabla 13. Especificaciones de las condiciones de analisis por HPLC-MS.
Chem Station HPLC MS
Columna Fuente de iones ESI
Fase estacionaria Synergi Polar RP Modo deteccion MSI
Longitud 150 mm lon detectado m/z 995
Diametro 2.0mm
Tamafio particula 4 um Parametros de la fuente de

Fase movil

Disolventes

Flujo
Gradiente

Tiempo de corrida
Temperatura de la
columna

Volumen de
inyeccion

B) Acido formico 0.1%

A) Metanol

0.2 ml min-1

Tiempo %A
0 30
30 100
35 100

35 minutos

40°C

10 pl

%B
70
0
0

iones

Temperatura de desolve

Control de instrumento,

adquisicion de datos y

procesamiento

300°C

Bruker
Daltonics Data
Analysis
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Tabla 14. Informacion recabada de estudios de florecimientos de cianoprocariontes a largo plazo de

distintos paises.

Informacion recabada

Lago Mayor,
México (Datos
originales)

Lago Suwa, Japon
(Park et al., 1998)

Hartbeen Dam,
Sudafrica (Wicks &
Thiel, 1990)

Lago Durgakund,
India (Prakash et al.,
2009)

Estado tréfico
Region climatica
Ocurrencia del
florecimiento

Dominancia relativa
de morfoespecies de
Microcystis

Comportamiento de la
concentracion de
toxina

Temperatura
correspondiente a la
concentracion mas
alta de microcistina

Concentracion de
microcistina en
invierno
Temperatura
correspondiente a la
concentracion mas
baja de microcistina

Lago eutréfico
Tropical
Florecimiento
anual

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Lago hipertréfico
Subtropical
Florecimiento
estacional

Dominancia de M.
aeruginosa sobre otras
cuatro morfoespecies
Concentracion de MC

total mas alta en
verano

n.d.

n.d.

n.d.

Lago hipertréfico
Subtropical

Florecimiento anual

Dominancia anual de
M. aeruginosa

Concentracion de MC
total mas alta en
verano

27°C

Baja o nula (cerca de 5
Hgg7)

13°C

Lago eutréfico
Tropical

Florecimiento anual

n.d.

Estabilidad anual de
concentracion de MC-
LR

n.d.

n.d.

n. d. = no determinado. MC = Microcistina. n. e. = no especificado.
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Figura 11. A. Comportamiento de la Microcistina-LR intracelular ante la densidad celular. Se observa que la
tendencia de la toxina es aumentar en tanto la densidad celular incremente. B. Comportamiento de la
Microcistina-LR intracelular ante la concentracion de clorofila a determinada en el Lago Mayor. Se observa

una tendencia negativa, en la que al ir en aumento la concentracion del pigmento, la toxina intracelular tiende a
disminuir.
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ANEXO 7 Interpretacion del analisis de regresion linear realizado en este

trabajo

En este anexo se interpreta, paso a paso, la informacidn mas importante que
arrojan los analisis de regresion lineal, con la cual es posible construir un modelo de

prediccion.

El analisis de Regresidon Linear permite establecer la relaciéon de variacién que se
produce entre una variable dependiente Y y una variable independiente (X;).
Existen dos tipos de andlisis de regresion linear, la simple y la mdultiple. La
diferencia entre ellos es que el primero se realiza con una sola variable
independiente mientras que en el multiple se analiza un conjunto de variables
independientes (Xi, X3, ...X;). Lo mas comlUn es que las variables dependiente e

independiente(s) sean continuas (Rodriguez & Morar, 2002).

En el andlisis de regresion linear, interesa conocer si existe una relacidon entre la
variable dependiente y la(s) independiente(s), la fuerza de la asociacion entre las
variables y la direccion de la asociacion. El analisis de regresion lineal se compone
de una serie de pasos que van evaluando si las variables elegidas deberian
permanecer o salir del modelo, y en cada paso, se valora la bondad del ajuste de

los datos al modelo y se calculan los pardmetros o elementos del modelo.

La anotacion matematica de modelos o ecuaciones de regresion, para una regresion

simple y una multiple, son, respectivamente:
Yi= B+ BiXu + &
Yi= B+ BXy+BXs+g i=1,..10,
en donde:
Y = es la variable a predecir;

Bo, Bi y B2 = son parametros desconocidos a estimar, y

g = es el error que cometemos en la prediccién de los parametros
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Correlacion de Pearson.

La correlacion de Pearson es el primer valor que da el analisis, e indica la
correlacidon de cada variable independiente respecto a la variable dependiente. Este
valor tiene asociado un valor de p < 0.05, segun el cual la correlaciéon es
significativa. Mientras los valores de Pearson se acerquen a 1, mejor es la

correlacion.

Bondad del ajuste.

Posteriormente, se estima la bondad de ajuste de los datos al modelo de regresién
a través de los estadisticos del mismo nombre (R, R? y R? corregido), el analisis de
varianza y la estimacién de los parametros considerando las variables introducidas.
El coeficiente de correlacidn al cuadrado o coeficiente de determinacién (R?) mide la
proporcion (o porcentaje al multiplicarlo por 100) de la variabilidad de la variable
dependiente que es explicada por las variables independientes que han sido

admitidas en el modelo, y representa un grado de relacidon entre ellas.

El coeficiente de determinacién ajustado (R?> ajustada) mide lo mismo, pero no
gueda influenciado por el nimero de variables que se introdujeron. Este coeficiente
no cobra importancia en la regresion lineal simple porque hay una sola variable

independiente, por lo que el coeficiente importante en dicho caso es R®.

El error tipico de prediccidén indica la parte de la variable dependiente que la recta
no explica. Es la desviacion tipica de las distancias existentes entre las
puntuaciones en la variable independiente (Y) y los prondsticos calculados con la
recta de regresion ()7,), aunque no exactamente, pues la suma de las distancias al

cuadrado estan divididas por n-2:

Error tipico de prediccién = S, =V (Y;- Y)?/ (n-2)

A medida que se incremente el coeficiente de determinacién el error disminuye, por

ello un valor alto es preferible.
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Independencia de los errores.

Uno de los supuestos del modelo de regresion lineal es el de la independencia entre
los errores. El estadistico de Durbin-Watson da informacién sobre el grado de
independencia que existe entre ellos. El valor de D-W oscila entre 0 y 4, y toma el
valor 2 cuando los errores son independientes. La independencia entre los errores
se asume con valores entre 1.5y 2.5. Como el valor de D-W en el presente modelo

fue 1.877, asumimos que los errores son independientes.

Analisis de Varianza, ANOVA.

En general, informa si existe o no relacidon significativa entre las variables, con nivel

critico de p < 0.05.

Obtencion de coeficientes de regresidon no estandarizados ().

Para encontrar la recta de regresidon capaz de convertirse en el mejor representante
del conjunto total de datos, es comun seguir el método de minimos cuadrados, el
cual hace minima la suma de los cuadrados de las distancias verticales entre cada
punto y la recta. A través de este método se obtienen también los coeficientes de

regresién no estandarizados, columna B, que definen la ecuacién de la regresion.

El coeficiente correspondiente a la constante es el origen de la recta de regresion,
indicado como By; el coeficiente correspondiente a la variable independiente de la
recta de regresion se denomina f3;. Este ultimo indica el cambio medio que
corresponde a la variable dependiente por cada unidad de cambio de la variable

independiente. En el caso del presente trabajo:

Concentracion de intracelular MC-LR = 1.987 + 0.847 (biomasa

Microcystis)

A cada valor de biomasa de Microcystis le corresponde un prondstico en
Microcistina-LR basado en un incremento constante (1.987) mas 0.847 que es el

valor de biomasa de Microcystis.

En el caso de la regresidon linear multiple, los coeficientes de regresion no son

independientes entre si. De hecho, reciben el nombre de coeficientes de regresion
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parcial porque el valor concreto estimado para cada coeficiente se ajusta teniendo

en cuenta la presencia del resto de variables independientes.

Pruebas de significacion.

En una regresion linear multiple, el modelo puede ser mejorado al introducir en el
mismo mas variables independientes, siempre y cuando la proporcion de
variabilidad explicada (R?) no disminuya. El mismo andlisis indica a través de la
significancia (p < 0.05) del estadistico t, cual de las variables independientes
deberia permanecer o ser eliminada del analisis. Si p < 0.05, la variable deberia
permanecer, no asi si p > 0.05 (como en el caso de nuestro analisis ocurrié con la

clorofila a).
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