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RESUMEN

El género Mougeotia en México, soélo tiene tres especies citadas en los ultimos 36 afios de
exploraciones ficologicas del pais, sin datos sobre la ecologia y ultraestructura. Por lo
tanto el objetivo de este trabajo fue caracterizar las poblaciones de campo (morfo morado)
y de cultivo (morfo verde), a partir del florecimiento de filamentos filamentosa bentdnicos
de la laguna La Luna, localizada en el Area de Proteccién de Flora y Fauna Nevado de
Toluca, México. Por lo cual se describi6 la morfologia celular a través de observaciones al
microscopio Optico, de barrido y de transmision. Ademéas se registraron 14 variables
ambientales a lo largo del estudio. Asimismo se cuantifico el contenido de pigmentos por
HPLC del morfo morado, estos ultimos se analizaron con pruebas de fenoles totales y
actividad antioxidante. Nuestros resultados indican que las caracteristicas morfolégicas de
los morfos morado y verde corresponden a Mougeotia capucina. Con base en los
registros de cobertura, mayores al 50% durante el periodo de estudio, este taxon
conformé un florecimiento algal en el area de estudio. La ultraestructura del morfo
morado, mostré numerosas vacuolas en la periferia de la célula; en contraste, el morfo
verde tenia vacuolas pequefias. Los pigmentos mostraron diecisiete compuestos;
resaltando luteina, B-caroteno y zeaxantina. Para el caso de los compuestos fenolicos, se
indicé la presencia de nueve picos con absorcion entre RUV-C y RUV-B. Probablemente
la funcién de estos pigmentos es contribuir a la proteccion del organismo contra el
aumento de la RUV vy la luz visible. La cuantificacién de fendles totales fue de 18 ug de
equivalente de é&cido galico/mg de extracto sin actividad antioxidante. El analisis de
correspondencia candnica indicé que el florecimiento de M. capucina esta relacionado con

condiciones limndlogicas en un ambiente bien oxigenado, con pH &cido y oligotrofico.

Palabras clave: Lagos de alta montafia, Mougeotia capucina, fotoproteccion, metabolitos

secundarios, ultraestructura.
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INTRODUCCION

Los ambientes lénticos localizados por encima del limite de crecimiento arbéreo son
nombrados lagos de alta montafia o alpinos; estos se encuentran sometidos a elevadas
altitudes, baja temperatura, pH acido y pocos nutrimentos. También el fotoperiodo y RUV,
definen las caracteristicas limnolégicas, sumado al particular metabolismo de los
productores primarios que ahi se desarrollan (Castillo et al., 1989; Sommaruga, 2001,
Delgado, 2008). Por ejemplo, Aigner et al. (2013) describieron diferentes morfos del
fitobentos constituido de Zygogonium ericetorum de poblaciones de Austria, donde

reconocen que la RUV genera organismos de color morado.

Asimismo, los productores primarios han desarrollado diversas estrategias para minimizar,
evitar y neutralizar los efectos deletéreos de la RUV a través de varios mecanismos de
fotoproteccion, entre los que se encuentran, la sintesis de la esporopolenina, componente
de la pared celular en Scenedesmus y Pediastrum (Chlorophyceae) la cual protege de la
RUV-B y RUV-A, la Scytonemina, localizada en la vaina de algunas cianobacterias, la cual
funciona como pantalla en longitudes de onda de 280-450 nm. También, los florotaninos,
encontrados en fisoides de Phaeophyceae. Otros compuestos que absorben la RUV son
los amino&cidos tipo micosporinas (MAAs) y cumarinas descritas en cianobacterias,
Rhodophyta, Dinophyta, Cryptophyta y Chrysophyceae (Holzinger y Litz, 2006; Pichrtova
et al., 2013).

En México la topografia y las zonas biogeogréficas (Neartica y Neotropica), han permitido
la formacién de una gran variedad de ambientes. Por ejemplo, El eje Neovolcanico
corresponde a la barrera geografica donde se separan de estas dos zonas y se localizan
las montafias més altas del pais, entre ellas el volcan Nevado de Toluca con 4,690 m en
cuyo interior alberga dos lagunas de alta montafia, “El Sol y La Luna”, las mas altas de

Norteamérica (Banderas-Tarabay y Gonzéalez-Villela, 2002; Pichardo-Pagaza, 2015).

En la zona fética de ambientes lénticos se desarrolla una comunidad conocida como
fitobentos, con base de la naturaleza fisica del sustrato, son nombrados: haptobentos,
epiliton, epifiton, endoliton y metafiton (Round, 1981). Esta ultima corresponde a la
comunidad que carece de estructuras de adhesion y esta representada en la laguna, La
Luna, por algas verdes filamentosas del género Mougeotia Agardh, C. A (1824) que forma
tapetes de color morado (Delgado, 2008). Graham et al. (1996a) mencionan que los
florecimientos de este género son debidos a la precipitacion de la lluvia acida que afecta

los sistemas acuaticos, siendo mas comun encontrarlos en aguas acidas de Europa y
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Norte América. En México se han citado tres especies: Mougeotia scalaris, M. transeaui y
M. viridis en el Estado de México e Hidalgo respectivamente en lagunas y charcos
(Kennedy y Hoshaw, 1978; Ortega, 1984). En ninguna de las referencias, se indica algun

florecimiento de estos recursos.

La radiacion electromagnética emitida por el Sol que llega a la Tierra se divide
dependiendo de su longitud de onda, de las méas cortas a las mas largas en: rayos
gamma, rayos X, luz ultravioleta (200-400nm), luz visible (400-760 nm), rayos infrarrojos
(760 nm), microondas y las de radio. En referencia a la luz ultravioleta esta se divide en
tres categorias: UV-A de 320-400 nm, UV-B de 280-320 nm y UV-C longitudes de menos
de 280 nm. El tipo de radiacion solar que llega a la superficie terrestre principalmente
comprende longitudes de onda por encima de los 300 nm, por tanto se recibe luz
ultravioleta, visible e infrarroja. La magnitud que mide la radiacion solar que llega a la

Tierra se conoce como irradiancia (Fligge et al., 2001).

La intensidad de la RUV varia segun la altitud, la latitud, las estaciones del afio y la hora
del dia. En el pais, llega una alta incidencia en la mayoria de su territorio, en particular en
las zonas altas, donde la capa de ozono es menor, lo que provoca un incremento de RUV
entre un 8 a 10% por cada 304.8 m de altura (Nehal y Lim, 1995). Para el Nevado de
Toluca, el IUV es superior a 10, irradiancia que pasan a través de la columna de agua
hasta al hipolimnion durante todo el afio (Luna et al., 2009). En contraste, con el volcan
Lincancabur a 5,916 msnm y la laguna Blanca, 4,340 m en Bolivia donde se han
registrado los niveles mas altos de RUV en el mundo con un IUV de 43 (Delgado, 2008;
Cabrol et al., 2014).

La RUV dafia las macromoléculas como el ADN, los lipidos y las proteinas de todos los
seres vivos. Por ello algunos organismos, tienen la habilidad de producir compuestos
capaces de absorber la RUV, antioxidantes, o desarrollar sistemas de reparacion del ADN
(Bjorn et al., 2002). Los primeros, son producidos por compuestos cromoéforos, como las
micosporinas (MAASs), los cuales disminuyen la cantidad de radiacion que reciben
cianobacterias, algas y liquenes, entre otros organismos. Las plantas superiores,
presentan compuestos fendlicos como flavonoides y fenilpropanoides, que se acumulan
en vacuolas para actuar como filtros selectivos de la RUV (Oren y Gunde-Cimerman,
2007).
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La RUV produce un incremento en el nivel de ERO que incluyen el anion superoéxido, el
perdxido de hidrégeno (H,0O,), el radical hidroxilo y el oxigeno singulete (O,). Las ERO
tienen la capacidad de reaccionar con diversas biomoléculas causando una alteracion en
su funcién celular generando un estado de estrés oxidativo que conlleva dafios celulares
como la oxidacion de las bases nitrogenadas, rompimiento y entrecruzamiento del ADN, la
peroxidacion de lipidos de las membranas celulares y la oxidacion de proteinas (Carrillo et
al., 2008; Lavery, 2009; Pichrtova et al., 2013).

La absorcién de fotones de RUV por el ADN favorece la formacion de dimeros de
pirimidinas (DCP) que se forman por la interaccibn covalente de dos pirimidinas
adyacentes en la misma cadena. También se crean pirimidin-piromidona 6-4 (6-4PP).
Estos fotoproductos son mutagénicos e impiden la transcripcion y replicacion del ADN
(Black et al., 1997). La reparacion del ADN se logra por escision o por fotoreactivacion. La
escision de nucle6tidos de una sola base o una cadena de nucleétidos requieren en
principio la ruptura del enlace fosfodiéster a cada lado de la zona dafiada mediante
endonucleasas, posteriormente la polimerasa sintetiza un nuevo fragmento y con ligasas
se une el nuevo fragmento. En la fotoreactivacion, las fotoliasas, revierte la dimerizacion

de las bases nitrogenadas a la forma nativa (Garcia, 2010).

La importancia de las comunidades del fitoplancton y fitobentos radica en que son la base
de la red tréfica, las cuales producen oxigeno, pigmentos y otros compuestos de valor
agregado; asi como, son buenos indicadores biol6gicos. Publicaciones, del género
Mougeotia spp. indican su uso en la produccion de carotenoides y luteina como
compuestos antioxidantes (Muntean et al. 2007). También, Al-Mayaly (2011) comprob¢ la

remocién de plomo en agua contaminada.
ANTECEDENTES

Investigaciones sobre aspectos ecofisiolégicos y el ciclo de vida de las Zygnetamaceae
han sido poco desarrolladas en el mundo; en laboratorios de India, Estados Unidos de
Norteamérica y Austria se han investigado la produccion de morfos de diferente color asi
como la estructura quimica de estos compuestos fendlicos, sumado a conocer las

condiciones ambientales y de cultivo que provocan los diferentes morfos.

Randhawa (1959) mencioné que algunas Zygnemataceae son capaces de producir
compuestos de ficoporfirinas, por ejemplo en los morfos de color purpura de Zygogonium

ericetorum y Zygnema terrestre. Por su parte, en Estados Unidos de Norteamérica Ralph
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(1962) sefal6 que Mougeotia capucina y otras taxa de Zygnemataceae presentan en
vacuolas compuestos de hierro y taninos que conforman pigmentos de color azul-morado
y rojo-morado. También, Kennedy y Hoshaw (1978) investigaron el ciclo de vida de
Mougeotia transeaui, donde describen las aplanosporas y zigospora del taxdn. Asi como,
Graham et al.,, (1996b) describen los efectos en el crecimiento de Mougeotia bajo

diferentes pH y concentraciones de Al y Zn.

Holzinger et al. (2010) muestran que poblaciones de Z. ericetorum de Australia, crece en
masas de color verde sobre el suelo; las cuales al ser expuestas al sol se tornan
purpuras; hecho que causo debate sobre la naturaleza y el papel de este pigmento.
Remias et al. (2012) investigaron los pigmentos pardos de las poblaciones extremofilas
sobre glaciares de Mesotaenium berggrenii; donde el principal compuesto fue el fenol
purpurogalina-carboxilico acido 6-O-3-D-glucopyrandsida. Aigner et al. (2013) estudiaron
dos morfotipos de Z. ericetorum en un arroyo. Estos diferian en su coloracion (verde-
morado), el ultimo con fenoles y taninos hidrolizables, quienes podrian contribuir en la

proteccion contra los rayos UV y la irradiacion.

Para el area de estudio se han evaluado los cambios climaticos en relacion a los fésiles,
diatomeas y otros grupos taxondmicos (Caballero, 1996; Vilaclara et al., 2005; Cuna et al.,
2014). Delgado (2008) reconocio por primera vez un florecimiento de Mougeotia spp. de
color morado en el litoral de la laguna La Luna. El presente estudio sefala las
caracteristicas de poblaciones de campo y -cultivadas de Mougeotia mediante
observaciones en ML, MEB y MET, asi mismo se cuantificaron los pigmentos del morfo
morado de la poblacién de campo y se asocian las variables fisico-quimicas con el del

florecimiento registrado.
OBJETIVOS

General. Contrastar taxonOmicamente las poblaciones campo y de cultivo del género
Mougeotia de la laguna La Luna, Nevado de Toluca, utilizando herramientas morfologicas,

ecoldgicas y quimicas.

Particulares. Obtener cultivos monoalgales del género Mougeotia para describir los
caracteres morfolégicos, de ultraestructura y de reproduccién; que permitan la

delimitacion taxonémica especifica.

Determinar los pigmentos del morfo morado en Mougeotia de la poblacién de campo de la

laguna La Luna, Nevado de Toluca.
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Asociar la relacion de las variables fisico-quimicas determinadas con el florecimiento algal

en estudio.
AREA DE ESTUDIO

El Parque Nacional Nevado de Toluca (PNNT), alberga al volcan inactivo Nevado de
Toluca o Xinantécatl (cuyo vocablo nahuatl significa “Hombre desnudo”); es considerado
el cuarto volcdn mas grande de México. En una extension de 51,000 hectareas; se

localiza en la Faja Volcanica Transmexicana.

El PNNT, de 1936-2015 fue catalogado como Parque Nacional, después de un estudio
justificativo se logro recategorizado en 2015, como Area Natural Protegida (ANP), es un
territorio con una actividad tectovolcanica que no ha sido homogénea, lo que implica la
conformacion de diferentes geoformas como: lavas andesiticas, domos y conos

volcanicos (Pichardo-Pagaza, 2015).

El clima en la zona alpina es frio, con lluvias en verano y una precipitacion total anual de
1, 227 mm. En el ANP, el 71.4% corresponde a diferentes tipos de bosque donde crecen
principalmente Pinus hartwegii, P. ayacahuite, P pseudostrobus, P. moctezumae y Abies
religiosa. Arriba de los 4,200 m sobresale el pastizal de alta montafia y paramo de altura.
La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, CONABIO (2014),
indicd 288 especies de flora, 353 hongos en el area mencionada. Mientras 97 especies de
algas, corresponden a la ficoflora conocida de la laguna del El Sol (Caballero, 1996;
Delgado, 2008; Luna et al., 2009, Pichardo-Pagaza 2015).

Se han encontrado huellas de glaciaciones ocurridas hace mas de 32,000 afios, de
11,500 afios y la mas reciente entre 2,000 y 3,500 afios (Neoglaciacion). Evidencias de
gue existieron glaciares rocosos activos en la Pequefia edad de Hielo de los siglos XV y
XIX (Vazquéz-Selem y Heine, 2004). Sin embargo, se sabe con mayor certeza que
presentardn glaciares verdaderos hace mas de 8 mil afios (cuando se registré una nueva
expansion de los hielos, los cuales se fundian un poco por debajo de los bordes del
crater, es decir, a una altitud de 4,100 a 4,200 m. Los lagos del crater son producto de la
fusion de un casquete de hielo que ocupé su fondo después de la formacion de “El
Ombligo”, una estructura démica ubicada en el centro del mismo, la cual presenta
microestrias por pulimiento del hielo. Entonces el espesor del manto glacial debié exceder
los 150 m (Vazquéz-Selem, 2009).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

El cratér del volcan se ubica entre 4,200 a 4,680 m, es de origen Cuaternario, la
morfologia actual data de 60,000 afios y en ella se localizan dos lagunas perennes y
astaticas “El Sol y La Luna” (Luna et al., 2009, Pichardo-Pagaza, 2015, Garcia-Palomo et
al., 2000).
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Fig. 1. Registro de area y perimetro de la Laguna La Luna, durante el periodo 2013-2015.

Para la laguna La Luna, se actualizan las siguientes caracteristicas: longitud maxima (170
a 242 m) WSW-ENE, ancho maximo (224 m), area superficial de 2,20 a 3,25 Ha y
perimetro de 548 a 744 m (Comisién Nevado, 2016). Con un volumen de 160 mil m?,
profundidad méxima de 10 m, temperatura 8.8 + 1.7°C, oxigeno disuelto 6.9 mg/I*,
conductividad 6.2 £ 2.7 uS cm, pH 5.4 + 0.7, profundidad de disco de Secchi 8.4 + 1.8
(Alcocer et al., 2004). Armienta et al., (2000) registraron bicarbonatos 2.3 + 0.5 mg I*,
sulfatos 1.4 mg I'", cloruros 1.3 mg I'*, calcio 2.0 mg I', magnesio 0.6 mg I'*, sodio 1.0 mg I
!y potasio 0.5 mg I'. Por su parte, Flores et al., (2008) indicaron NH; 2.79 + 1.53 pmol I,
NO, 0.05 + 0.05 pmol I'*, NO322.6 + 2.4 umol I'*, PO, 0.13 + 0.15 pumol I* y Si-SiO4 0.62 +
1.0 umol I, por lo que se asocian en un ambiente oligotrofico. Los sedimentos varian en
diametro, los mas gruesos y pesados se localizan cerca de la linea de costa y las arenas
en otras zonas de la cuenca (Alcocer, 1980; Luna et al., 2009).
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MATERIALES Y METODOS

Trabajo de Campo. El material biolégico se colect6é en cuatro exploraciones: 17 de enero y
23 de septiembre del 2014, 5 de marzo y 27 de octubre del 2015. Para el muestreo (n=10)
se utilizd un area de 24 cm? cerca de la linea de costa (Bojorge-Garcia et al., 2014). El
material se coloc6 en frascos de boca ancha con agua del sitio, mismos que se

etiquetaron y se trasportaron en contenedores en baja temperatura al laboratorio.

Parametros fisicoquimicos. En cada muestreo las variables fueron registradas in situ, la
temperatura con un termémetro de mercurio, marca Brannan, el pH registrado con un
potenciometro Conductronic, las coordenadas geogréficas con el GPS Maguellan modelo
Meridian. La profundidad con una sondaleza marca Speedtech. La concentracion de
oxigeno disuelto, la alcalinidad y dureza total fue determinada por titulometria (Franco et
al., 1985). Los nitratos y fosfatos fueron cuantificados mediante las técnicas de Nessler,
reduccion de cadmio y método de molibdovanato respectivamente utilizando un fotometro

marca HANNA instruments.

La intensidad luminica, medida con un luxébmetro marca Hansatech, solo el 23 de
septiembre del 2014.

Paralelamente, la conductividad, bicarbonatos, calcio, cloruros, potasio, sulfatos, sodio,
amonio, fueron cuantificados por el laboratorio de ICAMEX del Estado de México a cargo

de la Mtra. Maria Guadalupe Gonzéalez Castorena.

Ademas de los datos de los muestreos de este trabajo, se agregan la informacion de los
periodos 2012 y 2013, previamente evaluados por el Programa para la Recuperacion y

Manejo Sustentable del Nevado de Toluca, coordinado por el Biol. Lopez Cano.

Trabajo de Laboratorio. Con el material biologico colectado, en principio se elimind la
materia organica, de forma mecénica utilizando un microscopio estéreo y pinzas de punta
fina. Posteriormente, se fracciono en tres porciones; una de ellas se utilizo para el cultivo,
otra para las observaciones microscopicas correspondientes y la ultima, para el desarrollo

de las técnicas por HPLC, fenoles totales y actividad antioxidante.

Cultivo. En principio se lavd con carbon activado y agua destilada el material biolégico
(Andersen, 2005). Posteriormente se realizaron in6culos con algunos filamentos de

Mougeotia en medio extracto de suelo utilizando un matraz Erlenmeyer de 1000 mL. El
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cultivo se mantuvo en una camara de cultivo con 18°C, 50 lux, en un ciclo 12:12 luz:

oscuridad (Kennedy y Hoshaw, 1978).

Microscopia Optica (ML) y Electrénica (MEB y MET). Se registraron los caracteres
morfolégicos de poblaciones de campo (morfo morado) preservadas en formol al 4% y
filamentos en cultivo (morfo verde) en microscopia 6ptica (ML) marca Nikon YS2-T
apoyandose en capturar imagenes en formato jpg, con una camara digital Sony de 20.0
megapixeles (Prescott, 1951; Randhawa, 1959; Brook y Johnson, 2002). Mismos que
también se tifieron con azul de cresil (Kumar y Sing, 1979). El material estudiado fue
depositado en la coleccion ficolégica del herbario IZTA 1886, 1887, 1888, 1889,1890,
1891y 1892.

Microscopia electronica de Barrido. Los filamentos con zigosporas, se montaron sobre
una cinta de doble cara y se cubrié con oro en un equipo Emitech k550 (Boltovskoy, 1976)
para su observacion en el equipo JEOL modelo JSM6380LV, localizado en el laboratorio
de Fisiologia Vegetal de la UBIPRO en la FES Iztacala, UNAM.

Microscopia electronica de Transmision. Cada uno de los morfos de campo (morado) y de
cultivo (verde) fueron preservados con glutaraldehido al 2% posteriormente, se hizo una
post-fijaciébn en OsO, al 1%, seguido de un tren de deshidratacién en etanol de 30-100% a
4°C. Mas tarde, las muestras se transfirieron via oxido de propileno al 100% para
posteriormente hacer la infiltracion en epon-6xido de propileno (1-1) durante 48 h; seguido
de una inclusion epom freico y polimerizacién a 60°C por 48h (Holzinger et al., 2010). Con
estos bloques se realizaron cortes con un ultramicrotomo marca Leica de 5 um de grosor
y se observaron con el equipo marca JEOL modelo JEM 12000 EX Il, localizado en el

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Extraccion de pigmentos. A partir del morfo morado suspendido en agua del sitio, se
elimind el exceso de agua, se céngelo inmediatamente vy liofilizé por 48 h hasta secarse
completamente. Con 50 g muestra se pulveriz6 con 10 mL de HEAT. Para mejorar la
extraccion de los compuestos se sénico por 15 min a temperatura ambiente y luego se
diluy6 1:1 con 20% metanol. La suspension se mezcld con un agitador orbital por 10 min a
2000 rpm y se enfrié en un congelador toda la noche a -20°C como resultado se obtuvo la

separacion de dos fases: la lipofilica (flotante) y la hidrofilica (Aigner et al., 2013).

HPLC. El extracto lipofilico e hidrofilico se analizé separadamente usando diferentes

métodos. La fase lipofilica (clorofilas y carotenoides) se evapor6 y se suspendidé con 500
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pL de hexano y se agito en vortex para después analizarla. Se us6 una columna Allsphere
ODS-15 (Althech, Lenghth 250mm ID 4.6mm) y con una fase movil: A, Acetonitrilo-
Metanol-Buffer TRIS-HCL pH 8 0.1 molar (72-8-3 mL); B, Metanol-Hexano (80-20 mL). La
deteccion se llevo a cabo en 440 y 663nm donde los picos fueron detectados a partir de
los tiempos de retencién. El gradiente de los solventes comenzd con 100% de A hasta el
minuto 5, a partir de aqui la solucion B comenzé a circular y asi se mantuvo por 2.5 min

para después seguir la corrida con 100% de B (Aigner et al., 2013).

Para analizar los compuestos hidrofilicos (fenoles), se llevd a cabo segun el método
descrito por Aigner et al., (2013) modificado. Primero, se centrifugé a 4000 rpm por 10
min, y después se tomo la lectura en un barrido de 200 a 400 nm. Se utilizé una columna
Allsphere ODS-15 (Althech, Lenghth 250 mm ID 4.6 mm) y con una fase movil: A, agua-
0.5% Acido férmico (v/v); B, Metanol- 0.5% Acido férmico (40:10 v/v). El gradiente de los
solventes comenz6 con 0% B, incrementando a 100% de B después de 40 min, seguido

por 8 min después de la corrida con 100% de A, con un flujo de 0.5 mL/min.

Andlisis de fenoles totales y actividad antioxidante. Para el analisis de estas pruebas se
utilizé 1.68 g de Mougeotia (Avila, 2016). La cuantificacion de fenoles totales (n=3) fue
determinada usando el método de FC con &cido galico como solucion de referencia. A las
muestras se les adicion6 500 pL del reactivo de FC, posteriormente se afiadid Na,CO; al
20% y se dejo reposar por 1 h. La lectura se tom6 a 725 nm y los resultados se expresan

en pg de equivalente de 4cido galico/mg de extracto (Garcia, 2010 modificado).

La actividad antioxidante se determin6 mediante el método DPPH; el cual produce una
reaccion del color violeta, caracteristico del DPPH, hasta el cambio a un tono amarillo

claro, que se lleva a cabo por la interaccion del radical con un compuesto antioxidante.

Se uso6 el procedimiento descrito por Avila (2016) con algunas modificaciones y por
triplicado; se disolvi6 5 mg de DPPH en 50ml de MeOH. El andlisis se llevd acabo con
material liofilizado. Los stock de la muestra fueron concentraciones de 500, 250, 125, 62.5
y 31.25 ppm, las cuales fueron colocadas en una microplaca de 96 pozos adicionadas con
150 pL de la solucién de DPPH. Como control negativo se utilizaron pozos con 200 pL de
MeOH. La reaccion fue incubada por 30 min en la obscuridad y se midié en un lector de
ELISA a 517 nm.

10
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Par determinar la CAso del extracto metandlico de M. capucina se obtuvo el porcentaje de
decoloracion del DPPH de cada una de las concentraciones. El porcentaje de reduccion

fue calculado usando la siguiente formula:
% decoloracién= 1- (absorbancia del problema/ absorbancia del blanco) x 100

La CAso expresa la cantidad necesaria de un antioxidante para reducir en un 50% al
radical DPPH. Valores bajos de CAs, indican un mayor potencial antioxidante (Avila,
2016).

Andlisis de Correspondencia Candnica. Para realizar esta prueba se consideraron las
variables fisico-quimicas y los porcentajes de cobertura registrados durante las
exploraciones realizadas en las poblaciones de Mougeotia, por tanto se construyeron dos
matrices en Excel; la primera, contenia los datos de cobertura de las poblaciones
estudiadas en el periodo comprendido 2014-2015, y en la segunda los resultados de las
variables fisico-quimicas cuantificadas; en ambas matrices fue necesario transformar en
Log1l0+1 los datos excepto para los valores del pH con la finalidad de homogenizar la

informacion (Ter Braak y Smilauer, 2009).

Se utiliz6 el software CANOCO version 4.5, con las matrices disefiadas para el ACC. Para
evaluar la significancia estadistica de la relacién entre las variables ambientales y la
especie estudiada. Se realiz6 la prueba de permutaciones Monte Carlo (4999

permutaciones, a= 0.05) que incluye CANOCO.

11
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RESULTADOS

Parametros fisicoquimicos. En la tabla 1, se indican los datos de las variables
limnolégicas durante el periodo de 2012-2015, donde se observd de manera general que
se trata de una laguna de agua fria, bien oxigenada y con pH &cido, un ambiente
oligotrofico y poco mineralizado. En relacion con los datos ambientales, la profundidad del
margen de la laguna registr6 generalmente 0.4m excepto en los afios 2014-2015; para la
temperatura la fluctuacion fue de 7 a 10.5°C, registrandose los valores mas altos en
meses célidos y los més bajos en invierno. En cuanto a la conductividad se registré un
promedio de 7.8 uS cm™, con una minima de 0.1 yS cm™en 2012 y un méaximo de 10 pS
cm™ en el afio 2015. Con respecto al oxigeno disuelto, este ambiente se encontrd bien

oxigenado; por otro lado, el pH fue acido durante el estudio.

El promedio de amonio fue de 0.15 mg/L y el de nitratos fue de 0.16 mg/L, ortofosfatos
1.023 mg/L con excepcion del afio 2014 que se registré 5,7 mg/L. Los bicarbonatos
tuvieron un intervalo de 4.8 a 0 mg/L; el calcio obtuvo un promedio de 1.6 mg/L con 3.2
mg/L como maximo en enero-abril 2014 y un minimo de cero en mayo 2013. Los cloruros
son casi indetectables debido a su escases, exceptuando el periodo de septiembre 2012
donde fue 3.7 mg/L; para el potasio se registraron valores de 3.3 a 0.1 mg/L, este
elemento es utilizado por la biota del ecosistema; el promedio de sulfatos fue de 1.6 mg/L
donde el méximo se registro con 4.1mg/L en mayo 2013 y en algunos afios fue de cero. El

sodio, mostr6 0.9 a 0.0 mg/L.

Determinacion taxonémica. La delimitacion taxonémica del material bioldgico se realizd
con especimenes de campo (morfo morado) y en cultivo (morfo verde) donde se
registraron los caracteres morfolégicos vegetativos, reproductivos y la ultraestructura
correspondiente a ML, MEB y MET.

La siguiente descripcion reune los intervalos de los estados de caracter taxonémicos de

ambos morfos, con base en la mediciones de (n=100).

12


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Tablal. Matriz de variables limnolégicas del area de estudio a lo largo del periodo septiembre 2012
a octubre 2015 (- sin informacion registrada).

_ sep-nov | may | sep | ene-abr | sep | mar-oct )
Variables Promedio
2012 2013 | 2013 2014 2014 2015
Profundidad en el litoral (m) 0,4 0,4 0,4 0,50 0,50 0,60 0.46
Temperatura del agua (°C) 7,4 10,5 10 10 8 10 9.3
Conductividad (uS cm™) 0,1 9,6 9,9 8,5 9,1 10 7.8
Oxigeno disuelto (mg/L) 6,9 55 6,2 6,4 5,8 4,7 59
pH 5,6 5,9 51 59 5,6 55 5.6
Amonio (mg/L) 0,4 0,4 0,12 0 0 0 0.15
Nitratos (mg/L) 0,4 0,28 0 0,3 0 0 0.16
Ortofosfatos (mg/L) 0,35 0,01 | 0,07 0,01 57 0 1
Bicarbonatos (mg/L) 4,8 15 0 0 0 0 1
Calcio (mg/L) 2,5 0 1,2 3,2 2,4 0.20 1.6
Cloruros (mg/L) 3,7 0 0,91 0 0 0 0.76
Potasio (mg/L) 3,3 2,1 0,1 0,7 0,6 0.1 1.15
Sulfatos (mg/L) 0 4,1 14 2,9 0 1,16 1.6
Sodio (mg/L) 0 0,1 0 0,9 0,9 0,6 0.41
Intensidad luminica
-2 _—1 ) ) ) ) 32 )
(umol m“s )

13
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Mougeotia capucina (Bory) C. Agardh

Filamentos no ramificados, constituidos por numerosas células cilindricas con septos
planos; células vegetativas de 12-31 um de ancho, 78-427 um de largo. El cloroplasto en
forma de cinta y axial, con 3-18 pirenoides (Fig. 2a), un ndcleo en la region central de la
célula (Fig. 2b). La reproduccion asexual por aplanosporas (Fig. 2c) y con reproduccion
sexual por conjugacion escaleriforme, donde en principio se forma un canal que
posteriormente permitira la formacién de una zigdspora cuadrada o rectangular de 30-68
pm de ancho por 24-63 um de largo, con pared de color pardo morado-verde (Tabla 2).

Fig. 2. Imagenes de ML de M. capucina, en cultivo: a) Célula vegetativa con un cloroplasto en
forma de cinta rotando, en su interior los pirenoides y septos planos del filamento. b) El nicleo en
posicion central. ¢) Inicio de la formacion de aplanospora. d) Indculo al inicio del cultivo. e-h)
Apariencia de los filamentos cuando van perdiendo el color morado a través de 4 meses. i)
Morfotipo verde. Abreviaturas: Cl=cloroplasto, Pi= pirenoides, S=septo, N= nulcleo (400X)
originales.

14
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Tabla 2. Caracteres vegetativos y reproductivos de M. capucina de dos poblaciones: campo y

cultivada.
Poblacion Campo Cultivo
Morfotipo Morado Verde
CELULA

Ancho pm 12-17 12-31
Largo pm 115-387 78-427
Clorool U_no con forma rectangular, ocupa la Uno con forma rectangular, ocupa mas

plasto mitad o poco mz(a:sélileala longitud de la de la mitad de la longitud de la célula
Pirenoides 3-7 6-18

ZIGOSPORA
Ancho pm 30-55 36-68
Largo pm 30-57 24-63
Pared Lisa Lisa
Color Pardo-morado Verde
APLANOSPORA

Ancho pm 20-36*
Largo pm 45-80*

* Medidas con base en Randhawa (1951)

En la poblacién de campo, los filamentos crecen formando masas enmarafadas de color

morado. En contraste, la poblacién en cultivo, el inoculé fue de color morado, posterior a

3-4 meses este se observé como un morfo de color verde (Fig. 2 d-i).

Los cultivos presentaron reproduccion sexual después de 1-5 meses, por isogamia a

través gametos ameboideos en conjugacion escaleriforme (dioicos, monoicos) y lateral.

En todos los casos la unién ocurre a la mitad del canal de conjugacion; formando

zigosporas con margenes concavas.

Conjugacion escaleriforme en talos dioicos, donde inicialmente se producen pequefas

papilas, que usualmente ocurren entre células proximas que entran en contacto para dar

15



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

paso a la formacién del tubo de conjugacion en donde los gametos se fusionan y formaran

la zigospora (Fig. 3).

Fig. 3. Conjugacion escaleriforme de M. capucina: a) inicio de la conjugacion, con la formacion y
union de dos papilas, b) tubo de conjugacion, c-f) proceso de formacion de la zigéspora, Q)
zygospora madura, h) filamento nuevo.

16
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En MEB, se observaron filamentos y papilas de pared lisa sin ornamentaciéon (Fig. 4a),
que al entrar en contacto entre ellas formaron un puente en forma de “H” (Fig. 4b). En
este sitio madura el cigoto, abultandose para formar la zigdspora (Fig. 4c-e).

Fig. 4. Micrografias a MEB de muestras de cultivo de M. capucina. a) papila, b) contacto de las
papilas (estadio temprano del tubo de conjugacion, semeja a una “H"), ¢) abultamiento en la parte
central del tubo y un poro, d) zigosporangio joven y el poro, €) zigosporangio maduro con
engrosamiento de la pared.

Conjugacion escaleriforme en filamentos monoicos, donde la conjugacion ocurrié entre
células del mismo filamento que se ponen en contacto una al lado de la otra mediante un
enrollamiento del filamento (Fig. 5 a y b). La conjugacion lateral, inicio con el aumento del
diametro de la célula, el septo de separacion de la célula vecina se rompe, permitiendo
que todo el contenido celular se mueva hacia la otra célula en linea recta, para fusionarse

a la mitad y formar la zigospora (Fig. 5 c y d).

17
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Fig. 5. Imagenes de ML de M. capucina en cultivo. a y b) conjugacion entre células del mismo
filamento formando un bucle de diferente tamafio. ¢ y d) conjugacion lateral.

Microscopia electronica de Transmision. Las ultraestructuras de M. capucina de los
morfos fueron observadas, para el primero se reconocieron diez organelos, mientras para

el morfo verde, fueron siete.

El morfo morado mostré: vacuolas, nucleo, nucléolo, cloroplasto, pirenoide, granulos de

almidon, plastoglobulos, mitocondrias, Golgi y pared celular.

Las vacuolas de 0.94-6.6 um de didmetro, fueron sacos polimorficos y prominentes,
electron-opacas (de apariencia lisa) y electron-translucidas (cristales), cubriendo una gran
porcién en la periferia y centro de la célula. El nicleo en forma ovoide y en su interior el
nucléolo esférico. El cloroplasto contiene membranas tilacoidales y pirenoides electron-
densos rodeados de grandes granulos traslicidos de almidén. El primero presenta
tilacoides organizados en paquetes, y algunos de ellos, penetran al interior del pirenoide
(Fig. 6 a-f).

En el interior del cloroplasto, se observaron formas globosas transparentes que podrian
ser lipidos o granulos de almidén (Fig. 6 c-b). Ademés fue posible apreciar la orientacion
paralela de estas membranas respecto del cloroplasto y de la separacion que hay entre
ellas asi como de la abundancia de plastoglébulos electron-densos, con un diametro de

0.083-0.416 pm; agrupados sobre el cloroplasto (Fig. 6 e-g).

El aparato de Golgi y las mitocondrias fueron identificados con base a su morfologia tipica

(Fig. 6 h e i); observando en el lumen de la mitocondria cristales electron-opacos;

18
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mientras que el aparato de Golgi se encontré rodeado de materiales electron-densos. La

pared celular lisa de 0.43-0.86 um de grueso.

Fig. 6. Micrografias M. capucina, morfo morado en MET: a) corte transversal de la célula, con
masas electron-densas acompafiadas de un gran ndmero de vacuolas, b y ¢) nudcleo cerca del
cloroplasto. Las membranas tilacoidales se distinguen en el cloroplasto. d) proyecciones
citoplasmaticas (flecha) penetrando las vacuolas. e y f) pirenoide con invaginaciones de la
membrana tilacoidal (flecha) con granulos de almidén a su alrededor y numerosos plastoglébulos
de diferente tamafio sobre la membrana tilacoidal. g) mitocondrias con diferentes electron-
densidades esto debido a los cristales presentados. h) aparato de Golgi rodeado de una masa
electo-densa. Abreviaturas: Cl-cloroplasto, G-aparato de Golgi, M-mitocondria, N-nlcleo, P-
pirenoide, PC-pared celular, PG-plastogldbulos, S-granulos de almidén y V-vacuolas,
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El morfo verde mostr6: vacuolas, cloroplasto, pirenoides, granulos de almidon,
mitocondrias, peroxisoma, reticulo endoplasmico; estos ultimos fueron descritos solo para

esta poblacién, y la pared celular. Este morfo carecio de plastoglobulos.

Las vacuolas fueron sacos pequefios y semicirculares, electron-transltcidos, localizados
entre las membranas tilacoidales del cloroplasto; estas membranas penetran a los
pirenoides, quienes son estructuras redondas electron-densas rodeadas de granulos
traslicidos de almidén. Las membranas tilacoidales de este organismo no mostrd

dilatacion (Fig. 7 a-c).

Las mitocondrias con un lumen electron-translicido, en donde es posible identificar las
crestas (Fig. 7d). Los peroxisomas, fueron organelos con forma redonda, cerca del
cloroplasto; en el centro se observa un contenido electron-denso (Fig. 7 e). El reticulo
endoplasmatico fue reconocido por su caracteristico aspecto membranoso el cual
presenta una apariencia electron-densa y fue visto en diferentes partes del citoplasma
(Fig. 7 f).

Fig. 7. Micrografias a
MET de M. capucina,
morfo verde: a-c)
corte transversal de la
célula en donde se
distinguen pirenoides
con invaginaciones
de la membrana
tilacoidal (flecha
blanca). Los granulos
de almiddn (asterisco)
rodean al pirenoide.
d) mitocondria cerca
de pirenoide y a cada
lado se aprecia
masas con contenido
electron-denso. €e)
peroxisoma con un
centro electron-
denso. f) reticulo
endoplasmatico
localizado a un lado
del pirenoide.
Abreviaturas: M
mitocondria, P
pirenoide y RE
reticulo
endoplasmatico.
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Pigmentos. En la fase lipofilica de Mougeotia, morfotipo morado, se identificaron ocho
compuestos, los cuales fueron categorizados en tres grupos: el primero, clorofila a y b
(Fig. 8); en la segunda corrida se detecto: ciclo de las xantofilas, violaxantina, zeaxantina
y anteraxantina; y el tercero, carotenoides, incluyendo luteina, siendo este el mas

evidente dentro del cromatograma con tiempo de retencion 7.2 min; B-caroteno y licopeno
(Fig. 9).
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Fig. 8. Cromatograma (663 nm) del extracto lipofilico de M. capucina, morfo morado. 1: clorofilaa 'y

2: clorofila b.
wU -
2
'|
& J
2 & 3
9 | g

5

8 tis 3
101 & l| | § &
: | g ' 8 | W
0 -41'—\,! L__,\J\“\—_H-H—JJ -

T T T T T T
2 4 6 8 0 2

Fig. 9. Cromatograma (445 nm) del extracto lipofilico de M.capucina, morfo morado. 1: violaxantina,
2: luteina, 3: zeaxantina, 4: B-caroteno, 5: licopeno y 6: anteraxantina.
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La fase hidrofilica del morfo morado mostré la presencia de varios compuestos, que
podrian ser responsables de la proteccion contra radiacion UV. La naturaleza fendlica de
estos picos se deriva de su caracteristica espectral con un maximo de absorcion
alrededor de 280 nm tipico para compuestos aromaticos y también de su solubilidad en
agua. Los espectros de absorcion de esta fase, con nueve compuestos fendlicos se
muestra en la Fig. 10. El pico mas destacado del cromatograma, fue en el tiempo de
retencion 6.9 min en una absorcion de 266 nm, valores que incluyen RUV-C y RUV-B. Los

picos restantes tuvieron un espectro similar.

Fig. 10. Cromatograma (280 nm) del extracto hidrofilico (20% metanol) de M. capucina, morfo
morado. Los picos tenian un maximo de absorcion espectral en la regién UV-C y UV-B.

Cuantificaciéon de Fenoles Totales. El contenido total de fenoles en el extracto metandlico

del M. capucina fue de 18 pg equivalente de &cido galico/mg de extracto.
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Fig. 11. Cuantificacién de fenoles totales del extracto metandlico de M. capucina, morfo morado.
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Actividad antioxidante. Los resultados de la prueba de DPPH del extracto metandlico del

organismo indican que no presento actividad antioxidante frente al radical.

Analisis de variables fisico-quimicas vs. poblacion de Mougeotia. Segun el ACC los
vectores que estan relacionados con la poblacion de M. capucina son oxigeno, pH y
nitratos de forma positiva; factores que han sido identificados como clave para su
desarrollo. En forma negativa se encontraron: potasio, ortofosfatos, cloruros, bicarbonatos
y amonio, reafirmando asi la susceptibilidad de esta alga a estos minerales y nutrimentos
(Fig. 12).
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Fig. 12. ACC: Diagrama de ordenacién con poblaciones de M. capucina (A) y variables ambientales
(lineas) de correlacion entre los ejes de ordenacion de las variables cuantificadas: Pro
(profundidad), Cond (conductividad), C° (temperatura), Na (sodio), Sul (sulfuros), pH, Ca (calcio), N
(Nitratos), O (oxigeno), F (potasio), Bica (bicarbonato), Cl (cloruros), Amo (amoniaco) y Ort
(ortofosfatos).
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DISCUSION

Andlisis de variables ambientales. Con base a los registros de profundidad, se identificd
un cambio desde el primer muestreo al actual esto debido a que la laguna es astatica y
depende del balance entre la precipitacion y la evaporacion (Luna et al., 2009). Martinez
(2009) menciona que la profundidad del cuerpo de agua favorece el crecimiento de las
algas perifiticas, que a su vez contribuyen con una gran superficie colonizada, aunque
existen reportes (Weidman et al., 2005) de que Chlorophyta filamentosas y cianobacterias
pueden formar blooms en lagos boreales oligotréficos en profundidades de 0.5-1.4 m.
Lavery (2009) indic6 que Mougeotia puede dominar las superficies de los estanques de
poca profundidad. Esto se ha registrado tambien en Zygnemopsis decussata en un lago
de alta montafia de Espafia (Figueroa et al., 2009). Con se explica el florecimiento
permanente de la poblacibn de M. capucina registrada en La Luna en donde la
profundidad fluctio en 0,60 m y la transparencia fue tal que se ve el fondo. Esta medida
se relaciona con el contenido bajo de materiales disueltos y particulas, por lo que la luz
puede penetrar en la columna de agua, en especial la radiacion UV obteniendo valores de
5,418 + 2,582 J m? dia™ en promedio (Luna et al., 2008).

Durante el periodo de estudio en la laguna La Luna, los valores obtenidos de la
temperatura del agua superficial fueron de 7.4 a 10.5°C, intervalo semejante a los
sefialados para otras décadas en el &rea de estudio por Caballero-Miranda (1996) y
Alcocer et al., (2004), variable importante de lagos de alta montafia en donde se han
desarrollan especies como Zigogonium ericeourm (Aigner et al., 2013); asi como de
ambientes donde se ha registrado el florecimiento de la familia Zignemataceae (Remias et
al., 2011, 2012). También se conoce que la estratificacién fue un factor importante para la
formacion de blooms de Mougeotia spp. en los lagos Geneva, Garda, Maggiore y Kinneret
(Tapolczai et al.,, 2015). Aunque este taxon crece bajo estas condiciones, diferentes
fuentes (Alcocer et al., 2004; Luna et al., 2009) mencionan que la capa de la superficie es
ligeramente célida a diferencia del fondo; permitiendo un buen mezclado en la columna de

agua, considerandolo como lago polimictico calido.

Cabe mencionar la existencia de reportes de Kennedy (1976) indicando que para M.
transeaui la temperatura de 15°C es buena ya que se observo a las células con una
condicion morfolégica sana que no es visible a 22-31°C, en donde presentaron anomalias
morfolégicas, como la fragmentacion de filamentos y cambio de color en el plasto;

concluyendo que esta variable es importante en el desarrollo del organismo.
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La laguna La Luna es un ambiente bien oxigenado (4.7-6,9 mg/L) llegando a puntos de
saturacion; estos resultados son similares a los publicados por Delgado (2008) y Cuna et
al., (2013). Asi mismo el agua es poco mineralizada provocando una conductividad baja
(Alcocer et al., 2004).

Por otro lado, el pH fue &cido (5.1-5.9) indicando la poca solubilidad de algunos
compuestos. Wyatt y Jan (2010) indican que lagos acidificados a menudo se ven
reducidos en riqueza de especies, siendo dominantes filamentos de algas verdes de la
familia Zygnemataceae. Graham et al., (1996b) mencionan que Mougeotia tolera una
amplia gama de pH (3-9), pero es dominante solo en condiciones con pH bajos cercanos
a 5.6, a este mismo valor, se producen bloom alcanzando la mayor extensién a pH 5.2 en
laboratorio, sugiriendo que este género posee plasticidad fisioldgica, y se propone que la
proliferacion en estas condiciones se da por su capacidad de captar CO,,C organico e
inorganico disuelto (Turner et al., 1991; Graham et al., 1996b; Wyatt y Jan, 2010).

Los valores en la composicion quimica del agua fueron bajos; Lavery (2009) indica que el
metafiton afecta la ecologia de un estanque, interceptando los nutrientes de los
sedimentos. Los nitratos y el amonio presentaron valores de cero, semejantes a los
obtenidos por Alcocer et al., (2004), Cuna et al., (2013), Sanchez et al., (1989) y Wyatt y
Jan (2010). Kennedy (1976) afirma que los integrantes de esta familia seleccionan la
fuente de nitrégeno y que el estado vegetativo de M. transeaui puede alterarse
dependiendo de la fuente de nitrdgeno; ya que esta especie puede crecer rapidamente en
medio con urea como fuente de nitrégeno, pero puede absorber preferentemente el
amonio en vez del nitrato cuando ambos estan presentes en el medio como prueba por
una disminucién de pH; aunque, cuando la Unica fuente es el nitrato, el organismo tiene
un mejor crecimiento. También sefiala que esta alga absorbe nitrato y nitrito con igual

facilidad.

A diferencia de otros compuestos, los ortofosfatos presentan un ciclo quimico
sedimentario, por lo que Alcocer et al., (2004), Carrillo et al., (2008) y Figueroa et al.,
(2009) sefalan que este tipo de ambientes estan fuertemente limitados de fésforo; debido
a que la principal entrada al ecosistema es a través de la nieve derretida y la lluvia
(Sanchez et al., 1989). Tapolczai et al., (2015) indican Mougeotia spp. es un buen
competidor en ambientes con niveles bajos de fésforo y que es dominante en lagos pre-

alpinos de oligo-mesotréficos de ltalia, Francia e Israel, cuando las concentraciones de
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fosforo total estan por debajo de 20 pg L-* sugiriendo que este nutrimento juega un rol

mayor en las masas del género.

Carrillo y colaboradores (2008) mencionan que la falta de N y P causan una alta
sensibilidad a la RUV ya que necesitan estos elementos para sintetizar enzimas

protectoras, pigmentos protectores y mecanismos de reparacion.

El carbono también puede ser limitante en lagos acidos debido a la transformacion de
bicarbonato en dioxido de carbono siendo el bicarbonato la principal fuente de carbono
usada por algas filamentosas, aunque existen especies adaptadas a la acidificacion como
Mougeotia (Lavery 2009; Wyatt y Jan, 2010).

Las concentraciones de los iones Ca, CIl, K y Na son semejantes a los reportados por
Caballero-Miranda (1996), Armienta (2000) y Luna et al., (2009), destacando el rol que
ejerce el ion Ca’, ya que hay evidencias que indican que el Ca" actGa como un segundo
mensajero en la transduccion de sefiales extracelulares en las plantas; de igual manera
regula el metabolismo, el crecimiento y movilidad. Otros trabajos mencionan que este
elemento también participa en la accioén del fitocromo (Py) de Mougeotia, controlando el
movimiento del cloroplasto, el cual se orienta conforme a la intensidad luminica. Esta alga
lo guarda en vesiculas; incoloras, altamente refringentes, con una matriz osmofilica que
esta compuesta de derivados fendlicos. Se ha visto a estas estructuras asociadas al
potasio, cloruros, sodio y sulfuros (Wagner y Klein, 1978; Trenty et al., 1992). Por su
parte, Lavery (2009) indica que este taxon se desarrolla poco, cuando hay un incremento

de nutrimentos.

Por altimo, lo que respecta a la intensidad luminica Donahue et al., (2003) y Figueroa et
al., (2009) mencionan que la radiacién solar es un elemento limitante en la estructura y
funciébn de las comunidades acuéticas; especialmente la radiacion ultravioleta (RUV),
dentro de esta fraccion de luz la radiaciéon UVB es naturalmente mayor en lagos de alta
montafia, donde va aumentando aproximadamente de 8-10% cada 1,000 m. Tapolczai et
al., (2015) mencionan que el éxito de este género es debido a la estructura Unica del

cloroplasto, quien puede girar maximizando la captura de la luz.

Morfologia y ultraestructura. De las 168 especies registradas en el mundo por Guiry y
Guiry (2016) para el género se encontré que el material bioldgico estudiado corresponde a

Mougetia capucina (Bory).
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De los dos morfotipos del organismo se obtuvo discrepancias entre las medidas
registradas y sefialadas por Prescott (1951), Randhawa (1959) y Brook y Johnson (2002),
quienes mencionan que las células vegetativas miden 14-21 um de ancho y de 70-340 pum
de largo; el cloroplasto con 4-16 pirenoides. Con respecto a los reproductores los
intervalos que indican son de 50-74 pym de ancho y 60-100 pym de largo. Mismas
discrepancias han sido reportadas en el didmetro de M. transeaui y Zygnema; Kennedy
(1976) menciona que existe cierta plasticidad en el ancho y largo de la célula, Herburger
et al., (2014) mencionan que el ancho puede ser influenciado por factores poligénicos o
por la edad y propone investigar si factores ambientales o fisiologicos tienen efecto sobre
este caracter taxondémico; también se ha reportado que el pH es un parametro influyente
en el largo de la célula, Kennedy (1976) experimentd bajo condiciones de cultivo en
diferentes pH, que el largo de las células se ve afectado; siendo mas grandes a pH 7,0
que a pH 6,5 u 8,5. El cloroplasto fue tipico del genéro (Randhawa, 1959 y Kennedy,
1976) aunque puede existir variabilidad en la morfologia, debido a condiciones como:
temperatura, pH, nutricion y duracién, calidad e intensidad de la luz. Harvey (1976)
menciona que la orientacion del plasto en respuesta a la luz podria estar dada por

filamentos de actina.

El nimero de pirenoides también mostré diferencias en relacidn con las claves, pero se ha
reportado que en cultivos viejos, las células llegan a presentar doce a dieciséis pirenoides
(Kennedy, 1976).

Al igual que Kennedy (1976) solo un nacleo en forma esferoidal a ovoide fue visible en
material vivo; en donde se encuentra suspendido cerca del centro de la célula mediante

hebras citoplasméticas, igual que en otros miembros de la familia (Randhawa,1959).

En cuanto a las caracteristicas de la zigéspora se menciona que este género cuenta con
solo dos paredes. Se sefiala que para inducir esta reproduccion la deficiencia de
nitrégeno es un factor condicional importante y que dependiendo de la fuente de
nitrégeno, la forma de la zigéspora puede ser afectada (Randhawa, 1959 y Kennedy,
1976). Pichrtova et al., (2013) mencionan que cigotos de Zygnema exhiben colores
amarillos, pardusco o azulado, probablemente causado por pigmentos fendlicos. Las

poblaciones analizadas mostraron zigésporas de color pardo-morado y verdes.
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En cuanto a las estructuras de reproduccién asexual Pichrtov4 et al., (2013) indican que
estos son formados cuando el organismo se encuentra en condiciones desfavorables, por

lo que son considerados como estados de resistencia.

El taxon tiene una distribucion en: Europa (Gran Bretafia), América (Estados Unidos,
Hawaii y Brasil), Africa, Asia (Irag) y Oceania (Australia y Nueva Zelanda) (Prescott, 1951,
Randhawa, 1959, Brook y Johnson, 2002, Guiry y Guiry, 2016,).

La pérdida de color morado observada en cultivos del organismo también fue registrada

en Zigogonuim ericetorum, en la cual su plasto también era verde (Holzinger et al., 2010).

Este estudio representa el primer reporte de ultraestructura en M. capucina, por lo tanto
los resultados se comparan con miembros de la familia Zygnematacea que se desarrollan

en condiciones similares a este.

Holzinger y Ltz (2006) indicaron que solo longitudes de onda por debajo a 284 nm
pueden causar dafio a niveles de ultraestructura a las células y Pichrtovéa et al., (2013)
sefalaron que dafios en cloroplastos y mitocondrias son el primer signos de dafios

inducidos por la RUV.

La diferencia m&s marcada en la ultraestructura del morfo morado fueron el tamafio y
namero de vacuolas; varios trabajos (Ralph, 1962; Holzinger et al., 2010; Remias et al.,
2011, 2012; Aigner et al., 2013 y Pichrtova et al., 2013) reportan que algas pertenecientes
a la familia Zygnematacea producen y almacenan compuestos polifendlicos en ellas, para
proteger otros organelos como el nacleo y los cloroplastos contra la RUV. También
Pichrtova et al., (2013) indican que el efecto protector de los fendles almacenados en
particulas electron-densas y vacuolas es mejorado porque se localizan en la periferia de
la célula; otro ejemplo es el alga marina Prasiola crispa colectada en Sptisbergen
(Noruega), en donde el numero de granulos citoplasméticos con contenido electron-denso
aumenta después de ser irradiada por 24 h con UV-B, sugiriendo que estos protegen
contra la RUV (Holzinge y Litz, 2006).

Dafios ocasionados al cloroplasto por la RUV son reportados por Holzinger y Liitz (2006)
en P. crispa, quien muestra una leve dilatacion en los tilacoidales y una reduccion en el
namero de plastoglobulos. Sin embargo Z. ericetorum en condiciones de desecacion
también presenta dilatacion en las membranas tilacoidales, pero no exhibe numerosos

plastoglébulos (Holzinger et al., 2010).
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Randhawa (1959) describe a los pirenoides como una estructura central proteica envuelta
por almidén. Los pirenoides tiene un area electron-densa penetrada por membranas
tilacoidales. La acumulaciéon de granulos de almidon indica gran actividad celular (Remias
et al., 2011; Pichrtova et al., 2013 y Herburger et al., 2014). Aunque en condiciones de
desecacion Z. ericetorum no forma granulos de almidén o que pueden estar modificados
(Holzinger et al., 2010)

Remias et al., (2011) describen la ultraestructura de Ancyclonema nordenski6ldii
(Zygnematales) encontrando numerosos cuerpos de Golgi, acumulacion de reticulo
endoplasmatico rugoso cerca del ndcleo y muchas mitocondrias caracteristico de

actividad celular.

Pigmentos. La composicion de clorofilas y carotenoides en M. capucina del morfo morado
fue similar a los reportados por Aigner et al., (2013) quienes mencionan que son

equivalentes a otras algas verdes y plantas vasculares.

Respecto a los carotenoides Delgado (2008) menciona que pertenecen a los pigmentos
rojo-anaranjado-amarillo, moléculas que absorben en el espectro de azul-violeta,
incrementando de este modo la tolerancia a la RUV. Sommaruga (2001) indica que los
carotenoides responsables del color rojo de Chlamydomonas nivalis tienen un rol
fotoprotector a pesar de que no absorbe directamente a la RUV, puesto que son efectivos

guelantes de especies reactivas de oxigeno.

Los pigmentos carotenoides, luteina B-carotenos, determinados en M. capucina, fueron
similares a los citados en Mougeotia spp. (Muntean et al., 2007 a, b, c). Giraldo et al.,
(2014) mencionan el efecto fotoprotector que tienen estos compuestos junto con el
licopeno en la reduccidn de la intensidad de eritema en la piel; resultados que permiten
considerar el uso de los carotenoides de M. capucina como ingredientes para los

alimentos como lo ha expresado Muntean et al., (2007a).

Aunqgue cuando es expuesta a altas dosis de irradiacion se provoca la activacion del ciclo
de las xantofilas el cual esta conformado por: violaxantina, anteraxantina y zeaxantina,
este Ultimo pigmento fue el segundo pico més alto de nuestros resultados. Giraldo et al.,
(2014) reportan que pigmentos xantofilos como luteina y zeaxantina, protegen el sistema
fotosintético en condiciones de estrés oxidativo, usando un mecanismo que consiste en

eliminar la mayoria de la luz solar absorbida, disipandola en forma de calor.
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Las xantofilas, zeaxantina y anteraxantina son necesarias no s6lo para la disipacidén
térmica inmediata, sino también para disipar la energia térmica persistente en plantas bajo
estrés ambiental a largo plazo, proceso mediante el cual el ciclo de xantéfila se detiene en
forma de zeaxantina y anteraxantina. Asimismo, se ha observado que los carotenoides
pueden facilitar diversos procesos de defensa, incluyendo la captura de residuos de
clorofila triplete y de oxigeno singlete. Pichrtov4 et al., (2013) mencionan que la presencia

de estos compuestos van de la mano con altas concentraciones de fendles.

Los nueve compuestos fendlicos determinados en el morfo morado de M. capucina,
podrian ser los responsables de acumularse en las grandes vacuolas observadas del
morfo morado y por ello explicar la proteccién de estos filamentos a la alta incidencia de
RUV y con ello favorecer el florecimiento de esta poblacion en el area de estudio. Aigner
et al, (2013) indicaron la misma coloracién, morada, para Z. ericetorum, donde
reconocieron diez compuestos fendlicos; el primero de ellos (TR 7.2 min) se denominado

galoilo glucopiranosa.

Existen otros trabajos que también abordan pigmentaciones inusuales de esta familia
como Holzinger et al., (2010) encontraron en Z. ericetorum compuestos que absorben en
la regibn RUV-A y RUV-B en tiempos de retencion de 7.9 y 18.7 min. Pichrtova et al.,
(2013) mencionan que los compuestos fendlicos en una cepa de Zygnema se localizaron
en TRs 6.5, 8.3, 16.1 y 18.8 min. Remias et al., (2011) indicaron que el color pardusco en
Ancylonema nordenskéldii (Zygnematales) es causado por pigmentos que absorben la luz
visible y el ultravioleta. Otorgandole una proteccion contra la irradiacion excesiva.
También en M. berggrenii Remias et al., (2012) reportan tres compuestos fendlicos con

tiempos de retencion de 6.57, 17.23 y 18.07 min.

Estos resultados son similares con los de M. capucina, sin embargo, la variacién de los
datos puede estar dada por la estimulacion de la sintesis de compuestos fendlicos la cual

se produce en funcién de la longitud de onda que incide sobre el organismo.

Han et al., (2012) identificaron en Spirogyra varians, derivados del galoilo: galato de
metilo, 1-O-B-galoil-D-glucosa, 1, 2, 3,6-tetra-O' galoil- B-D-glucosa y 1, 2, 3, 4,6 penta-O -
galoil-B-D'Glucosa, intermedios en ciclo del acido shikimico. En plantas, esta ruta se
activa como respuesta al estrés ambiental a alta intensidad de luz, patdégenos, heridas,

nitrégeno, RUV y metales pesados (Han et al., 2009).
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Funciones y fuentes de taninos hidrolizables. Los resultados obtenidos del ensayo de FC
fueron positivos, ya que hubo presencia de fenoles. Pichrtové et al., (2013) indicaron que
el contenido de compuestos fendlicos se incrementa significativamente después del
tratamiento de RUV en Zygnema, aunque mencionan que las concentraciones de los
compuestos son bajas a consecuencia del proceso de liofilizacion. Figueroa et al., (2009)
sefialaron que el contenido de compuestos fendlicos, esté relacionado con la profundidad
del hébitat; debido a que cuando Zygnemopsis decussata crece de 0.5 y 0.25 m de
profundidad el contenido de compuestos fendlicos es alto en comparacion con zonas
menos o0 mas profundas. Han et al., (2012) demuestran que en S. varians el contenido de
fenoles es causado por la disminucion de temperatura, obteniendo 500.6 pg, a diferencia,
cuando crece a 20°C (28.5 pg). Estos compuestos han sido encontrados en miembros de
esta familia quizd por la relacion filogenética cercana con las plantas superiores. La
acumulacion de fenoles es desencadenada no solo por la RUV si no por diferentes

factores ambientales como la salinidad y la temperatura (Pichrtové et al., 2013).

En cuanto a la actividad antioxidante del extracto metandlico del alga, no mostrd
reduccion al radical obteniendo que este compuesto no es antioxidante, sin embargo este
tipo de compuestos también tienen la capacidad de absorber la RUV; éstos se acumulan
preferentemente en las células de la superficie captando la radiacion RUV-B nociva, sin

interferir con la absorcion de la PAR (Giraldo et al., 2014).

Otros trabajos han estudiado diferentes propiedades que pueden tener este tipo de
compuestos, como: 1, 2, 3, 4, 6 penta-O-galoil-B-D'Glucosa (PGG) precursor comun e
inmediato de dos clases de taninos hidrolizables: galotanino y elagitanino. Se ha
encontrado en 70 tipos de plantas actividad anti-cdncer y anti-diabetes (Zhang et al.,
2009). Ademés se ha reportado que integrantes del Orden Conjugales producen
inhibidores de a-glusidasas; ejemplo es S. varians donde Cannell et al., (1998) reportan
que esta actividad podria ser causada por un polifenol denominado pentagaloilglucosa

con actividad antibacteriana.
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CONCLUSIONES

El fitobentos correspondié a Mougeotia capucina, donde las poblaciones de campo (morfo
morado) y cultivo (morfo verde) mostraron diferencias en las dimensiones de los

caracteres vegetativos y reproductivos; en general, las de cultivo fueron de mayor tamario.

Los caracteres, como la formacién de zigosporas y aplasnosporas fueron posibles
observarar a través del cultivo. Este estudio provee nuevos datos sobre la morfologia en
la reproduccion y el proceso de conjugacion de M. capucina. Asi como, conocer que el

morfo verde, se forma después de 4 meses bajo condiciones de cultivo sefialadas.

La cobertura del fitobentos analizada durante el periodo del 2014 a 2015, registrd
porcentajes superiores al 50%, por lo que se indica por primera vez en México un
florecimiento perene de algas filamentosas Zygnematales en un ambiente extremo de alta

montafia para Latinoamérica.

Se observaron diferencias en la ultraestructura; el morfo morado, presenté gran cantidad
de vacuolas grandes y plastoglébulos situados cerca de la periferia de la célula y del
cloroplasto; en contraste, el morfo verde tenia menos vacuolas y de menor didmetro, sin
plastoglébulos. Caracteristica considerada clave, ya que se ha indicado que es donde se
almacenan los compuestos fendlicos, los cuales actian como pantallas contra la RUV

dafina.

El andlisis de pigmentos permitié reconocer clorofilas y carotenos; dentro de este ultimo

grupo se destaca luteina, p-caroteno y zeaxantina.

Los fenoles determinados fueron 18 pg de equivalente de acido galico/mg de extracto los
cuales podrian ser responsables del morfo morado de M. capucina, los cuales pudiesen
brindarle una fotoproteccion contra el exceso de RUV del ambiente. Sin embargo, no se

registré actividad antioxidante por el método de DPPH.

Las variables fisicoquimicas indicaron que la laguna es un ambiente oligotréfico, bien
oxigenado, con pH acido y poco mineralizado. Asi como, el andlisis de ACC sefiala que
M. capucina esta asociado principalmente con el pH y cantidad de nutrimentos;

informacién que coincide con publicaciones para otras regiones del mundo.
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ANEXO

Coberturas registradas durante las exploraciones del periodo 2014-2015 de M. capucina.

ENERO-ABRIL SEPTIEMBRE 2014 OCTUBRE 2015
2014

1/4 1/4 1/8
2/4 1/4 1/8
1/4 214 Ya
4/4 214 s
4/4 214 2/4
4/4 3/4 2/4
4/4 4/4 2/4
4/4 4/4 2/4
4/4 4/4 4/4
4/4 4/4 3/4
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