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Resumen

Ambystoma mexicanum especie endémica del Lago de Xochimilco, se encuentra bajo proteccion
especial por estar en peligro de extincion (NOM-059-ECOL-2010). La calidad del agua es un factor
que contribuye en la degradacion del habitat alterando directamente las estructuras poblacionales
de los anfibios, ya que, el vertimiento de aguas residuales contiene patégenos que los hacen
susceptibles a una amplia variedad de enfermedades bacterianas. Por lo que, en este trabajo,
determinamos los factores o vias desde el punto de vista bacteriano que influye en la supervivencia
de A. mexicanum. A partir del efecto de las bacterias en el agua y zooplancton (alimento),
relacionandolas con las presentes en la boca, cloaca y piel de los Ajolotes. Por medio de analisis
bacteriolégicos y parametros fisicoquimicos se determinaron los efectos de la calidad del agua
respecto a la presencia de bacterias tanto en el medio, como en el alimento (zooplancton),
considerando los géneros patégenos: Vibrio, Pseudomonas y Enterobacter; de los cuales, para su
identificacién en los organismos de A. mexicanum se realizaron exudados de boca, cloaca vy piel
durante una exposicion al agua residual de cuatro semanas. La muestra de agua, se colect6 en tres
zonas de muestreo en el Lago de Xochimilco (Agricola, Urbana y Turistica), de acuerdo a las
temporadas de invierno, primavera y verano, se filtraron 80 L con una malla zooplancténica de 50
pm de apertura de malla, por triplicado para el analisis bacteriolégico, reproduccion de alimento y
determinacién de especies zooplanctonicas. Las bacterias presentes en el medio se analizaron con
el método del Hisopo de Moore. El zooplancton se sénico para romper los caparazones vy aislar las
bacterias, consecutivamente se identificaron por el método de API 20E. Las especies bacterianas
encontradas fueron Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella spp., Shigella flexneri, Proteus mirabilis y Saccharomyces
cerevisiae. Los parametros ideales para la proliferacion microbiolégica son: Temperatura (9.2-
23.6°C), pH (5.9-8.3), Profundidad (10-50 cm), Transparencia (1-20 cm), Porcentaje de Oxigeno
Disuelto (2.9- 73.5%), OD (0.21-7.34 mg/L), DBO (293-240.24 mg/L), DQO (1.6-100 mg/L) y la
Conductividad (116.4-543 S/m). En cambio, los nutrientes con altas concentraciones de Amonio
(0.03-0.73 mg/L), Nitritos (0.02-1.2 mg/L), Nitratos (0.48-3.5 mg/L) y Fosfatos (0.313-3.5 mg/L), los
cuales no metabolizan por completo, lo que demanda mayor actividad microbiolégica, siendo una
condicionante para la vida acuatica. Por consiguiente, se observé y analizo el efecto en la
supervivencia de A. mexicanum a partir de una serie de analisis y experimentos ecoldgicos que
describieron el comportamiento e interaccion con el medio. No se registrd patologias provocadas por
los microorganismos (bacterias) presentes en el agua residual, lo que nos confirma el impacto
positivo en la interaccidon con las comunidades microbiolégicas que genera la mucosa y microflora

de los anfibios, para combatir los patégenos presentes en el medio.
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Abstract

Ambystoma mexicanum an endemic species to Lake Xochimilco is under special protection, for it is
an endangered species (NOM-059-ECOL-2010). Water quality is a factor that contributes to habitat
degradation by directly altering the amphibian population, as wastewater streams contain pathogens
that make them susceptible to a wide variety of bacterial diseases. Therefore, the present work
determines the factors or pathways from the bacterial standpoint that influences A. mexicanum
survival from bacteria and zooplankton (food) effect on water and relating them to those present in
the mouth, cloaca and skin of the organisms. Using bacteriological analysis and physicochemical
parameters, the effects of water quality on the presence of bacteria in both the environment and the
food (zooplankton) were determined, taking into consideration the pathogenic genera (Vibrio,
Pseudomonas and Enterobacter) and performing mouth, cloaca and skin exudates for identification
of bacteria in A. mexicanum organisms via residual water exposure over a 4-week period. Three
different samples were collected in three zones at Lake Xochimilco (Agricultural, Urban and Tourist)
on the winter, spring and summer seasons, 80 L were filtered with a zooplankton mesh of 50 ym
opening, three times for: bacteriological analysis, reproduction of food and determination of
zooplankton species. The bacteria present in the medium were analyzed using the Moore method.
The zooplankton was sonicated to break the shells and isolate the bacteria, consecutively determined
by the APl 20E method. Bacterial species found: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella spp., Shigella flexneri, Proteus
mirabilis and Saccharomyces cereviseae. Microbiological proliferation for the sample in question has
ideal parameters for temperature (9.2-23.6°C), pH (5.9-8.3), Depth (10-50 cm), Transparency (1-20
cm), Percent Dissolved Oxygen (2.9- 73.5%), DO (0.21-7.34 mg/L), BOD (293-240.24 mg/L), OCD
(1.6-100 mg/L) and Conductivity (116.4-543 S/m), In contrast, nutrients with high concentrations of
Ammonium (0.03-0.73 mg/L), Nitrites (0.02-1.2 mg/L), Nitrates (0.48-3.5 mg/L) and phosphates
(0.313-3.5 mg/L), the bacteria do not metabolize completely, which demands greater microbiological
activity, conditioning aquatic life. Therefore, the survival effect of A. mexicanum was observed and
analyzed from a series of analyzes and ecological experiments that described behavior and
interaction with the environment. There were no pathologies caused by microorganisms (bacteria)
present in the residual water, which confirms the positive impact on the interaction with the bioflims
generated by the mucous membrane and microflora of the amphibians, to fight the pathogens present

in the environment.
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1. Introduccion
1.1 Declive mundial de los anfibios

Las poblaciones de muchas especies de anfibios en lugares ampliamente
distribuidos parecen haber sufrido declinaciones y reducciones de alcance en los
ultimos tiempos, con algunas extinciones aparentes (Young et al., 2001). No se ha
identificado una sola causa para la disminuciéon de la poblacion de anfibios
(Blaustein et al., 2003; Catenazzi, 2015). Actualmente, los anfibios son los que
tienen mayores problemas de conservacion, de acuerdo a recientes reportes por la
Union Internacional para la Conservacién de la Naturaleza con 6,620 especies
evaluadas, casi un tercio de las especies (32,4%) estan amenazadas o extintas a
nivel mundial, lo que representa 2,030 especies; las cuales estan experimentando
un declive poblacional incontrolado (UICN, 2016), de acuerdo con reportes
alarmantes que mencionan su reduccion en el numero de organismos y en la

disminucién de sus areas de distribucién (Blaustein et al., 2003; Frost, 2005).

Esta declinacion global, constituye un proceso muy complejo de evaluacion, ya que
los descensos son aleatorios en cuanto a las preferencias ecologicas de las
especies, asi como de las areas geograficas y de las asociaciones taxondmicas; sin
embargo, los declives poblacionales de los anfibios estan relacionados con
enfermedades fungicas y bacterianas, infecciones por parasitos, radiacion
ultravioleta, contaminantes quimicos, depredadores introducidos, destruccién del
habitat y cambio climatico. La interaccion de estos factores como la alta
vulnerabilidad, ha llevado a que este grupo atraviese actualmente una crisis de
biodiversidad (Green, 2003; Whitaker, 2013).

Para México, los anfibios, representan uno de los grupos de fauna mas diversos del
pais, ya que ocupa el cuarto lugar a nivel mundial, en cuanto a la diversidad de este
grupo con 361 especies con un alto grado de endemismo de especies; de las cuales,
39 se encuentran en peligro critico de desaparecer (Flores-Villela y Canseco-
Marquez, 2004; UICN, 2016).
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Desde una perspectiva global uno de los principales factores que afectan las
poblaciones de anfibios son las alteraciones del habitat, debido al impacto negativo
de las actividades humanas sobre las areas geograficas de distribucion de los
organismos, donde las bajas son alarmantes en contra de la conservacién de las

especies de anfibios.

1.2 Destruccion y alteraciéon del habitat
Los cambios que surgen por las actividades antropogénicas, han destruido y
alterado los habitats, esto se ve reflejado en el numero de especies que
experimentan descensos que van en aumento, reduciendo su abundancia y la

diversidad de los anfibios en las zonas afectadas (Young et al., 2001).

La desecacion de los cuerpos de agua afecta directamente a las poblaciones de
anfibios, mediante la eliminacién de refugios para su reproduccion y alimentacion;
ocasionando la fragmentacion de las poblaciones, lo que aumenta la probabilidad
de extincion regional (Alford y Ricchards, 1999; Whitaker, 2013).

Las actividades humanas estan relacionadas con la pérdida de los ambientes
naturales necesarios para el mantenimiento de las poblaciones de anfibios en
condiciones favorables (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004). Estas actividades
impiden la dispersion de anfibios, provocando una disminucion en la variabilidad
genética de las poblaciones, como sus desplazamientos en las areas geograficas
correspondientes para cada especie (Beebee y Griffiths, 2005). Un problema muy
fuerte para los anfibios a causa de las actividades humanas es el vertimiento de
aguas residuales a los cuerpos de agua, afectando directamente los parametros
fisicoquimicos y biolégicos para una calidad aceptable del agua a las poblaciones
de anfibios (Young et al., 2001).
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1.3 Efecto del agua residual en anfibios
La generacidon de aguas residuales es una problematica para la sensibilidad de la
salud de los anfibios, porque albergan concentraciones altas de contaminantes
organicos biodegradables, como son proteinas, carbohidratos, grasas, fenoles; asi
como contaminantes quimicos e industriales, como pesticidas, agentes tenso
activos, metales pesados, sustancias toxicas, solidos inorganicos disueltos. Asi
también, existe la presencia de microorganismos que causan enfermedades

(patdégenos), incluyendo protozoarios, virus y bacterias (Kelly y Reynolds, 2002).

Las aguas residuales contienen altas concentraciones de contaminantes
ocasionando la reduccién del pH en las aguas temporales y permanentes, causando
severas bajas en las poblaciones de anfibios (Beebee y Griffiths, 2005) y
aumentando la proliferacion de patdégenos (Apella y Araujo, 2005). La reduccion del
pH afecta principalmente la reproduccion de anfibios, reduciendo el numero de
huevos ovipositados o una rapida eclosion. Los estados larvarios se ven afectados
en su desarrollo, volviéndolos mas lentos, dando por resultado una reduccién en la
captura de alimento (presas), en consecuencia, una deficiencia nutricional de los
sistemas en los anfibios, llevando a una muerte prematura de las larvas (Alford y
Richards,1999)

En el agua residual hay una presencia elevada de agentes biéticos nocivos para los
anfibios, como son las bacterias, de los cuales se denominan como
microorganismos unicelulares que pueden diferenciarse en dos tipos: Gram(+),
debido a que su pared celular presenta una capa de peptidoglicano externa a su
membrana celular, ya que esta cargado negativamente (Madigan et al., 2008; Arias
et al., 2012); a diferencia de un Gram (-), que posee dos capas celulares, entre la
cuales se encuentra el peptidoglicano el cual contiene lipidos (Madigan et al., 2008).
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1.4 Enfermedades bacterianas en anfibios
Una constancia de episodios de mortalidad alta en anfibios se le atribuye a una
bacteria Gram (-) (Aeromonas hydrophila) siendo apuntada como posible causante
de enfermedades, ya que tiene una frecuencia alta en el agua, (La’Toya y Klaphake,

2009), algunas enfermedades para los Anfibios son:

Aeromonas hydrophila, responsable de la enfermedad conocida como “pata roja”;
la cual, se caracteriza por graves hemorragias internas en miembros, acompanados
de inflamaciones, letargo, anorexia, y ascitis. A menudo, se presenta inflamacion
periocular, ya que el individuo que infectan tuvo una infeccion previa por hongo o
virus; por lo cual, es considerado como un patégeno oportunista (La’Toya y
Klaphake, 2009).

Pseudomonas spp., bacterias Gram (-) organismo mesodfilo patdgeno, se
considera oportunista, esta presente en el agua, causando infecciones secundarias
en anfibios inmunodeprimidos, coloniza las branquias de los individuos,
causandoles necropsia e hiperemia. Para los ajolotes estd implicada en la

enfermedad ulcerosa asociada con descamacion de la piel (Carey, 2003;).

Proteus spp.; incluida en las bacterias Gram (-), considerada oportunista, al causar
edema subcutaneo, coloniza las branquias provocando necropsia e hiperemia
provocando hemorragias internas, inflamaciones; letargo, anorexia, y ascitis; ya que
el individuo que infectan tuvo una infeccion previa por hongo o virus (Pulido-Arcos,
2005)

Escherichia coli, son bacilos Gram (-), anaerdbicos facultativos, fermentadores de
lactosa y glucosa, y reduce nitratos a nitritos. Con seis serotipos diferentes de
bacterias entéricas (eneteropatdégena y enterotoxigénica) causan zoonosis en los
individuos por contacto directo o indirecto con residuos de otros animales, causa

infeccion ulcerosa en la piel causandoles descamacion (Pulido-Arcos, 2005).
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Flavobacterium, bacteria Gram (-) que se encuentra en el agua. El organismo se
pigmenta naranja amarillento y puede entrar a través de una herida o la abrasion.
La enfermedad sindrome del edema puede ocurrir en individuos que no estan
estresados, se propaga a multiples organos, causando finalmente septicemia,
afectando al sistema nervioso. Los individuos presentan pérdida de peso, edema,
ascitis, petequias, disnea, uveitis, falta de coordinacion, ataxia, anorexia, y la

opacidad ocular (Green et al., 1999).

El género Salmonella se considera una sola especie (S. choleraesuis) con siete
subespecies, que comprende 2300 serovariedades, es Gram (-). La salmonelosis
puede causar enfermedades en muchos vertebrados, incluyendo anfibios. Un medio
acuatico facilita la transmisién. El organismo coloniza el intestino delgado de los
anfibios también puede propagarse a través de la sangre. Los individuos afectados
exhiben anemia, letargia, anorexia, diarrea, enteritis y septicemia (Miller y Pegues,
2000).

El género Vibrio esta integrado por bacilos curvados, anaerobicos facultativos,
haldfilos, no formador de esporas. Son Gram (-), estan presentes en aguas dulces
0 marinas. La especie representativa Vibrio cholerae, con transmisién casi
exclusiva por via hidrica. Causa enteritis, diarreas, pérdida de peso, petequias,

deshidratacion y septicemia (Miller y Pegues, 2000).
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2. Antecedentes
Estudios en Ambystoma mexicanum sobre enfermedades por bacterias patégenas
fueron realizados en el Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas de
Xochimilco, por Negrete-Redondo y Romero-Jarero en 1999, a partir del
aislamiento, purificacidn e identificacién de las bacterias en abscesos con forma de
tumor y analizando la calidad del agua, asi como del alimento para los organismos
en cautiverio. Del analisis Bacterioldgico que ellos efectuaron se identificaron 19
especies diferentes de bacterias, de las cuales siete son consideradas bacterias
patdogenas de organismos acuaticos asociadas con procesos infecciosos, las 12

especies restantes asociadas a humanos y otros animales.

Ruiz et al., en el 2010 estudid anfibios que habitan humedales con vertimiento de
aguas residuales. Se generaron una hipotesis de que los renacuajos expuestos a
insumos directos de aguas residuales tratadas se desarrollaban lentamente,
presentando una mayor frecuencia de anomalias incluyendo edema severo,
escoliosis y calcinosis extrema de tejidos blandos, los cuales son mas pequefios

comparados con renacuajos de estanques de agua no residual.

Chaparro-Herrera et al. (2011), estudiaron el impacto ecoldgico del habitat de A.
mexicanum (Lago de Xochimilco) en relacion con el vertimiento de aguas residuales,
asi como la introducciéon de especies invasoras como Oreochromis niloticus,
especie que tiene un efecto negativo sobre el A. mexicanum ya que compiten por el

zooplancton, principal alimento en las primeras etapas de desarrollo.
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En este trabajo Chaparro-Herrera et al. (2013), también se analizé la capacidad de
captura de Ambystoma mexicanum de acuerdo a su dieta (microcrustaceos); se
determiné la capacidad de consumo, con el paso de las semanas los mesocosmos
introducidos al Lago, se indicé que prefieren dos: Moina macrocopa y Macrothrix
triserialis en el ambiente contaminado; en el ambiente controlado manifest6é cuatro
diferentes preferencias de las especies Moina macrocopa, Simocephalus vetulus,
Heterocypris incongruens y Macrothrix triserialis, en consecuencia, la alimentacién
de A. mexicanum se ve afectada negativamente por la presencia de la especie

introducida (Oreochromis niloticus).

Las investigaciones de Longo y Zamudio en el 2016 se llevaron a cabo las
interacciones huésped-patdbgeno que proporcionan, al patdogeno fungico
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) bajo condiciones ambientales para la
supervivencia al huésped durante el periodo de prueba por estaciones. Ellos
observaron que, durante la estacion calida-humeda, en los anfibios se restringieron
las infecciones de Bd, y en la estacion fria-seca, las infecciones de Bd aumentaron
aleatoriamente, con esto se confirma que las interacciones bidticas entre huésped

y comunidad bacteriana se rigen por factores medioambientales.

Bletz et al., en el 2016 estudiaron la dinamica ecoldgica y las funciones del
microbioma de anfibios, donde determinaron que es limitado, ya que las
comunidades microbianas que habitan los sistemas digestivos, tanto la piel,
presentan condiciones normales. Se realizé un analisis de campo y laboratorio con
larvas de salamandra que habitan en dos habitats diferentes (estanque y arroyo),
en especifico se demuestra la estructura microbiana intestinal y cutanea, lo que
comprueba la transferencia reciproca del microorganismos en el intestino,
respondiendo igual respecto al habitat, ya que los microorganismos de la piel

responden diferente al cambio para el anfibio.
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3. Hipotesis
El Lago de Xochimilco, habitat de Ambystoma mexicanum, esta en constante
degradacion. Uno de los principales factores que deterioran el ecosistema es el
vertimiento de aguas residuales, conteniendo en su gran mayoria bacterias que
posiblemente afectaran el sistema digestivo y piel de A. mexicanum, ocasionando
la infeccion del tracto digestivo propiciando la declinacion de los organismos. Por lo
que, la presencia de bacterias, (los géneros patdgenos Vibrio, Pseudomonas y
Enterobacter), lo que generara un impacto negativo, en la supervivencia de A.
mexicanum, siendo que se podra confirmar la presencia de enfermedades como:
zoonosis, descamacion de la piel, afecciones respiratorias y pulmonares con
inflamaciones acompanado de hemorragias, es por esto que se coloca al organismo
en una constante desventaja con otras especies tanto en su habitat , de lo contario
si llegaran a generar un impacto positivo en interaccion con su medio, se propondra

su posible reintroduccion.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo General

e Determinar la supervivencia de Ambystoma mexicanum del Lago de

Xochimilco a partir del efecto de las bacterias de la boca, cloaca y piel.

4.2 Objetivos particulares

¢ Aislar e identificar las especies bacterianas en la columna de agua en tres

zonas de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica).

e Caracterizar por medio de API 20E las bacterias presentes en la boca, cloaca

y piel de A. mexicanum.
¢ |dentificar las bacterias que se presentan en el zooplancton presente en el

agua del Lago de Xochimilco ya que constituyen las principales presas en las

primeras semanas de desarrollo de A. mexicanum.
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5. Justificacion
El agua del Lago de Xochimilco actualmente proviene de las plantas de tratamiento
del “Cerro de la Estrella” y “San Luis Tlaxialtemalco”, en las que se utiliza un
tratamiento terciario ineficiente incumpliendo la NMX-AA-045-SCFI-2015, (Analisis
de Agua. Enumeracion de organismos Coliformes Totales- Método Del Numero mas
Probable (NMP) por tubos multiples); lo que genera el incremento de enfermedades
por bacterias a los organismos que habitan este ecosistema, provocando en
ocasiones la muerte de éstos. Ambystoma mexicanum anfibio endémico del Lago
de Xochimilco actualmente amenazado por la destruccion del habitat y por la calidad
del agua, se pretende analizar el efecto del agua de acuerdo a la presencia de
bacterias en boca, cloaca y piel; asi como en su alimento para describir la posible
transferencia de bacterias por medio de las presas, observando la susceptibilidad a
modificaciones estructurales en A. mexicanum, considerando los géneros
patdgenos Vibrio, Pseudomonas y Enterobacter, lo que afectara la supervivencia a
partir de una serie de analisis y experimentos ecoldgicos, para describir su

comportamiento e interaccidén con el medio (agua residual).
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6. Descripcién de la Zona de Estudio

El Lago de Xochimilco considerado como Area Natural Protegida, se encuentra en
la parte centro-sur de la Ciudad de México (19°17°6" N, 99°6°7.2"" W) a una altitud
de 2,200 msnm (Figura 1) (INEGI, 2012).

El Lago de Xochimilco pertenecen a la region del Panuco, dentro de la cuenca
hidrolégica del Rio Moctezuma y la subcuenca Lago Texcoco-Zumpango (INEGI,
2012). La principal zona de captacién se localiza a lo largo de la ladera norte de la
Sierra Chichinautzin, en el extremo sur de la Cuenca de México. Toda esta zona
pertenece a la region del Balsas en la Cuenca Rio Grande de Amacuzac, subcuenca
Rio Apatlaco (INEGI, 2015). La zona forma un humedal permanente que se
encuentra en una cuenca cerrada con 189 Km? de canales que son alimentados por
plantas de tratamiento ubicadas en el “Cerro de la Estrella” y en otros puntos

cercanos a la region de canales (INEGI, 2015).

El clima que mantiene el Lago de Xochimilco es templado humedo con lluvias en
verano (C(W) wb(e)g), presentando una humedad media (68%), templado humedo
con lluvias en verano de mayor humedad (21%) y templado humedo con lluvias en
verano de menor humedad (8%) considerando lo anterior la precipitacion media
anual es de 700 mm por ano; la temperatura media anual oscila entre 16.2°C, con

temperaturas maximas de 31°C (Garcia, 1988).

Los principales tipos de vegetacion que presenta el Lago de Xochimilco son: bosque
de pino, encino, pastizal, matorral xerdfilo. La principal vegetacion acuatica, como
parte del paisaje precolombino en las orillas de las chinampas, se encuentran los
arboles Salis bonplandiana (ahuejotes) y Taxodium mucronatum (ahuehuete)

caracteristicos de la zona (Rzedowski et al, 2005).

La mayor parte de las especies se encuentran dentro del ANP, siendo las mas
representativas y por encontrarse en peligro de extincién: el ajolote (Ambystoma
mexicanum), la rana toro (Rana tlaloci), tortugas palustres o casquitos (Kinosternon
hirtipes), el acocil (Cambarellus montezumae) y el pez “charal” (Chirostoma jordani)

(Zambrano-Gonzales, 2014).
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De las especies de peces introducidas al Lago dominan la tilapia (Oreochromis

niloticus) y la carpa (Cyprinus carpio) entre otras (Chaparro-Herrera et al., 2013;

INEGI, 2015).

Figura 1. Mapa del Lago de Xochimilco. Ubicacion del Lago de Xochimilco al sur de la Ciudad de México en
la Delegacion Xochimilco (color azul). Zona de muestreo (19° 17' 6", N, 99°6'7.2" W) en el Embarcadero de
Cuemanco (color amarillo): T: zona Turistica (N 19° 17' 23.6", W 99° 6' 5.9"), A: zona Agricola (N 19° 16' 5.1",
W 99° 6' 8.3") y U: zona Urbana (N 19° 16' 20", W 99° 6' 16”) (Google Maps, 2016).
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7. Materiales y Método
7.1 Muestreos y analisis en el Lago de Xochimilco

La seleccion de las zonas de muestreo se efectué con base en las actividades
antropogénicas que se desarrollan en los canales del Lago de Xochimilco como la
zona con actividades agropecuarias (zona Agricola) y otra con asentamientos
humanos y de recreacion (zona Urbana y Turistica) dentro de su efluente principal
como se muestran en la Figura 1; la primera zona de muestreo (T) corresponde a la
zona Turistica, la siguiente pertenece (A) a la zona Agricola y la ultima (U) a la zona
Urbana. Siguiendo estos criterios, se ubicaron los canales correspondientes a las
zonas en cuestion; los muestreos se realizaron en los meses de febrero, abril y julio
del ano 2016, correspondientes a las temporadas de invierno, primavera y verano.
La toma de las muestras bioldgicas se hizo con una malla zooplanctonica de 50 p
de abertura de malla, con un diametro de seis pulgadas, en la parte superficial que
comprende una profundidad de menos de 50 cm, ya que la zona Lacustre del Lago
de Xochimilco es un cuerpo somero con una profundidad no mayor a 90 cm, la
muestra se tomo filtrando 80 L de agua de los canales de Xochimilco (Chaparro-
Herrera et al., 2013), por triplicado: a) la primer muestra se concentrd en recipientes
de 250 ml fijandola con Formalina al 4%, para realizar conteos en un mililitro, sobre
una camara Shedgwick-Rafter, con ayuda del microscopio invertido marca: Nikon,
modelo: eclipse TS100, estos conteos se realizaron de acuerdo a la zona de
muestreo (Agricola, Urbana y Turistica), con la finalidad de identificar los grupos de
zooplancton: Rotifera, Claddcera, Copépoda y Ostracoda, con las claves
taxondmicas de Gutiérrez et al., (2008), b) la segunda muestra de zooplancton se
colectd para reproducir en el laboratorio (en medio EPA, con temperatura y luz
controlada), como alimento para Ambystoma mexicanum (Chaparro-Herrera et al.,
2011); finalmente c) la tercer muestra se colectdé para identificar las bacterias
presentes en el zooplancton, se agrego el filtrado en bolsas de polietileno estéril con
400 ml del medio de transporte Cary-Blair, la cual se transporté a temperatura
ambiente (Negrete-Redondo y Romero-Jdarero, 1999; Luna, 2011; Nandini et al.,
2005).
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La muestra para coliformes totales se tomé de la parte superficial con una bolsa
estéril de polietileno con capacidad de 100 ml. Las muestras se conservaron en
refrigeracion a 4°C (Arredondo y Ponce, 1998). Simultaneamente se tomaron
muestras para identificacion del género Vibrio con la técnica de Moore modificada
(Hisopo de gasa): se coloco el hisopo por 24 horas en las tres zonas designadas
(Figura1), transcurrido el tiempo se transportd en bolsas de polietileno estéril
conteniendo 400 ml del medio de transporte Cary-Blair a temperatura ambiente
(Luna, 2011).

Aleatoriamente se midieron los parametros fisicoquimicos in situ, como son:
profundidad (cuerda marcada por cada 10 cm), transparencia (Turbidez a disco de
Secchi), Temperatura, Conductividad eléctrica, Oxigeno Disuelto y Potencial de
Hidrégeno por medio de aparatos electronicos de campo marca: Conductronic
digital de mesa (con rango de 0 a 14 pH, + -0.01; con 4 rangos de conductividad: de
0 a 199.9 mS y temperatura de -50/150°C, con electrodo combinado de plastico en
celda de inmersién C1 y sensor de temperatura 120V, 60Hz). Las muestras para el
analisis de los parametros fisicoquimicos en el laboratorio, se tomaron de la parte
superficial en botellas ambar con capacidad de 1 L, se conservaron en refrigeracion

a 4°C para su transporte (Arredondo y Ponce, 1998).
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7.2 Analisis de bacterias presentes en el Lago de Xochimilco

La determinacién de coliformes totales por el NMP (Numero mas Probable, de
acuerdo a los criterios de la NMX-AA-42-1987), y con la muestra del hisopo se
realizd el aislamiento e identificacion del género Vibrio, Pseudomona vy

Enterobacter.
7.2.1 Género Vibrio

El procedimiento de enriquecimiento para el género Vibrio se dividié en cuatro dias.
En el primer dia se abrié cuidadosamente la bolsa donde se transport6 el hisopo,
con una pipeta serologica se transfiieron 10 ml de la muestra previamente
homogenizada en un matraz con 50 ml APA (Agua Peptonada Alcalina) a doble
concentracion, se incubd a 37°C durante seis horas (primer enriquecimiento), en
condiciones de asepsia. Sin agitar los matraces para no dafar la biopelicula que se
forma en la superficie del medio, se tomo un indculo, el cual se sembrd por estria
cruzada en dos placas de TCBS (Tiosulfato, Citrato y Sales Biliares), se incub6 en
posicion invertida a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, con una pipeta
serologica se tomaron cinco ml de la biopelicula del APA doble concentracién, se
in6culo en 50 ml de APA concentracion sencilla, se incubd a 37°C durante 24 horas

(segundo enriquecimiento) (Ramirez et al., 2012).

Se reviso el crecimiento en la placa de TBCS, que se seleccionaran cinco colonias
sospechosas (colonias de 1-2 mm, de color amarillo, planas, ligeramente convexa,
pegajosas con centro opaco y periferia ligeramente translucida) por cada placa se
sembré por picadura y estriado en tubos con rosca de TSI (Agar Hierro y Triple
azucar) se incubd a 37°C durante 24 horas; para el segundo dia, asi mismo del
in6culo en APA concentracidon sencilla (segundo enriquecimiento) que se incubd 24
horas, consecutivamente se tomd una asada de la biopelicula, en dos placas de
TCBS se sembro por estria cruzada, se incub6 a 37°C durante 24 horas. En el tercer
dia, se revisaron las placas de TBCS, seleccionando cinco colonias presuntivas de
Vibrio por cada placa, se sembré en medio TSI por picadura y estria sobre la

superficie, se incubd a 37°C durante 24 horas (Ramirez et al., 2012).
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Las muestras que se sembraron en medio TSI, de las cuales presentaron la parte
superior y el fondo amarillo sin produccion de gas ni precipitado oscuro (A/A,
acido/acido) fueron positivas, también se seleccionaron los tubos que no
presentaron produccion de gas, ni precipitados negros en las cuales se pudiera
observar la parte superior roja y la parte inferior amarilla (K/A, alcalino/acido), si
algunos tubos presentaron cualquiera de estas reacciones positivas se resembraron

en:

e MIO (Motilidad Indol Ortinina), por picadura hasta el fondo.
e LIA (Lisina-Hierro), por doble picadura hasta el fondo y estriado en la

superficie (Luna, 2011).

Se realizé la incubacion para todos los cultivos a 37°C durante 24 horas. Después
del periodo de incubacion, se realizé la lectura de Prueba de Citocromo Oxidasa.
Para el procedimiento, se tomd una colonia aislada (ultima placa de TCBS), se
inoculé la tira de reactivo de oxidasa (NNNN-tetra-metil-p-fenil-diamina al 1%), con
un aplicador de madera previamente esterilizado. Se observé el color que tomaba
la muestra, si el color era azul sobre la tira, la prueba es positiva; por otro lado, si

tomaba una coloracién amarilla es negativa (Madigan et al., 2008).

Por ultimo, en el cuarto dia, se siguié el mismo procedimiento que en el tercer dia
para las placas de TCBS sembradas. Después del aislamiento e identificacion de
Vibrio a través de la técnica tradicional, las colonias se pasaron a tubos con agar
nutritivo inclinado, alcalino pH 8.5, se sembré por estria en la superficie para su
conservacion, asi mismo para aplicar otras técnicas para su completa identificacion
(Luna, 2011).
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7.2.2 Género Enterobacter

La determinacion de coliformes totales a partir de las muestras de agua tomadas en
campo en una bolsa estéril de polietileno con capacidad de 100 ml, se tomé una
alicuota de 1-10 ml donde se realizaron cinco diluciones en Agua de Dilucion
(solucion de fosfatos y sulfato de magnesio 1:3). Posteriormente a una serie de 10
tubos de ensayo con nueve ml de Agua de Dilucion, se le adicioné un ml de la
muestra tomada en campo por cada tubo, con una pipeta seroldgica estéril de cinco
ml, se agitd para homogenizar la muestra. Por ultimo, a una serie de cinco tubos de
ensayo con nueve ml de Caldo Lactosado concentracion sencilla se le adiciond un
ml de agua tomada de las diluciones seleccionadas (10, 106, 10-7, 10-®), por cada
tubo con una pipeta seroldgica estéril y se homogenizo la muestra. Se incubaron los
tubos a 37°C por 24 horas (Ramirez et al., 2012).

Se consideraron positivas las muestras cuando después de la incubacion los tubos
presentaron turbidez y produccién de gas, lo que ocasiona el desplazamiento del
medio. A partir de estos tubos se procedidé a realizar la prueba confirmativa. La
ausencia de la produccion de gas se considerd negativa. En la prueba confirmativa,
con ayuda de un asa bacterioldgica, se transfirieron de dos a tres asadas de cada
uno de los tubos positivos de la prueba anterior, a un tubo de ensayo con nueve ml
de Caldo Bilis Verde Brillante al 2%, en condiciones de asepsia, se etiquetd
debidamente la dilucién correspondiente del tubo positivo inoculado en la nueva
serie de tubos y agitando los tubos para su homogenizacién. Se incubaron a 37°C
por 24 horas (Luna, 2011).

Se consideré como resultado positivo cuando después de la incubacion los tubos
presentaron turbidez y produccion de gas. En la prueba complementaria, se
determiné el NMP de microorganismos coliformes fecales, con ayuda de un asa
bacterioldgica, transfiriendo de dos a tres asadas de cada tubo positivo de la prueba
anterior, a otro tubo de ensayo con nueve ml de Caldo EC (Escherichia coli) en
condiciones de asepsia. Se incubd a 37°C por 24 horas. Se considerd un resultado
positivo después de la incubacion los tubos presentaron turbidez y produccién de

gas respectivamente.
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Por consiguiente, los cultivos con crecimiento bacteriano, se transfirieron a agar Mck
(medio de Mac Conkey) para identificar bacterias del género Enterobacter,
procedimiento de aislamiento durante tres dias; una vez aisladas, se corrié la tincion
Gram y tren de pruebas bioquimicas: presencia de acido por la fermentacion de la
lactosa, glucosa y lactosa, produccion de gas, produccién de acido sulfurico,
descarboxilacion y desaminacion del medio, movilidad, formacién de Indol vy
Ortinina, por ultimo, la prueba complementaria de Citocromo Oxidasa , para su

identificacion (Suarez et al., 2015).
7.2.3 Género Pseudomonas

El aislamiento de Pseudomonas se realiz6 a través de un enriquecimiento, se abrid
cuidadosamente la bolsa donde se transportd el hisopo con la muestra, con una
pipeta serologica se transfirieron 10 ml de la muestra previamente homogenizada a
un matraz de 125 ml con 50 ml de Caldo Nutritivo, se incub6 a 37°C por 18 horas,
posteriormente se tomo la biopelicula del matraz sin agitar, se resembré en dos
placas de Agar de Leche (agar bacteriolégico con 10% de leche semidescremada
estéril) y dos placas de agar dextrosa papa por estriado, se incubé de forma
invertida a 37°C por 24 horas. Se selecciond cinco colonias sospechosas (colonias
de 1-2 mm, de color crema-blanco, lisas, convexas y periferia como agar verde
fosforescente), para el aislamiento se corrié tincion Gram, tren de pruebas
bioquimicas y la prueba complementaria de Citocromo Oxidasa (Madigan et al.,
2008).
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7.3 Analisis de bacterias en el zooplancton presente en el Lago de

Xochimilco

La determinacién de la tercera muestra de zooplancton colectada en campo, con la

finalidad de realizar el aislamiento e identificacién del género Vibrio y Pseudomonas.
7.3.1 Género Vibrio

El procedimiento se realiz6 como se describe en el apartado anterior: 7.2.1; en
contraste, la muestra de zooplancton, se colocd en un vaso de precipitados (1 L),
para la destruccion de los caparazones, se trituraron con una batidora de inmersion
marca: ‘Spiralio’, modelo: DG1, durante tres minutos, después de la trituracion, el
vaso se tapo con papel aluminio para sonicarla durante 10 minutos, a continuacion,
se transfirieron10 ml de muestra, con una pipeta seroldgica estéril a un matraz con
50 ml APA doble concentracion, se incubé a 37°C durante 6 horas (primer
enriquecimiento), todo el procedimiento anterior en condiciones de asepsia
(Ramirez et al., 2012). La descripcidon del segundo enriquecimiento se llevo tal como
el apartado 7.2.1, asi mismo, la revision del crecimiento de las colonias presuntivas,
se les realizé el tren de pruebas bioquimicas y como prueba complementaria el
Citocromo Oxidasa, por consiguiente, su conservacion se realizé en agar nutritivo
inclinado (Madigan et al., 2008; Luna, 2011).

7.3.2 Género Pseudomonas

Para el aislamiento e identificacion de Pseudomonas se realizé un enriquecimiento
con Caldo Nutritivo (60 ml), de la muestra de zooplancton que se soénico, en el
apartado anterior (7.3.1) se transfirieron 10 ml, la cual se incub6é a 37°C por 18
horas, asi mismo se realiz6 el procedimiento que se describio en el apartado (7.2.3)
de la técnica de Hisopo de Moore, se aisld e incubd hasta identificar colonias
presuntivas, se corri6 el tren de pruebas bioquimicas, prueba de Citocromo Oxidasa

y su conservacion (Madigan et al., 2008; Luna, 2011).
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7.4 Medios selectivos para identificar bacterias en el agua (técnica de

Moore) y en el zooplancton.
7.4.1 Caldo Lactosado

La peptona y el extracto de carne proporcionan al medio los nutrientes necesarios
para el desarrollo de microrganismos fermentadores de lactosa, se demuestra por
la formacién de gas que se observa en las campanas de Durham, como prueba
presuntiva para el género Enterobacter, y para la deteccion y cuenta del NMP,

especialmente de Escherichia coli (Cavallini, 2005).
7.4.2 Caldo Verde Brillante Bilis al 2%

La bilis y el verde brillante inhiben el desarrollo indeseable de los microorganismos
acompanantes de los coliformes totales y fecales, incluso suprimen el crecimiento

de los anaerobios fermentadores de la lactosa. (Schlegel y Zaborosch, 1997).
7.4.3 Caldo EC (Escherichia coli)

La lactosa es fermentada por los coliformes y E. coli con produccion de gas. Las
sales biliares inhiben el crecimiento de bacterias Gram (+). La peptona de caseina
proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo de las bacterias y el cloruro

de sodio mantiene el equilibrio osmatico (Schlegel y Zaborosch, 1997).
7.4.4 Caldo Nutritivo

Medio no selectivo, contiene pluripeptona (una mezcla de partes iguales de peptona
de carne y caseina) y extracto de carne que constituyen la fuente de carbono y
nitrogeno para el desarrollo bacteriano. Puede ser utilizado como pre
enriquecimiento en la busqueda de Sallmonella spp., Pseudomonas aeruginosa,

entre otras (Madigan et al., 2008).
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7.4.5 Medio de Transporte Cary-Blair

Los nutrientes estan limitados a manera de evitar la multiplicacion de los
microorganismos. El tioglicolato de sodio proporciona un bajo potencial de 6xido-
reduccion (baja tensién de oxigeno). El pH es relativamente alto, lo que ayuda a
evitar la destruccion de las bacterias por la formacion de acido. Es un medio
semisolido, no nutritivo que mantiene la viabilidad de los organismos durante su

traslado a temperatura ambiente (Madigan et al., 2008).
7.4.6 Agua Peptonada Alcalina (Enriquecimiento de vibrios)

El APA contiene peptona de gelatina, proporciona los nutrientes para la
supervivencia y crecimiento abundante de los vibrios. El cloruro de sodio mantiene
el equilibrio osmdtico en el medio. ElI pH es elevado, favorece el desarrollo de
microrganismos que tienen la capacidad de crecer en este medio, inhibiendo a la

flora acompaniante (Schlegel y Zaborosch, 1997).
7.4.7 Agar TCBS (Tiosulfato Citrato Sales Biliares de Sacarosa)

El contenido de peptonas y extracto de levadura proporcionan al medio la fuente de
nutrientes necesarios para el desarrollo de los microorganismos (crecimiento de
Vibrio cholerae y V. parahaemolyticus); el contenido de sales biliares y el colato de
sodio inhiben el desarrollo de bacterias Gram (+). El pH es elevado en el medio,
debido a las altas concentracion de tiosulfato de sodio y citrato. La sacarosa es el
carbohidrato fermentable, utilizando como indicador de la variacion de pH, el azul
de bromo timol y el azul de timol, se presenta un vire amarillo por la produccion de
acido (Schlegel y Zaborosch, 1997).

7.4.8 Agar de Mac Conkey

Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de microrganismos Gram
(+). La lactosa y el indicador de pH rojo neutro, permiten la diferenciacién de las
bacterias lactosa (+) (colonias rosas intenso con halo de precipitaciéon), de las no
fermentadoras (colonias transparentes o ambar). Es un medio selectivo para

coliformes como: Salmonella, Shigella y E. coli (Cavallini, 2005).
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7.4.9 Agar bacteriolégico con leche semidescremada al 10%

El extracto de levadura, la peptona de caseina y la leche descremada al 10%
proporcionan al medio los nutrientes especificos para el desarrollo de
microorganismos como: E. coli, Staphylococcus aureus y P. aeruginosa. Su pH es
bajo, presenta un contenido de metales de 0.4% de Sodio, 0.2% de Calcio, 0.1% de
Magnesio, 0.001% de Hierro y 0.0005% de Plomo, como maximo (Schlegel y
Zaborosch, 1997).

7.4.10 Agar de Dextrosa y Papa

La infusién de papa como fuente de almidones y la dextrosa son la base para el
crecimiento de hongos y levaduras. El bajo pH evita el crecimiento de bacterias. Los
microrganismos que se pueden desarrollar a partir de una muestra de agua:
Saccharomyces cereviseae (colonias crema, lisas) y P. aeruginosa (colonias de 1-
2 mm, de color crema-blanco, lisas, convexas y periferia como agar verde

fosforescente) (Cavallini, 2005).
7.4.11 Agar TSI (Hierro y Triple azucar)

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes
adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los
hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario
para la produccién de acido sulfhidrico, el sulfato de hierro y amonio, es la fuente
de iones Fe®*, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de
hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio
mantiene el balance osmoético (como resultados positivos en las lecturas).
Por fermentacion de azucares, se producen acidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de
sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro (Cavallini, 2005).
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7.4.12 Agar MIO (Motilidad Indol Ortinina)

Es un medio semisélido, con contenido de peptonas que proporcionan fuentes de
nitrégeno y carbono, el extracto de levadura proporciona vitaminas y la dextrosa es
la fuente de energia. Exclusivo para la diferenciacion de Enterobacterias,
basandose en las pruebas de movilidad, la cual se pone en manifiesto por la turbidez
difusa alrededor de la linea de inoculacion. La ortinina descarboxilasa tiene la
facultad de formar la amina putrescina y liberando bioxido de carbono (coloracion
violeta-purpura); el triptéfano por accién de la triptofanasa forma Indol, y otros
compuestos (escatol e indol-acético), al agregar el Reactivo de Kovacs (p-NN-
dimétil-amino benzaldehido), se produce un compuesto color rojo como reaccion
positiva a la produccion de Indol, si se produce un color amarillo, el resultado es

negativo (Schlegel y Zaborosch, 1997).
7.4.13 Agar LIA (Hierro-Lisina)

La peptona de gelatina funciona como soporte de crecimiento, el extracto de
levadura proporciona la fuente de vitaminas necesarias y la dextrosa es el
carbohidrato fermentable. En este medio se observa la fermentacién de la glucosa,
la produccion de acido sulfhidrico, la descarboxilacion y desaminacion de la lisina.
Los microorganismos que tienen la enzima descarboxilasa, descarboxilan el
aminoacido lisina a cadaverina (amina primaria, liberando CO32), debido a la
alcalinidad, el pH se modifica. La desaminacion de la lisina a acido alfa
cetocarbdnico, forma compuestos pardo-rojizos en la superficie del medio con la sal
de hierro y por la acciéon del oxigeno. La formacion de acido sulfhidrico se observa
por una coloracidn negra debida al sulfuro de hierro producido (Schlegel y
Zaborosch, 1997).
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7.5 Mecanismo de Tincion Gram

El frotis de los géneros Vibrio, Enterobacter y Pseudomonas, se realizd con la
extension del cultivo aislado en un portaobjetos, previamente se coloco una gota de
agua, consecutivamente con el asa se tomo una colonia a caracterizar, mezclando
con la gota de agua destilada extendiendo en movimientos circulares, se dejo secar
por evaporacion al aire en un campo estéril, se someti6 a fijacion de los
microorganismos al portaobjetos por la llama. Se tuvo mucho cuidado de que el
calor no fuera excesivo porque alteraria la forma normal y estructura de los
microorganismos que se iban a tefir, el portaobjetos debid notarse caliente, sin

quemar.

El método se empled de acuerdo a la tincion de la pared celular de las bacterias
dividiéndose en dos grandes grupos, segun retengan o no el colorante primario
(Gram (+) o Gram (-), respectivamente, tras sufrir la accién de un colorante (Suarez
y Reyes, 2002). Conforme a lo anterior se utilizaron cuatro reactivos diferentes para
realizar el método de tincion Gram, si se tinen con el colorante primario se
denominaron “Gram (+)” (color violeta); acorde al agente decolorante que se coloco
por segundos (alcohol-acetona), después se lavdo con agua destilada, hasta
evaporacion, se le coloco un colorante de contraste (safranina) durante tres minutos,
lo que determiné la decoloracion de las bacterias, denominadas “Gram (-)” (color
rojizo). Después del tiempo establecido se lavo con agua destilada y se secaron con
un papel filtro para su observacion en un microscopio de contraste de fases (Suarez
y Reyes, 2002).
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7.6 Técnica de identificacion de bacterias APl 20E
El método por APl 20E consta de tiras reactivas con pruebas de diferentes
combinaciones bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas que contienen
sustratos deshidratados (Bio Mériux, 2009). Las tiras se conservaron en
refrigeracion (-1.8°C). Se prepardé la camara de incubacion, se afadio cinco ml de
agua destilada en los alveolos de la base de la camara, para generar una atmésfera
humeda, se procedi6 a preparar el inoculo, se tomé una muestra de
microorganismos de las colonias no mayor a 18 horas de incubacion, se diluyeron
homogéneamente en un medio de suspension (NaCl al 1%) mediante agitacion para
inocular la tira, con la ayuda de una micropipeta (100 um) con puntas estériles; se
llenaron los microtubulos de cada prueba bioquimica, evitando la formacion de
burbujas; se incub6 a 37°C por 18 horas. En caso que el resultado sea dudoso se

debera volver a incubar durante 24 horas antes de su lectura.

La lectura de los resultados consistio en ir afiadiendo reactivos en las pruebas para
el revelado: prueba de TDA (triptofano desaminasa), se agrega una gota del reactivo
TDA (percloruro de hierro), se indica la reaccidn positiva con un vire de color marron-
rojizo; prueba de IND (produccion de Indol), se agrega una gota del reactivo JAMES
(acido clorhidrico 1N y componente J 2183 (confidencial)), se indica la reaccién
positiva con el vire a color rosado; prueba VP (produccion de acetoina (Vogues-
Proskauer)), se agrega una gota VP1 (hidréxido de potasio al 40%) y una gota de
VP2 (etanol),se esperé 10 minutos hasta el vire de color rosa-rojo, lo que indica una
reaccion positiva; por ultimo la prueba de GLU (fermentacién/oxidacién de glucosa),
la reduccion de los nitratos en nitritos (NO2) y en nitrégeno (N2); se agrega una gota
de los reactivos NIT1 (acido sulfanilico y acido acético) y NIT2 (N,N-dimetil-1-
naftilamina y acido acético), se espera de dos a cinco minutos, un color rojo, indica
la reaccion positiva (NOz2), después de cinco minutos, si el color siguié siendo

amarillo, indica la reaccién positiva (N2) (Figura 2) (Bio Mériux, 2010).

27



“Interaccion biolégica de Ambystoma mexicanum con las bacterias patégenas presentes en su habitat”

La identificacion de las especies bacterianas se realizé con la cifra numérica de siete
digitos obtenida en la lectura de las pruebas anteriores. Con base del Catalogo

Analitico se localiz6 el perfil numérico en el listado para la determinacion de las

especies bacterianas (Bio Mérieux, 2010).

Figura. 2. Tira reactiva de APl 20E. Se muestra en la imagen los alveolos, después de una incubacion

de 24, para la lectura posterior a la aplicacion de los reactivos descritos anteriormente.
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7.7 Experimentos de transporte de bacterias (agua y zooplancton)

Los experimentos se realizaran por cuatro semanas, de las cuales se colecté agua
de la zona Urbana, de estas muestras de agua se filtraron primero con una malla
zooplanctonica de 50 y de abertura de malla con un diametro de seis pulgadas,
posteriormente con un sistema de bomba de vacié utilizando filtros millipore de 0.45
Mm para evitar el paso de otros microorganismos como protozoos, etc., ya que
puede alterar los resultados (Chaparro-Herrera et al., 2013). Los organismos vivos
de Ambystoma mexicanum se obtuvieron del Laboratorio de Herpetologia de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM, previamente se coloco una pareja
de macho y hembra para la puesta de huevecillos, de los cuales ya eclosionados,

se alimentaron hasta los dos meses de desarrollo.

Por consiguiente, se colocaron bandejas de poca profundidad con seis organismos
experimentales expuestos al agua residual del Lago de Xochimilco, contra otros seis
organismos control estos con agua moderadamente dura (medio EPA). Previo a
comenzar los experimentos se les realizdé un exudado de la boca, cloaca y piel para
identificar y confirmar las bacterias presentes; conforme siguié la experimentacion
se les cambio el agua cada tercer dia, debido a su alimentacién y necesidades

fisiologicas de los organismos.

De acuerdo al procedimiento cada semana se les realizd un exudado para
confirmaciéon (exudados de boca, cloaca y piel) de las bacterias presentes en los
organismos con medios selectivos, lo que confirmé las especies en cuestién. Por
ultimo, al terminar los experimentos a los organismos, expuestos al agua residual,
a estos se le sometié a un tratamiento de dos semanas con agua moderadamente

dura, para seguir con su ciclo de vida normal.
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7.8 Parametros fisicoquimicos ex situ

Por otro lado, se realizé los analisis fisicoquimicos de las muestras de agua ex situ
con los criterios establecidos de acuerdo a las normas oficiales mexicanas. Para la
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) (NMX-AA-028-SCFI-2001) y la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) (NMX-AA-030/SCFI-2012). Para el analisis de los
nutrientes se llevo a cabo por el método de Colorimetria con un fotometro marca:
EcoSense, modelo: YSI 9500.

7.8.1 Demanda Bioquimica de Oxigeno

Para analizar la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) (NMX-AA-028-SCFI-
2001), se neutralizé el pH de las muestras, se colocé un volumen de muestra en los
frascos de DBO, de acuerdo a la zona de muestreo dependieron los mililitros para
cada diluciéon, se llendé cada frasco con agua de dilucidon sin generar burbujas,
cuidadosamente se taparon sin introducir aire, se sellaron con agua destilada. Las
diluciones se hicieron dobles, ya que se incubd por cinco dias a 20°C en la
oscuridad. A los otros frascos se le adicioné un mililitro de Sulfato manganoso, un
mililitro de Alcali-loduro-Azida, se tapé y agitd, se dejé sedimentar el precipitado
(color marrén), posteriormente se agregé un mililitro de Acido Sulfurico concentrado,
se tapod y agito. Se tomd una alicuota por cada dilucion de 100 ml para titular con
Tiosulfato de Sodio (0.025N), hasta un color amarillo paja, se le agregaron unas
gotas de Almidodn, se torna a un color azul, se sigui6 titulando con el Tiosulfato de
Sodio hasta vire de azul a incoloro (Figura. 3). Se anotd el volumen gastado para
los respectivos calculos. Después de los cinco dias, se fijo el Oxigeno Disuelto y se

calculo los mg/L, como se menciond anteriormente.

Figura 3. Titulacién DBO. Se
observa el vire del color:
amarillo paja-azul (gotas de

almidén)-transparente.

30



“Interaccién bioldgica de Ambystoma mexicanum con las bacterias patogenas presentes en su habitat”

7.8.2 Demanda Quimica de Oxigeno

En el analisis de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (NMX-AA-030/SCFI-
2012), se tomo un vial con reactivo integrado (soluciéon digestiva para DQO: acido
cromico, sulfato de mercurio, sulfato de plata y acido sulfurico) para una gama entre
3-150 mg/L, marca: HACH Be Rigth”, con el principio de la degradacién de la materia
organica y ciertos iones inorganicos oxidables con una solucion estandar de
Bicromato de Potasio en presencia de Acido Sulfurico, como catalizador Sulfato de
Plata, para las sales ionicas se presento un precipitado con la sal de plata, se colocé
el tubo con la solucion digestiva con cinco ml de muestra, se realizo el analisis por
duplicado para cada muestra con un blanco, en un bloque termostatico marca:
HACH be Rigth”, modelo: LT200-2, para las digestiones; se programo la digestion
por dos horas a 150°C, se dejo enfriar antes se afiadieron de dos a tres gotas del
indicador ferroin, se procedio a la titulacion con la solucion patron de Sulfato Ferroso
Amoniacal (0.25 N), hasta el vire del azul-verde a un café rojizo, se anoté el volumen

gastado para los calculos.
7.8.3 Nutrientes

El analisis de los nutrientes se llevo a cabo por el método de Colorimetria con un
fotdbmetro marca: EcoSense, modelo: YSI 9500, se calculé el contenido de Amonio
en un rango 0-1.0 mg/L-N, con los reactivos: YSI Ammonia No.1 e YSI Ammonia
No.2 (tabletas). Se tom6 una celda para la prueba, se le agrego 10 ml de muestra
hasta la marca, se le afiadi6 una tableta No. 1 y una tableta No. 2, se aplasto y
mezclo hasta disolver, se esper6 durante 10 minutos hasta el desarrollo del color
verde o amarillo. En el fotdmetro se selecciond los patrones de medicion: phot 4
como resultado mg/L-N (nitrdgeno), del phot 62 como resultado mg/L-NH4 (amonio),

considerando que el fotdmetro pide un blanco para cada patron de medicion.
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El calcul6 para el contenido de Nitritos en un rango 0-1.6 mg/L-NOz2, con los
reactivos: YSI Nitricol (tableta). Se tom6 una celda para la prueba, se le agregé 10
ml de muestra hasta la marca, se le afiadi6 la tableta de Nitricol se aplasté y mezclo
hasta disolver, se esperd durante 10 minutos hasta el desarrollo del color rosa. En
el fotdmetro se selecciond los patrones de medicion: phot 24 como resultado mg/L-
N (nitrégeno), y el phot 64 como resultado mg/L-NOz2 (nitritos), considerando que el

fotdmetro pide un blanco para cada patron de medicion.

El contenido de Nitratos se calculé en un rango 0-20 mg/L-N, con los reactivos: YSI
Nitratest poder (cuchara), YSI Nitratest (tableta), YSI Nitricol (tableta). Se tomé una
celda para la prueba, se le agregdé 20 ml de muestra hasta la marca, se le anadio
una cucharada de polvo de nitratest, se esper6é durante 1 minuto, para agregar la
tableta de Nitratest, sin aplastarla, se agitd hasta disolver, y se dejé sedimentar el
precipitado. En la fase clara se tomé una celda para la prueba y se le agregaron 10
ml de muestra hasta la marca, donde se le afiadio la tableta de Nitricol y se trituro
mezclandola hasta disolver, esperando durante 10 minutos hasta el desarrollo del
color rosado. En el fotdmetro se selecciond los patrones de medicién: phot 23 como
resultado mg/L-N (nitrégeno), y el phot 63 como resultado mg/L-NOs3 (nitratos),

considerando que el fotdmetro pide un blanco para cada patron de medicion.

Para finalizar se calculé el contenido de Fosfatos bajo rango 0-4.0 mg/L-POs4, con
los reactivos: YSI Phosphate No.1 LR e YSI Phosphate No.2 LR (tabletas). Se
agrego6 10 ml de muestra hasta la marca en una celda donde se le afadié una tableta
No. 1 y una tableta No. 2, se tritur6 y mezclo hasta disolver, esperando durante 10
minutos hasta el desarrollo del color azul. En el fotdmetro se selecciond los patrones
de medicién: phot 70 como resultado mg/L-P (fosfato), del phot 28 como resultado
mg/L-PO4 (fosfatos), considerando que el fotdbmetro pide un blanco para cada patrén

de medicion.
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7.9 Mantenimiento del zooplancton (alimento y experimento)

Las presas de zooplancton que se utilizaron fueron claddceros y ostracodos
presentes en el Lago de Xochimilco y reportadas como consumidas por larvas de
Ambystoma mexicanum a partir del tercer mes de desarrollo (Chaparro-Herrera et
al., 2011). Las especies presas se colectaron en las zonas de muestreo del area de
estudio, se identificaron las especies de zooplancton por medio de las claves

taxonomicas de Gutiérrez et al., (2008).

Las presas se cultivaran en medio EPA (en un litro de agua destilada se le
agregaron: 0.095 g de NaHCOs, 0.06 g de CaSOs4, 0.06 g de MgSOs4, y 0.002 g de
KCI (Chaparro-Herrera et al., 2011)) manteniendo una dieta con microalgas
Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus ad libitum. Las algas se cultivaron en
medio Bold Basal (en un litro de agua destilada se le agregaron: 10 ml de NaNOs,
10 ml de MgSO4 * 7 H20, 10 ml de NaCl, 10 ml de Kz2HPO4, 10 ml de KH2PO4, 10
ml de CaClz + 2 H20, 1.0 ml de H3sBOs, 1.0 ml de solucién de elementos traza (en un
litro de agua destilada se le agregaron: 8.82 g de ZnSO4 * 7 H20, 1.44 g de MnClz ¢
4 H20, 0.71 g de MoOs, 1.57 g de CuSO4+5 H20y 0.49 g de Co(NOs3)2+ 6 H20), 1.0
ml de stock de EDTA (en 100 ml de agua destilada se le agregaron: 5 g de EDTANaz
y 3.1 g de KOH), por ultimo 1.0 ml de solucién de Fe (en un litro de agua destilada
se le agregaron: 4.98 g de FeSO4 « 7 H20 y 1.0 ml de H2SO4 concentrado)), a una
temperatura de 20 = 2 °C, con luminosidad y aireacion constante durante una
semana, se cosecharon después del tiempo transcurrido, se dejé sedimentar el
cultivo en refrigeracién, después se decanta para ser utilizado (Ramirez et al., 2012,

Chaparro-Herrera et al., 2013).
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7.10 Mantenimiento de Ambystoma mexicanum
Las larvas de A. mexicanum (400 individuos) se obtuvieron del Laboratorio de
Herpetologia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM, y se incubaron
de 15 a 18°C en un fotoperiodo de 12:12 h. El pie de cria de A. mexicanum ha sido
mantenido en condiciones de laboratorio por los ultimos 10 anos anteriores. Fue
imposible conseguir parejas reproductoras en condiciones naturales, por dos
razones: i) A. mexicanum es una especie protegida, por lo que no se deja capturar
animales del Lago de Xochimilco, y ii) la densidad de poblacién en la naturaleza es
menos de 0.01 ind/m? (Chaparro-Herrera et al., 2011). Estos organismos se han
mantenido en condiciones de laboratorio durante los ultimos cinco afos
considerados como descendientes de los organismos anteriormente mencionados,
el 10% de las larvas murieron durante la primera semana. Los individuos restantes

sobrevivieron hasta el periodo de estudio.

Las larvas de A. mexicanum se mantuvieron en agua moderadamente dura (medio
EPA), que se preparo disolviendo 0.095 g de NaHCOs, 0.06 g de CaSO4, 0.06 g de
MgSOs4, y 0.002 g de KCI en un litro de agua destilada (Chaparro-Herrera et al.,
2013). Se mantuvieron en agua dura para prevenir el crecimiento de hongos en la
piel de las larvas de A. mexicanum. El uso de medio de cultivo para el depredador
y las presas ayudd evitar el estrés durante los experimentos. Las larvas se
mantuvieron en bandejas transparentes poco profundas, y se alimentaron ad libitum

con una mezcla de ostracodos y claddceros, antes y después de los experimentos.
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7.11 Analisis Estadistico.

7.11.1 ANOVA
La distribucidn de los datos obtenidos muestra cierta independencia, por lo que para
determinar si nuestros resultados son homogéneos se aplico un analisis de varianza
(ANOVA, por sus siglas en ingles), con un nivel de significancia p<0.05.
Considerando que las hipotesis a comprobar respecto a los datos deben seguir una
distribucion normal, esto es que las varianzas de cada conjunto deben diferir de
forma significativa (Daniel, 1997). Realizado con el paquete estadistico Sigmaplot
para Windows, Versioén 11.0 Build 11.0.0.77, 2008

7.11.2 Prueba de Tuckey
Al encontrar diferencias significativas en nuestros datos aplicamos la prueba
estadistica de Tuckey. La cual comprende en calcular una unica diferencia critica
para realizar todas las comparaciones entre las medias; el valor depende del
numero de comparaciones que se realicen (Blanco, 2001). Realizado con el paquete
estadistico Sigmaplot para Windows, Version 11.0 Build 11.0.0.77, 2008.
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8. Resultados

8.1 Resultados bacteriologicos en el agua del Lago de Xochimilco y las

presas (zooplancton)

Tabla 1. Coliformes Totales. Descripcion del Numero mas Probable (NMP) por 100 ml, en cada zona de

muestreo, correspondiente A: zona Agricola, U: zona Urbana, T: zona Turistica, respecto a la temporada de

muestreo (invierno, primavera y verano).

Zona A U T A U T A U T
Temporada Invierno Verano Primavera
NMP/100 mL 0 0 9.2 4.6 1.1 4.6 2.6 9.2 8

Coliformes Totales

10

NMP/100 mL

[ Invierno
[ Primavera
[ Verano

Agricola Urbana Turistica

Grafico 1. Coliformes Totales. Datos de la temporada de invierno, primavera y verano representada con el

numero mas Probable (NMP) por 100 ml, para las zonas Agricola, Urbana y Turistica.
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En el grafico 1 y tabla 1 se observan los datos del NMP de coliformes totales por
100 ml de agua. En la zona Agricola en la temporada de invierno no se obtuvieron
valores, respecto a la temporada de primavera donde fue de 4.6 NMP/100ml,
mientras que en la temporada de verano bajo a 2.6 de NMP/100ml. En la zona
Urbana en la temporada de invierno no se obtuvieron valores, en temporada de
primavera el valor fue de 1.1 NMP/100ml, para la temporada de verano subi6 a 9.2
NMP/100ml. Por ultimo, en la zona Turistica se mantuvieron los valores mas altos
en cada temporada de muestreo, en invierno 9.2 NMP/100ml; primavera 4.6
NMP/100ml y verano 8 NMP/100ml.
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Tabla 2. Especies bacterianas de la zona Agricola. Se enlistan las especies determinadas por API 20 E, por
temporada (invierno, primavera y verano), respecto a las muestras de Hisopo de Moore y muestras filtradas de

zooplancton que se analizaron en el laboratorio para determinar los microorganismos presentes.

Muestra/Temporada Invierno
Staphylococcus aureus
Pseudomonas
aeruginosa
Vibrio cholerae

Hisopo
Salmonella spp.
Shigella flexneri
Proteus mirabilis
Escherichia coli

Staphylococcus aureus
Vibrio cholerae
Salmonella spp.
Escherichia coli

Zooplancton

Proteus mirabilis

Primavera

P. aeruginosa
Staphylococcus
epidermidis
V. cholerae
Salmonella spp.
P. mirabilis
E. coli

S. aureus
S. Epidermidis
V. cholerae

Salmonella sp.

Subgrupo 3
E. coli
P. mirabilis
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Verano

S. epidermidis
V. cholerae
Salmonella spp.
P. mirabilis

S. aureus
S. Epidermidis
Salmonella spp.

Subgrupo 3

E. coli
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Hisopo-Invierno Zooplancton-Invierno

m—(+): 47.05%
== (-): 52.94%

— (+): 40%
= (-): 60%

Hisopo-Primavera Zooplancton-Primavera

m— (+): 60%
m (+): 37.50% = (-): 40%
= (-): 62.50%

Hisopo-Verano Zooplancton-Verano
m— (+): 40% — (+):57.14%
= (-): 60% == (-): 42.85%

Figura 4. Tinciones Gram de la zona Agricola. Bacterias presentes determinadas por APl 20 E, en las
temporadas de invierno, primavera y verano, representando los porcentajes de Gram (+) y Gram (-), respecto a

la muestra que se analizaron por la técnica de Hisopo Moore y en el analisis bacterioldégico de zooplancton.
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Los resultados obtenidos en la zona Agricola de las especies bacterianas (tabla 2)
descritas se analizaron por el método de tincion Gram (Figura 4). Con los
porcentajes mas representativos del método, en la temporada de invierno por
Hisopo Moore con 40% de Gram (+) y 60% de Gram (-), para la temporada de
primavera en el zooplancton se obtuvo un 60% de Gram (+) y 40% de Gram (-). Por
ultimo, en la temporada de verano en Hisopo Moore fue de 40% Gram (+) y con un
60% de Gram (-). De acuerdo, a estos valores las especies bacterianas
representativas en las tres temporadas son: Vibrio cholerae, Salmonella spp. y
Proteus mirabilis por Hisopo Moore. En contraste, para el zooplancton son:

Escherichia coli, P. mirabilis y Salmonella spp.
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Tabla 3. Especies bacterianas de la zona Urbana. Se enlistan las especies determinadas por API 20 E, por

temporada (invierno, primavera y verano), respecto a las muestras de Hisopo de Moore y muestras filtradas de

zooplancton que se analizaron en el laboratorio para determinar los microorganismos presentes.

Muestra/Temporada Invierno Primavera Verano
Staphylococcus
epdermidis )
P. aeruginosa
Pseudomonas ) o . o
) S. epidermidis S. epidermidis
aeruginosa
) o V. cholerae V. cholerae
Hisopo Vibrio cholerae

Zooplancton

Salmonella spp.

Salmonella spp.

Salmonella spp.

P. aeruginosa

Salmonella spp

. ) Subgrupo 3 E. coli
Shigella flexneri o
L P. mirabilis
Proteus mirabilis
Vibrio fluvialis
S. aureus S. aureus
Staphylococcus aureus S. Epidermidis S. Epidermidis

Salmonella spp.

Escherichia coli V. cholerae Subgrupo 3
Proteus mirabilis Salmonella spp. V. cholerae
E. coli E. coli
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Hisopo-Invierno Zooplancton-Invierno
mmmm (+): 33.33% m (+): 35%
e (-): 66.66% e (-): 75%

Hisopo-Primavera Zooplancton-Primavera

mmm (+): 33.33% m— (+): 46.66%
m— (-): 66.66% m (-): 53.33%

Hisopo-Verano Zooplancton-Verano
— (+): 42.85% — (+): 42.85%
e (-): 57.14% e (-): 57.14%

Figura 5. Tinciones Gram de la zona Urbana. Bacterias presentes en las temporadas de invierno, primavera
y verano, representando los porcentajes de Gram (+) y Gram (-), respecto a la muestra que se analiz6 por la

técnica de Hisopo Moore y en el analisis bacterioldgico de zooplancton.
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Los resultados obtenidos para la zona Urbana las especies bacterianas (tabla 3)
descritas se analizaron por el método de tincion Gram (Figura. 5). Conforme a las
tres temporadas (invierno, primavera y verano) en las que se desarroll6é el muestreo.
Los porcentajes mas representativos de Tincion Gram, en la temporada de invierno
para zooplancton son 45% de Gram (+) y 65% de Gram (-), en la temporada de
primavera por Hisopo Moore se obtuvo un 33% de Gram (+) y 66% de Gram (-), por
ultimo, en la temporada de verano en zooplancton con un 42% de Gram (+) y 57%
de Gram (-). De acuerdo, a estos porcentajes las especies bacterianas
representativas en las tres temporadas para Hisopo Moore y zooplancton son: Vibrio

cholerae, Salmonella spp. y Escherichia coli.
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Tabla 4. Especies bacterianas de la zona Turistica. Se enlistan las especies determinadas por API 20 E, por

temporada (invierno, primavera y verano), respecto a las muestras de Hisopo de Moore y muestras filtradas de

zooplancton que se analizaron en el laboratorio para determinar los microorganismos presentes.

Muestra/Temporada Invierno

Staphylococcus epdermidis

Vibrio cholerae

Hisopo
Salmonella spp.
Proteus mirabilis
Staphylococcus aureus
Zooplancton Salmonella spp.

Escherichia coli
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Primavera

P. aeruginosa
S. epidermidis
V. cholerae
Salmonella spp. Subgrupo 3
P. mirabilis

S. aureus
S. Epidermidis
P. aeruginosa

V. cholerae

E. coli

Verano

S. epidermidis
V. cholerae
Salmonella spp
E. coli

S. aureus
S. Epidermidis
P. aeruginosa
Salmonella spp.

E. coli
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Hisopo-Invierno Zooplanton-Invierno
m (+): 43.75% = (+): 33.33%
= (-): 56.25% = (-): 66.66%

Hisopo-Primavera Zooplancton-Primavera

&6

m— (+): 29.41%
m (+): 60% = (-): 70.58%
e (-): 40%

Hisopo-Verano Zooplancton-Verano

o

m (+): 60% m— (+): 42.85%
== (-): 40% == (-): 57.14%

Figura 6. Tinciones Gram de la zona Turistica. Bacterias presentes en las temporadas de invierno, primavera
y verano, representando los porcentajes de Gram (+) y Gram (-), respecto a la muestra que se analiz6 por la

técnica de Hisopo Moore y en el analisis bacterioldgico de zooplancton.
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Los resultados obtenidos para la zona Turistica las especies bacterianas (tabla 4)
descritas se analizaron por el método de tincion Gram (Figura. 6). Conforme a las
temporadas (invierno, primavera y verano) en las que se desarroll6 el muestreo. Los
porcentajes mas representativos fueron para el zooplancton en la temporada de
invierno con un con un 33% de Gram (+) y 66% de Gram (-), en la temporada de
primavera se obtuvo un 29% de Gram (+) y 70% de Gram (-), por ultimo, en la
temporada de verano con un 42% de Gram (+) y 57% de Gram (-). De acuerdo, a
estos porcentajes las especies bacterianas representativas en las tres temporadas
son: Vibrio cholerae, Salmonella spp. y Staphylococcus epidermidis por Hisopo
Moore. Por el contrario, para el zooplancton son: Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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8.2 Analisis de Varianza por tres vias de las bacterias.

Tabla 5. Presencia-Ausencia de las bacterias. Se ejemplifica el nUmero de veces que se encontraron las
especies en los analisis bacteriolégicos, correspondientes a las zonas de muestreo (Agricola, Urbana y
Turistica) por cada temporada (invierno, primavera y verano). Se enlistan las especies: A; Pseudomonas
aeruginosa, B; Escherichia coli, C; Staphylococcus epidermidis, D; Staphylococcus aureus, E; Vibrio cholerae,
F; Proteus mirabilis, G; Salmonella spp., H; Shigella flexneri y I; Saccharomyces cereviseae.

Temporadas/Zonas Agricola
Especies A B C D E F G H |
Invierno 0 4 6 3 6 5 2 2 3
Primavera 2 6 0 0 10 6 2 1 2
Verano 0 4 4 1 6 5 1 1 4

Urbana

Especies A B C D E F G H |
Invierno 0 4 4 2 5 6 1 1 3
Primavera 2 8 0 0 12 8 4 3 1
Verano 0 6 6 1 4 8 1 2 5

Turistica
Especies A B C D E F G H |
Invierno 0 3 4 2 5 5 4 2 3
Primavera 1 6 0 0 9 7 4 2 3
Verano 0 5 5 0 5 8 2 3 5

Tabla 6. ANOVA. Analisis de varianza por tres vias de las Bacterias presentes por zonas de muestreo (Agricola,

Urbana y Turistica), y por temporada (invierno, primavera y verano).

Analisis de Varianza por tres vias

Fuente de Grados de Suma de Media
F Probabilidad

variacion libertad cuadrados cuadratica

Zonas 2 2.29 1.14 2.24 0.12

Temporada 2 3.63 1.81 3.54 0.04

Especies 8 375.33 46.91 91.71 <0.001
Residual 32 16.37 0.51

Total 80 596.55 711
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Las bacterias patdgenas presentes en la Tabla 5, corresponden a la ejemplificacidon
de la presencia-ausencia a las zonas de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica) por
cada temporada (invierno, primavera y verano). En cada analisis bacterioldgico que
se llevd a cabo por dilucion en placa, hasta obtener una colonia, que permita hacer
el aislamiento, para realizar su identificacion con APl 20E, lo que confirma la

especie.

En el analisis de varianza de tres vias (Tabla 6), para las zonas (Agricola, Urbana y
Turistica) el contraste entre los valores de las medias, excluye la posibilidad de que
la diferencia de la probabilidad (P=0.12); la cual, no entra dentro del intervalo de
confianza del 95%, siendo que el valor es mayor a 0.05. De acuerdo a lo anterior,
podemos decir que las zonas son diferentes significativamente entre si en la
presencia de las especies de bacterias. Por ejemplo, la bacteria con una diferencia
significativa en cuanto a la presencia en cada zona fue Vibrio cholerae segun la
prueba de Tuckey (P<0.050) (Tabla 7), dichas diferencias se observan entre todas
las demas especies encontradas en las zonas excepto Proteus mirabilis. Sin
embargo, para el apartado de temporada no hay diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 6, ANOVA).

Tabla 7. Prueba de Tuckey por Especies. Todas las comparaciones de los datos por comparacion multiple en
las especies de bacterias (1: Pseudomonas aeruginosa, 2: Escherichia coli, 3: Staphylococcus epidermidis, 4:
Staphylococcus aureus, 5: Vibrio cholerae, 6: Proteus mirabilis, 7: Salmonella spp., 8: Shigella flexneri y 9:
Saccharomyces cereviseae).

Comparacion Diferencia de medias P Q P P<0.050
5vs. 1 6.33 9 26.56 <0.001 Si
5vs. 4 5.88 9 24.70 <0.001 Si
5vs. 8 5 9 20.97 <0.001 Si
5vs.7 4.55 9 19.10 <0.001 Si
5vs.3 3.66 9 15.37 <0.001 Si
5vs.9 3.66 9 15.37 <0.001 Si
5vs.2 1.77 9 7.45 <0.001 Si
5vs.6 0.44 9 1.86 0.918 No
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6vs.1 5.88 9 24.70 <0.001 Si
6vs. 4 5.44 9 22.83 <0.001 Si
6vs.8 4.55 9 19.10 <0.001 Si
6vs.7 4.11 9 17.24 <0.001 Si
6vs.3 3.22 9 13.51 <0.001 Si
6vs.9 3.22 9 13.51 <0.001 Si
6 vs. 2 1.33 9 5.59 <0.001 Si
2vs. 1 4.55 9 19.10 <0.001 Si
2vs. 4 4.11 9 17.24 <0.001 Si
2vs. 8 3.22 9 13.51 <0.001 Si
2vs.7 277 9 11.65 <0.001 Si
2vs.3 1.88 9 7.92 <0.001 Si
2vs.9 1.88 9 7.92 <0.001 Si
9vs. 1 2.66 9 11.18 <0.001 Si
9vs. 4 2.22 9 9.32 <0.001 Si
9vs. 8 1.33 9 5.59 0.010 Si
9vs. 7 0.88 9 3.72 0.012 No
9vs.3 0.00 9 0.00 1.000 No
3vs.1 2.66 9 11.18 <0.001 Si
3vs. 4 2.22 9 9.32 <0.001 Si
3vs.8 1.33 9 5.59 0.010 Si
3vs. 7 0.88 9 3.72 0.012 No
7 vs. 1 1.77 9 7.45 <0.001 Si
7vs. 4 1.33 9 5.59 0.010 Si
7vs.8 0.44 9 1.86 0.918 No
8vs. 1 1.33 9 5.59 0.010 Si
8vs. 4 0.88 9 3.72 0.012 No
4vs.1 0.44 9 1.86 0.918 No

En la Tabla 7 se observan las diferencias significativas con la prueba de Tuckey
(<0.001) entre cada especie de bacterias presentes en las zonas de estudio
(Agricola, Urbana y Turistica). En contraste donde no se observan diferencias
significativas son con V. cholerae vs Proteus mirabilis (P=0.918); S. cereviseae vs
Salmonella spp. (0.012); Salmonella spp. vs S. flexneri (P=0.918); Salmonella spp.
vs S. aureus (P=0.212); y S. aureus vs P. aeruginosa (P=0.918).
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8.3 Resultados bacteriolégicos en los organismos de Ambystoma

mexicanum

Tabla 8. Especies bacterianas presentes en los organismos de Ambystoma mexicanum. Exudados en
boca, cloaca y piel tomados en seis organismos de A. mexicanum de cuatro semanas de desarrollo expuestos
al agua residual (Lago de Xochimilco); y seis organismos de A. mexicanum expuestos en el control (EPA

esterilizado).

Exudado Organismo Control Organismo Experimental

) P. aeruginosa,
P. aeruginosa, ) o
) o S. epidermidis,
S. epidermidis, )
Cloaca ] E. coliy
E. coliy
Salmonella spp.
Salmonella spp.

P. aeruginosa, P. aeruginosa,
Boca E. coli y Salmonella spp. E. coliy
Salmonella spp.

o ) E.coliy
Escherichia. coliy
Piel Salmonella spp.
Salmonella spp.

En la Tabla 8 se enlistan las especies bacterianas en promedio como resultado del
experimento de los organismos expuestos al agua residual. Los exudados se

dividen por: cloaca, boca y piel.

En los organismos control de A. mexicanum predomino la presencia de P.
aeruginosa, E. coli y Salmonella spp., gradualmente se fue descartando de los
resultados a S. epidermidis; en los exudados de piel predomino la presencia de E.

coli y Salmonella spp.
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De acuerdo, a los organismos experimentales con exposicion al agua residual
(colectada de la Zona Urbana), predomino la presencia de P. aeruginosa (Figura.
7), E. coli y Salmonella spp., gradualmente se fue descartando de los resultados a
S. epidermidis y P. aeruginosa; en los exudados de piel predomino la presencia de

E. coli y Salmonella spp.

Figura 7. Experimentos con organismos de Ambystoma mexicanum. En el circulo amarillo se muestran
unas manchas circulares, blancas, pequefias, como muestra de indicios de la presencia de Pseudomonas

aeruginosa.
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8.4 Presencia de zooplancton en las zonas de muestreo

Tabla 9. Presencia de zooplancton en la temporada de invierno. Se enlistan los conteos en promedio de
zooplancton (org/mL) de acuerdo al Phyllum (rotifera, cladécera, copépoda y ostracoda) correspondientes a
cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica).

Especies Agricola Urbana Turistica

Rotifera
Brachionus calyciflorus, B. havanaensis,
) 8049 300.33 1259
B. angularis, B. rubens,

Keratella sp y Asplanchna sp

Cladécera
Alona glabra, Pleuroxus sp, Moina macrocopay 1159 5455 1629
Simocephalus vetulus
Copépoda
Cyclopoideo, Copepodito cyclopoideo 340.66 77 81.66

Nauplio y Calanoideo
Ostracoda

o 19.66  46.66 16.33
Heterocypris incongruens

Invierno

8000 EE Agricola
N Urbana
6000 I Turistica
4000
2000
y - il
§’ 100
© 9
80 -
70
60
50
40 -
30
20 -
10 -
0
Rotifera Cladécera Copépoda Ostracoda

Phyllum de Zooplancton

Grafico 2. Zooplancton presente en la temporada de invierno. Registro del niumero de organismos por
Phyllum rotifera, claddcera, copépoda y ostracoda, por cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica),

marcando un corte de los 100-150 organismos.
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La representacion grafica de los conteos con su desviacion estandar perteneciente
a la temporada de invierno (Tabla 9; Gréfico 2), ejemplifica las zonas de muestreo
(Agricola, Urbana y Turistica), se dividen por grupo de zooplancton, de los cuales
rotifera en la zona Agricola tiene el valor maximo (8049), al contrario del valor
minimo (300.33) en la zona Urbana. Con lo que respecta a los cladoceros el valor
maximo (5455) se obtuvo en la zona Urbana, al contrario, en la zona Agricola con
el valor minimo (1159). Las especies de copépoda registran el valor maximo
(340.66) en la zona Agricola y en la zona Urbana el valor minimo (77). En los grupos
anteriores para la zona Turistica se obtuvo el valor medio (1629-81.66) en los
conteos. Finalmente, el grupo de ostracoda en comparacion a los grupos anteriores
en la zona Agricola obtuvo un valor medio (19.66), el valor maximo (46.66) fue en

la zona Urbana y el valor minimo (16.33) en la zona Turistica.
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Tabla 10. Presencia de zooplancton en la temporada de primavera. Se enlistan los conteos en promedio de
zooplancton (org/mL) de acuerdo al Phyllum (rotifera, cladécera, copépoda y ostracoda) correspondientes a

cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica).

Especies Agricola Urbana  Turistica

Rotifera
Brachionus calyciflorus, B. havanaensis,
B. angularis, B. rubens, 841.60 1791 °730
Keratella sp y Asplanchna sp
Cladécera
Alona glabra, Pleuroxus sp, Moina macrocopay 961.66 702 192.66
Simocephalus vetulus
Copépoda
Cyclopoideo, Copepodito cyclopoideo 41.66 34.33 76.33
Nauplio y Calanoideo
Ostracoda

o 77.33 121.66 41.33
Heterocypris incongruens

Primavera

8000 I Agricola
[ Urbana
6000 [ Turistica

4000
2000

org/mL

[$)
o
LI L L B I L B B |

Rotifera Cladécera Copépoda Ostracoda

Phyllum de Zooplancton

Grafico 3. Zooplancton presente en la temporada de primavera. Registro del numero de organismos por
Phyllum rotifera, claddcera, copépoda y ostracoda, por cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica),

marcando un corte de los 100-150 organismos.
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La representacion grafica de los conteos con su desviacion estandar perteneciente
a la temporada de primavera (Tabla 10; Grafico 3), ejemplifica las zonas de
muestreo (Agricola, Urbana y Turistica), se dividen por grupo de zooplancton, de
los cuales rotifera en la zona Turistica tiene el valor maximo (5736), al contrario del
valor minimo (841.66) en la zona Agricola. Con lo que respecta a los cladoceros el
valor maximo (961.66) se obtuvo en la zona Agricola, al contrario, en la zona
Turistica con el valor minimo (192.66). Las especies de copépoda registran el valor
maximo (76.33) en la zona Turistica y en la zona Agricola el valor minimo (41.66).
En los grupos anteriores para la zona Urbana se obtuvo el valor medio (1791-34.33)
en los conteos. Finalmente, el grupo de ostracoda en comparacion a los grupos
anteriores en la zona Turistica se obtuvo un valor medio (41.33), el valor maximo

(121.66) fue en la zona Urbana y el valor minimo (77.33) en la zona Agricola.
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Tabla 11. Presencia de zooplancton en la temporada de verano. Se enlistan los conteos en promedio de
zooplancton (org/mL) de acuerdo al Phyllum (rotifera, cladécera, copépoda y ostracoda) correspondientes a

cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica).

Especies Agricola Urbana Turistica

Rotifera
Brachionus calyciflorus, B. havanaensis,
. 366.66 2029.66 455.33
B. angularis, B. rubens,

Keratella sp y Asplanchna sp

Cladécera
Alona glabra, Pleuroxus sp, Moina macrocopay 107.66 272 127.33
Simocephalus vetulus
Copépoda
Cyclopoideo, Copepodito Cyclopoideo 14 57.33 47.33
Nauplio y Calanoideo
Ostracoda
o 12.66 48.33 14.33
Heterocypris incongruens
Verano
8000 I Agricola
=3 Urbana
6000 I Turistica
4000
Rotifera Cladécera Copépoda Ostracoda

Phyllum de Zooplancton

Grafico 4. Zooplancton presente en la temporada de verano. Registro del nUmero de organismos por
Phyllum rotifera, claddcera, copépoda y ostracoda, por cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica),

marcando un corte de los 100- 150 organismos.
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La representacion grafica de los conteos con su desviacion estandar perteneciente
a la temporada de verano (Tabla 11; Grafico 4), ejemplifica las zonas de muestreo
(Agricola, Urbana y Turistica), se dividen por grupo de zooplancton, de los cuales
rotifera en la zona Urbana tiene el valor maximo (2029.66), al contrario del valor
minimo (366.66) en la zona Agricola. Con lo que respecta a los cladoceros el valor
maximo (272) se obtuvo en la zona Urbana, al contrario, en la zona Agricola con el
valor minimo (107.66). Las especies de copépoda registran el valor maximo (57.33)
en la zona Urbana y en la zona Agricola el valor minimo (14). En los grupos
anteriores para la zona Turistica se obtuvo el valor medio (455.33-47.33) en los
conteos. Finalmente, el grupo de ostracoda en comparacion a los grupos anteriores
en la zona Urbana se obtuvo un valor medio (14.33), el valor maximo (48.33) fue en

la zona Turistica y el valor minimo (12.33) en la zona Agricola.
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8.5 Analisis Fisicoquimicos

Temperatura
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Grafico 6. Potencial de Hidrégeno. Registros de
pH para las temporadas de invierno, primavera y 2r
verano en campo por zona de muestreo (Agricola,
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Grafico 5. Temperatura. Registro de
temperatura para las temporadas de
invierno, primavera y verano en campo por
zona de muestreo (Agricola, Urbana y
Turistica).
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Grafico 7. Transparencia. Registros de 5 30T
transparencia (disco de Secchi) para las
temporadas de invierno, primavera y 20r
verano en campo por zona de muestreo
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Grafico 8. Profundidad. Registros de
la profundidad por zona de muestreo
(Agricola, Urbana y Turistica) en las
tres temporadas (invierno, primavera y

verano).
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La temperatura varié dependiendo de la temporada de muestreo (invierno,
primavera y verano), se observo una diferencia en el aumento de la temperatura en
las tres diferentes épocas del afo (lluvias y secas). La temperatura mas alta se
reportd para la zona Urbana en la temporada de verano con 23.6°C, en su
contraparte la temperatura mas baja se reportd para la zona Turistica en la

temporada de invierno con 9.2°C (Grafico 5).

Se observo diferencias en los registros del Potencial de Hidrogeno (Grafico 6)
dependiendo de la zona de muestreo y la temporada en la que fueron tomados los
valores. En la zona Agricola, para la temporada de invierno se registréo un pH de
7.42, mientras que en la temporada de primavera se registré un pH de 8.3, y en la
temporada de verano bajo el pH drasticamente a 5.83. Por otro lado, en la zona
Urbana, el pH mas alto registrado fue en la temporada de primavera con un valor
de 8.2, y el valor mas bajo fue en verano con 5.9. Por ultimo, en la zona Turistica
en invierno mantuvo el mismo patron a las zonas descritas anteriormente con un pH

de 7.4, en primavera un pH de 7.85.

La Profundidad fue un parametro que se tomo en los diferentes sitios de muestreo
con una variacion dependiendo de la zona y la temporada de analisis (Grafico 8).
La mayor profundidad reportada fue en la zona Agricola en la temporada de invierno
con 50 cm, la menor profundidad se registro en la zona Turistica en las temporadas
de primavera y verano con 10 cm. Aleatoriamente al medir profundidad (Grafico 8)
se registré la Transparencia (Grafico 7) de las zonas de muestreo, donde la mayor
transparencia reportada fue para la zona Agricola en la temporada de invierno con
20 cm, y la menor transparencia se registré en la zona turistica en las temporadas

de primavera y verano con 1.0 cm.
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Agricola Urbana Turistica
Estaciones

Estaciones
Grafico 9. Conductividad. Registro de conductividad para las temporadas de invierno, primavera y verano en

cada zona de muestreo (Agricola, Urbana y Turistica).

Los registros de Conductividad se observan con la representaciéon por cada
temporada de muestreo (invierno, primavera y verano), se reportan en siemens por
metro (Grafico 9). La zona Agricola registro la mayor conductividad en la temporada
de invierno (543 S/m), por otro lado, la menor conductividad se observo en la zona
Turistica en la temporada de primavera (116.4 S/m). En la temporada de verano se
mantuvo la conductividad en las tres zonas de muestreo en un rango entre 300-370

S/m, en comparacion a las otras temporadas.

61



“Interaccion biolégica de Ambystoma mexicanum con las bacterias patégenas presentes en su habitat”

%
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El Porcentaje de Oxigeno (Grafico 10) varié de acuerdo a la temporada (invierno,
primavera y verano) y la zona de muestreo dentro del area de estudio, los registros
se reportaron en porcentajes, de los cuales el mayor porcentaje de consumo de
oxigeno reportado se observd en la zona Agricola en la temporada de invierno
(73.5%), en cambio el menor porcentaje de consumo de oxigeno fue en la zona
Urbana en la temporada de verano con 2.9%, sin embargo, la zona Turistica en la
temporada de invierno también se reporta un valor bajo de 11.7%. Simultaneamente
se registré el Oxigeno Disuelto disponible en el Lago (Grafico 11), los registros se
reportaron en miligramos por litro, con el mayor registro reportado para la zona
Agricola en la temporada de invierno de 7.34 mg/L, en cambio el menor registro
para la zona Urbana en la temporada de verano con 0.21 mg/L; comparado a las

otras zonas de muestreo se mantuvieron los registros en cada temporada.

En el Grafico 12 se observa la representacion del anadlisis de la Demanda
Bioquimica de Oxigeno por cada temporada de muestreo (invierno, primavera y
verano), donde en la zona Agricola en la temporada de primavera se registraron los
valores mas bajos con 12.07 mg/L y en promedio la zona Turistica muestra los

valores mas altos de la DBO con 144.95 mg/L en las tres temporadas.

La representacién de los registros por cada temporada de muestreo (invierno,
primavera y verano) de la Demanda Quimica de Oxigeno se observa en el Grafico
13, donde en la temporada de verano para la zona Agricola en promedio se registro
el valor mas bajo con 1.6 mg/L; y el valor mas alto se observé en la zona Turistica

en la temporada de invierno con 100 mg/L.
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Para cada temporada de muestreo (invierno, primavera y verano), se observan
variaciones en los resultados obtenidos de los analisis de Amonio (NH4) (Grafico
14). En la zona Agricola se registro el valor mas bajo de Amonio (NH4) en la
temporda de verano con 0.03 mg/L-NH4, mientras que el valor mas alto de Amonio
(NHa) se registro en la zona Turistica en la temporada de primavera con 0.73 mg/L-
NH4 Para la zona Urbana los valores se mantuvieron un promedio en las tres

temporadas de 0.24 mg/L-NHa.

Los valores de Nitritos (NO2) (Grafico 15) se analizaron por cada temporada de
muestreo (invierno, primavera y verano); donde en la zona Urbana en la temporada
de primavera con 1.2 mg/L-NOz2 se registra el mayor valor, mientras con 0.02 mg/L-
NO2 en la temporada de invierno, pero en la zona Turistica se observan los valores
mas bajos de Nitritos (NO2z). Por otro lado, en la zona Agricola los valores en

promedio en las tres temporadas fueron de 0.35 mg/L-NOa.

Se observa la representacion de los valores de Nitratos (NO3) (Grafico 16), por cada
temporada de muestreo (invierno, primavera y verano), donde el valor mas alto se
registrd en la temporada de invierno con 4 mg/L-NOs en la zona Turistica, en su
contraparte el valor mas bajo se registro en la zona Agricola con 0.48 mg/L-NOs en
la temporada de verano. Para la zona Urbana los valores se obtivieron con
diluciones respecto a que arrojo el YSI 9500 el valor >>1 mg/L-NO3s sin obtener

ningun valor, correspondiente a la temporada de invierno.

Los valores de Fosfatos (PO4) (Grafico 17) por cada temporada de muestreo
(invierno, primavera y verano) muestran un incremento en los valores de 4 mg/L-
PO4 para la zona Turistica en la temporada de invierno, y una disminucion en los
valores de Fosfatos (POa4) en la temporada de verano con un promedio de 0.313
mg/L-POa4. La zona Agricola mantuvo en promedio el valor de Fosfatos (PO4) de 3.5
mg/L-POa.
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9. Discusién

La calidad del agua se determina comparando las caracteristicas fisicas, quimicas
y bacteriolégicas de una muestra con estandares especificos (Robles et al., 2013).
Para ello se cuantifica la concentracion de sus componentes como son: el exceso
de materia organica, que genera acidos organicos, grasas complejas, asi mismo, la
presencia de altas concentraciones de metales pesados (Zn, Cr, Ni, Cu, Pb, As y
Cd) reportados por Lépez-Barrios y colaboradores en el 2015, para el Lago de
Xochimilco. Es por esto que la (trabajo) “Interaccion bioldégica de Ambystoma
mexicanum con las bacterias presentes en su habitat”, se llevd a cabo la
determinacion de coliformes totales, por el método del Numero Mas Probable
(NMP), de acuerdo a los limites permisibles para aguas residuales es de 1,000
organismos por 100 ml (NMX-AA-042-SCFI-2015), los valores representativos
(Tabla 1; Grafico 1) son para la temporada de invierno, en la zona Turistica con 920
organismos por 100 ml. Con valores similares, en la temporada de verano en la
zona Urbana con 920 organismos por 100 ml; y en la zona Turistica con 800
organismos por 100 ml. En consecuencia, los valores se mantienen dentro de los
limites permisibles en relacién a la norma Mexicana de coliformes totales y fecales
ya que son de interés ecoldgico, por su capacidad de generar infecciones
oportunistas en los anfibios (NMX-AA-042-SCFI1-2015; Pulido-Arcos et al., 2005).

El indicador bacteriolégico mas utilizado pertenece al grupo de los coliformes, de la
familia Enterobacteriaceae, los cuales se caracterizan por ser bacterias Gram (-),
aerobios, y anaerobios facultativos, (Flores et al., 2011). Respecto a lo anterior se
encontraron ciertos porcentajes entre Gram (-), con dos muestras diferentes, de las
cuales una corresponde al analisis bacteriolégico por medio de Hisopo Moore (Luna,
2011) y la otra muestra de Zooplancton filtrado y fijado (Luna, 2011; Chaparro-
Herrera et al., 2011). En nuestro trabajo se observaron los mayores valores de
bacterias Gram (-) en la temporada de primavera, donde en la zona Turistica (Figura
6) se aprecia un rango de 40 a 70% Gram (-). Respecto a los porcentajes anteriores
se encontraron siete cepas en la muestra de Hisopo para las temporadas del

presente trabajo (Tabla 2, 3 y 4), respecto a las zonas de muestreo (Agricola, urbana
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y turistica), de las cuales se observa una mayor presencia en los analisis
bacteriolégicos de: Vibrio cholerae, P. aeruginosa y Escherichia coli. Para la
muestra de zooplancton se encontraron cinco especies: Vibrio cholerae, Salmonella
spp., Pseudomonas sp. P. aeruginosa y E. coli respectivamente. En trabajos
reportados para el lago de Xochimilco a base del estudio del zooplancton se
confirmd la presencia de comunidades microbianas por Monroy-Dosta et al., en el
2013 y Zambrano- Gonzales et al., 2014, realizando por temporadas, en zona
agricola y urbana respectivamente, en otro trabajo realizado por Zambrano-
Jiménez et al., (2015) se confirmé la presencia del grupo de Enterobacterias.
Respectivamente para los Gram (+), se describen como cocos, catalasa positivos y
el diamino acido en el peptidoglicano es la L-lisina, también encontramos hongos
(levadura) como Saccharomyces cereviseae (Mella et al., 2001, Aguillén et al.,
2007). Los valores mas altos de bacterias Gram (+) se reportan para la temporada
de verano (Figura 7), en la zona Turistica con valores entre 42 a 60%. Las cepas
encontradas dentro de los Gram (+) son: Staphylococcus epdermidis, S. aureus, y

un hongo S. cereviseae (Barrera-Escorcia et al., 2013; Monroy-Dosta et al., 2013).

Para el Analisis de Varianza (ANOVA) se registré la presencia-ausencia de las
especies (P. aeruginosa, E. coli, S. epidermidis, S. aureus, V. cholerae, Proteus
mirabilis, Salmonella spp., Shigella flexneriy S. cereviseae), fueron detectadas por
aislamiento y determinacion por API 20E, respecto a su aparicion en las temporadas
(invierno, primavera y verano) y las zonas de muestreo (Agricola, Urbana y
Turistica), correspondientes a los datos de la Tabla 5; asi se registraron los datos,
para analizar el comportamiento de la contaminacion microbiolégica en las muestras
de agua, sin embargo, la presencia de estas especies incluye patdégenos de
enfermedades son: Salmonella spp. (Zoonosis), P. aeruginosa, E coli., P. mirabilis,
S. epidermidis y S. aureus (descamacién de la piel, afecciones respiratorias)

(Barrera-Escorcia et al., 2013).
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Se llevd a cabo ANOVA por tres vias (Tabla 6), las zonas son diferentes
significativamente entre si, respecto a su grado de perturbacién por sus diferentes
usos del agua y suelo, debido a las actividades de agricultura, turismo y al desarrollo
urbano cercana a los canales (Chaparro-Herrera et al., 2014; Zambrano-Gonzales
etal., 2014). Sin embargo, entre las temporadas del afo y las especies identificadas
no hay diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). En un trabajo sobre el
diagnostico de la calidad del agua con bacterias se realizé un analisis de varianza
mostrando diferencias significativas (P<0.05) entre las temporadas con respecto a
sus puntos de muestreo (Martinez-Lievana et al., 2013), esto quiere decir que
durante las temporadas el agua residual del Lago de Xochimilco esta contaminada
con microorganismos, lo que indica un riesgo sanitario relacionado con las
actividades que se realizan: como agricultura, turismo y urbanizacién (Barrera-

Escorcia et al., 2013).

De acuerdo a los valores entre las diferentes especies (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae, Proteus mirabilis, Salmonella spp., Shigella flexneri y Saccharomyces
cereviseae) son grandes, sin embargo, se mantienen dentro del intervalo de
confianza (P=<0.001), por el nivel de significancia con el valor obtenido, si hay
diferencias estadisticas significativas entre si. Las bacterias encontradas se
presentan en diferentes zonas, por ejemplo P. aeruginosa bacteria que no es
autdctona del agua, puede derivar de aguas residuales, es un importante patégeno
oportunista, causa la enfermedad ulcerosa asociada con la descamacion de la piel
para el género Ambystoma (Pulido-Arcos et al., 2005). Los cocos S. epidermidis y
S. aureus poseen un alto grado de patogenicidad, como oportunistas y son
responsables de afecciones respiratorias, patologias gastroentéricas e infecciones
de la piel para los anfibios (Del Pozo et al., 2011; Serrano et al., 2012). Las especies
involucradas en la microflora intestinal de los humanos son E. coli y Proteus spp.,
por lo que estan presentes en el agua residual, causante de zoonosis con un cuadro
de infeccion ulcerosa en la piel causandoles descamacion, afecciones respiratorias

y pulmonares con inflamaciones y hemorragias (Wright, 1996; Pulido-Arcos, 2005;

70



“Interaccién bioldgica de Ambystoma mexicanum con las bacterias patogenas presentes en su habitat”

Barrera-Escorcia et al., 2013). Sin embargo, Vibrio spp., es habitante comun de los
ambientes acuaticos y prolifera sobre todo si hay descarga de materia organica;
frecuentemente causa enteritis, diarreas, pérdida de peso, petequias,
deshidratacion y septicemia a diferentes organismos acuaticos (Miller y Pegues,
2000; Serrano et al., 2012; Monroy-Dosta et al., 2013). Salmonella y Shigella son
bacterias causantes de enfermedades digestivas severas, como salmonelosis, por
lo tanto, corrobora el riesgo sanitario, ya que los anfibios afectados exhiben anemia,
letargia, diarrea, enteritis y septicemia (Miller y Pegues, 2000; Barrera-Escorcia et
al., 2013). Por ultimo, del 2000-2004 Rojo y colaboradores implementaron a S.
cereviseae como suplemento para pastos tropicales, como consumo del forraje, lo
que interviene en las actividades agricolas, ganaderas, como la aparicion de la

levadura en el agua residual.

Entre las especies corresponden a una comunidad microbiolégica de un Lago (Del
Pozo et al., 2011; Serrano et al., 2012; Barrera-Escorcia et al., 2013; Monroy-Dosta
et al., 2013), El comportamiento de las comunidades microbiolégicas, tienen la
capacidad de exclusion competitiva entre ciertas poblaciones heterétrofas (P.
aeruginosa y S. cerveriseae) sobre poblaciones de patdégenos (V. cholerae, S.
aureus, S. epidermidis, S. flexneri y Salmonella spp.), esto es su interacciéon

ecoldgica con el habitat (Monroy-Dosta et al., 2013).

Los resultados bacterioldgicos de los experimentos de Ambystoma mexicanum, se
enlistan en la Tabla 8, de acuerdo a las bacterias promedio como resultado de la
exposicién de los organismos al agua residual. Los exudados se dividieron por:
cloaca, boca, y piel. Asi mismo, en los organismos control de A. mexicanum
predomino la presencia de P. aeruginosa, E. coli y Sallmonella spp., gradualmente
se fue descartando de los resultados a S. epidermidis, correspondiente a exudados
de cloaca y boca, por consiguiente, en los exudados de piel predomino la presencia

de E. coliy Sallmonella spp.
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De acuerdo a los organismos experimentales con exposicion al agua residual
(colectada de la Zona Urbana) en los exudados de cloaca y boca, predomino la
presencia de P. aeruginosa, E. coli y Sallmonella spp., gradualmente se fue
descartando de los resultados a S. epidermidis y P. aeruginosa; para los exudados

de piel predomino la presencia de E. coli y Sallmonella spp.

Entonces las bacterias de mayor importancia para la salud de los anfibios en
enfermedades son: Salmonella spp., P. aeruginosa, E coli., Proteus mirabilis, S.
epidermidis y S. aureus (Pfleger et al., 2003; Aguillén et al., 2007; Sheafor et al.,
2008; Cacciali, 2010). Las enfermedades que causan son: salmonelosis, patologias
gastroentéricas, (zoonosis) la enfermedad ulcerosa asociada con la descamacion
de la piel, afecciones respiratorias y pulmonares con inflamaciones y hemorragias
(Miller y Pegues, 2000; Pulido-Arcos et al., 2005; Del Pozo et al., 2011; Serrano et
al., 2012; Barrera-Escorcia et al., 2013)

Para este experimento se registraron cuatro especies de las seis reportadas por los
autores en el parrafo anterior, sin embargo, las otras dos especies (P. mirabilisy S.
aureus) estan presentes en el agua residual del Lago de Xochimilco reportadas en
los resultados de las especies bacteriana encontradas en el presente trabajo. No
obstante, los organismos expuestos al agua residual, no presentaron cuadro
infeccioso (Figura 8) sélo unas manchas circulares, blancas y pequefas, que
confirma la presencia de P. aeruginosa. Roth y colabores, en el 2013, mencionan
que los anfibios poseen en la mucosa bacterias que producen comunidades
complejas y variables por medio de una interaccion ecolégica de comensalismo,
posiblemente dentro de la estructura de las comunidades microbianas, ya que
cualquier manipulacion es capaz de predecir y gestionar cualquier alteracion en el
habitat, de acuerdo a lo anterior, al término de la experimentacion los organismos
se sometieron a dos semanas en agua dura (medio EPA) para eliminar cualquier

cuadro infeccioso, actualmente siguen su ciclo de vida normal.
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Los conteos de zooplancton tienen importancia por su variacion temporal en
respuesta a cambios de los factores bidticos y abidticos (Gomez-Marquez et al.,
2013). Los altos valores de numeros de organismos para la temporada de invierno
(Tabla 9 y Grafico 2) también se reportan en un trabajo realizado por Garcia-
Rodriguez et al., 2009, aunque en ese afo el Lago tuvo baja estacionalidad, de
acuerdo a las descargas periddicas de aguas residuales, con diferencias en las
condiciones ambientales Por lo que, en la zona Agricola predominan minimo tres
grupos de zooplancton (rotifera, cladocera y copépoda), donde se encontraron mas
organismos por mililitro en el conteo, respecto a la zona Turistica que se encuentra
en la media (81.66-1629) presentandose mayor numero de organismos para esta
temporada (Navarro- Rodriguez et al., 2015). Sin embargo, para la temporada de
primavera (Tabla 10; Grafico 3), los grupos se mantienen homogéneos entre las
zonas de muestreo, excepto para el grupo rotifera que predomino en la zona
Turistica (5736 organismos por mL) (Monroy-Dosta et al., 2013), esto se debe a su
tolerancia de amplio rango, en consecuencia, la zona es una de las afectadas en
parametros fisicoquimicos (Garcia- Rodriguez et al., 2009).Por ultimo, la temporada
de verano (Tabla 11 y Grafico 4), se observa una baja en los conteos de los grupos
de zooplancton, como se reporta por Garcia- Rodriguez et al., 2009, lo que se
atribuye a la época de lluvias provocando la mezcla del lago, por ende, el lavado de
suelos y los aportes importantes de materia organica, afectando directamente en el

muestreo del zooplancton (Zambrano-Gonzales et al., 2014).

Los parametros fisicoquimicos se llevaron a cabo por temporada (invierno,
primavera y verano) correspondiente a la zona de muestreo (Agricola, Urbana y
Turistica). El primer parametro fisicoquimico que se analizé fue la Temperatura
(Grafico 5), donde observamos una variacion en las tres temporadas del ano. Estas
variaciones se deben principalmente a la profundidad del sistema (con valores bajos
reportados en los resultados), cobertura vegetal, a la nubosidad (época del afio:
lluvias o secas) y la incidencia solar a la hora del muestreo, siendo un factor limitante
para los procesos metabdlicos y reproductivos de los organismos acuaticos

(Zambrano-Gonzales et al., 2014).
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La temperatura maxima se registré en verano con 23.6°C, por otro lado, la mas baja
se reportd en invierno con 9.2°C. Mendoza y colaboradores (2015) mencionan que
el rango de temperatura 6ptimo para el crecimiento y desarrollo microbiolégico es
entre 22 a 33°C. De acuerdo al rango oOptimo de temperatura los mayores
porcentajes (40-70%) para Gram (-), se reportaron en el presente trabajo para la
temporada de primavera, por consiguiente, los altos porcentajes (42-60%) que se

obtuvieron para Gram (+) corresponden a la temporada de verano.

El pH (Grafico 6) para el Lago de Xochimilco es principalmente alcalino con un rango
de 7.0 a 12. El pH mas alto registrado fue de 8.3 en primavera, sugiere un aumento
en el grado de solubilisacién del material organico, al contrario, el valor minimo en
verano con 5.9, puede ocasionar estrés a los organismos endémicos o incluso la
muerte (Crites y Tchobanoglous, 2000). A pesar de que el pH para el crecimiento
optimo de la mayoria de las bacterias se encuentra en un rango de 6.6 a 7.5, es

decir, cercano a la neutralidad (Mendoza et al., 2015).

Los valores para la Profundidad (Grafico 7), estuvieron entre 10 a 50 cm, respecto
a la disminucion del nivel del agua en las zonas de muestreo, para la temporada de
verano. El proceso de deterioro tiene un efecto continuo, ya que el descenso del
nivel de agua, baja entre 30 a 40 cm, en consecuencia, a las descargas de aguas
residuales periddicas, la cual se vierte en los canales del Lago de Xochimilco
(Alvarez et al., 2016). La mayoria de los microorganismos reportados son capaces
de sobrevivir en el agua, no obstante, hay algunos que pueden acumularse en los
sedimentos y movilizarse sélo hasta que aumente el caudal (Fuentes et al., 2008).
Lo que confirma la concentracién del NMP, en el ultimo muestreo, si bien en el
apartado anterior se mencioné para la zona Urbana con 920 organismos por 100

ml; y en la zona Turistica con 800 organismos por 100 ml.
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La Transparencia del disco de Secchi (Grafico 8), tuvo valores entre 1 a 20 cm, sin
embargo, para reportes anteriores (Garcia-Rodriguez et al.,, 2009; Zambrano-
Gonzales et al., 2014), al presente trabajo donde se ha registrado un rango de 9.0
a 65 cm, lo que comprueba el impacto que generan las actividades antropogénicas
en los alrededores del Lago. Si bien, los valores altos se relacionan con la alta
concentracion de nutrientes, contribuye a un ambiente nutricional favorable, en
consecuencia, causa la proliferacion del fitoplancton, asi como del zooplancton en
la columna de agua, todo esto influyen en el aumento de la biomasa, seguido por la
alta concentracién de microrganismos, los cuales proliferan por la disminucién de
luz UV en la columna; por ejemplo, las bacterias Gram (-), al contrario de Gram-(+)
son mas resistentes a la luz UV debido a las numerosas capas de peptidoglicano

que poseen (Raybauidi-Massilia et al., 2006).

Los registros para la Conductividad (Grafico 9), variaron en un rango de 116.4 a 543
S/m, comparando con otros trabajos ellos reportan valores bajos (500 a 1000 S/m)
como el de Garcia-Rodriguez et al., en el 2009, y Zambrano-Gonzales et al., en el
2014, reportan valores entre 3500 a 6200 S/m, considerados altos respecto a
nuestro estudio. De acuerdo a las bajas concentraciones de sales, para los
microorganismos Gram (-), se encuentran en el rango 6ptimo, por otro lado, para
los Gram (+), la concentracion de sales es alta para su proliferacién, sin embargo,

los microorganismos se adaptan (Sanchez-Lépez et al., 2016).

Los datos del Porcentaje de Oxigeno (Grafico 10) se registraron valores entre 2.9 a
73.5%, reportando el consumo para el desarrollo de la vida acuatica, para los
microorganismos condiciona su metabolismo, a pesar del alto porcentaje de Oz,
constituye una fuente de energia para los oxidantes (Mendoza et al., 2015).
Simultdneamente se registrd el Oxigeno Disuelto disponible en el agua (Grafico 11)
con un rango de 0.21 a 7.34 mg/L, respecto a los registros del autor en el 2009 para
la temporada de verano se registrdo 0.30 mg/L, al igual que los valores mas altos
reportados en la temporada de invierno (Garcia-Rodriguez et al., 2009). Sin
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embargo, los parametros mencionados anteriormente condicionan la supervivencia
de la vida acuatica (CE-CCA-001/89; Zambrano-Gonzales et al., 2014,).

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (Grafico 12) vario entre 12.07 a 144.95 mg/L.
El valor registrado para la temporada de verano rebaso el limite maximo permisible
(144.95mg/L), el aumento se debe al incremento de los nutrientes, asi mismo el
incremento de la temperatura y el aumento de la actividad microbioldgica, esto se
relaciona con la disminucién del nivel del agua (Alvarez et al., 2016), por lo tanto la
concentracion del material organico-bacteriolégico, se relaciona con el principal
aporte de las aguas residuales que recibe el area de estudio (CE-CCA-001/89;
NMX-AA-028-SCFI-2001; Arcos-Ramos et al., 2004).

Se analizé la Demanda Quimica de Oxigeno (Grafico 13), donde en la temporada
de verano se registro el valor mas bajo con 1.6 mg/L; esto se debe a la alta
concentracion microbiologica, como al factor de dilucion generado por las lluvias,
donde el valor mas alto se registro en la temporada de invierno con 100 mg/L,
Cervantes y colaboradores registran valores maximos de 402 + 0.04 mg/L en el
2011. La DQO es una oxidacion quimica de particulas inorganicas disueltas, en este
caso el Lago de Xochimilco nos indica que tiene gran cantidad de compuestos
biodegradables catalogados como contaminantes, (Arcos-Ramos et al., 2004).
Conforme al dato obtenido, se relaciona que faltaron microorganismos que
ayudaran a oxidar las particulas inorganicas disponibles (Moronta-Riera y Riverén-
Zaldivar, 2016).

Los valores de los nutrientes variaron, tomando en cuenta las condiciones
climaticas, de contaminacion y productividad existentes en el sistema acuatico
(Maya-Rendén y Jiménez-Cisneros, 2002). EI Amonio (NH4) (Grafico 14) en la
temporada de verano obtuvo un valor bajo de 0.03 mg/L-NH4, mientras que en la

temporada de primavera el valor fue mas alto con 0.73 mg/L-NH4, rebasando los
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limites maximos permisibles para la vida acuatica (CE-CCA-001/89). Se sefiala que
la alta descomposicién de materia organica incrementa los niveles de amonio y es
caracteristico de los sistemas eutréficos (Garcia-Rodriguez et al., 2015). Las
bacterias heterdtrofas competitivas (Pseudomonas aeruginosa) inmovilizan el
nitrogeno mineral existente, por lo tanto, los valores bajos de amonio obtenidos, se
justifican al tener competencia activa (bacterias autétrofas, Nitrosomonas spp.) por

el sustrato se consumié mas el amonio presente en el medio (Moreno et al., 2007).

Los Nitritos (NOz2) (Grafico 15), registran un valor alto en la temporada de primavera
con 1.20 mg/L-NOz2, mientras que en la temporada de invierno el valor es de 0.02
mg/L-NOg, la presencia de nitritos en el agua indica contaminacion de caracter fecal
reciente (aguas residuales domésticas), estas caracteristicas propias del area de
estudio, por lo tanto los valores por encima de 1.0 mg/L-NOz2 son altamente toxicos
y representan un impedimento para el desarrollo de los organismos acuaticos y

refleja que el habitat no se encuentra en buenas condiciones (Prat et al., 2000).

Los Nitratos (NO2) (Gréfico 16), para la temporada de invierno se registro el valor
maximo con 4.0 mg/L-NOz, asi mismo, no se obtuvieron valores (en la temprada de
primavera) en el YSI 9500, siendo que decia que el valor era >>1 mg/L-NOz2,en
efecto, al limite de deteccién del equipo, donde se realizaron dilusiones del 50, 75,
90 y 95%, las cuales no generaron cambio, estos valores obtenidos rebasan los
limites permisibles mayores a 0.04 mg/L-NOz para la CE-CCA-001/89, al contrario
para la temporada de verano se obtuvieron valores minimos. De acuerdo a lo
anterior, existe un grupo de bacterias nitrificantes heterétrofas que pertenecen a los
géneros Pseudomonas, Bacillus, Nocardia y Streptomyces, las cuales tienen un
metabolismo aerobio estricto, obtienen su energia por la oxidacién del amonio a
nitrito y de esté a nitrato (Garzén-Zufiga, 2005). En el presente trabajo se reporta
la presencia de Pseudomonas aeruginosa, la cual es capaz de reducir el nitrato con
acumulacién de nitrito en el medio (Moreno et al., 2007), en consecuencia, participa
en dos procesos para transformar el nitrégeno (NO3): la nitrificacion, donde el
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resultado es la inhibicién del proceso a causa de la formacion de glucosa, se puede
asociar con los bajos rangos de nitrato obtenidos (Garzén-Zuniga, 2005; Moreno et
al., 2007), y la desnitrificacion es el proceso por el cual los nitratos son reducidos a
compuestos gaseosos de nitrégeno (NO2, N2O 6 N27). La bacteria facultativa
implicada en este proceso es P. aeruginosa., donde es importante la anoxia
(Lolmede et al., 2000).

Finalmente, los valores de Fosfatos (POa4) (Grafico 17) para las temporadas de
invierno, primavera y verano se obtuvieron valores no mayores a 4.0 mg/LPO4 (el
limite maximo permisible es 0.05 mg/L-PO4 para la CE-CCA-001/89), el unico valor
minimo fue para la temporada de verano con 0.313 mg/L-PO4.Un trabajo realizado
en el area de estudio reporta un valor de 4.2 mg/L-POs4, en consecuencia de las
actividades agricolas y urbanas correspondientes (Quiroz-Flores et al., 2008), al
contrario, los valores bajos (0.2 a 0.5 mg/L-POa) reportados para la zona de estudio
correspondiente a la temprada de verano (Garcia-Rodriguez et al.,, 2015).
Actualmente, se han encontrado microorganismos heterétrofos, con la capacidad
de almacenar y eliminar fosforo; entre los cuales se encuentran Pseudomonas
vesicularis, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila, y Enterobacter spp.
Algunas de estas bacterias utilizan acetato como fuente de carbono, pero la mayoria
también puede metabolizar glucosa y otras moléculas organicas. Si el pH aumenta
a 8.0, el fosforo se precipita en presencia de carbonatos y/o bicarbonatos, como
fosfato de calcio (Garzon-Zuniga, 2005). De acuerdo a lo anterior, el consumo
optimo para el fosforo en el area de estudio, se altera por el rango de pH registrado
entre 5.9 a 8.3, asi mismo, las concentraciones registradas de fésforo, son valores
altos, por lo tanto, las bacterias no lo estan metabolizando., ya que se encuentran

excesos en el sistema.
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10. Conclusiones
v' -Ambystoma mexicanum anfibio endémico del Lago de Xochimilco, esta
relacionado con el bienestar de su habitat, principalmente con Ia
contaminacion microbiologica del sistema, ligado al vertimiento de aguas

residuales.

v -Los valores de fisicoquimicos como Temperatura (9.2-23.6°C), pH (5.9-8.3),
Profundidad (10-50 cm), Transparencia (1-20 cm), Conductividad (116.4 a
543 S/m), Porcentaje de Oxigeno Disuelto (2.9- 73.5%), OD (0.21-7.34 mg/l),
DBO (293-240.24 mg/l), y DQO (1.6-100 mg/l), se encuentran en el rango

optimo para la proliferacion microbiolégica.

v’ -Las altas concentraciones de amonio, nitritos, nitratos y fosfatos ocasionan
que las bacterias no metabolicen por completo, lo que demanda mayor
actividad microbiolégica, ya que los residuos son altamente toxicos y
representan una condicionante para la vida acuatica, asi mismo, ocasionan
eutrofizacion del sistema, a consecuencia de las actividades antropogénicas

ligadas a las zonas de muestreo Agricola, Urbana y Turistica.

v' -Mediante un analisis bacteriolégico al medio (agua Lago de Xochimilco) y al
zooplancton, se encontraron microorganismos Gram (-): Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Proteus mirabilis, Salmonella
spp., Y Shigella flexneri; y Gram (+): Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
y Saccharomyces cereviseae, de las cuales algunas son causantes de
enfermedades. Se encontraron especies bacterianas reportadas como las
responsables del declive en los anfibios, como son: Salmonella spp., P.
aeruginosa, E coli.,, P. mirabilis, S. epidermidis y S. aureus, estas son
causantes de enfermedades, por ejemplo: salmonelosis, zoonosis
descamacién de la piel, afecciones respiratorias y pulmonares con

inflamaciones.
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v' El Lago de Xochimilco por el importante vertimiento continuo de aguas
residuales alberga concentraciones de contaminantes organicos e
inorganicos, altamente toxicos, como la presencia de microorganismos
patégenos, de acuerdo a lo anterior es una condicionante para el desarrollo

de la vida acuatica.

v La supervivencia de Ambystoma mexicanum a la experimentacion con agua
del Lago de Xochimilco predomino la presencia Sallmonella spp., en los
exudados que se realizaron en la piel, puesto que, dado la presencia de
Pseudomona aeruginosa, presento unas manchas blancas, pequefias,
circulares, esto no mostro patologias asociadas a las bacterias presentes, sin
embargo, se observo la interaccidon con las comunidades microbiolégicas que
genera la mucosa de los anfibios, para combatir los patégenos presentes en
el medio. Por consiguiente, el efecto por el consumo del zooplancton
presente en el Lago de Xochimilco fue nulo, debido a la microflora normal de
los anfibios donde predomina E. coli y Sallmonella spp, o que conlleva a una
interaccioén positiva para los organismos de A. mexicanum, sin patologias por

el alimento.

v' Para finalizar, mientras que el Lago de Xochimilco tenga caracteristicas
fisicoquimicas, como microbiolégicas que condicionen la interaccidn ecologia
de A. mexicanum en su habitat, es recomendable no reintroducir a los
organismos, ya que los experimentos tuvieron una duracion de cuatro
semanas, por lo que, se recomendaria una exposicion prolongada en el agua

residual para analizar las patologias que genera el medio, como las bacterias.
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