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1. Resumen:

La lluvia acida es uno de los problemas ambientales mas severos debido al incremento de la
contaminacidon atmosférica, conteniendo entre otros muchos elementos a los dxidos de nitrégeno y
azufre (NOx y SOx), compuestos que juegan un papel importante en la quimica atmosférica. Su
presencia se ve disminuida cuando las precipitaciones son mayores, debido a que la lluvia realiza un
lavado atmosférico que de acuerdo a la intensidad y duracién, termina con el arrastre de los elementos
contaminantes hacia los ecosistemas terrestres y acuaticos. Aunado a lo anterior, la creciente
urbanizacién provoca que los ecosistemas acuaticos como los lagos, presenten cambios intrinsecos
como es el proceso denominado eutrofizacién, que se traduce en una alta y fluctuante densidad de
fitoplancton y favorece el crecimiento en particular de cianobacterias. Dentro de los organismos
fitoplanctdnicos regularmente presentes en cuerpos de agua urbanos se encuentra Scenedesmus, que
puede tolerar una amplia gama de condiciones ambientales. Asimismo, otros organismos que
componen el fitoplancton en los sistemas acuaticos urbanos son las cianobacterias, organismos foto-
autotrofos que en cuerpos de agua eutroficos forman los denominados florecimientos, que se refiere
al desarrollo en masa de las mismas, muchas especies tienen la capacidad de producir sustancias téxicas
llamadas cianotoxinas como Microcystis, género que se relaciona frecuentemente con florecimientos
algales que generan dafio hepatotdxico en, lo que las hace cobrar importancia en salud publica, ademas
el crecimiento excesivo de cianobacterias en los lagos puede afectar la calidad de agua. Por esto, en
este trabajo se analizé el efecto del acido nitrico como componente de la lluvia acida sobre el
crecimiento de la cianobacteria Microcystis panniformis y la cloroficea Scenedesmus sp. en dos lagos
de la Ciudad de México, y si ésta se ve favorecida en presencia del acido sulfurico (otro componente
comun de la lluvia acida), se midid la clorofila-a para calcular su biomasa, y finalmente se realizé una
prueba de ELISA para determinar la cantidad de microcistinas presentes en los embalses. Las pruebas
se realizaron en las temporadas de lluvias y secas, donde el valor mas represantivo fue el de la época
de lluvias con un 86% mas de microcistinas. En el caso de Scenedesmus hubo una mayor densidad
celular con alta concentraciénde acido nitrico, con un valor hasta de un 100% mads con respecto al
control y en el caso de Microcystis panniformis la combinacion de ambos 4acidos fue la que mas
favorecié su presencia con respecto a la densidad. En el lago de Tezozdmoc se determinaron mas de
un millén de células/mL de cianobacterianas en época de lluvias y 4.94 pg/L de microcistinas, y en el
lago de Chapultepec en la misma temporada hay presencia de Microcystis panniformis, con ~6,000

cél/ml de densidad celular y 2.79 pg/L de microcistina.



2. Introduccion:

2.1 Contaminacion

Desde los inicios de la vida en la tierra las plantas han obtenido una parte esencial de sus nutrientes de
la atmdsfera. Ocasionalmente las plantas y animales se ven perjudicados por sustancias tdxicas
dispersas en la misma. Con el inicio de la revolucion industrial, el hombre comenzé a ejercer cada vez
mas influencia sobre la circulacién biogeoquimica de la Tierra (Cowling, 1982) y en paralelo el
aprovechamiento de varios recursos del ambiente para generar recursos energéticos (Singh & Agrawal,
2007). Como resultado de esas actividades, en la atmdsfera se han acumulado desechos, formando

contaminantes atmosféricos que a su vez se convierten en contaminantes hidricos (Mishra, 2008).

El impacto de la contaminacidn generada por las actividades humanas ha alcanzado un efecto global
sin precedentes donde el rapido incremento del tamafio poblacional, el consumo intensivo de energia,
(McMichael, 2003) la quema de combustibles fésiles en las industrias, el aumento en la cantidad de
vehiculos y la urbanizacién han dejado un incremento en la concentracién de fluidos y particulas
contaminantes en la atmodsfera (Orozco et al., 2002). Uno de estos gases son los dxidos de nitrégeno,
importantes en la quimica ambiental, debido a su participacién directa en los procesos de formacién
de contaminantes secundarios, como el ozono, acido nitrico y nitrato de amonio, entre otros (Galan &
Fernandez, 2006). Existen fuentes potenciales que pueden incrementar las emisiones de NO,, tanto de
forma antropogénica con el incremento de la quema de combustibles fdsiles y el aumento en la
aplicacion de fertilizantes de nitrégeno (Galloway & Likens, 1981), como no antropogénica, el
producido por los relampagos, erupciones volcanicas y procesos bioldgicos (especialmente actividad
microbiana) (Singh & Agrawal, 2007). Por otra parte, hay otro contaminante ambiental que tiene
particular interés; los 6xidos de azufre (SOx); éstos son producidos por el hombre a partir de la quema
de carbdn, petréleo y otros procesos industriales, otras fuentes incluyen la fundicion de hierro y otros
minerales metalicos (Zn y Cu) (Rosas, 2001). Sin embargo, a partir de los afios 90°s se disminuyo la
emision de SO por las medidas para el control de la contaminacidn debido a que la fuente principal de
las emisiones de SO, es la materia prima (como el azufre), la medida inicial ideal es trabajar con materia
prima de bajo contenido de azufre, al reducir la volatilizacién del azufre y mantener una atmésfera
oxidante se reducen las emisiones de SO, (Hoyos et al., 2008); por el contrario las emisiones de NOx se
han aumentado debido al rapido incremento en el numero de automdviles (Zhao et al., 2009) que
utilizan diesel como combustible (SEDEMA, 2017), ya que en la ignicidn de los automoéviles y los gases

de escape tienen diferentes productos de combustidn, algunos de los cuales estan considerados como
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sustancias nocivas, este es el caso de los NOx (Bosch, 2005). Los lugares donde se han presentado altos
niveles de NOx en el aire son: Rio de Janeiro, Tokio, Moscu y México por mencionar algunos (Rosales,
2001). En este ultimo, para el 2012, segun la Secretaria del Medio Ambiente, el rapido incremento de
la poblacién en la Zona Metropolitana del Valle de México, ha provocado una expansidn no sustentable
de la mancha urbana. Hay un aumento acelerado y sin control del nimero de vehiculos automotores
en la ciudad vy, por lo tanto, mas emisiones de dxidos de nitréogeno (NOx), por lo que se espera que las

emisiones pasen de 1.3g/km a 1.9 g/km por afio por dia.

Con respecto a la cuenca de México, ésta se encuentra a 2240 metros sobre el nivel del mar, se
distingue por haber sido una zona lacustre, rodeada de forma natural por grandes cadenas
montanosas. Estas montaias dificultan la circulacién del viento, impiden el desalojo del aire hacia
afuera de la cuenca y propician la acumulacién de contaminantes, situacidn que se ve agravada por las

inversiones térmicas en los meses frios del afio (Leal & Chavez, 1996).

Comparativo 2016 | 2020

- ... | I T

S ¢ circulacion 5.5 millones de autos 11 millones de autos

(

.-/—r__‘\

Imagen 1. Especulacion de la cantidad de autos en la Ciudad de México por El Financiero

Ademas, los dxidos de nitrogeno son parte de lo que se conoce como lluvia acida (Penner et al., 1991)
y que es uno de los problemas ambientales mas serios relacionados con la contaminacion del aire
(Cowling, 1982; Norton & Veselfia, 2003). Estas particulas no tienen caracter dcido mientras estan en
la atmdsfera, pero cuando entran en contacto con la neblina, el rocio o el agua superficial, se convierten

en 4cidos y modifican la composicién de la lluvia (Giraldo & Angel, 2004).

2.2 Lluvia acida

La primera persona en mencionar el término lluvia acida fue un quimico inglés en el siglo XIX, llamado
Robert Angus Smith en su libro “Aire y Lluvia. Los inicios de la climatologia quimica”. A Smith le lamé

la atencion el cambio en la quimica de la lluvia, cdmo los contaminantes atmosféricos son



transportados por el aire desde el centro de una zona contaminada a los alrededores de la misma
(Cowling, 1982). La lluvia acida engloba cualquier forma de precipitacion que presente elevadas
concentraciones de acido nitrico y sulfurico (Kang et al., 2017), ésta afecta los ecosistemas como los
cuerpos de agua (Granados et al., 2010). O'Neil y colaboradores en 2012, mencionan que el cambio
climatico aunado a la eutrofizacién influye en el aumento y proliferaciéon de los florecimientos de
cianobacterias. Aunque la precipitacidn es un proceso natural que limpia varios gases atmosféricos y
los deposita en los ambientes terrestres y acudticos, el exceso de estos contaminantes causa un

incremento de la acidez que se observa en un nivel bajo de pH (pH< 6) (Babich et al., 1980).

2.3 Lagos urbanos

Actualmente los seres humanos estdan mas en contacto con los cuerpos de agua que estan ubicados
dentro de las ciudades, se utilizan para recreacion, suministro de agua para riego u otro uso directo
(Schueler & Simpson, 2001). Estos lagos son los mas afectados por el fitoplancton y las cianobacterias
ya que son llenados con aguas residuales sin ningln tipo de tratamiento o bien con aguas residuales
tratadas, que contienen altos niveles de nutrientes como nitratos y fosfatos (Birch & McCaskie, 1999;
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Echarri, 2007). Estos compuestos fomentan el proceso conocido como “eutrofizacion cultural”, que
esta considerada uno de los problemas mas grandes de contaminacion a nivel global (Blackburn, 2013)
y la severidad de ésta eutrofizacién (Schueler & Simpson, 2003) se traduce en una alta y fluctuante
densidad del fitoplancton y otras microalgas con frecuentes cambios en su composicién (Oliva et al.,

2008).

En la Ciudad de México como en otras ciudades del mundo, existen diferentes tamafios de lagos
naturales o artificiales que son utilizados para diferentes actividades humanas. En los cuerpos de agua
de la Ciudad de México los florecimientos de fitoplancton son permanentes, representando un riesgo
no solo para los organismos acudticos que habitan ahi, sino también para los visitantes y la biota de las
areas aledanas (Arzate et al., 2010). Sustentado por Schjetnan y colaboradores (2003), la problematica
de los cuerpos de agua en algunos lagos de México se basa en la concentracidon de sélidos suspendidos,
ademads de que el agua se encuentra turbia y tiene un muy mal olor, el oxigeno disuelto es bajo

(dependiendo de la especie de cianobacteria), y existe una predominancia de las cianobacterias.

Organismos como las cianobacterias y algunas cloroficeas son comunes en estos florecimientos, como
lo menciona Pizzolon (1996), “las cianobacterias pueden aprovechar dichas condiciones en su beneficio

formando los denominados blooms”. La UNESCO en el 2009, refiere que los blooms son el crecimiento



brusco de cianobacterias bajo determinadas condiciones ambientales como la eutrofizacion,

aumentando su densidad celular en valores significativos.
2.4 Cianobacterias y cloroficeas

Un organismo fitoplancténico comun en los cuerpos de agua es Scenedesmus sp el cual tiene una
amplia gama de condiciones ambientales que puede tolerar (Lirling 2003). Asimismo, otros organismos
fitoplanctdnicos presentes en sistemas acuaticos urbanos son las cianobacterias, ampliamente
clasificadas como fotoautdtrofas, contienen clorofila-a (pigmento universal para realizar la fotosintesis
aerdbica), y una serie de pigmentos accesorios y protectores. Algunas especies pueden tener también
clorofila by c. Estos organismos estan entre las formas de vida mas antiguas en la tierra (3,600 millones
de afios), algunas son capaces de producir una variedad de compuestos bioactivos; alcaloides, péptidos
y polisacaridos (cianotoxinas); varios de estos quimicos son dafiinos para otros organismos (Kaebernick,
2001). Las cianobacterias pueden crecer en condiciones no dptimas para el fitoplancton, gracias a su
adaptabilidad a intensidades de luz bajas o extremadamente altas, algunas cianobacterias como
Microcystis pueden tolerar la radiacién solar, crecer y se acumularse en regiones préximas a la

superficie del agua (UNESCO, 2009).

2.5 Cianotoxinas

De manera general, conforme a su forma provocar dafio a animales o humanos las cianotoxinas se
clasifican en cuatro grupos: neurotoxinas, hepatotoxinas, citotoxinas y toxinas gastrointestinales
(Codd, 1995). Muchas cianobacterias contienen las cianotoxinas, las cuales generalmente son liberadas
hasta su muerte. La exposicién de las células a concentraciones estresantes de factores fisicos o
guimicos, sirve como desencadenante de apoptosis celular (Karjalainen et al., 2007). Las cianotoxinas
son importantes causales de impacto ecolégico sobre la red tréfica, por ejemplo, los peces pueden

mostrar dafios en su factor de supervivencia y éxito reproductivo (Singh & Agrawal, 2007).

Las cianobacterias del género Microcytis son uno de los formadores de florecimientos mas comunes en
los sistemas de agua (Downing et al., 2001), también conocida por la produccién de cianotoxinas, que,
en exposiciones a largo plazo (dosis crdénicas), han sido asociadas con afectaciones a la salud del
humano como promover la formacién de tumores (Davis et al., 2009). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) establecié un valor guia provisional para microcistinas en agua potable de 1pg/L; sin
embargo, para los lagos recreacionales los valores de microcistinas varian como se muestra a

continuacion.
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Imagen 2. Valores guia de la OMS para aguas de uso recreacional (Sangolkar et al. 2009)

En el presente estudio se planteé estudiar el efecto del acido nitrico como componente de la lluvia
acida sobre la densidad celular de Microcystis panniformis y la cloroficeas Scenedesmus sp y la cantidad
de microcistinas generadas en sistemas eutréficos como son los lagos urbanos; asi como precisar si el
efecto de acido nitrico en la densidad y produccién de cianotoxinas se ve modificado en presencia de

acido sulfurico.



3. Antecedentes

Sedmark & Kosi (1998) enfatizan la ventaja que presenta Scenedesmus sp ante el declive de un
florecimiento de cianobacterias, después de ser dominantes en un intervalo de tiempo reducido, para
confirmar la teoria, en un experimento en laboratorio, se cultivé Scenedesmus sp. y posteriormente fue
afiadida el agua filtrada de un florecimiento, el resultado fue un aumento de la densidad de la
cloroficea en la presencia de la microcistina, de lo se infiere que las toxinas actian como estimulador,

debido a que ambas especies suelen interactuar en el mismo medio.

En 2002 Huang y colaboradores trabajaron con la cianobacteria Synechocystis sp la cual fue utilizada
en una investigacion en relacidon a los cambios en la expresién de los genes, la cianobacteria fue
expuesta a radiacién de luz UV de longitud de onda intermedia o luz blanca de alta intensidad,

encontraron que Synechocystis sp es acido-tolerante manteniendo el pH del citoplasma neutral.

En 2009 Gustafsson et al. investigaron el efecto del alguicida en un biosurfactante producido por la
bacteria Pseudonoma aeruginosa y otras cianobacterias como Microcystis aeruginosa, encontrando
gue, aunqgue en altas concentraciones tiene un efecto letal, en concentraciones menores no tienen el

mismo efecto, debido a que la célula mantiene la estabilidad de la membrana.

Maske et al. en 2010 trabajé con lagos urbanos importantes en relacion a actividades recreacionales
realizadas ahi, se analizé el papel alelopatico que presentan los florecimientos de Microcystis con
respecto al fitoplancton (cloroficeas) presentes en el mismo lago, ademas del incremento de la

densidad celular de la cianobacteria en época de monzdn y veranos.

Jensen en el 2011 realizé un monitoreo de los valores de pH presentes en un cuerpo de agua,
observando que a diferentes horas del dia los valores de pH variaban empezando por un valor
aproximado de 7 durante la noche y de 9.2 a 9.8 al mediodia, este fendmeno indica presencia de largos

periodos de actividad fotosintética.



4. Justificacion

Las ciudades que estdn altamente industrializadas, suelen presentarse problemas mayores de
contaminacidon ambiental, los niveles de contaminantes dependen del grado de emisiones atmosféricas
provenientes de diversas fuentes, que aumentan la concentracion de éstos en la atmédsfera y su
presencia se ve disminuida a medida que las precipitaciones son mayores, y dependiendo de la
intensidad y duracién de la lluvia serd la cantidad de elementos contaminantes que se transporten
hacia los diversos ecosistemas, como resultado, la frecuencia de la lluvia acida de origen antropogénico
aumenta (Garcés, 2004). La lluvia acida puede dafiar todo lo que entra en contacto con ella, afecta
bosques, cuerpos de agua, el suelo y la salud de los seres vivos (Bhargava & Bhargava, 2013). Es uno de
los problemas ambientales mas severos cuyo origen o formacién se debe al incremento en la
contaminacion del aire (Metha, 2015). Es importante por el hecho de que los contaminantes
atmosféricos pueden convertirse en contaminantes del agua (Mishra, 2008). Por otra parte, debido a
gue los florecimientos de cianobacterias se han convertido en un problema grave, esto debido a que
algunas cianobacterias han sido reportadas como capaces de producir metabolitos secundarios téxicos
para muchos organismos, incluidos los humanos (De Figueiredo et al., 2004); es importante abordar el
tema considerando que se ha prestado una atencidn minima a las cianobacterias en los cuerpos de
agua urbanos. Una de las cianobacterias que tiene mayor interés a nivel mundial es Microcystis, la cual
es un género que se relaciona frecuentemente con florecimientos algales hepatotéxicos, estos pueden
afectar al humano si quedan bajo una exposicion crénica a bajas concentraciones de microcistinas en
el agua para consumo; lo anterior es importante para la salud publica entre otras cosas. Asimismo,
también representan un riesgo ecolégico debido a que estas se bioacumulan en vertebrados e
invertebrados acuaticos comunes (Garcia, 2009), ademas de que el crecimiento de cianobacterias
productoras de toxinas en los lagos puede reducir la calidad de agua (Quin et al., 2000). La falta de
estudios acerca de las cianobacterias y su estrecha relacion con efectos del cambio climatico tales como
la lluvia acida y sus efectos ecoldgicos, inspiran a una investigacion mas profunda. En este contexto, el
aumento de temperatura y los cambios de los patrones de precipitacion pueden tener efectos
sinérgicos significativos sobre los procesos de eutrofizacidn en los ecosistemas acudticos. Sin embargo,
las evidencias no son definitivas (UNESCO, 2009). Por tales razones, el motivo de la realizacion de este
trabajo fue determinar si la presencia del acido nitrico, por ser uno de los contaminantes mas
importantes en el proceso de la lluvia acida, afecta positiva o negativamente la densidad de las

cianobacterias y las cloroficeas, desde una perspectiva del estrés producido por los acidos. Ademas, se



buscd analizar si la presencia de acido sulfurico, otro componente de la lluvia acida, modifica el efecto

del acido nitrico.



5. Hipétesis

Si los oxidos de nitrégeno estdn presentes en las ciudades por la elevada cantidad de autos, y estos a
su vez provocan el incremento de los dxidos de nitréogeno en la atmdsfera, la lluvia tomara estos

elementos depositandolos en los cuerpos de agua en forma 4cidos.

Si los cuerpos de agua de las ciudades son eutrdficos, y la lluvia se presenta de manera constante es asi
gue el cido nitrico presente en la lluvia 4cida favorecerd la densidad de las cianobacterias y cloroficeas.
En el mismo sentido la suma de acidos comunes (acido nitrico y acido sulfurico) de la lluvia acida
incrementarad la densidad celular. A lo largo del dia el pH del agua subird favoreciendo el aumento de
la densidad celular. Finalmente, si la densidad celular de las cianobacterias aumenta, las cianotoxinas

lo hardn de igual manera.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

4 Analizar el efecto del 4cido nitrico (como componente de la lluvia acida) sobre la cianobacteria
(Microcystis panniformis) y la cloroficea (Scenedesmus sp) presentes en 2 lagos urbanos de la

Ciudad de México (Lago de Tezozdmoc y Lago de Chapultepec).

6.2 Objetivos particulares

4 Evaluar el efecto sobre la densidad celular de Microcystis panniformis y de Scenedesmus sp

expuestas a acido nitrico.

4+ Determinar la concentracién de microcistinas presente en ambos cuerpos de agua y en las

células, expuestas al 4cido nitrico
4+ Determinar si existe una correlacidn entre la densidad celular y la cantidad de microcistinas

4+ Determinar si el efecto del 4cido nitrico en la densidad y produccién de cianotoxinas se ve

modificado en presencia de acido sulfurico.
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7. Materiales y Métodos
7.1 Zonas de muestreo
Lago Tezozémoc

La muestra fue recolectada en el lago de Tezozémoc en la delegacidn Azcapotzalco, Ciudad de México,
gue se encuentra en las coordenadas 19° 29’ 05" Ny 99° 12’ 38" W, con una altitud de 2250 msnm. La
superficie del lago es de aproximadamente 17,000 m?, con una profundidad minima de 0.5 m y una
maxima de 2.10 m, con capacidad de 33,000 m3. El agua que lo abastece proviene de la planta de

tratamiento “El Rosario” (Contreras et al., 2007).

El Unico pez que habita en el lago es Poecilia reticulata y existe un nimero importante de tortugas
(Trachemys sp). Se encuentran diferentes especies de aves acuaticas, como el zambullidor pico pinto
(Podylimbus podiceps), el pato de Pekin o blanco (Anas platyrhynchos Linnaeus), el pato golondrino

(Anas acuta) y el pato tepalcate (Oxyura jamaicensis Gmelin), entre otros (Oliva et al., 2008).

@r-
7
CENTRO CULTURAL

Y AMBIENTAL “LA

Figura 1. Ubicacion del Lago Tezozomoc, Ciudad de México por Google Earth. El rectangulo rojo indica la
ubicacion de donde fue tomada la muestra. Imagenes de la zona de muestreo y la red de 20 um con la que
fue filtrada
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Lago de Chapultepec

En Chapultepec hay tres lagos, el Lago Viejo, el Lago Mayor y el Lago Menor. Se ubican en la Ciudad

de México a 2,240 msnm.

De los tres lagos existentes en Chapultepec, se trabajé con el lago Viejo el cual se ubica a los 19° 25'
18"norte y los 99°11°09°" oeste. Los tres lagos mantienen su nivel con el efluente de la planta de
tratamiento secundario; en el caso del Lago Viejo se reciben aguas del Rio Hondo. Pertenecen a la

Cuenca del Valle de México. El clima de la zona es templado con lluvias en verano (Navarrete et al.,

2003).

Figura 2. Ubicacion Lago de Chapultepec, Ciudad de México por Google Earth. Rectangulo rojo indica la
zona exacta de donde fue tomada la muestra Imagenes del lugar de muestreo.
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7.2 Toma de la muestra

Para la realizacién de este trabajo, se tomaron 2 muestras seleccionadas para el aislamiento de
cianobacterias y cloroficeas. Estas fueron colectadas en el lago de Tezozdmoc en donde predomina
la abundancia en cianobacterias y en lago Chapultepec especificamente en el lago Viejo, debido a la
presencia de un crecimiento desmedido de fitoplancton (Alcocer et al., 1988). Las muestras fueron
colectadas con la ayuda de una red de abertura de malla de 20um que permite una mejor
recoleccion de los organismos (Figs. 3y 4), en el caso del lago de Tezozémoc se utilizaron guantes
de latex para evitar el contacto directo con las cianobacterias. En ambos lagos se tomé el pH in situ

con el medidor de pH marca HANNA siguiendo los pasos marcados por el fabricante.

Para almacenar las muestras fueron utilizadas botellas de plastico con tapa de rosca, para su

transporte hasta el laboratorio.

Figuras 3 y 4. Toma de muestra de Tezozomoc con una red de 20um de apertura de malla.
7.3 Identificacion de la muestra

La muestra fue dividida en 2 porciones, la primera parte fue observada e identificada en el
microscopio con base en el manual para la identificacién y medidas de gestién de Bonilla, 2009.

La segunda fraccidn de la muestra fue preservada en solucion lugol (10%) lo que permitio su
conservacién para un conteo celular en fechas subsiguientes.

7.4 Fase de estandarizacion
Eleccion de las muestras: Se seleccionaron 2 lagos de la Ciudad de México, Tezozémoc vy ,
Chapultepec el lago de Tezozémoc por tener predominancia en Microcystis y el lago de Chapultepec

por tener predominancia de Scenedesmus permitiendo una comparacion entre ambos organismos

gue habitan sistemas hipereutrdficos.
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Eleccion de la forma del contaminante: acido nitrico en vez de éxido de nitrégeno porque en lluvia
acida, el éxido de nitrégeno se convierte en acido nitrico; ademas, es mas sencillo de manejar el

contaminante en forma liquida.

Tamaiio y material del recipiente para el disefio de la unidad experimental: En un recipiente de
vidrio para evitar que reaccione con los acidos, en un frasco vial con tapdn de rosca que permite
actuar como sistema cerrado, mediante pruebas preliminares se seleccionaron viales de 8 ml porque
no se observo diferencia con respecto al frasco vial de 20 ml. Durante la fase de estandarizacion
debido al exceso de produccidon de oxigeno se llegaron a destapar, durante la fase experimental
estos fueron sellados con cinta. En un experimento anterior se pusieron agujas en los viales para ver
como reaccionaban al intercambio gaseoso, pero al hacer esto, solo sobrevivian 2 dias y morian las

cianobacterias

Cultivo en Z8: Se realizaron pruebas en el crecimiento de Scenedesmus sp y se observd que su

crecimiento era constante al ser cultivado en medio Z8.

Cantidad de acido: se utilizaron 2 pL porque esto permite que el pH no baje de 7 ademas de que
coincide con la Direccién de Monitoreo Atmosférico que es un mecanismo para informar a la
poblacién acerca de los niveles que alcanzan los principales contaminantes en la ciudad, donde se

uso el promedio de los minimos (~2 ppm de 6xidos de nitrégeno).

Para observar con mayor detalle la fase de estandarizacién ver el anexo 1

7.5 Fase experimental
Los experimentos se realizaron en frascos viales de 8 ml, la cantidad de 4cido afadida a cada vial

fue con base en el pH, cuidando que no bajara de un valor de 7 debido a que a un valor menor las

cianobacterias y cloroficeas no pueden sobrevivir, obteniendo, 2L de acido sulfuricoy 2uL de 4cido
nitrico (basado en la direccién de monitoreo atmosférico), una vez establecida se puso la cantidad
completa asignada en microlitros, la mitad de esa cantidad, la muestra directa con solo bicarbonato
(referido como grupo control 0), la muestra directa con 4ml de muestra directa del lago y 4 ml de

Z8 (control) y la muestra sola del lago ( muestra inicial) cada uno con 3 repeticiones.
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H,SO,+

H,S04 (uL) pH HNO3s(uL) pH HNOS(uL) pH
0 8.74 0 8.74 0 8.74
+1 8.8 +1 8.60 +1 7.69
+1 7.42 +1 7.4 +1 7.00

Tabla 1. Descripcién de la cantidad de pL usados para mantener un pH en promedio de 7

Los frascos viales se colocaron aleatoriamente en una bandeja, cercana a una fuente de luz con una
intensidad luminica de ~26.92 pmol m2s de fotones y que fue medida con el dispositivo Quantum
flux -Meter, modelo MQ-200. Las ldmparas se mantuvieron con 12 horas de luz y 12 de obscuridad.
Durante el proyecto, cada uno de los experimentos fue supervisado cada 24 horas. Esto hasta que
las cianobacterias y cloroficeas mostraron un ligero cambio de color (amarillo) que indicaba muerte

celular.
7.6 Analisis cuantitativo densidad celular

Para la determinar la densidad inicial de la muestra de Chapultepec, ésta se tomo directa del lago y
su posterior uso en los tratamientos. Para las muestras del lago de Tezozémoc se llevd a cabo un
tratamiento diferente que se describe a continuacioén: para excluir colonias de Microcystis se filtré
la muestra en una red con apertura de malla de 50um; a pesar de esto las colonias contenian mas
de 100 células asi que se separaron con el sonicador (Ultrasonic LC 30 H a base de agua), la muestra
fue sonicada durante 1, 2, 5, 10 y 15 minutos. El mayor periodo de sonicacién fue el de 15 minutos,
en el cual las cianobacterias quedaban agrupadas en grupos de 10 células por colonia. Se hizo el
conteo de todas las celdas de la cdmara con un factor de multiplicacién de 10 para Scenedesmus y

10° para Microcystis por la diferencia de densidad celular en cada uno de los lagos.
6.7 Determinacion de la concentracion de Clo-a.

Se procesaron las muestras con base en el método indicado por Chorus (1999). Al finalizar el
experimento las muestras fueron filtradas, aplicando vacio, con filtros Whatman de 47 mm de
apertura. Una vez que la filtracién se completd, se les adiciond a las muestras 5ml de acetona
posteriormente se mantuvieron envueltas con papel aluminio para protegerlas en la obscuridad y a
temperaturas de congelacion a -4° por 24 horas, finalmente se midio |la absorbancia por medio del

flourémetro (Turner Designs Instrument modelo 720-000).
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Figura 7. Preparacion de las muestras para analisis de Clorofila-a

7.8 Determinacion de cianotoxinas

Se procesaron las muestras mediante el método de congelacidon- descongelacidon-sonicacion

(UNESCO, 2009). La congelacion de las muestras fue a 0° C, después se descongelaron y se sonicaron

durante una hora en un equipo Ultra Sonic LC 30 H a 50 hzt. Este procedimiento se repitié 3 veces.

Finalmente se hizo la prueba de ELISA para determinar la cantidad de microcistina presente en los

dos diferentes lagos. Para llevar a cabo esta prueba se siguieron los pasos marcados por EnviroLogix,

QualiTube™ Kit For Microcystin.

8. Diagrama de flujo del diseiio experimental
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Figura 8. Diagrama de flujo del disefio experimental
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Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza (por sus siglas en inglés ANOVA) para ver si existia diferencias
significativas entre cada uno de los tratamientos; acido nitrico, [/4] de acido nitrico, acido sulfurico,
[%4] de acido sulfurico, acido nitrico y sulfurico y el grupo control. Se hizo el andlisis estadistico con

el programa de Sigma Plot 11.
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9. Resultados
9.1 Densidad celular

Se realizd un conteo de la densidad celular de M. panniformis y se compard con los demas
tratamientos, su efecto en temporada de lluvias y secas, asi como su relacién con la cantidad de

microcistinas en cada uno de las temporadas y tratamientos.

En la representacion gréfica (Gréfica 1) del conteo celular de M. panniformis hubo valores diferentes
entre todos los tratamientos (diferencias significativas), se observd que el tratamiento que tuvo
mas variacion entre todos, fue el de la combinacién de ambos acidos que aumenta en un 50% las
células con respecto al control. Simultdneamente los procesos que tuvieron un comportamiento
diferente al grupo control fueron el de [1] HNOs y el de [}4] HNOs; + H,NO4 con 45% menos células.

Entre el grupo inicial y el control hubo una diferencia aunque menor a la de los demas tratamientos.

I |nicial
kzz2 Control
B [0]Control

Densidad celular M. panniformis B [1/2IHNO,
50 BER [1JHNO,
g [ [1/2]HNO,+H,SO,
[ [1]HNO,+H,SO,
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S 10F e
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Tratamientos
Grafica 1. Conteo celular de Microcystis panniformis con respecto a los tratamientos en el lago de

Tezozémoc. Las letras del alfabeto localizadas arriba de las graficas representan las diferencias o
semajanzas entre cada tratamiento.
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De acuerdo al conteo celular de Scenedesmus sp. (Grafica 2) las muestras varian entre si. El
tratamiento donde hubo un aumento importante de células fue el de la concentracién mayor de
acido nitrico, con un valor hasta de un 100% con respecto al control. A la mitad de la concentracion
de ambos acidos se tuvo un incremento en el nimero de células de aproximadamente el 80% con
respecto al control. Por otra parte el tratamiento que tuvo un efecto desfavorable fue el de la
concentracién media de acido nitrico con un decremento del 15% con respecto al control. Los

tratamientos restantes no tuvieron una diferencia considerable con respecto al grupo control.

Densidad celular Scenedesmus sp.

35 E nicial
w2 Control
BN [0]Control

~ 30} d B [1/2]HNO,
% B8 [1]HNO,
% i . [ [1/2]HNO,+H,SO,
D [mm [1]JHNO,+H,SO,
<
S 20Ff
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Al
£ 15}
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ge] b
5 10F a
‘0
c
()
O st X
0

Tratamientos
Grafica 2. Conteo celular de Scenedesmus sp. con respecto a los tratamientos en el lago de Chapultepec,

valores mostrados con promedios (t). Las letras arriba de las graficas corresponden a las similitudes o
diferencias entre cada tratamiento.
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9.2 Compracion entre la densidad celular

En la grafica 3, los grupos iniciales en los dos organismos empiezan con un valor semejante; sin
embargo, en presencia de los diferentes tratamientos, el acido nitrico afecté positivamente el
aumento del nimero de células en el lago de Chapultepec, seguido de la concentracion media de la
combinacion entre HNOs; y HoNO4. Scendesmus sp.comparado con M. panniformis muestra una

respuesta positiva en el aumento de nimero de células en cada uno de los tratamientos.

Densidad celular de Microcystis panniformis
y Scenedesmus sp.
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Grafica 3. Comparacion entre el nimero de células de los dos lagos a estudiar y los tratamientos, los valores

se muestran con desviacion estandar.
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9.3 Comparacién densidad celular por temporadas (secas/lluvias)

En la grafica 4 se observa la comparacion entre dos temporadas del afio enfocados en la diferencia
entre secas y lluvias; y también comparandolas entre los dos lagos con diferentes caracteristicas;

Microcystis panniformis para Tezozdmoc y Scenedesmus sp. para Chapultepec.

Densidad celular Microcystis panniformis
por temporada
14 1

B8 Secas
HEEE Lluvias

Densidad celular (1><105)

Densidad celular por temporada
en Chapultepec
12 1

EEEE Secas
EEEEE |ludas

10 4

Densidad celular (1x10%)
(2]

Scenedesmus sp.  Scenedesmus sp. Microcystis panniformis

Especies

Grafica 4. Densidad celular en las época de lluvias y secas, en los lagos deTezozdmoc y Chapultepec

El crecimiento celular fue considerablemente mayor (100%) en época de lluvias (junio) que en la
época de secas (abril) en Tezozomoc donde la cantidad de Microcystis panniformis fue de hasta
600,000 células mas; sin embargo, en el lago de Chapultepec solo se encuentra en la temporada de
[luvias y en una cantidad considerablemente menor a la del lago de Tezozémoc, esto es 109,200
células menos. En contraste, los valores asignados para determinar el nimero de células cambia de

acuerdo al lago, quedando 10* para el lago de Chapultepec y 10° para el lago de Tezozémoc.
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9.4 Concentracion de microcistina

En la tabla 1 se muestra la concentracion de microcistina, atribuida a Microcystis panniformis, con
los tratamientos. En ésta no se muestran valores de microcistina ya que sélo se registré la presencia
de cloroficeas, las cuales no contienen esta cianotoxina, ademds se hizo el analisis en época de
lluvias y secas, la primera temporada muestra valores de microcistina porque en esa temporada si

estaba presente Microcystis panniformis.

En la tabla 2, con respecto al control, el valor mas significativo fue el de la concentracidn alta de
acido nitrico, con un incremento del 3%; sin embargo, donde se encontré una menor cantidad de
microcistina fue en el tratamiento de la combinacidn de acidos, con un 37 % menos de microcistina.
Finalmente se realizé la prueba sobre temporadas, donde el valor mas represantivo fue el de la

época de Iluvias con un 86% mds de microcistina.

Tratamientos Concentracion de microcistina pg/L Desviacion estandar ()
Inicial

[0] Control

[1/2] HNOs

[1] HNO3

[1/2] HNO3+H2S04
[1] HNO3+H2S04
Secas

Lluvias

GUO OO0 oo oo
OO OO OoOOo o o

N

Tabla 1. Concentracion de equivalentes microcistina presente de Microcystis panniformis en el lago de
Chapultepec

Tratamientos Concentracion de microcistina pg/L Desviacidn estandar (t)
Inicial 2.06 0.07
[0] Control 2.66 0.03
[1/2] HNO3 2.55 0.02
[1] HNO3 2.75 0.12
[1/2] HNO3+H2SO4 2.33 0.09
[1] HNO3+H2SO4 0.97 0.03
Secas 2.29 0.06
Lluvias 4.94 0.03

Tabla 2. Concentracién de equivalentes de microcistina, atribuida a Microcytis panniformis en el lago de
Tezozémoc.
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9.5 Relacidon entre Microcystis panniformis y microcistinas

La grafica 4 sirve para ilustrar la correlacidn entre la microcistina y los tratamientos, cabe resaltar
que donde se encuentra mayor cantidad de nimero de células (48x10°) es con el tratamiento [1]
H2NO4 + HNOjs pero la cantidad de microcistina decrece (1.0 pug/L) y donde la cantidad de células es

menor (13x10°) con el tratamiento [1] HNOs la cantidad de microcistina aumenta (2.7pg/L).

Relacion entre M. panniformis y microcistinas
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Grafica 4. Relacion entre el nimero de células y microcistinas presentes de acuerdo a los tratamientos en
Tezozémoc.

9.6 Relacion entre M. panniformis y microcistina de acuerdo con la temporada

Al igual que la grafica anterior, la grafica 5 muestra la correlacion entre el nimero de células y la
cantidad de microcistina presente en el lago de Tezozémoc y Chapultepec, adicionalmente la grafica
muestra las diferencias entre las temporadas de lluvias y secas. En ambos lagos la cantidad de células
presentes aumenta en época de lluvias, por otra parte es importante el hecho de que la cantidad de
microcistina presente en el lago de Chapultepec es considerablemente menor al del lago de
Tezozdmoc, esto se debe a los diferentes organismos presentes en cada lago, predominando en
Chapultepec Scenedesmus sp. a excepcion de la temporada de lluvias donde estuvo presente

Microcystis panniformis con su consecuente aporte de microcistina.
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Relacion entre M. panniformis y microcistina
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Grafica 5. Comparacion entre la densidad celular y la cantidad de microcistina en la época de lluvias y
secas

9.7 Analisis de varianza

Para el analisis de varianza se registro la densidad celular de Scenedesmus sp. y Microcystis
panniformis. Se detectd una diferencia significativa de la densidad celular en los dos lagos.

Fuente de variacion GL SC cM F P
Entre tratamientos
6 1803.429 300.571 870.621 <0.001
Chapultepec
Residual 21 7.250 0.345
Total 27 1810.679

Tabla 3. ANOVA una via de los tratamientos observados en densidad celular de Scenedesmus sp. de
Chapultepec. Gl=Grados de libertad, Sc=Suma de cuadrados, Cm=cuadrado medio, F=F-ratio
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Fuente de variacion SC cm

Entre tratamientos

i 6 3609.929 601.655 561.44 <0.001
Tezozémoc
Residual 21 22.500 1.071
Total 27 3632.429

Tabla 4. ANOVA una via de los tratamientos observados en densidad celular de Microcystis panniformis de
Tezozomoc. Gl=Grados de libertad, Sc=Suma de cuadrados, Cm=cuadrado medio, F=F-ratio

En el andlisis de varianza (Tabla 4) el valor de F es significativamente distinto de 1 por lo tanto se

rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias y queda confirmada que hay diferencias
significativas.

9.8 Cuantificacion de clorofila-a

Los resultados mostrados en la grafica 8, se refieren a la concentracidn de clorofila-a, presente en
el lago de Chapultepec, donde no hay diferencias significativas en ningun tratamiento. En cuanto a
la clorofila-a del lago de Tezozémoc, el tratamiento que tuvo diferencias significativas fue el de la
concentracidon media de 4cido nitrico. Los valores se muestran con desviacién estandar (%)

I Control

ez [0]Control

B [1/2]HNO,
Clorofila-a Chapultepec E=E [1]HNO,

80 == [L/2]HNO,+H,SO,

= [1]HNO,+H,SO,

Concentracion de clorofila-a (ug/L)

Tratamientos

Grafica 7. Cuantificacion de clorofila-a en lago de Chapultepec. Las letras del alfabeto encima de las

barras representan las diferencias y semejanzas entre cada tratamiento.
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Clorofila-a Tezozomoc
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ez [0)Control
&= [1/2]HNO,
E= [0]HNO,
@3 [U/2]HNO,+H,S0,
5 [1JHNO,+H,SO,

QD

Concentracion de clorofila-a (ug/L)

Tratamientos

Grafica 8. Cuantificacion de clorofila-a con respecto a los tratamientos en lago de Tezozomoc. Las barras
con letras del alfabeto representan la semejanzas o diferencias entre cada tratamiento.

9.9 Analisis de varianza clorofila-a

En el andlisis de varianza para los tratamientos de clorofila, el contraste entre los valores de las

medias es P=0.011, la cual no entra dentro del intervalo de confianza del 95% siendo que el valor es
mayor a 0.05.

Fuente de variacion GL sC c™m R P
Entre tratamientos 5 2091.145 418.229 3.765 <0.001
Residual 12 1332.919 111.077
Total 17 3424.063

Tabla 5. ANOVA de una via, de los tratamientos de clorofila en Scenedesmus sp. de Chapultepec
GL=Grados de libertad, Sc= Suma de cuadrados, Cm=Cuadrado medio, F=F-ratio.

28



Fuente de variacion GL SC M R P

Entre tratamientos 5 6426.232 1285.246 4,925 0.011
Residual 12 3131.431 260.953
Total 17 9557.663

Tabla 6. ANOVA de los tratamientos de clorofila-a celular (Microcystis panniformis) en Tezozémoc
GL=Grados de libertad, Sc= Suma de cuadrados, Cm=Cuadrado medio, F=F-ratio.
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10. Discusion

El presente trabajo se cuestionaba si el 6xido de nitrégeno, componente de la lluvia acida (como
acido nitrico en contacto con el agua), favoreceria la densidad de cianobacterias (Microcystis
panniformis) y de cloroficeas (Scenedesmus sp.) y a su vez aumentara la cantidad de cianotoxinas.
Ambos organismos son un problema en los lagos urbanos, considerado estos como oportunidades
recreacionales en la ciudad. Ademas de que ambos organismos son considerados cosmopolitas y

capaces de ser cultivados exitosamente en el mismo medio (Lurling, 2006).

Existen diversas hipétesis de la dominancia de las cianobacterias en los lagos eutréficos, destacando
la elevada temperatura del agua, la estabilidad de la columna del agua, diéxido de carbono, el pH
donde en condiciones de pH alto o bajo se ha observado una hidrdlisis lenta, siendo necesarias
aproximadamente 10 semanas a pH de 1, y mas de 12 semanas a un pH de 9, para la degradacion
de cerca del 90 % de la concentracidon total de microcistinas. (Lucena 2008), reserva de fosforo,
fuentes de nitrégeno etc., todos estos mecanismos han demostrado que afectan la dominancia de
las cianobacterias (Kardinaal & Visser, 2005; Nakamura et al., 2008) asi como la concentracion de
microcistina que esta correlacionada a los cambios de biomasa en la cianobacteria (Tonk et al.,
2005). La presencia de blooms tdxicos en lagos de la Ciudad de México se han reportado en afios
pasados como inusuales pero las condiciones en los lagos urbanos permiten su establecimiento
durante todo el afo (Arzate et al., 2010) tal es el caso de Microcystis panniformis, productora de
cianotoxinas y de Scenedesmus sp., ambos considerados organismos cosmopolitas capaces de
sobrevivir por medio de mecanismos de adaptacién (Lépez et al., 2011, Wang et al. 2013; Velschoor
et al., 2009). Sin embargo, puede haber otros factores que beneficien la presencia del fitoplancton,
como la lluvia y su composicién en la Ciudad de México (CDMX). Aun asi, es necesario determinar si
la presencia de las cianobacterias se relaciona con la composicién de las lluvias en la CDMX,

observando el cambio en los patrones de lluvia y su efecto en el fitoplancton.

Por otro parte la combinaciéon de otros factores fisicoquimicos influye en la sobrevivencia del
fitoplancton, como lo menciona Lane & Burris (1981) donde el pH es un factor que los organismos
acudticos como el fitoplancton son capaces de tolerar sus variaciones, por ejemplo, Scedesmus
quadrata puede regular el pH interno sin importar el pH exterior, manteniendo un valor neutro.
Huang & colaboradores (2002) observé que las cianobacterias Synechocystis sp. son acido-
tolerantes manteniendo el pH del citoplasma neutral. Por lo tanto, el valor de los acidos afiadidos

en este trabajo no fue nocivo, observando que en los conteos celulares se demostré un aumento
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del 30 % con el tratamiento de 0.16 pL de ambos &acidos, y una disminucion del 40 % con el
tratamiento de 0.16 uL acido nitrico. Los lagos donde se colecté el fitoplancton mantenian un pH
basico, por ejemplo, en el lago de Chapultepec donde se colecto Scenedesmus sp., el pH oscilaba en
8.74 y en el lago de Tezozémoc el pH fue de 9, donde se recolecté M. panniformis. En el laboratorio
se observd que al ser afiadidos los acidos nitrico y sulfurico, el pH bajé manteniéndolo neutral (7.0),
sin embargo posteriormente el pH se volveria alcalino (entre 8 y 10 dependiendo del tratamiento)
ya que al aumentar la actividad fotosintética de las cianobacterias el pH se eleva generando
condiciones alcalinas dptimas donde las cianobacterias crecen mejor (Lépez et al., 2004), el
aumento del pH alo largo del experimento pudo favorecer el aumento en la densidad celular de las
cloroficeas y cianobacterias. Jensen en el 2011 refiere que el pH varia dependiendo de la hora del
dia, empezando por un valor aproximado de 7 durante la noche y de 9.2 a 9.8 al medio dia, este
fenédmeno indica la presencia de largos periodos de actividad fotosintética. Lo antes mencionado,
Menéndez y colaboradores en el 2001 lo corroboran en la laguna de Toncada en el mediterraneo,

ahi el pH del agua fue de 8.3 a las 09:00 am y de 9 a las 17:00 durante el periodo estudiado.

Las emisiones de contaminantes en México no han podido ser regularizados (Mollinedo, 2006) pero
en otros paises como Hungria, Bélgica, Dinamarca, Suiza, Francia y Austria entre otros. A partir de
1970 ha sido un gran problema mundial y aun cuando, han disminuido hasta en un 79% las
emisiones de SOy (Seager, 2000) a partir de este mismo afio las emisiones de NOx han aumentado
gracias al aumento de la cantidad de automdviles (Benkovitz et al., 1996). El presente trabajo
cuestiona si el acido nitrico favoreceria la densidad de cianobacterias y cloroficeas, asi como la
cantidad de microcistina. Se encontré que al ser agregado el acido nitrico la cepa de Scenedesmus
sp. se favorecia en la concentracién media de 0.08pL de acido nitrico, registrando un valor mayor a
1.5x10* cel/ml, un 80% mas que el grupo control. Aunque estas concentraciones de acido nitrico
varian en la naturaleza, hay estudios donde en presencia de una concentraciéon de un agente
estresante, alguicida, la densidad disminuye, pero a una concentracién media se mantiene la
densidad (Wang et al., 2005). En el 2009 Gustafsson realizd un estudio con alguicidas en
cianobacterias (M. aeruginosa) encontrando que su exposicion a concentraciones mayores tenia un
efecto negativo, pero en concentraciones menores no lo tenia en ninguna forma, pues la membrana
juega un papel importante en mantener la integridad de la célula. Wu et al. 2006 plantea las células
al ser expuestas a un acido graso es cuando las toxinas actian directamente en las membranas
expuestas, causando un cambio en la estructura de las membranas, causando esto una alteracion

en la permeabilidad de la membrana que, aunque puede causar dafio no es letal.
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Al ser expuestas las cloroficeas al acido nitrico, a una concentracién mayor (0.16ul), la densidad
celular de las algas verdes se incrementd en mds de un 200%, en comparacién con las
cianobacterias, esto puede deberse a una dindmica compensatoria a la variacién de pH. Klug et al.

(2000).

Ademas, se queria determinar si al combinarse los acidos (sulfurico y nitrico) se favorecian alin mas
su densidad. En el laboratorio al ser mezclados ambos componentes de la lluvia 4cida, el valor de la
densidad celular aumenté a = 4.5x 108 que es un valor diferente y mucho mayor al de la cantidad de
células encontradas en campo (mayor a 1 x 108 de células) en época de lluvias ya que en campo

existen otras variantes que en el laboratorio se encuentran controladas.

En el lago de Tezozdmoc se determinaron mas de un millon de células de cianobacterias por mL en
época de lluvia, esto representa un nivel de alerta ALTO segun la guia de la OMS (Kay et al.2004),
con efectos adversos para la salud a corto plazo como irritaciones de la piel y enfermedades
gastrointestinales con incluso intoxicacidon aguda severa. Sangolkar et al. (2009) utilizan la misma
tabla de la OMS para analizar aguas recreacionales, donde observaron 20,000 células de
cianobacterias por mililitro. Aunque ésta tabla no mide densidad celular, esta relacionada a la
cantidad de cianotoxinas. El lago de Chapultepec es utilizado como lugar de recreacidn, lo que es
alarmante es que en la temporada de lluvias hay presencia de Microcystis panniformis, con ~6,000
cél/ ml de densidad celulary 2.79 pg/L de microcistina. Estos valores reportados de densidad celular
no corresponden al de la tabla de la Organizacién Mundial de la Salud como un nivel de alerta alto
(Lozano et al. 2008). Sin embargo los valores de microcistina son mucho mayores (2.79 pg/L) que
los encontrados en el lago de Tezozémoc, lo que nos indica que al haber mas cantidad de
microcistina en menor densidad celular, podria ser mas toxico, cabe destacar que la muestra fue
tomada a inicios de la época de lluvia, y de acuerdo a la curva de crecimiento en las cianobacterias,
aun habiendo un factor favorable, los organismos no aumentan su densidad instantdneamente
(Rivera et al., 2017), si se toman muestreos durante toda esta temporada se esperaria que los
valores aumentaran, ya que las células de Microcystis son mas tdxicas a una cierta tasa de
crecimiento, independientemente del factor que influye en el mismo (van der Westhuizen & Eloff,

1985).

En el lago de Chapultepec la ausencia de Scenedesmus sp. en época de lluvias puede ser atribuido a
la dominancia de cianobacterias que encuentran en esta temporada condiciones favorables, esto es

corroborado por Kotak et al. que en el 2000 mencionan que los cambios en la abundancia del
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fitoplancton son atribuidos a los cambios en la abundancia de Microcystis. La biomasa de Microcystis
y la produccién de toxinas, como las microcistinas, pueden reducir la abundancia de otros grupos
de fitoplancton como las algas verdes (Kearns & Hunter, 2001). Aunque en estudios anteriores la
microcistina ha sido reportada por tener efectos adversos en algas verdes Mohamed en 2008
demostré que Scenedesmus quadricuada induce la produccién de un polisacarido que las protege a
si mismas del estrés oxidativo producido por la toxina y que este polisacdrido incrementa con el
aumento en la concentracion de microcistina en el medio, lo que no fue el caso de Scenedesmus en
el lago de Chapultepec en temporada de lluvias, la densidad celular de M. panniformis fue mayor,
comparado con un estudio en afios anteriores (2010) en el que Vasconcelos y colaboradores
realizaron un analisis en cuerpos de agua eutrdficos (lago de Chapultepec) encontré de igual manera
M. panniformis con una densidad celular de ~4,000 cel/ ml, siendo mucho mayor la densidad celular

encontrada en los datos de este trabajo.

Podria estar relacionada la precipitacion como un posible factor en el incremento del nimero de
células en este tipo de lagos, que en época de lluvias aumentan su densidad celular y la cantidad de
microcistina, pero no siempre existe una relacién entre ambas. Como en los organismos utilizados
en este estudio que se esperaba que se vieran favorecidos tanto en la densidad celular como en la
cantidad de microcistina, pero no hubo una relacidon de proporcion. En los resultados del lago de
Tezozédmoc la cantidad de microcistina fue de 4.94 pg/L y una densidad celular ~12x10° cel/ ml en
época de lluvias. Un patrdn similar se observé en Toledo, Ohio en la temporada de lluvias (2017 US
Climate data) donde en esa temporada aumenta el nimero de células, pero la cantidad de
microcistina es menor. Rinta-Kanto et al (2009) refuta esta observacion en el lago Rotorua, Nueva
Zelanda que en el evento mas extremo de lluvia coincide con la rapida disminucion de la biomasa
de las cianobacterias (Wood et al, 2017). En Arabia Saudi se demostro la extensa ocurrencia de
microcistina a partir de blooms de Microcystis aeruginosa en temporada de lluvias (Al- Sherhi, 2010),
asi mismo en el lago Miggelsee en Alemania se sefiala una relacidon negativa entre la microcistina
contenida por unidad de volumen de Microcystis (Welker et al., 2003); en un trabajo similar en el
lago Furnas, Archipielago de Anzores, se observé que en época de lluvias existe una mayor cantidad
de microcistina en comparacién con la densidad celular, atribuido a la acumulacién de
cianobacterias muertas en los sedimentos después de un bloom significativo, ya que la biomasa de
estas cianobacterias podria seguir liberando toxinas en el agua hasta después de 4 meses después
de que los blooms que alcanzaran su maxima densidad (Santos & Pacheco, 2012). En el lago

Krugersdrift en Africa se obtuvo que mientras menor fue el crecimiento celular mayor era la
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toxicidad, y se veia afectada positivamente con el incremento del pH (Oberholster et al., 2010). La
lluvia nos permite ver su influencia en la biomasa de las cianobacterias y la concentracidn de

microcistinas.

En el lago de Tezozdmoc, la mayor cantidad de microcistina (2.75ug/L) se relaciona con la densidad
celular de 19,000 cel/ml, esto se observé con la concentracidn completa de acido nitrico; por otro
lado, se observd que en la mezcla de acidos existe una mayor cantidad de células (1x10°8) y la
cantidad de microcistina es menor (1 pug/L). De igual manera Song et al. (1998) muestra una relacion
no clara entre el crecimiento y la produccién de microcistina. Un comportamiento opuesto se
reporta en Dianchi en China, en donde la concentracién de microcistina en el lago incrementé
proporcionalmente con la cantidad de Microcytis (Zhu, 2014). Vézie et. al en el 2002 encontrd que
las microcistinas no son esenciales para el crecimiento de Microcystis, pero algunas diferencias han
sido observadas con respecto a la relaciéon de microcistina y densidad celular en las que se encuentra
una mayor cantidad de microcistina en condiciones favorables para el crecimiento (Watanabe et al,

1989).

En el lago de Chapultepec hay dominancia de la cloroficea Scenedesmus sp. y no hubo registro de
microcistina con excepcidon de la temporada de lluvias. Es conocido que después del declive de las
floraciones de cianobacterias, las algas verdes se vuelven dominantes (Sedmak & Kosi, 1998). En un
experimento se afiadié agua extraida de un florecimiento anterior de cianobacterias a un cultivo de
Scenedesmus donde se duplico la densidad en la presencia de microcistina, las toxinas actian como
estimulador del crecimiento para especies como Scenedesmus cominmente presente en los blooms
de cianobacterias (Sedmak & Kosi, 1998). En un lago artificial de Florida en un monitoreo de un afio,
el nimero de cianobacterias y algas verdes a la par superaban 10,000 células, pero los niveles de
microcistina se mantenian ~0.05 ug/L (Szlag et al., 2015). Maske et al.en el 2010 en Nagpur India,
trabajaron en lagos urbanos con constantes actividades humanas, analizaron la densidad de
cloroficeas y cianobacterias, observando que Microcystis podria jugar un rol alelopatico responsable
de su dominancia afectando la diversidad del fitoplancton. El incremento de la densidad de

Microcystis fue durante el verano que resulto en un bloom durante el post-monsén.

Con respecto a la clorofila-a, en este trabajo no se encontré relacion entre la densidad celular de
Microcystis panniformis y los valores de clorofila, correspondiendo a estudios previos donde no
existe una correlacion entre la clorofila-a y los valores medios de densidad cianobacterianas (Zimba

& Thomson, 2002). En los lagos considerados hipertréficos, los promedios de clorofila-a exceden los
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100 mg/m? anualmente, ademas de exceder los 700 mg/m? durante los blooms (Zimba & Gitelson,
2006). Estos sistemas son muy diferentes de los mesotréficos-eutréficos, donde la clorofila-a y la

materia organica suspendida son mucho menores.

La importancia de la lluvia en los blooms de cianobacterias en México se observa en los registros de
CONAGUA donde la cantidad de lluvia representada en milimetros (mm) ha disminuido al paso de
los afios, desde su registro en junio del 2014 con 180 mm, a junio de 2017 con 100 mm, esto significa
gue mientras haya menos lluvias, habrd una mayor concentracién de dxidos de nitrégeno en la
atmoésfera, que guiado con la direccién de monitoreo atmosférico en el afio presente, los valores
han aumentado con registros maximos por arriba de 150 ppm, de suma relevancia pues la lluvia
barre con los contaminantes en el aire que se precipitaran a los cuerpos de agua de la ciudad y si la
lluvia favorece la densidad celular, con el paso del tiempo la cantidad de cianobacterias serd mucho

mayor al igual que la cantidad de cianotoxinas.
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11. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos la concentracién completa de acido nitrico (0.16 pL)

favorece el crecimiento de Scenedesmus sp.

Al combinarse los acido nitrico y sulfurico, en la concentracién mayor (0.16 uL), se afecta de

manera positiva la cantidad de células.

La densidad celular varié de acuerdo al tratamiento de ambos acidos, aplicados en el
laboratorio (4.5x 10°) y la muestra tomada en las zonas de muestreo en época de lluvias
(1x10°), siendo mayor la muestra del laboratorio por lo que otras variables pueden

interactuar en la temporada de lluvias.

No se observd una relacidon proporcional entre la densidad celular y la cantidad de

microcistina.

En el lago de Tezozdmoc se determiné una cantidad mayor de 1x10° células en temporada
de lluvias que representa un nivel alto de acuerdo a la escala establecida por la OMS,
ademas de que, aunque en la misma tabla no se menciona la presencia de microcistina, en
el lago de Chapultepec aunque existe una menor densidad celular (.006x10° cels) |a cantidad

de microcistina fue mayor (2.79 pg/L)

Se recomienda analizar mds componentes de la lluvia dcida que puedan afectar la cantidad
de microcistina ademas de tomar medidas precautorias en la ciudad, el dafio que provocan
las cianobacterias y microalgas en los lagos recreacionales pueden no ser no tan relevantes
por ahora, pero si sigue aumentando la contaminacidon atmosférica y la de los cuerpos de
agua, el dafio pasara a ser en las aguas de consumo humano, generando un riesgo para la

poblacién.

Se recomiendan trabajos posteriores con otros componentes de la lluvia acida para

determinar su influencia en los cuerpos de agua.
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13. Anexo 1
Unidad experimental

Bicarbonato
(0.4 gramos)

8 ml

Chapultepec

Eleccion de las muestras

a. Recoleccién de muestras de agua en 5 lagos de la Ciudad de México (Madin, Tldhuac,
Xochimilco, Tezozdmoc, Chapultepec)

b. Al final solo se conservaron las muestras de los lagos de Tezozdmoc y Chapultepec porque el
primero tiene cianobacterias y el segundo cloroficeas lo que permitiria la comparacion entre
ambos lagos.

d. Se identificaron colonias de Microcystis panniformis en el lago de Tezozdmoc y Scenedesmus sp.
en el lago de Chapultepec, se mantuvieron en medio Z8 de manera liquida en donde Scenedesmus
sp. no se vio afectado.

Eleccion de la forma del contaminante

a. Primero se pensd que la mejor forma de correr el experimento era con 6xido de nitrégeno de
forma gaseosa, se hicieron pruebas con acido nitrico y cobre que al reaccionar generan éxido
de nitrégeno. Sin embargo, el segundo contaminante (6xido de azufre) requeria ser comprado
pero el precio era elevado, asi como las cantidades que se tenian que comprar, por lo que fue
descartado.

Imagen 3. Pruebas
de estandarizacion
con 4cido nitrico
(reaccién de cobre
y acido nitrico)
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Figura 5. Pruebas de estandarizacion con acido nitrico para determinar si estaria presente de forma
gaseosa en los grupos experimentales

A pesar de las pruebas de estandarizacion surgié una incégnita, el como se mantendria el
6xido de nitrégeno y azufre contenidos en un recipiente, de manera constante y que todas las
muestras tuvieran una cantidad similar de este contaminante. Se pensé poner en un toper
(18x22 cm) recipientes con las muestras e inyectar el contaminante de forma gaseosa por un
orificio ubicado en una parte central del toper. La idea fue descartada ya que el plastico de los
mismos podrian causar una reaccién con los acidos y asi modificar los resultados, ademas de
gue no se podia medir la cantidad de acido presente en cada muestra.

- _ s
= -] =
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Figura 6. Diagrama prueba de estandarizacion con acido nitrico gaseoso y el toper de plastico

Tamaio y material del recipiente para el disefio de la unidad experimental

Primero se optd por vasos pequefios de plastico, pero podrian reaccionar los dcidos y con la
microcistinas de las cianobacterias por lo que fue descartado el plastico

Se pasd a usar unos vasos de vidrio que su capacidad de almacenamiento es de 50 ml por
vaso, para evitar que se hicieran conglomeraciones de cianobacterias en los vasos ademas de
ver su comportamiento en diferentes concentraciones, se hicieron pruebas con la muestra sin
ninguna modificacion, al 50% y al 10% (50% de muestra/50% de Z8 y 10% de muestra y 90% de
Z8) pero sin importar su concentracién la muestra se evaporaba en 3 dias aun estando tapadas
con aluminio.

Se hizo una ultima prueba para determinar el recipiente con frascos viales de 8 y 20 ml, la tapa
de estos frascos permitia que actuaran como sistema cerrado. Se observaron por una semana,
tiempo que permanecieron las muestras vivas; obteniendo resultados similares, se decidié que
se utilizarian los frascos viales mas pequefios debido a que es de facil manipulacién. Por otro
lado, se sonicaron para ver como reaccionaban las cianobacterias, pero cambiaba su fisiologia
desfavorablemente, las muestras a las que les seria aplicado el tratamiento en la fase
experimental no serian sonicadas con anterioridad.

Cantidad de acido por recipiente

La cantidad de acido fue basado en el pH donde no bajara de 7 obteniendo 2L de acido
sulfurico y 2ul de acido nitrico, (debido a que si se ponia mas acido las cianobacterias y
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cloroficeas no sobrevivian mas de 3 dias). Una vez establecida la cantidad del acido se puso la
cantidad completa asignada en microlitros (2pl), la mitad de esa cantidad (1pL), la muestra
directa del lago con solo bicarbonato (0.4 g) y la muestra directa del lago, cada uno con 3
repeticiones. Esto en ambos lagos

Para determinar la cantidad de acido que seria agregado a cada tratamiento, se basé en la
Direccidon de Monitoreo Atmosférico que es un mecanismo para informar a la poblacion acerca
de los niveles que alcanzan los principales contaminantes en la ciudad, esta informacién
funcioné como base para los grupos experimentales, donde se usé el promedio de los
minimos (aproximadamente 20 ppm) registrado en la Ciudad de México, segun la delegacidn
pertinente, ademas de tener en consideracién que la cantidad de pH no baje de 7.

Fue adicionado bicarbonato de sodio como fuente de carbono para la fotosintesis.

Cantidad de bicarbonato

Se realizaron 3 pruebas en una semana para determinar la cantidad de bicarbonato que seria
anadida, en las cantidades de 0.1 y 0.2 gramos no se observé diferencia entre la muestra sin
bicarbonato. La cantidad de bicarbonato se duplico a 0.4 g suficiente para observar
crecimiento en la fase experimental.
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