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RESUMEN

La contaminacion atmosférica es un fenomeno importante en todo el mundo, sin
embargo, en México debido al desarrollo urbano aunado al relieve que rodea la Zona
Metropolitana del Valle de México, esto representa un papel influyente en ambientes
terrestres y acuaticos (disminuyendo el pH y alterando el contenido de elementos
disponibles), cuando contaminantes como SO2, NOx y CO2z entran en contacto con
altas cantidades de humedad, formando la denominada lluvia acida. Se conoce poco
sobre el efecto que la precipitacion acida pueda tener sobre las poblaciones de
fitoplancton, pero se ha observado que los “blooms” de cianobacterias son
permanentes a lo largo del afio. Se muestrearon dos lagos de la Ciudad de México
(Chapultepec y Tezozdémoc), con énfasis en las especies Scenedesmus sp. Yy
Microcystis panniformis. Se determinaron la densidad celular, clorofila-a y sintesis de
microcistinas, en cuatro concentraciones (0.19, 0.39 mM H2SO4 y 0.09/0.1, 0.19/0.2
mM H2SO4+HNO3) en dos temporadas (secas y lluvias) para corroborar los datos
obtenidos de la experimentacién. El tiempo de incubacion experimental consistié en 8
dias bajo luz fluorescente. Segun los resultados Scenedesmus sp. tuvo el mayor
aumento en la densidad celular con una concentracion 0.19 mM de H2SO4 (de un valor
inicial de 0.8x10° células/mL a 3.6x10° células/mL), mientras que Microcystis
panniformis lo presentd en la concentracion [0.19/0.2] de los &cidos combinados. Se
observé un aumento duplicado entre las temporadas de secas y lluvias en el Lago de
Tezozomoc, mientras que en el Lago de Chapultepec existié un registro de Microcystis
panniformis en lluvias. En cuanto a la concentracion de microcistinas Chapultepec no
presenté valores excepto en temporadas de lluvias, Microcystis panniformis obtuvo los
valores mas altos en la concentracion [0.19] del tratamiento con H2SOa.
Experimentalmente no se indujo la sintesis de Microcistina-LR con los &cidos
combinados y al ser esta la forma en la que se suelen encontrar en la lluvia acida se
deduce que son otros componentes los causantes de su aumento en temporada de

lluvias, por lo cual se propone que estudios posteriores se enfoquen en ello.

Palabras clave: Cianobacterias, cloroficeas, contaminacion atmosférica, lluvia acida,

microcistinas, lagos urbanos.



INTRODUCCION

El agua es un recurso de suma importancia e imprescindible, no solo los humanos
dependemos de su accesibilidad, el agua representa el principal elemento para que se
lleven a cabo todos los procesos naturales y metabolicos de los organismos (Chaplin
2001, 2006). Cubre aproximadamente un 75% de la superficie de la tierra y tan solo
en el mediterrdneo se encuentran en promedio unas 17,000 especies marinas (Coll,
2010), que en su totalidad son aproximadamente 11 millones de especies (Chapman,
2009) y todas dependen del agua para subsistir. En sumatoria, la mayor cantidad de
agua se ubica en los océanos (97.5%), mientras que solo un 2.5% es agua dulce, de
la cual 69.5% se encuentra en glaciares y permafrost, y 0.3% esta en lagos y rios
(Shiklomanov, 1998) la cual queda disponible para el uso humano.

La mayor parte de este recurso se encuentra ubicado en seis paises: Brasil, Rusia,
Canada, EE.UU., China e India. Pero debido a las modificaciones que ha causado la
humanidad (manipulacion de los grandes flujos de agua, presas de almacenamiento,
drenaje de humedales, etc.) y las formas de uso (agricultura, doméstico, drenaje, etc.),
junto con el crecimiento urbano y demografico exponencial, se ha venido limitando la
cantidad de agua disponible para uso y consumo humano y aun no se han cuantificado

totalmente los impactos biolégicos que esto representa (Toledo, 2002).

En México, el tema del agua puede abordarse desde varios puntos de vista, uno de
ellos es que la disponibilidad de dicho elemento ha causado conflictos dentro del pais.
Debido a malos manejos en la distribucién y cuidado del agua, sumado a un
incremento en la densidad poblacional y el desarrollo urbano, genera un aumento en
la demanda de la cantidad del liquido en su forma potable (Becerra, 2006). Si a la
escasez y demanda excesiva se le asocia que, de los 653 mantos freéaticos
disponibles, 101 se encuentran sobreexplotados (CNA, 2003), y algunas otras fuentes
de agua dulce pueden encontrarse en condiciones de mala calidad o contaminarse por

fuentes difusas, el problema se vuelve cada vez mas dificil y abrumador.

Desde 1990 se han registrado datos publicos sobre la calidad del agua, pero las formas
de medicion han variado a lo largo del tiempo, lo cual ha hecho que se dificulte

observar como ha evolucionado la condicion del agua (Jiménez, 2007). En varios
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casos esto solo se mide por la cantidad de materia organica, pero los causantes de
contaminacion también pueden ser los desechos urbanos e industriales, lixiviados de
la agroindustria y de minas, la erosion, derrames de sustancias toxicas (accidental o
intencional), los efluentes de plantas purificadoras, los subproductos de los procesos
de depuracion, la ruptura de drenajes y el lavado de la atmésfera, entre otros (Jiménez,
2001).

El lavado atmosférico se entiende como la precipitacion de los contaminantes que ahi
se encuentran, en este sentido México ha sido reportado como uno de los paises que,
junto con Tokio, MilAn y Moscu entre otros, ha presentado altos niveles de
contaminantes del aire (Dockery, 1996; Vallejo, 2003). La contaminacion atmosférica
también puede ser llamada en general “SMOG”, que es una combinacion de Didxido
de Carbono (CO2), Mondxido de carbén (CO), Dioxido de Nitrégeno (NO2), Oxidos de
Nitrogeno (NOx), Dioxido de Azufre (SOz), Trioxido de Azufre (SOs), entre otros
(Langman, 2003). La principal fuente de emision natural de Diéxido de Azufre son los
volcanes, pudiendo liberar hasta 20 + 6 Mt (Megatoneladas = 20x10° kg) de SOz a la
atmosfera, como se calcul6 en la explosion de 1342, que durd 9 horas (Bluth, 1992).
Pero en la actualidad las principales fuentes de emisiones de SOz son de origen
antropogénico, provenientes de la combustion de hidrocarburos en los automoviles y
el sector Industrial. Se puede encontrar de forma gaseosa 0 aerosol, de lo cual existen
registros desde 1850, mostrando un aumento desde esa fecha y una disminucion a
partir del 2005, variando en diversas localidades en el mundo (Smith, 2011; Klimont,
2013).

Es dificil encontrar estos contaminantes atmosféricos de forma aislada, cominmente
se encuentran mezclados o como agregados (Castro, 2003). Debido a la naturaleza
de las emisiones mas comunes (combustion de hidrocarburos) el SOz y los NOx suelen
encontrarse de forma compuesta, es decir, como conjugacion de varios contaminantes
en una sola acumulacién de particulas gaseosas. Estos pueden entrar de manera
natural al ambiente marino o lacustre como consecuencia de la deposicion
atmosférica, la escorrentia superficial y subterranea, al entrar en contacto con otros

elementos como el H20, OH y O3 (Camargo, 2007), como es el caso del Dioxido de



Azufre que, al estar en contacto con altas cantidades de humedad, forma compuestos
acidos (Acido sulfarico = H2S04) y en los Oxidos de Nitrogeno (Acido nitrico = HNO3)

dadas las siguientes reacciones:

3S02+ 03— 3 S0O3 3 NO2 + H20 — 2 HNOs + NO
SO3 + H20 — H2SO4 y  NOx+ H20 — HNOx

La precipitacion de esta combinacion (lluvia acida) no solo incrementa la disponibilidad
de NOs y SOuq, sino que también la cantidad de H*, esto acidifica el ambiente, y se ha
visto que tiene efectos como disminuir la capacidad de neutralizacion del acido y al
mismo tiempo disminuye la diversidad y abundancia de los organismos acuaticos, por
la disminucién de calcio y la pérdida de nutrientes en cationes (Driscoll, 2003).
También se ha observado que aumenta los niveles de aluminio, lo cual puede ser
mortal para la vida acuatica, debido a que interfiere en la deposicién normal del calcio
e irrita las branquias de los peces que, como respuesta secretan una mucosa que
ocasiona muerte por asfixia (Ramirez, 2008). El acido afecta directamente a las hojas
de los vegetales, despojandolas de su cubierta cerosa y causando lesiones que alteran

la accion fotosintética (Garcés, 2004).

Los efectos de la lluvia acida fueron ampliamente estudiados en los afios 70’s, tanto
en ambientes terrestres como acuaticos, esto debido a las emisiones Industriales por
parte de plantas de poder y fundidoras, ademas las Industrias tuvieron un mayor auge,
alcanzando lluvias con pH entre 2.0 y 3.0 (Glass, 1979). Experimentalmente se
reportaron cambios remarcables en la calidad del agua y flora (desaparicion de una
especie comun Littorella uniflora y el aumento de dos especies dominantes), ademas
se encontrd que las concentraciones de Ca, Mg, Fe, Mn, Al, Cd y Zn se incrementaron

como resultado de la acidificacion (Schurkles, 1987).

Para que se lleve a cabo la precipitacion acida es necesario tener altas cantidades de
contaminantes; sin embargo, no solo se tienen afectaciones locales. Existen reportes
gue indican que las emisiones pueden viajar lejos del lugar de origen, como se observa
en los datos registrados por el Instituto Nacional de Investigacion Ambiental de Corea
(NIER, 2004), donde se reporta que una cantidad de mas de 94,000 toneladas de SO:2

fueron depositadas en el pais y que fueron emitidos en China. Dependiendo del tipo



de creacion del contaminante y el alcance que pueda tener (en un gradiente vertical)
la emision del SOz, asi como las condiciones ambientales del lugar, este puede
dispersarse desde unos metros hasta varios Kilometros, pudiendo llegar hasta otros
paises lejanos al pais productor (Carmichael, 2003, Lu, 2011; Manzur, 2013).

Como comparacion, la Ciudad de México, ubicada al Sur del Valle de México, se
encuentra rodeada por las sierras de Monte Alto, Ajusco, Monte Bajo y Las Cruces, al
igual que por la Sierra Nevada y la Serrania de Chichinauhtzin, que tienen una altura
promedio de 1000m (Vallejo, 2003). Al observar su topografia la contaminacion
atmosférica representa un papel ain mas importante que en otros lugares, el relieve
impide que los gases se dispersen libremente y en su mayoria quedan contenidos
dentro del Valle (Molina, 2002. Véase figura 1 y 2). Dependiendo de las actividades
realizadas por la poblacién, la dinamica de particulas y concentracion de
contaminantes tienen una variacion importante a lo largo del dia y se pueden
establecer los meses y horas con la mayor concentracion de SOz en la atmésfera

(Vazquez, 2012; Direccién de Monitoreo Atmosférico, 2017).

~ PPB
= Figura 1. Dispersion de los
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Figura 2. Distribucion espacial de gases de efecto invernadero en Zona Metropolitana del Valle
de México. Secretaria del medio ambiente (SEDEMA, 2012).

Como se menciond en los parrafos anteriores el SO2 es uno de los principales
componentes de la contaminacion atmosférica y se encuentra en altas cantidades.
Esto tiene como consecuencia que la precipitacion pueda contener altas cantidades
del compuesto, dependiendo del tiempo que ha estado en la atmdsfera sin que este
haya sido depositado. Se han reportado valores maximos de 121 ppm de SOz en enero
del 2017 (DMA, 2017). En ese mismo afio las primeras lluvias se reportaron en marzo
(18.1 mm) y el mes con mayor precipitacion correspondio a julio (101.7 mm), segun

valores reportados por el Servicio Meteorolégico Nacional (SMN, 2017).

Debido a esto, los lagos denominados como urbanos, que se encuentran dentro de la
Zona Metropolitana del Valle de México sufren de una alta presion en cuanto a la
precipitacion de estos contaminantes. Se han reportado lluvias con pH de 5.2 en el
Desierto de los Leones y de 5.3 en Zoquiapan (Pérez, 2006). La respuesta por parte
de estos sistemas varia dependiendo de muchos factores, una de ellas es la capacidad
intrinseca que tienen para amortiguar el cambio de pH. Aun tomando esto en cuenta
se presentan variaciones en la cantidad de iones, alcalinidad, pH y color del agua

(Armienta, 2008; Hongve, 2004). Estos cambios al ambiente pueden tener efectos
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sobre los organismos presentes, entre ellos se encuentran las microalgas (cloroficeas)

y las cianobacterias.

Las cloroficeas son organismos eucariontes que conforman el denominado
fitoplancton, son fotoautotrofas por lo que realizan fotosintesis. Representan una gran
importancia en la red tréfica como productores primarios y contribuyen en el balance
oxigénico. Un aspecto importante para poder definirlas es la presencia de clorofila-a y
otros compuestos fotosintéticos (Gomez, 2007).

El fitoplancton es ubicuo, se puede encontrar dominando ambientes oligotréficos con
baja cantidad de nutrientes (NO3 + NO2 < 1 mM) debido a que tienen una alta
capacidad para adquirirlos y eficiencia para utilizarlos en su crecimiento (Agawin,
2000). También se ha descrito que al ser estrategas r son capaces de adaptarse a
limitaciones de fésforo y dominar sobre otras especies (Ferragut, 2010), al igual que
tolerar ambientes de estrés con factores de perturbacion, como las fluctuaciones del

nivel del agua y turbidez (Chellapa, 2009).

En cuanto a las cianobacterias, estos son microorganismos procariontes
fotoautotrofos. Tienen una gran importancia evolutiva ya que la capacidad de estos
organismos para fijar el diéxido de carbono del ambiente y liberar oxigeno como
subproducto, modifico la atmésfera terrestre de reductora a oxidante (Badger, 2002 y
2003), tedricamente por medio de la endosimbiosis esto dio inicio a la gran
diversificacion de organismos actuales productores de oxigeno (Raven, 2003) y a su
vez a los que dependen de él. En la actualidad se encuentran muy relacionadas a la
eutrofizacion y/o hiper-eutrofizaciéon, y de forma general se puede describir como un
aumento excesivamente alto de nutrientes, principalmente P y N. Este fendmeno se
encuentra ligado a los florecimientos masivos o “blooms” y pueden tener origen natural
o antropogénico (Schindler, 2006; O’Neil, 2012).

Por otra parte, las cianobacterias producen metabolitos secundarios que son toxinas
para otros organismos incluido el humano. Sin embargo no todas las especies de
cianobacterias tienen la capacidad de producir cianotoxinas, hasta el momento no se
puede sefialar concretamente que funcion tienen, pero se ha reportado que factores

como la luz (45.15 ymol fotones/m?/s), el pH (7.0) y la cantidad de nutrientes (Nitrdgeno
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y Fosforo 9:1 aproximadamente) son los responsables de inducir su formacion (Kim,
2005; Soto-Liebe, 2012; Harke, 2013); otros estudios apuntan hacia aspectos
genéticos o moleculares como los responsables (Kaebernick, 2001 y Neilam, 2008).
Algunos de estos reportes presentan resultados contradictorios por la diferencia en los
tipos de cultivos (Vézie, 2002). Por esto, la aparicion constante de florecimientos puede
representar un riesgo tanto para los organismos que cohabitan en el sistema lacustre
(Sukenik, 2015), como para la salud humanay es el caso cuando surgen en reservorios
y en aguas para uso recreacional (Chorus, 2000; Carmichael, 2001; Vasconselos,
2010).

Estos compuestos pueden actuar, segun su accién, como hepatotoxinas (Microcistina-
LR) o neurotoxinas (Anatoxina-a) (Westrick, 2010). Son moléculas muy estables y es
dificil que sean degradadas naturalmente y al entrar en el medio se da facilmente su
asimilacion por parte de zooplancton y peces, lo cual trae como consecuencia la
bioacumulacion de estas toxinas y se torna en un tema de interés publico debido a que
se puede dar una transferencia por consumo hacia el humano (de Magalhaes, 2001).

Entre las cianobacterias productoras de toxinas, el género Microcystis es uno de los
mas importantes y cuenta con una distribucion mundial, estd ampliamente relacionada
con ambientes eutroficos y principalmente produce hepatotoxinas (MC-LR). El
florecimiento de estos organismos es caracteristico pues forman “natas” que cubren la
superficie de los lagos evitando el paso de la luz y modificando la zona fética,
desplazando la competencia de otro tipo de fitoplancton. Los efectos de la aparicion
de estos organismos son: reduccion de transparencia, aumento del pH, reduccion de
CO2y en algunos casos la produccion de toxinas, ademas su dominancia puede durar

incluso afos (Havens, 2008).

En este estudio se identifican los efectos que tiene la precipitacion acida causada por
contaminantes atmosféricos, con énfasis en el acido sulfurico, sobre la densidad
celular de los florecimientos de cloroficeas (Scenedesmus) y cianobacterias

(Microcystis) presentes en lagos urbanos de la Ciudad de México.



ANTECEDENTES

Béez (2007) realiz6 un estudio de la composicion quimica al sureste de la Ciudad de
México (Ciudad Universitaria) durante la época de lluvia en los afios 2001 y 2002. Se
encontraron altas concentraciones de Aluminio, junto con otros elementos pesados
como Mn, Pb, Ni, V, Cry Cd, asi como SO4, NO3, HCO3s, Caz y NH4. Relacionando las
trayectorias de masas de aire negro con la concentracion de contaminante durante

cada dia lluvioso.

Oberholster (2010) investigo las respuestas del fitoplancton a una mezcla de acidos
por el drenaje de una mina y altas concentraciones de polucién por nutrientes en el
lago Loskop, Africa. El surgimiento de un “bloom” de cianobaterias se relacioné a la
temporada de lluvias, pH bajo (~ 6) y altas concentraciones de nitrégeno (17 mg L 1)
y ortofosfato (0.7 mg L 1), afectando la diversidad de fitoplancton como cloroficeas,

euglenas y diatomeas.

Reichwaldt (2012) compar6é estudios anteriores sobre diversos efectos que ha
presentado la lluvia en poblaciones de cianobacterias en diferentes ambientes.
Concluyendo que es posible predecir qué cambios en los patrones de la lluvia puede
llevar a condiciones favorables para el crecimiento de cianobacterias debido a una
mayor entrada de nutrientes a los cuerpos de agua, afectando a su vez la
concentracion de microcistinas. Pero de igual manera pueden causar la ruptura

temporal de los “blooms”, debido a la des-estratificacion.

Wood (2016) estudid la relaciébn entre las comunidades de cianobacterias y la
concentracion de microcistinas con los cambios climéticos. Niveles moderados de
nitrato fueron relacionados con alta precipitacion intermitente, lo cual condujo a la
dominancia de Aphanizomenon gracile y Dolichospermum crassum. Los “blooms”
Microcystis aeruginosa fueron presentes junto con el aumento en la temperatura
superficial del agua, la concentracién de amonio y la proporcién de nitrégeno: fosforo
total fueron bajas. También se establecio una relacion positiva entre la temperatura del

agua y la concentracion de microcistinas.



2. JUSTIFICACION

No es secreto que los lagos urbanos estan sometidos a una mayor presion por parte
de la lluvia &cida, causada por los contaminantes atmosféricos en la Ciudad de México;
sin embargo, al ser ambientes hipertréficos (concentracion extremadamente alta de
nutrientes), no se considera la precipitacibn como un aporte nutricional, Sino como un
factor que estéd actuando sobre los sistemas y por ende la poblacién de fitoplancton.
Se ha observado en varios microorganismos diversos tipos de respuestas a
condiciones similares, como es la formacion de agregados o cambios de color (Huang,
2002).

Se conoce poco del efecto que tiene el didxido de azufre, sobre las poblaciones de
cianobacterias y pocos estudios se han llevado a cabo con base en la respuesta que

puedan tener las cianobacterias al estrés fisiolégico, u otro, que esto cause.

Al ser organismos fotosintéticos, cloroficeas y cianobacterias, presentan un rol
importante en la utilizacion del CO:2 y liberacion de oxigeno, fungen como pequefios
“‘pulmones” dentro de la ciudad. No se pretende erradicar y evitar la proliferacion de
estos organismos en los lagos urbanos, pero si un aspecto de origen antropogénico,
como lo es la contaminacion atmosférica, que esta influyendo en la sintesis de
cianotoxinas, se pueden promover alternativas de manejo y control llevando a cabo

investigaciones de la relacién que existe entre estos dos aspectos.



3. HIPOTESIS

La precipitacion acida es un fenébmeno constante en areas urbanas y los florecimientos
de croloficeas y de cianobacterias son permanentes, estos organismos son
beneficiados por la acidificacion. Por lo que la adicion de &cido sulfurico y en
combinacion con acido nitrico, favorecera la densidad celular de Scenedesmus sp. y
Microcystis panniformis, y a su vez aumentara la sintesis de microcistina en este

ultimo.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

e Evaluar el efecto del acido sulfarico como componente de la lluvia acida sobre
el crecimiento de Scenedesmus sp. y Microcystis panniformis colectados del

lago Chapultepec y Tezozomoc en dos épocas del afio en la Ciudad de México.

4.2 PARTICULARES

e Cuantificar la abundancia de Scenedesmus sp. y Microcystis panniformis
cultivada en presencia de acido sulfurico y de una mezcla con acido nitrico

e Cuantificar la microcistina intracelular sintetizada por Microcystis panniformis
creciendo en presencia de acido sulfarico y de una mezcla con acido nitrico

e Cuantificar la concentracion de clorofila-a de Scenedesmus sp. y Microcystis
panniformis cultivada en presencia de &cido sulfarico y de una mezcla con acido

nitrico
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Descripcion del area de colecta

El lago de Tezozémoc se encuentra dentro del parque con el mismo nombre y esta
ubicado en la Delegacion Azcapotzalco, colonia Prados del Rosario, en la zona
Noroeste de la Ciudad de México, con las coordenadas: 19° 29' 57" N y 99° 12' 34" O,
a una altura de 2250 msnm. Es un lago artificial construido en 1982 con influencias de
los cuerpos de agua del antiguo Valle de México y en representacion del ahora extinto,
lago de Texcoco. El fondo esta constituido por concreto proveniente del excavado en

la construccion de la linea 6 del metro.

En Chapultepec hay tres lagos artificiales, el Lago Viejo, el Lago Mayor y el Lago
Menor, el primero se construy6 hace mas de 700 afios y los dos ultimos de 1962 a1964.
Se ubican en la Delegacion Miguel Hidalgo, Ciudad de México, zona centro-oeste a
2,240 msnm.

El Lago Mayor se sitla a los 19°25°18 N y 99°11°09" O. Se presentan lluvias en
verano y tiene un clima templado (Garcia, 1988). Los lagos son alimentados con aguas

provenientes de la planta de tratamiento de aguas residuales de Chapultepec.
5.2 Obtencién de los organismos

Se selecciond un sitio de colecta para ambos lagos (Figuras 3 y 4). Se realizaron dos
muestreos, el primero en abril del 2017 y el segundo en junio del mismo afio
(temporada de secas y de lluvias, Figuras 5 y 6). Para la toma de las muestras se
filtraron 20 L, evitando tomar colonias grandes (grumos), de la superficie con una malla
para fitoplancton con apertura de poro de 20 um. El filtrado fue depositado en envases
de plastico con capacidad de 750 mL, el pH se midié in situ con un potenciometro
digital HANNA® HI 9126. 15 mL del filtrado fueron fijados con Lugol al 10% vy el resto

fue conservado en congelacion a -4°C.
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Figura 3.- Sitio de muestreo en el Lago Tezozémoc Azcapotzalco, Ciudad de México. Fuente:
Google maps (2017)

Figura 4.- Sitio de muestreo en el Lago de Chapultepec, Ciudad de México. Fuente: Google
maps (2017)
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Figura 5. Niveles de precipitacion acumulada (mm) en el mes de abril. Imagen tomada del
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Figura 6. Niveles de precipitacion acumulada mensual (mm) en junio 2017. Imagen tomada del

Servicio Meteoroldgico Nacional (2017).

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron dos organismos: uno de la especie
Scenedesmus sp. (Cloroficeae), proveniente del Lago de Chapultepec en la
Delegacion Miguel Hidalgo, Ciudad de México, obtenida en abril del 2017, y el segundo
de la especie Microcystis cf. panniformis (Cianobacteria), proveniente del Lago de
Tezozémoc en la Delegacion Azcapotzalco, Ciudad de México, obtenida en marzo del
2017, se seleccionaron ambas especies tomando en cuenta su dominancia. Ambas
cepas se mantuvieron en cultivo en el Laboratorio de Bacteriologia de la FES Iztacala

UNAM. Una segunda colecta se realiz6 en junio del mismo afio. La muestra
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seleccionada para realizar el cultivo en fase experimental fue la colectada en el mes
de abril (secas) de ambos lagos, mientras que la segunda muestra colectada en junio
(lluvias) solo se utilizé para realizar conteo celular y cuantificacién de microcistina, se
llevéd a cabo de esta manera para tener una comparacion entre temporadas y

corroborar los datos obtenidos de la experimentacion.

Las cianobacterias (Microcystis panniformis) se mantuvieron en medio Z8 (Staub, 196;
Kotai, 1972; NIVA, 1976), el cual es una solucion de agua destilada y sales disueltas
como medio de cultivo. Las cianobacterias fueron resuspendidas (Rippka, 1988) en
medio nuevo cada 7 dias. La microalga (Scenedesmus sp.) se mantuvo en Bold Basal

(Bischoff, 1963), el medio se cambi6 cada 5 dias.

5.3 Estandarizacién del disefio y la unidad experimental

Se optd por utilizar la forma precipitada del contaminante debido a los obstaculos
presentados (véase anexo). Para observar las fluctuaciones del pH en contacto con el
acido sulfurico y de forma agregada (H2SO4+HNO3) se realizaron pruebas previas a la
experimentacién, las cuales consistian en agregar 1 pL de acido en un volumen
conocido de agua y la medicion del pH. Se encontré que bastaban 4.5 pL de acido
sulfurico para alcanzar un pH de 5.2 el cual se encontraba en el punto de saturacion,
pues ya no disminuia con la adicion de mas acido. Las concentraciones de H2S0Oa4 (2
pL y 1 pL) fueron seleccionadas debido a que esta cantidad de acido resultaba en un
pH de 6.5y 7.1, respectivamente, lo que a su vez coincide con el promedio mensual
de los valores maximos de SO: en la Delegacion Miguel Hidalgo, reportados por la

Direccion del Monitoreo Atmosférico durante el afio 2017.

La unidad experimental fue seleccionada con base en la que previamente se elaboro,
la prueba consistia en lo siguiente: colocar muestra de Tezozémoc adicionada con Z8
en 4 recipientes (viales de 20 mL y 10 mL, vaso de vidrio de 30 mL y un envase de
plastico de 30 mL), los cuales fueron colocados bajo lamparas fluorescentes y se
observé el comportamiento que presentaban monitoreando cada 24 horas. A los tres
dias se observo un cambio de color en las células, pasando de un color verde a uno

naranja-amarillo al igual que evaporacion del medio en el envase de plastico y en el
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vaso de vidrio, en comparacion en los dos viales no se observaron diferencias por lo
gue se decidio utilizar el de 10 mL debido a que se manejan volumenes mas pequefos
sin dejar de ser apto para llevar a cabo los objetivos del trabajo. A su vez se observé
que las cloroficeas no presentaban diferencias al ser cultivadas con Z8 o Bold Basal,

por lo que se decidio6 utilizar el medio para cianobacterias en ambos casos.
5.4 Fase experimental

Una vez que se establecié de manera concreta el disefio experimental se prepararon
500 mL de medio Z8, a los que se les adicion6 0.4 g de NaHCOs3
(bicarbonato de sodio) como fuente de carbono. Posteriormente se realizaron 4

tratamientos adicionando acido sulfurico y nitrico al Z8 mas dos controles:

a) 2 pL de &cido sulfarico (H2S04) = [0.39 mM]

b) 1 pL de &cido sulfdrico (H2SO4) = [0.195 mM]

c) 1 pL de la combinacién de acido sulftrico y nitrico (H2SO4+HNO3) = [0.195
mM/0.2 mM]

d) 0.5 pL de los acidos combinados (H2SO4+HNO3) = [0.097 mM/0.1 mM]

e) Control A = muestra inicial sin Z8 ni bicarbonato

f) Control B = Z8 sin bicarbonato

Los dos primeros representando el &cido sulfdrico en su forma aislada y los dos ultimos

simulan la forma agregada, se realizaron cinco repeticiones para cada tratamiento.

A continuacion se presenta el contenido concreto del medio Z8:

1. Solucién stock |

NaNOs3 46.7 ¢
Ca(NO3)2+4H20 59¢g
MgSOa4+7H20 259

Disolver quimicos (por separado) y aforar en 1 litro de agua destilada.
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2. Solucién stock |l
K2HPO4 319
Na2CO3 21g

Disolver quimicos (por separado) y aforar en 1 litro de agua destilada.

3. Solucion stock 1l

Solucion-Fe: 2.80 f FECI*6H20 disuelto en 100 mL 0.1 N HCI
Solucion-EDTA: 3.90 g EDTA-Naz disuelto en 100 mL 0.1 N NaOH

10 mL de la solucién-Fe son disueltos en c. 900 mL de agua destilada.

Agrega 9.5 mL de la solucién-EDTA, aforar a un litro.

4. Stock solution IV

1. Na2WO4+2H20 0.330 g/100 mL

2. (NH4)sM07024°4H20 0.880 g/100 mL

3. KBr 1.20 g/100 mL

4. KJ 4. 0.83 g/100 mL

5. ZnS04+7H20 2.87 g/100 mL

6. Cd(NOs3)2:4H20 1.55 g/100 mL

7. Co(NO3)2:6H20 1.46 g/100 mL

8. CuS04+5H20 1.25 g/100 mL

9. NiSO4(NH4)2S04+6H20 1.98 g/100 mL

10. Cr(NO3)3*9H20 0.410 g/100 mL

11. V20s 0.0890 g/1000 mL

12. KAI(SO4)2212H20 4.74 g/100 mL

13. HsBOs 3.10g
MnSO4¢H20 1.60 g /1000 mL

Agregar 1 mL de las soluciones 1-10y 12, y 10 mL de las soluciones 11 y 100 mL de

la solucion 13 a c. 700 mL de agua destilada. Aforar a 1 litro con agua destilada.
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5. Preparacion final:
Agregar:

10 mL solucion |

10 m L solucion Ii

10 mL solucion Il

1 mL solucion IV

Aforar a 1 litro con agua destilada. Autoclave.

El medio debe tener un pH de 6-7.

5.5 Solucién stock

Para obtener la concentracion, los tratamientos con los acidos fueron diluidos en medio
Z8. Para el tratamiento [0.39 mM H2SO4] se tomaron 2 pL de acido sulfarico y fueron
diluidos en 50 mL de medio Z8 (solucién madre), de esta solucion se tomaron 20 mL
(4 mL por vial por repeticion), de los restantes 30 mL se extrajeron 5 mL, que fueron
almacenados, y se afor6 a 50 mL nuevamente con medio Z8 para obtener la
concentracion [0.195 H2SO4]. Esto se realiz6 de la misma manera con los tratamientos
de los acidos combinados, con la diferencia de que se usé 1 uL de ambos acidos
(H2S04y HNO3) en la solucion madre. El procedimiento fue pensado para un solo lago,
por lo que se llevo a cabo un duplicado. Los valores de pH resultantes al agregar las

concentraciones de acido se presentan en las siguientes tablas.
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Tabla 1.- Valores de pH obtenidos en la unidad experimental al agregar los tratamientos

correspondientes.

pH inicial Chapultepec
7.84
7.84
7.84
7.84

pH inicial Tezozémoc
8.94
8.94
8.94
8.94

Tratamiento

[0.39 H2SO4]
[1/19 H2SO4]

[0.19/0.2 H2SO4+HNO3]
[0.09/0.1 H2SO4+HNO3]

Tratamiento

[0.39 H,SO4]
[0.19 H,SO4]

[0.19/0.2 H,SO4+HNOs]
[0.09/0.1 H,SO4+HNOs]

pH resultante
7.04
7.20
7.26
7.25

pH resultante
6.86
7.01
7.00
7.30

Una vez obtenidas las concentraciones por tratamiento se les agrego a los viales 4 mL

con la densidad algal, con excepcion del Control A, el cual contuvo 8 mL de la colecta,

0.8x10° en el caso de Scenedesmus y de 40x10° en el caso de Microcystis panniformis.

Las células fueron incubadas bajo lamparas fluorescentes con energia luminica de

26.92 umoles m~ s, cuantificado mediante un medidor cuantico apogee modelo MQ-

200, en condiciones de laboratorio. El tiempo experimental duré ocho dias, se detuvo

debido a los primeros indicios de muerte celular. Posterior a este plazo de tiempo se

procedié a realizar el conteo celular, la cuantificacién de clorofila-a y de microcistina

extracelular.
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5.6 Conteo celular

Debido a que un conteo preliminar (40.8x10° células/mL aproximadamente) de la
muestra de Tezozémoc (Microcystis panniformis) resulté muy dificil y tardado, fue
necesario llevar a cabo un tratamiento de preparacion, el cual se resume a

continuacion:

1. Se filtré la muestra con una malla para zooplancton para obtener colonias
menores a 50 pum.

2. Se observo al microscopio y se determiné que las colonias eran mas pequefias,
pero aun contaban con demasiadas células.
Se sonico la muestra 1 minuto y se observo una ligera separacion de las células.

4. Se continué sonicando minuto a minuto, en el minuto 15 se obtuvo el mejor
resultado (colonias muy separadas).

5. Por ultimo, se realizé una dilucién 1/10 y se llevo a cabo el conteo celular en
una camara de Neubauer. La densidad observada no era mayor a 100 células
y el valor obtenido tuvo un margen de error del 10% con relacion al conteo

preliminar.

Para el conteo de la densidad celular se seleccionaron viales aleatoriamente de cada
tratamiento y se fijaron con Lugol al 10%, lo mismo se realizé para las muestras
colectadas en temporada de lluvia y secas. El conteo se llevé a cabo empleando un
microscopio Nikkon modelo ECLIPSE E600 y una camara de Neubauer HAUSSER
SCIENTIFIC (improved neubauer brightline) con profundidad de 0.100mm siguiendo
las instrucciones del fabricante. La sonicacion se realizé con el sistema ULTRASONIC
LC 30 H.

Este mismo conteo fue colocado en los resultados con el nombre de “Inicial”, el cual
es la muestra colectada de ambos lagos el mismo dia que se realizé la fase

experimental.
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5.7 Microcistinas

Para la extraccion de microcistinas se realiz6 el siguiente procedimiento: Los 8 mL de
los viales fueron congelados durante 24 horas a -20°C, posteriormente se dejaron a
temperatura ambiente hasta que volvieran al estado liquido para sonicarlas durante 60
minutos utilizando el sistema ULTRASONIC LC 30 H, con energia de sonicacion de 35
kHz. Este procedimiento se llevd a cabo 3 veces, con el objetivo de extraer la
microcistina de las células. Posteriormente se centrifugd la muestra utilizando una
centrifuga refrigerada SORVALL® RC-5B con temperatura de -5°C a 15,000 rpm
durante 15 minutos. La cuantificacion de microcistina con base en la prueba de ELISA
fue realizada utilizando el Kit QuantiPlate™ Kit for Microcytins ENVIROLOGIX™. Cabe
destacar que el kit utilizado para la cuantificacion de microcistinas no puede diferenciar
las variaciones de las mismas por lo que los resultados obtenidos deberan ser tomados

como equivalentes de Microcistina-LR
5.8 Clorofila-a

Se selecciondé de manera aleatoria los viales para la cuantificacion de clorofila, el
procedimiento fue con base al protocolo de extraccion B (ISO 1020:1992), para lo cual
fueron filtrados individualmente, los 8 mL contenidos en cada vial, en un Kit Millipore y
una membrana de fibra de vidrio con poro de 0.45 um. Una vez filtrado, la membrana
fue colocada en 15 mL de acetona al 90% y conservada en refrigeracion a 4°C durante
24 horas. Posteriormente se centrifug6 a 15,000 rpm, para obtener un sobrenadante
claro, la concentracién de clorofila-a fueron estimadas por medio de un fluorémetro
Turner Designs Intrument Modelo # 7200-000.

Al término de la fase experimental los resultados fueron analizados por el método de
analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) para determinar diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.01), posteriormente en los casos necesarios, se

realizd una comparacion de medias por el estadistico de Holm-Sidak (SigmaPlot 11.0).
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6. RESULTADOS

Los resultados son descritos empezando con el valor inicial que corresponde a la
muestra obtenida de la primera colecta (abril) seguido de diferencias significativas
entre controles y tratamientos, posteriormente se presentan los valores maximos,

minimos y/o similares en relacion con el control B.
6.1 Conteo celular

Los valores obtenidos de la densidad celular de Scenedesmus sp. (Chapultepec) se
presentan en la figura 7. El valor inicial es de 0.8x10° células/mL y el del control B es
de 1.47x10° células/mL. No existen diferencias entre controles, los tratamientos [0.19
H2S04], [0.39 H2S04] y [0.09/0.1 H2SO4+HNOs3] son significativamente diferentes al
control B (P = 0.001), la concentracion media del acido sulfarico presenté un aumento

de un poco menos de tres veces el valor del control B.

Densidad celular Scenedesmus sp.
b

Densidad celular (1x10° células/mL)

Tratamientos

Figura 7. (1= Inicial, 2= Control A, 3= Control B, 4=[0.19] H>SO4, 5=[0.39] H.SO., 6=[0.09/0.1]
H2S04+HNO3, 7=[0.19/0.2] H,SO4+HNO3) Resultados del conteo celular de Scenedesmus sp.
del lago de Chapultepec correspondiente al mes de abril. Los valores se muestran con
promedio y desviacidn estandar () basado en cuatro réplicas. Las barras con diferentes letras
del alfabeto representan una diferencia significativa de P < 0.01 (prueba de Holm-Sidak).
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En el caso de Microcystis panniformis (Tezozoémoc) la densidad inicial arrojoé un valor
de aproximadamente 40x10° células/mL, como se observa en la figura 8. Todos los
resultados son significativamente diferentes (P = 0.001). Los tratamientos [0.19 H2SO4]
y [0.19/0.2 H2SO4+HNO3] aumentaron 47% y 56% respectivamente, en relacion con el
control B. El valor minimo se registré en el tratamiento [0.09/0.1 H2SO4+HNOs3] y es
dos veces menor al control B, el tratamiento [0.39 H2S04] disminuy6 3%, el resultado

mas cercano al control A.

Densidad celular Microcystis panniformis

50

g

d
a
b
c e
I I f
1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos

40

30

20

10

Densidad celular (1x105 células/mL)

Figura 8. (1= Inicial, 2= Control A, 3= Control B, 4=[0.19] H>SO4, 5=[0.39] H.SO., 6=[0.09/0.1]
H>SO4+HNOs, 7= [0.19/0.2] H,SO4+HNO3) Resultados del conteo celular de Microcystis
panniformis del lago de Tezozémoc presentes en el mes de abril. Los valores se muestran con
promedio y desviacion estandar (+) basado en cuatro réplicas. Las barras con diferentes letras
del alfabeto representan una diferencia significativa de P < 0.01 (prueba de Holm-Sidak).
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La figura 9 representa los valores del conteo celular de Tezozémoc y Chapultepec
expuestos en porcentajes en relacion con la muestra inicial. En la grafica se observa
una relacion inversamente proporcional, Microcystis disminuye 10% y 40% en los
tratamientos [0.39 H2SO4] y [0.09/0.1 H2SO4+HNO3] respectivamente, mientras que
Scenedesmus aumenta hasta un 400% y 280% en los tratamientos [0.19 H2SO4] y
[0.09/0.1 H2SO4+HNOs3].

Densidad celular de Microcystis panniformis

500 y Scenedesmus sp.

EE Microcystis panniformis
500 B Scenedesmus sp.

400

300

200

Porcentaje de la densidad celular

100

1 2 3 4 5 6 7
Tratamientos

Figura 9. (1= Inicial, 2= Control A, 3= Control B, 4=[0.19] H,SO4, 5=[0.39] H>SO4, 6=[0.09/0.1]
H.SO4+HNO3, 7= [0.19/0.2] H,SO4+HNO3) Comparacion entre las gréficas 7 y 8 de los
valores de densidad celular de Scenedesmus sp. y Microcystis panniformis de la
muestra colectada en el mes de abril (lluvias) de los lagos Chapultepec y Tezozémoc,
respectivamente, expresados en porcentaje.
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En las figuras 10 y 11 se comparan los resultados obtenidos de la densidad celular de
Scenedesmus sp. y Microcystis panniformis en secas y lluvias (abril y junio). En la
temporada de secas se obtuvo un valor de 6x10° células/mL de M. panniformis
mientras que en la temporada de lluvias el valor aumento al doble. En cuanto a
Scenedesmus el valor se mantuvo en 0.8x10° células/mL en ambas temporadas, cabe
destacar que en lluvias se observd presencia de M. panniformis en el lago de

Chapultepec y se registré una densidad de 1.1x10° células/mL.

Densidad celular Microcystis panniformis
por temporada

14

E=E8 Secas
Bz | \uvas

=Y
N

=
o

Densidad celular (1x105 células/mL)
[o¢]

M. panniformis M. panniformis
Especie

Figura 10. Densidad celular de Microcystis panniformis en Tezozoémoc por temporada
(secas y lluvias) exponencial 1x10° células/mL.
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Densidad celular de M. panniformis y Scenedesmus sp.

en Chapultepec por temporada
12 ¢

EEE Secas
(2770 WES

1.0

0.8

0.6

0.4

Densidad celular (1x10° células/mL)

0.2

0.0

Scenedesmus sp. Scenedesmus sp. M. panniformis M. panniformis
Especies

Figura 11. Densidad celular de Scenedesmus sp. y Microcystis panniformis de las
muestras colectadas en ambas temporadas de Chapultepec.
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6.2 Microcistina

En la tabla 2 se muestran los valores registrados de equivalentes de Microcistina-LR
de la muestra colectada en Chapultepec, incluyendo las muestras colectadas en dos
temporadas del afio (secas y lluvias). En los tratamientos los valores son 0 debido a
gue solo habia presencia de Scenedesmus, al igual que en la muestra de la temporada
de secas; sin embargo, en lluvias el valor registrado fue de 2.79 + 0.06 pg/L de equ.
de MC/LR, debido a la aparicién de Microcystis panniformis.

Tabla 2. Registro de la cuantificacion de microcistina en tratamientos, incluyendo las muestras
colectadas de Chapultepec en abril y junio (secas y lluvias).

Tratamientos Concentracion de microcistina (ug/L) Desviacion estandar (&)
Inicial 0 0
Control 2 0 0
[0.19] H2SO4 0 0
[0.39] H.SO, 0 0
[0.09/0.1]
H2SO4+HNO3 0 0
[0.19/0.2]
H,SO4+HNO3
Secas 0 0
Lluvias 2.79 0.06

En la tabla 3 se muestran los datos registrados de microcistina de M. panniformis
colectada en Tezozémoc, incluyendo las muestras de abril y junio. La concentracion
inicial se reporta en 2.06 + 0.07 ug/L y el control B aumento aproximadamente 30%.
El valor maximo se present6 en el tratamiento [0.19] H2SO4, aumento 3% en relacion
con el control A y el valor minimo disminuyo 36% con el tratamiento [0.19/0.2]
H2SO4+HNOs. Por otra parte, se observa un aumento del 115% en el valor de

microcistina de lluvias en comparacion al valor de secas.
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Tabla 3. Registro de la cuantificacion de microcistina intracelular de Microcystis panniformis
incluyendo las muestras colectadas de Tezozémoc en abril y junio (secas y lluvias).

Tratamientos

Concentracién de microcistina (ug/L)

Desviaciéon estandar ()

Inicial
Control 2
[0.19] H2SO4
[0.39] H.SO4
[0.09/0.1]
H>.SO4+HNO3
[0.19/0.2]
H2504+HNO3

Secas
Lluvias

2.06
2.66
2.75
2.45

2.33

0.97
2.29
4.94

0.07
0.03
0.02
0.06

0.09

0.03
0.06
0.03
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6.3 Correlacién entre numero de células y microcistina

La figura 12 muestra la concentracion de microcistina en relaciéon con el numero de
células de acuerdo al tratamiento correspondiente de la muestra colectada en
Tezozomoc. En la muestra inicial, el control B y el tratamiento [0.19 H2SO4] se observa
una relacion positiva de la densidad celular con respecto a la concentracion de
microcistina, en los tratamientos [0.39 H2SO4] y [0.09/0.1 H2SO4+HNO3] la relacion
densidad celular-microcistina es inversamente proporcional, se tiene un menor numero
de células y un valor alto de microcistinas, por ultimo, en el tratamiento [0.09/0.1
H2SO4+HNOs3] se observa muy poca concentracion de microcistina pero una elevada

densidad celular.

Las figuras 13 y 14 muestran la correlacion de microcistina y el nimero de células por
temporada en Tezozémoc y Chapultepec. Se observa una relacion positiva entre el
namero de células y la concentracion de microcistina, aumentando en temporadas de
lluvias en Tezozémoc, en el caso de Chapultepec se dividen dos barras para la
temporada de lluvias debido a la presencia de dos especies dominantes Scendesmus
sp. y Microcystis panniformis, no se registran valores de microcistis en secas ni de
Scenedesmus sp. en lluvias y el numero de células se mantiene igual, en cambio el
valor de microcistinas aumenta en correlacion al aumento del numero de células de

Microcystis panniformis en Chapultepec.
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Relacién entre M. panniformis y microcistinas

50

—&— Microcistinas

Densidad celular (1x105 células/mL)
Concentracion de microcistina (ug/L)

1 2 3 4 5 6

Tratamientos

Figura 12. (1= Inicial, 2= Control B, 3= [0.19] H»SO4, 4= [0.39] H,SO4, 5= [0.09/0.1]
H.SO4+HNO3, 6= [0.19/0.2] H.SO4+HNO:3) Relacion entre la densidad celular de Microcystis
panniformis y la concentracién de microcistina en los tratamientos de acido sulfarico y nitrico.

Relacion entre M. panniformis
y microcistinas entre temporadas

E==8 Secas —&— Microcistina
Bz | \uias

=
N

=
o

Densidad celular (1x105)
w
Concentracién de microcistina (ug/L)

M. panniformis M. panniformis
Especie en Tezozdmoc

Figura 13. Correlacion entre concentraciéon de microcistina y densidad celular de M.
panniformis de Tezozomoc por temporadas.
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Relacion de microcistinas y densidad celular

E=E Secas —@— Microcistina
Wiz luvias

Densidad celular (1x105)
Concentracion de microcistina (ug/L)

Scenedesmus sp. Scenedesmus sp. M. panniformis M. panniformis
Especies en Chapultepec

Figura 14. Relacién entre la concentracion de microcistina y densidad celular en dos especies
presentes en dos temporadas en Chapultepec.
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6.4 Clorofila-a

En lo que respecta a la cuantificacion de clorofila-a solo se presentan valores para los
tratamientos, omitiendo la muestra inicial. El valor obtenido en el Control A es de 54.72
pg/mL, posteriormente en el control B hay una disminucion del 57% y a partir de este
se observa una tendencia positiva hacia el aumento en la cantidad de clorofila, como
se puede observar en la figura 15. No obstante, no existen diferencias significativas
entre ninguan tratamiento por lo que no se puede inferir que las concentraciones de

acido induzcan una mayor cantidad de clorofila en las células.

Los resultados de clorofila-a de Microcystis panniformis de Tezozémoc se pueden
observar en la figura 16, en esta se reporta un valor correspondiente al Control A de
58.87 pg/mL, de manera inversa a lo observado en la grafica anterior, en primera
instancia se observa un ligero incremento para después decaer con respecto a la
cantidad de &cido. Hay que remarcar que el Unico valor significativo a su vez es el

minimo correspondiente al tratamiento [0.39 H2SOa4].

Clorofila-a Chapultepec
80

ac ac

abc

40 |

20

Cocnentracion de clorofila-a (ug/L)
o

1 2 3 4 5 6
Tratamientos

Figura 15. (1= Inicial, 2= Control 2, 3= [0.19] H2SO4, 4= [0.39] H»SO4, 5= [0.09/0.1]
H.S04+HNOs3, 6=[0.19/0.2] H,SO4+HNO3) Resultados de la cuantificacion de clorofila-a celular
de Scenedesmus sp. Los valores se muestran con media y desviacion estandar (+) basado en
tres réplicas. Las barras con diferentes letras del alfabeto representan una diferencia
significativa de P < 0.01 (prueba de Holm-Sidak).
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Clorofila-a Tezozomoc
80 r

60 |

40

20 F

Concentracion de clorofila-a (ug/L)

3 4
Tratamientos

Figura 16. (1= Inicial, 2= Control B, 3= [0.19] H.SO., 4= [0.39] H.SO4, 5= [0.09/0.1]
H2S04+HNO3, 6=[0.19/0.2] HSO4+HNO3) Resultados de la cuantificacion de clorofila-a celular
de Microcystis panniformis. Los valores se muestran con media y desviacion estandar ()
basado en tres réplicas. Las barras con diferentes letras del alfabeto representan una
diferencia significativa de P < 0.01 (prueba de Holm-Sidak).
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6.5 Andlisis de varianza de una via

De los resultados del analisis de varianza se observa que los valores de densidad
celular Microcystis panniformis y de Scenedesmus sp., al igual que la clorofila-a de
Scenedesmus sp. entran en el intervalo de confianza (p = 0.001), lo cual significa que
existe diferencia significativa entre tratamientos. Por lo que el Unico valor que sale del
intervalo de confianza (p = 0.89) corresponde a la clorofila-a de Chapultepec, es decir,

no hay diferencia significativa entre tratamientos.
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7. DISCUSION

Aun cuando en este trabajo no se aborda la respuesta fisiolégica de las células al
estrés por acidificacion, los lagos eutroficos suelen presentar fluctuaciones de pH de
hasta 2 unidades (~7.0 a ~9.5), como reporta Jensen (2011) con Synechococcus OS-
B’ de tapetes microbianos del parque nacional de Yellowstone, E.U, esto debido al
consumo de CO: por la fotosintesis en la zona fotica. Por lo que se piensa existen
estrategias, fisioldgicas o quimicas, que les permite a los organismos involucrados en
estos cambios no verse afectados. Aunado a esto, los componentes acidos de la lluvia
pueden ser neutralizados, dependiendo del ambiente en el cual son depositados, esto
varia debido a la cantidad de cationes disponibles, como K*, NHs*, Ca2, Na* y Mg?*
como se reporta en otro estudio de la neutralizacion de lluvia acida en 10 sitios,
representando zonas urbanas, industriales y rurales, en el norte de China (Wang,
2012).

Beamud (2007) reporta que las cloroficeas son el grupo algal que prevalece en un
cuerpo de agua acidificado naturalmente por las efusiones magmaticas del volcan
Copahue, alcanzando un pH de ~2.2. Esto se observo en las cloroficeas, que al estar
en contacto con acido sulfarico a una concentracion de 0.19 mM tuvieron un aumento
de la densidad celular de 300% (3.7x10° células/mL), mientras que las cianobacterias
solo aumentaron un 2% (43.7 x10°). En la concentracién [0.39 H2SO4], las cloroficeas
aumentaron 100% (1.7x10° células/mL) y las cianobacterias disminuyeron 10%
(29x10° células/mL). Por lo que en el caso de que existiera una erupcién volcanica
cercana a la Ciudad de México, cuyas emisiones llegasen a los lagos urbanos como
son Chapultepec y Tezozémoc, se podria observar un florecimiento y dominancia de
cloroficeas, pero al no ser un fenébmeno recurrente suele prevalecer una dominancia

de cianobacterias.

Se puede establecer una relacion entre el control de las emisiones de di6xido de azufre
y la presencia de cloroficeas en los lagos de diferentes paises. Reportes de Smith
(2004; 2011) muestran la disminucion de la concentracion de SOz a partir de los afios
70’s y 80’s. Klimont (2013) reporta a E.U., Canada y Europa como los paises que
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presentaron la mayor reducciéon de este contaminante, mientras que en la India

permanecieron en aumento.

Se puede esperar encontrar que en este Ultimo pais exista una dominancia de
cloroficeas en la mayoria de los lagos, la cual ha perdurado incluso después de las
regulaciones de contaminaciéon. Vyas y Kumar (1968) reportan que las cloroficeas se
presentan durante temporada de lluvias e invierno (de septiembre a febrero), ademas
de contar con 23 especies de las 50 encontradas en una presa ubicada al norte de la
ciudad de Udaipur. Laskar y Gulpta (2009) describen la diversidad de fitoplancton y la
dindmica del lago Chatla en el noreste de la India, encontrando una gran cantidad de
cloroficeas a lo largo de todo el afio, con mayor abundancia en temporada del monzon
e invierno. Debido a que las emisiones han permanecido casi en la misma cantidad de

SO:2 en la India, se ha mantenido la dominancia de cloroficeas en este pais.

En contraste, paises como Canada y Estados Unidos, donde la regulacion de azufre
presentd un mayor impacto, se podria observar que la presencia de cloroficeas
disminuye hasta fechas mas actuales. Bozniak y Kennedy (1968) describen la
periodicidad de dos lagos al suroeste de Canada, el lago Muir (oligotréfico) y el lago
Hasting (eutrofico), encontrando una gran riqueza de cloroficeas seguidas por
cianobacterias. En afios posteriores Rolland (2005) estudié cambios estacionales en
la comunidad del fitoplancton, enfocados en las cianobacterias, mostrando que los
cuatro lagos muestreados presentan una dominancia de cianobacterias, mientras que
las cloroficeas se encuentran en muy baja cantidad. Paterson (2008) presenta los
cambios de la composicion del fitoplancton a largo plazo en siete lagos del escudo
canadiense, en la mayoria se observé una disminucién del biovolumen de las

cloroficeas a partir de 1981 hasta el 2003.

Por otra parte, cuando los acidos se encuentran combinados en la concentracion
[0.19/0.2 H2SO4+HNO3] las cianobacterias presentan un mayor incremento en la
densidad celular 16% (46.2x10° células/mL) que las cloroficeas, las cuales no
presentaron aumento alguno (0.8x10x° células/mL). En este sentido se ha reportado
que la lluvia que se suele presentar en la Ciudad de México esta compuesta

mayoritariamente por NOsz y SO2 (Baez, 2007).
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Por lo anteriormente mencionado y al ser esta la forma natural de la precipitacion acida,
este fendmeno se puede encontrar determinando la dominancia de las cianobacterias
en la mayoria de los lagos dentro de la Ciudad. Vasconcelos en el 2010, report6 que
varios lagos en la zona centro de México se encuentran dominados por especies de
cianobacterias; asi mismo, durante el mismo afio Arzate observo que las condiciones
de los lagos urbanos permiten el establecimiento permanente de los florecimientos a
lo largo del afio, pero sefialan que es necesario determinar si existe una variacion

temporal que determine la potencial toxicidad de las cianobacterias.

Por otra parte, en el 2000 Dokulil, sefial6 que la concentracibn de nutrientes,
morfometria del lago, temperatura, disponibilidad de luz bajo el agua, condiciones de
mezclado y la estructura de la red alimentaria, son los factores mas importantes para
gue exista una dominancia a largo plazo de cianobacterias. Estudios anteriores han
mostrado que M. aeruginosa posee una dominancia en muchos lagos en el centro de
la Ciudad de México (Valadez, 2005) y por cloroficeas en menor proporcién (Alcocer,
1988).

En este estudio no se tomaron en cuenta otros parametros que estan relacionados con
la presencia constante de las cianobacterias en sistemas acuéticos, como la
concentracion de nutrientes, sintesis de cianotoxinas, cantidad de luz, estrés oxidativo
o planctivoro. Algunos reportes indican que la disponibilidad de Nitrogeno Total :
Fosforo Total promueve el desarrollo de florecimientos (Xu, 2010). Por otro lado, Ni
(2012) propone que el control del fésforo total puede mitigar la cantidad dominante de
cianobacterias presentes, al igual que la produccion de cianotoxinas, debido a que una
menor densidad celular conlleva a una menor concentracion de microcistinas. Por lo
antes mencionado, observamos una similitud en los lagos de Chapultepec y
Tezozomoc, ya que son alimentados por efluentes de plantas de tratamiento de agua
residual, por lo que existe un aporte constante de nutrientes. La funcionabilidad de
estos cuerpos de agua artificiales con fines recreacionales reduce en cierta medida un

escaso o nulo interés en el control de la materia organica y el nivel de eutrofizacién.

Un factor que influye en el fitoplancton son los compuestos acidos, que al entrar en

contacto con ambientes alcalinos (pH ~8 a 9) pueden ser transformados a cationes
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como sulfatos y nitratos, los cuales, a su vez, son facilmente asimiladas por las células
para ser utilizadas metabodlicamente. Wood (2017) demuestra en un lago somero de
Nueva Zelanda que, en temporada de lluvias existe un mayor ingreso de NOs-N, lo
cual a su vez tiene un efecto sobre la composicién bioldgica en un lago poco profundo,
beneficiando a las cloroficeas sobre las cianobacterias. Complementariamente, en
este estudio se encontré un comportamiento similar con el azufre. Se ha observado
que la lluvia puede aumentar la densidad en cianobacterias por el mezclado y la
resuspension de células de Microcystis del sedimento (Kabede, 1994).

Nosotros observamos que la concentracion de los acidos mezclados se encuentra
relacionada con la densidad celular de M. panniformis. En el tratamiento [0.09/0.1
H2S04+HNOg3], el numero de células fue de 16x10° células/mL, mientras que en la
concentracion [0.19/0.2], se observaron 46.2 x10° células/mL. La hipétesis en este
trabajo era que, con una mayor concentracion de la combinacion de SO2 y NOx, se
observaria una mayor densidad celular de los florecimientos en la primera precipitacion
del afio (marzo), pero segun el monitoreo ambiental, se presenté en el mes de enero
(DMA, 2017).

En cultivos de M. aeruginosa se ha detectado una recuperacion en contacto con
alguicidas (CuSOs), observandose una habilidad en esta cianobacteria para poder
soportar y reproducirse en ambientes contaminados por metales pesados,
dependiendo de adaptaciones genéticas que han sido desarrolladas a lo largo del
tiempo (Garcia-Villada, 2004). La existencia de células mutantes resistentes al sulfato
de cobre permite especular si este caso se puede repetir con otros elementos, ya sean

metales pesados o compuestos acidos, como el acido sulfarico.

Otra variable que se ve afectada por el cambio (contaminacién) en los sistemas
acuaticos es la sintesis de toxinas por las cianobacterias (microcistinas). En lo que
respecta a la concentraciébn de cianotoxinas. En el lago de Chapultepec no se
reportaron valores de microcistina en temporada de secas (abril), solo se encontraba
presente Scenedesmus sp. Mientras que en lluvias (junio) se encontré una elevada
concentracion de microcistina 2.79 ug/L, relacionada a una densidad celular mucho

menor (1.1x10° células/mL) en comparacion a la del lago de Tezozémoc. Davis (2009)
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reportd que la cantidad disponible de fésforo y nitrdgeno inorganico junto con altas
temperaturas (~30°C) promueve florecimientos de cianobacterias toxicas. Este patron
lo observamos en el muestreo del fitoplancton, donde esta presente M. panniformis en
el lago de Chapultepec, reportada como una cepa altamente téxica. En el lago de
Chapultepec se presenta un ambiente adecuado para el surgimiento de un
florecimiento de cianobacterias, ya que es un sistema alimentado con aguas
residuales, resultando riesgoso, por lo que es necesario realizar un monitoreo

constante a este lago para uso recreacional.

Existen diversos factores que pueden influir en la concentracion de toxinas en
diferentes fases del crecimiento; por ejemplo, Long (2001) determina que, en
condiciones de nitrégeno limitante, las células de M. aeruginosa presentan una tasa
de crecimiento mas acelerada, con una tendencia a ser mas pequefias y con menor
masa, pero con un mayor contenido de microcistina intracelular. Asi mismo, Jahnichen
(2007) demuestra que la deficiencia de carbon inorganico se encuentra relacionada
con un aumento en la concentracién de toxinas y de ficocianinas, atribuyéndolo a la
senescencia y muerte celular al final de la etapa exponencial. Mientras que Song
(1998) reporta que el pH y la luz son los factores mas influyentes en M. viridis en la

mitad de la fase exponencial y la menor sintesis al acercarse a la fase estacionaria.

Experimentalmente se observo que en M. panniformis la mayor toxicidad se presento
en la concentracion de [0.19] de acido sulfdrico con un valor de 2.75 pg/L (43.7x10°
células/mL), contrario a lo observado en la concentracion [0.19/0.2] de los acidos
combinados con un valor de 0.97 ug/L (46.2x10° células/mL). Esto es contrario a los
datos obtenidos en el campo donde se recolectaron los organismos de fitoplancton,
para los cuales, el valor de microcistina presente en el lago de TezozOmoc en secas
fue de 2.29 pg/L (6x10° células/mL) y el de lluvias alcanzé los 4.94 pg/L (12x10°

células/mL).

En cuanto a la temporada de lluvias y secas también se puede atribuir los resultados
a otros factores ambientales. Por ejemplo, se han estudiado diversos factores que
influyen o inducen la cantidad de microcistina producida por cianobacterias, variando

entre especies y cepas. Wiedner (2003) encontré un efecto positivo de la radiacion
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fotosintéticamente activa en la concentracion de microcistina en Microcystis. Jang y
Takamura (2008) sometieron de manera aleatoria a M. aeruginosa a diferentes
estadios de zooplancton herbivoro, encontrando un aumento de microcistina en
relacion con habitos alimenticios, tamafio corporal e infoquimicos. Finalmente, Zilliges
(2011) demuestra que en condiciones de estrés oxidativo, la microcistina tiene un rol

de modulacion en la sintesis de proteinas por Microcystis.

Conectando la toxicidad de las cianobacterias, se ha observado que existe una
relacion estrecha entre la concentracion de microcistina y la densidad celular (Wood,
2011; Wood, 2012). Mientras que Pimentel (2014) encontré que agentes estresantes
aunados a una privacion de nutrientes, pueden derivar en un incremento significativo
de la produccion de microcistina en M. aeruginosa. Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que en la densidad mas alta (46.2x10° células/mL) se encuentra el
menor valor de cianotoxinas (0.97 ug/L). Por lo que se puede deducir que el
tratamiento de la combinacion de acido sulfarico y nitrico no fue estresante para

Mycrocystis panniformis.

Como ya se menciond con anterioridad, la lluvia &cida, al contener dioxido de azufre y
oxidos de nitrégeno en grandes cantidades, promueve la presencia de cianobacterias
en la mayoria de los cuerpos de agua dentro de la Ciudad de México, pero al parecer
estos contaminantes no son los responsables de su toxicidad. Reichwaldt y Ghadovani
(2012) concluyen que los cambios en las caracteristicas de la lluvia conduciran a
condiciones favorables para el crecimiento de cianobacterias, pero es necesario un
mayor esfuerzo por entender la relacion entre los patrones de la lluvia y las dinamicas

de los florecimientos.

De igual manera Oberholster en el 2010, relaciond la temporada de lluvia con el
desarrollo de un florecimiento de la cianobacteria Microcystis en condiciones de pH
bajo (~6) y altas concentraciones de metales pesados, debido al drenaje de una mina
en el lago Loskop, ubicado al sur de Africa; de igual manera mencionan que las
cloroficeas son sensibles a una compleja mezcla de contaminantes y esto deriva en

su ausencia. Por otra parte, se sabe que la secrecion de metabolitos secundarios como
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la microcistina, podrian tener la capacidad de unirse a metales pesados y de este modo
reducirlos (Oliveira, 2005).

Los resultados de clorofila no seran tomados en cuenta para la discusion debido a que
no es posible remarcar ninguna tendencia o relacion en cuanto a los demas

parametros obtenidos.

Baez (2011) report6 la presencia de altas concentraciones de metales pesados (Al,
Cd, Cr, Mn, Ni, Pb, V) en la lluvia colectada al sur de la Ciudad de México en el 2001
y 2002, con posibilidad de tener un origen antropogénico. Debido a la ausencia de
reportes posteriores, no es posible afirmar que las cantidades de estos compuestos
hayan ido en aumento; sin embargo, el incremento en la cantidad de fuentes emisoras,
permiten deducirlo. Dicho esto, puedo teorizar que existe una relacion directamente
proporcional entre la concentracion de metales pesados en la lluvia y la toxicidad de

las cianobacterias que estan sometidas a este fenédmeno.
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8. CONCLUSIONES

En el tratamiento de 0.19 mM acido sulfarico Scenedesmus presento los valores mas
altos en densidad celular, en comparacién a Microcystis panniformis, la cual presento

el mayor aumento en el tratamiento de 0.19/0.2 mM de los acidos combinados.

La concentracidbn mas alta de microcistina se presenté en el tratamiento de 0.19 mM
de acido sulfurico y existe una relacion con la densidad celular, mientras que la menor

se encontr6 en el tratamiento de 0.19/0.2 mM de los acidos combinados.

La lluvia representa un factor altamente influyente en la presencia de cianobacterias
del género Microcystis y su toxicidad. Sin embargo, este Ultimo paradmetro no esta
relacionado con la presencia de diéxido de azufre en combinacién con o6xidos de

nitrégeno.

Al no existir relacion entre el &cido sulfurico y nitrico combinados, con la toxicidad de
la cianobacteria, pero si con la lluvia, se atribuye la sintesis de microcistinas a otros
componentes. Entre estos, y con respaldo en la literatura consultada, se puede vincular
a la presencia de metales pesados, pero es necesario confirmarlo en investigaciones

posteriores.
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ANEXO
Estandarizacion de la unidad experimental

Una vez planteado el objetivo del trabajo, se propusieron diversas ideas de como llevar
a cabo la unidad experimental. Una de ellas fue la obtencion de SOz en su forma
gaseosa por medio de cobre y &cido sulfurico, con base en la siguiente formula:

REDUCCION: 2H2SO4 + 2e” = SO4 2+ SO2+ 2H20
OXIDACION: Cu - 2e = Cu?*

H2SO4 +Cu = SO2(gas)+CuSOa4

Al llevar a cabo este procedimiento resultaba dificil poder cuantificar la cantidad de
diéxido de azufre obtenido, aun cuando se median las cantidades de acido y cobre
utilizados. Por otra parte, el contaminante resulta muy toxico, inclusive en cantidades
muy pequefas, por lo que habria que crear un sistema completamente hermético para
evitar poner en riesgo la salud del personal del laboratorio. Aun cuando se hubiera
controlado lo anterior, resultaba dificil poder asegurar que el gas se depositara en el
medio, cuanto tiempo tardaria en hacerlo y en qué cantidades, aparte de realizar

cuidados necesarios al cultivo con iluminacioén suficiente para su desarrollo.

Tomando en cuenta el peligro, el tamafio y su dificultad se decidié optar por la
utilizacién del estado liquido del contaminante, basandose en las concentraciones

atmosféricas.
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Tablas de analisis de varianza de una via

Tabla 3. ANOVA de una via de la densidad observada en los tratamientos de Chapultepec (C)
y Tezozébmoc (T). Gl= grados libertad, Sc= suma de cuadrados, Cm = cuadrado medio, F=
prueba de Fisher.

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre tratamientos C 6 2688.357 448.06 247.788 <0.001
Residual 21 36.5 1.738

Total 27 274.857

Entre tratamientos T 6 2563.857 427.31 341.848 <0.001
Residual 21 26.25 1.25

Total 27 2590.107

Tabla 4. ANOVA de una via de la cuantificacion de clorofila-a celular en los tratamientos de
Chapultepec (C) y Tezozémoc (T). Gl= grados libertad, Sc= suma de cuadrados, Cm =
cuadrado medio, F= prueba de Fisher.

Fuente de variacion GL SC CM F P
Entre tratamientos C 5 2311.074 462.215 2.504 0.089
Residual 12 2215.08 184.59

Total 17 4526.155

Entre grupos T 5 264696.935 52939.4 66.736 <0.001
Residual 12 9517.14 793.262

Total 17 274216.075
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