UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ECOLOGIA Y DISTRIBUCION DE
CIANOBACTERIAS EN LOS LAGOS DEL PARQUE
NACIONAL “LAGUNAS DE MONTEBELLO?”,
CHIAPAS Y SU POTENCIAL RIESGO
TOXICOLOGICO.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA

P R E S E N T A:

AIDA ISABEL SANCHEZ SALAS

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. ANGELA PIEDAD CARO BORRERO

Ciudad Universitaria, CD. MX., 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Sanchez

Salas

Aida Isabel

5517593781

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

312546599

2. Datos del tutor
Dra.

Angela Piedad
Caro

Borrero

3. Datos del sinodal 1
Dr.

Enrique Arturo
Cantoral

Uriza

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Marisa

Mazari

Hiriart

5. Datos del sinodal 4
Dra.

Hilda Patricia

Ledn

Tejera

7. Datos del sinodal 5
Dra.

ltzel

Becerra

Absaldn

7. datos del trabajo escrito

Ecologia y distribucion de cianobacterias en los lagos del Parque
Nacional “Lagunas de Montebello”, Chiapas y su potencial riesgo
toxicolégico.

87p

2021



Agradecimientos académicos

La presente investigacion se llevo a cabo gracias al financiamiento otorgado por la DGAPA
(PAPIIT 1T200618) proyecto “Vulnerabilidad Socio-Ambiental del Rio Grande-Lagos de
Montebello, Chiapas, México” y con el apoyo de CYTED-Ibero-Amerian Science and
Technology Program for Development (CYTED-2019), a través del proyecto TALGENTOX
(920PTE0102).

A la Universidad Nacional Autonoma de México, la “maxima casa de estudios” del pais, y a
la Facultad de Ciencias, por brindarme la oportunidad de realizar mi formacién académica

en la carrera de Biologia.

Al Laboratorio de Ecosistemas de Ribera por tener siempre las puertas abiertas y darme la

oportunidad de realizar mi proyecto de investigacion. Gracias por brindar un espacio

A mi tutora, Dra. Angela Caro Borrero, por su compromiso, dedicacion, confianza, guia y

ensefianzas al dirigir este trabajo.

A el Dr. Javier Carmona Jiménez, por participar constantemente en este proyecto, por

guiarme, asesorarme y apoyarme para realizar esta investigacion.
A los miembros de mi jurado:
Dr. Enrique Arturo Cantoral Uriza
Dra. Marisa Mazari Hiriart
Dra. Hilda Patricia Ledn Tejera
Dra. Itzel Becerra Absalon,
por sus valiosos comentarios y observaciones a este trabajo.
A la Doctora Marisa Mazari Hiriart, por su guia, asesoramiento y colaboracion en el proyecto.

A la Maestra en Ciencias Beatriz Zufiiga Ruiz del Taller de Quimica por su apoyo técnico,
en la extraccion de los metabolitos secundarios de las muestras de cianobacterias, por medio

del rotavapor.



Al Laboratorio de Ficologia, al Dr. Gustavo Alberto Montejano Zurita y a la Dra. ltzel
Becerra Absalon, por brindar el equipo necesario y su asesoramiento en el proceso de
identificacion genética.

A la Maestra en Biologia Maria Eugenia Mufiiz Dias de Ledn, del Taller de Biologia de
Plantas | y 1l, por su apoyo en la medicion de la concentracion de ADN, por medio del

espectrofotometro de microplacas.

A la Maestra en ciencias Veronica Aguilar, por su apoyo en la elaboracion del mapa del area
de estudio de este proyecto.

A Kenia Marquez, por formar un gran equipo conmigo y orientarme con los analisis

moleculares, tu ayuda fue muy importante.

Agradecimientos personales

A mis papéas y a mi hermano, por siempre brindarme su amor y apoyo incondicional. Gracias

a ustedes he llegado a ser lo que soy, por lo que cada logro mio es también de ustedes.

A la Dra. Angela Caro y al Dr. Javier Carmona, por su interés y apoyo tanto personal como
académico, y por permitirme ser parte de su equipo de trabajo.

A mis compafieros y amigos del Laboratorio de Ecologia de Ribera, por brindarme su consejo
y amistad, incluso antes de formar parte del equipo del laboratorio. Son personas increibles
y el mejor equipo.

A mis amigas y amigos de la Facultad de Ciencias, tanto a los que fueron efimeros, como a
los que espero sean por muchos afios méas, todos son parte importante de mi vida y los llevaré

siempre en mi corazon.



1.

indice

INTRODUCCION ...cooteticsiseeseise sttt 3
1.1 LaS CIAaNODACEIIAS ..eeeueiieiieeeiie ettt ettt et sttt et e st e e st e sb e s abe e e sreeenareeas 3
1.2 TAXONMOMA .ttt ettt ettt ettt e st e st e e s it e e s bee e sabeesbeeesabeesabeeesabeesabeesneeesareeennreenns 5
13 Florecimiento de cianobacterias........c.coceeiieiiinienieeeeeee e 5
1.4 CIANOTOXINGS ...eviiiiiiriii it 8

141 Clasificacion de 1as CianotoXiNas .......ccueeeiuiierieeniee et 10

1.4.2 Riesgo del potencial toxicoldgico de las cianobacterias .......ccccoeecveiiiecieeiviiien e, 12
1.5 Normatividad del agua relacionada con cianotoXinas ........cccceeeeeeciiiieeeeeeeeecirieeee e e 14
1.6 Métodos de deteccion Y @NAliSIS........ccveiieiiiiiieiiee e e e 16
1.7 Parque Nacional “Lagunas de Montebello” ...........ooooiieiiciiii e e 17

ANTECEDENTES ... e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeeens 19
2.1 Cianobacterias y cianotoxinas €N MEXICO .....ccuuieiivciiiieiiciiiee ittt e e e saaeee e 19
2.2 Investigacion en las “Lagunas de Montebello” ... 20

JUSTIFICACION. ...ttt 23

OBJETIVOS ...ttt ettt b e bt sttt et e s bt e sbeesaeesabe st e e b e e beenbeesbeesmeesaneenseens 24
4.1 (0] o[ AN e TN a1l - | PP 24
4.2 (0] o[ A\ e T o - [ d (ol V| =Y T3P SPPR 24

AREA DE ESTUDIO ..ottt sieese st 24

MATERIALES Y METODOS.......ovvveveeeteeeteteteteteteteasesasssssesesesesesssesesssesssesesesesesesesessssssssassassnas 26
6.1  TOMA @ MUESTIAS c..eiieiriiieiieieeeie ettt sttt et et sbe e st st e r e r e sreesmeeenneenneens 26
6.2 ADUNGANCIAS .o.ueeeiieiieree ettt sttt st ere e 28
6.3 Analisis de los pardmetros fisico-quimicos con base en las abundancias............cccccuu.e... 28
6.4  Caracterizacidn fenética de [as MUESTIas.......ccceeriiiiiiriiieiieee et 30
6.5 23] [oT={ = YAV, Lo (=T U] = SRR 30

6.5.1 EXEracCion de ADN ........oooiiiiieiiereeee ettt st s 30

6.5.2 Amplificacion de la secuencia del gen 16S de ARN ribosomal........cccccovvvevivieennnnen. 31

6.5.3 CIONACION ..ttt ettt e b e st e st s bt b e bt e s ae e et e enteebeens 31

6.5.4 Secuenciacion ¥ alinEamiENTO ........cccviiieeciiee ettt e 32

6.6 Caracterizacién molecular de las toxinas de los consorcios de las muestras naturales... 33

6.7 2T ToT=] 0 1Y 1V PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRE 33
6.7.1 Extraccion de metabolitos SECUNAATios .....uueeeeeeeeni e 33
6.7.2 CUltiVO d@ ArtemiQ SALING .........cooveeeeeiiieeeeeeee et e et e e e eeeaaas 34



6.7.3 BIOBNSAYO .uvtiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 34

7. RESULTADOS Y DUSCUSION .....oouiuieiiiieieieteteesteete e eeetesesesessesesesesessesesssesssssssssssssssssssesssessnnnns 34
7.1 Caracterizacion fisico-quimica de los sitios de estudio........cccceevirciieiiiciiee e, 34
7.2 Identificacion de cianobacterias mediante el enfoque polifdsico .......ccccceecvveeeecieeeennnee. 39

7.2.1 Analisis morfométrico de las poblaciones del orden Oscillatorial............ccccuveeeen.eee. 40
7.2.2 Identificacion GENALICA ......covcuiiei i e 42
7.2.3 Descripcion de las poblaciones identificadas........ccccceecuveiiiiiieiiincien e, 44
7.2.4 Andlisis estadistico de los pardmetros fisico-quimicos y las abundancias................ 56
7.3 DISEIADUCION ..ttt sttt e b e s b e sae e st st e b e b e nneennees 58
7.4 Deteccién molecular de toxinas, bioensayo y potencial riesgo toxicoldgico.................... 59

8. CONCLUSIONES ... s 64

9. RECOMENDACIONES ... s 66
9.1 Identificacion dE ESPECIES .....uviiiciiiiecceee et ee e s ee e e s e e e e sabee e e e nres 66
9.2 Analisis del potencial riesgo toOXiCOIOZICO.....cciviiiiiiiiiiii e e 66
9.3 Dispersion de 1as Cianobacterias........ccueiieiiiieeeciee e 67
9.4 (T aTelT ool o1 ¢=Tor 101 o] o Io FUU PP PPTPPPPPPPN 67

10. REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e et et et et e ettt e e e e e e et e e et e e e e e e e e et e e e e e eseeesebeseeeeenenenenenenene 68



RESUMEN

El Parque Nacional “Lagunas de Montebello” se encuentra bajo presién de
actividades antropogénicas, que han provocado cambios en la coloracién del agua.
Este fendmeno se relaciona como una respuesta del ecosistema al aumento en la
biomasa de fitoplancton, consecuencia de la creciente eutroficacion de los lagos.
Parte del fitoplancton son las cianobacterias, organismos que pueden llegar a formar
floraciones y que se han reportado como productoras de toxinas, representando un
riesgo para la salud humana. Es por ello, que el objetivo de este estudio es
caracterizar la diversidad de cianobacterias planctdnicas presentes en el sistema
hidrolégico del Parque Nacional “Lagunas de Montebello” mediante métodos

fenéticos y moleculares, asi como su potencial toxicoldgico.

Las muestras fueron tomadas en agosto del 2019 con una red de arrastre en nueve
diferentes sitios del Parque Nacional “Lagunas de Montebello”, asi como de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) y su efluente. Se realizé la
caracterizacion morfolégica de las poblaciones de cianobacterias encontradas en
las muestras y se calcul6 la abundancia de cada poblacion con el conteo en

camaras de Neubauer.

Los andlisis morfométricos se realizaron para las poblaciones pertenecientes al
orden Oscillatorial, y los analisis moleculares se llevaron a cabo a partir cinco de las
muestras de campo, donde se encontraron las mayores concentraciones de
biomasa (PTAR, el efluente, El Carrizal, Balamtetik y Chaj Chaj). La identificacién
genética, se realizé a partir de la extraccion de ADN y su secuenciacion, utilizando
el fragmento del gen 16S rRNA. La identificacion a partir de la secuencia se obtuvo

comparando con la base de datos de GenBank.

Para el andlisis del potencial toxicolégico de las muestras, se realizaron pruebas
PCR para la deteccibn de cianobacterias que potencialmente pudieran ser
productoras de las toxinas microcistina y anatoxina; y se llevé a cabo un bioensayo
con Artemia salina, utilizando los extractos de las muestras de campo de los mismos

cinco sitios.



Con base en los datos analizados en este estudio (morfolégicos, morfométricos,
genéticos y ecologicos), se encontraron 13 especies, correspondientes a nueve
géneros pertenecientes a tres ordenes diferentes: Oscillatoriales, Nostocales y
Chroococcales. La especie con mayor distribucion fue Planktothrix agardhii,
encontrandose en siete de los 11 sitios estudiados. Con base en el analisis BLAST,
se determind, que la conductividad, la turbiedad y la concentracion de BGA se
encuentran dentro de los factores ambientales con mayor influencia sobre la
comunidad de cianobacterias. Las pruebas de PCR no confirmaron la presencia del
gen analizado para la codificacion de microcistinas y anatoxinas; sin embargo, este
resultado no descarta el potencial de las cianobacterias de estas muestras como
productoras de las mismas. Por otro lado, el bioensayo demostré que hay un efecto

letal en los metabolitos secundarios extraidos de las muestras.

El enfoque polifasico ayudd a confirmar y a complementar la identificacion de las
cianobacterias, para caracterizar la diversidad de las mismas en estos sitios. Sin
embargo, hacen falta estudios complementarios, para determinar el potencial
toxicoldgico de estos organismos.



1. INTRODUCCION

1.1 Las cianobacterias

Las cianobacterias son consideradas como un grupo de organismos procariontes
gram-negativos, capaces de llevar a cabo fotosintesis oxigénica (Whitton y Potts,
2002). Esto es posible, gracias a que tienen la capacidad de sintetizar pigmentos
fotosintéticos, como la clorofila-a, comdn en las algas eucariontes y plantas, y las
ficobilinas (ficocianina y ficoeritrina), caracteristicas de las cianobacterias. Estas
Gltimas son las que, en altas concentraciones y con la clorofila-a, les confieren su

caracteristico color verde-azulado (Whitton y Potts, 2002).

Se ha estimado, que el origen de este grupo data de hace aproximadamente 3.5
millones de afios (Shopf y Walter, 1982), por lo que tienen una larga historia
evolutiva que les ha conferido una gran variedad de estrategias metabdlicas y
estructurales, que les permite tolerar un amplio espectro de condiciones
ambientales (Whitton y Potts, 2002).

Dentro de este grupo se encuentran diversos niveles de organizacion desde
unicelulares a coloniales y filamentosas, las cuales pueden encontrarse en solitario
0 agrupadas en colonias. Algunas especies filamentosas estan rodeadas por una
vaina, asi como algunas especies coloniales se encuentran unidas por una

estructura mucilaginosa (Whitton y Potts, 2000).

Una de las adaptaciones que presentan es la presencia de vacuolas de gas en su
interior, éstas les permiten regular su posicion en la columna de agua, para cambiar
asi su distribucion en el cuerpo de agua que habitan, en funcién de condiciones
ambientales como temperatura, luz y concentracién de nutrientes. Por otro lado,
algunas especies filamentosas tienen la capacidad de formar heterocitos, células
especializadas para fijar nitrdgeno atmosférico (Nz2), y acinetos, estructuras de
resistencia para la propagacion y conservacion de la especie en condiciones

ambientales adversas (van den Hoek et al., 2002).

Otras capacidades de adaptacion incluyen la tolerancia a intensidades variables de
luz, a la desecacion y la radiacion ultravioleta; ademas de una efectiva absorcion de

nutrientes en bajas concentraciones, por lo que un ambiente eutréfico no es
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necesario para su presencia (Whitton y Potts, 2002); e interacciones simbidticas con

hongos, plantas y animales (Ward et al., 1994).

En cuanto a su reproduccion, es asexual y puede ser mediante endoesporas,
exoesporas 0 por propagacion vegetativa (fragmentos de filamentos o colonias)
(van den Hoek et al., 2002).

Gracias a sus adaptaciones morfologicas, fisiolégicas y reproductivas, han
colonizado exitosamente diversos ecosistemas tanto acuaticos (limnicos y marinos),
como semi-acuaticos y terrestres (Whitton y Potts, 2002; Bonilla y Aubiot, 2009),
encontrandose ampliamente distribuidas en el mundo; incluso se han encontrado
en ambientes extremos como manantiales termales, ambientes hipersalinos y
desiertos (Whitton y Potts, 2002).

La presencia y abundancia de las cianobacterias se ven favorecidas por diferentes
factores ambientales. Entre éstos se encuentra un pH de entre 6 y 9, temperatura
de 20-25°C; alta concentracion de nutrientes, principalmente fésforo y nitrégeno;
poco viento; estancamiento del agua; baja precipitacion pluvial y alta intensidad de
luz (Oliver y Ganf 2002; Ramirez et al., 2004; Msagati et al., 2006; O Neil et al.,
2012). La importancia de este grupo recae en sus funciones ambientales como la
produccion primaria, la fijacién de nitrogeno atmosférico (Nz), siendo los principales

fijadores en los océanos, y didxido de carbono (CO2).

Las cianobacterias cumplen un papel importante en diferentes ambitos. Por un lado,
en cuanto a sus funciones ambientales, contribuyen a la fertilidad del suelo, ya que
fijan el nitrogeno atmosférico (N2) (Rai, 1990), asi mismo, son los principales
fijadores de este nutriente en los océanos (Diez et al., 2008) y del diéxido de carbono
(CO2) (Howarth et al., 1988). También son importantes como productores primarios,
ya gue son microoganismos quimiotroficos y otros organismos en interacciones
simbidticas, aprovechan su actividad metabdlica (Atlas y Bartha, 2002). Por otro
lado, se les han dado diferentes usos de importancia antropocéntrica como fuente
de nutrientes, produccion de energia y de materia prima para la produccion de

substancias de interés farmacéutico (Falch et al., 1995).



1.2 Taxonomia

La identificacion especifica de las cianobacterias es compleja, debido a que
presentan una amplia variacion morfolégica y morfométrica, tanto en poblaciones
naturales como en cultivo (Komarek y Anagnostidis, 2005). El sistema tradicional de
identificacion de las Cyanoprokaryota esta basado principalmente en rasgos
morfologicos y se ha estimado, que cerca del 50% de las cepas pertenecientes a
cultivos de colecciones han sido erroneamente identificadas (Castenholz y Norris,
2005). No obstante, el antiguo sistema ha sido modificado por el uso de
herramientas moleculares que han introducido nuevos caracteres de identificacion.
Sin embargo, la taxonomia fenotipica sigue siendo importante en la identificacion, y
por ello, de acuerdo con Palinska y Krumbein (1998), no debe ser reemplazada por

los métodos moleculares, sino que deben ser usados integralmente.

El enfoque integrativo en el sistema taxondémico se basa en la combinacion de
criterios genéticos, morfoldgicos y ecoldgicos para la identificacion; éste es conocido
como enfoque polifasico (Koméarek, 2016). En cuanto al estudio genético, la
molécula mé&s ampliamente usada es el 16S rRNA (Woese, 1987) para la
identificacion y generacion de relaciones evolutivas que pueden verse plasmadas
en arboles filogenéticos y matrices de similitud. Esta molécula cuenta con diferentes
propiedades, como: universal y temprana evolucion, regiones variables y regiones
conservadas, esencialidad para la vida celular por su funcion en la sintesis de
proteinas, y no hay evidencia de transferencia horizontal para este caracter
(Camacho, 2014). En cuanto a la morfologia, se describen las caracteristicas
comunes de los géneros y las autopomorfias de las especies. Por ultimo, el andlisis
ecoldgico puede incluir la caracterizacion de su nicho ecoldgico y su relacion con

las adaptaciones morfoldgicas y funcionales.

1.3 Florecimiento de cianobacterias

En condiciones favorables para el crecimiento de las cianobacterias, es comun que
se presenten florecimientos (blooms) o crecimientos masivos. Estos son eventos de
multiplicacion y acumulacion, de consorcios de fitoplancton, principalmente de

cianobacterias, en periodos de pocas horas o dias (De Leon, 2002). Los géneros



gue comunmente forman estos florecimientos en sistemas de agua dulce y que
toleran la  contaminacion  son: Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,
Dolichospermum, Microcystis, Nodularia, Planktothrix y Trichodesmium (Huisman et
al., 2008)

Una de las principales causas de la formacion de los florecimientos en lagos y rios
es la eutrofizacion, es decir, el aporte excesivo de nitrogeno (N) y fosforo (P) a los
cuerpos de agua (USEPA,1997), ya que la disponibilidad de N y P influye en el
crecimiento, la biomasa, la composicion y dominancia de especies del fitoplancton
(Xu et al., 2010).

En cuanto a la dominancia en el fitoplancton por parte de las cianobacterias, se ha
observado que éstas se ven favorecidas en condiciones donde el N es limitado, es
decir, donde la proporcion de N a P es baja; esto se debe a la capacidad de algunas
especies de cianobacterias para fijar N2, lo que les confiere una ventaja sobre el
resto del fitoplancton (Beversdorf et al., 2013). Por esto mismo, el N es relevante
para determinar la cantidad y especies de cianobacterias presentes en el cuerpo de
agua (Ferguson, 1999). Por otro lado, el P suele ser el nutriente determinante mas
importante sobre la proporciébn de cianobacterias en las comunidades de
fitoplancton en aguas dulces, ya que una concentracién de al menos 0.1 mg L* de
P es suficiente para inducir un florecimiento (Ferguson, 1999).

En este aspecto, la corriente en el cuerpo de agua juega un papel fundamental, ya
que, generalmente, los lagos tienen un mayor tiempo de retencidon del agua,
comparado con los rios. Esto permite que en los lagos haya una mayor
concentracion de nutrientes y sedimento, el cual puede contribuir a la retencion y

abastecimiento de los mismos (Ferguson, 1999).

En general, el abastecimiento de nutrientes es principalmente de origen antrépico,
producto de la agricultura, mineria, urbanizacion, descarga de aguas residuales y
desechos de la industria alimenticia (Ramirez et al., 2004). Debido al aumento en la
eutrofizacion de los ambientes acuaticos, se favorecen estas floraciones, las cuales

tienen diferentes consecuencias, generalmente nocivas.



Otros factores que dan lugar a los florecimientos en lagos son el aumento de la
temperatura, las precipitaciones, la estratificacion térmica, la estabilidad de la
columna de agua y el cambio del uso del suelo (Brookes y Carey, 2011). Aunque
son varios los factores que se han estudiado en relacion con los florecimientos de
cianobacterias, estos eventos son complejos y, normalmente, son causados por una
serie de factores ambientales que ocurren simultaneamente (Heisler et al., 2008;
O"Neil et al., 2012).

Por otro lado, las especies que conforman el florecimiento cambian con el tiempo,
con base en diferentes factores y la interaccion entre los mismos organismos. La
dindmica de la poblacién puede variar entre habitats similares, y en el mismo habitat
en diferentes tiempos (Wu et al., 2015). Esto, ya que son varios los factores que
influyen en la dominancia y sucesion. Entre estos se encuentran los nutrientes
(como nitrégeno y fosforo), la temperatura, intensidad de la luz, el pH, salinidad,
alcalinidad, la estratificacion térmica; asi como la presencia de competidores,
depredadores y paréasitos (Scheffer y Carpenter, 2003; Likens, 2010). Por lo tanto,
aunque los florecimientos se caracterizan por tener una especie dominante, por
regla general son un consorcio de especies que a lo largo del tiempo y con el cambio
en los factores ambientales pueden modificar sus abundancias y, como

consecuencia, la representatividad dentro del florecimiento,

La formacion de los florecimientos tiene impacto en el ecosistema, ya que aumentan
la turbidez del agua, afectando negativamente al epifiton, las algas benténicas y la
vegetacion subacuatica (Scheffer et al., 1993). Por otro lado, al cambiar el flujo de
energia y nutrientes, estos crecimientos tienen un impacto en la biodiversidad y en
la funcionalidad y estructura de la red alimentaria de los ecosistemas acuaticos
(Oliver et al., 2012). El dioxido de carbono (COz2) disponible en la columna de agua
tiende a disminuir con el aumento de cianobacterias, debido a la actividad
fotosintética de las mismas; sin embargo, las cianobacterias que son capaces de
moverse en la columna de agua y acercarse a la superficie no se ven limitadas por
este aspecto, ya que toman el CO:2 del aire. Esto da lugar a la acumulacion de

cianobacterias en la superficie, donde se forman las natas (Paerl y Ustach, 1982).



Cuando el florecimiento colapsa, se disminuye la concentracion de oxigeno disuelto,
debido a la degradacion microbiana de las cianobacterias muertas, causando un
ambiente anoxigénico que provoca la muerte de peces e invertebrados bentdnicos
(Rabalais et al., 2010).

Desde un punto de vista antropocéntrico, los florecimientos provocan un olor y sabor
desagradable en el agua, impidiendo su consumo, uso doméstico y recreativo. Esto
tiene un impacto econdmico negativo, debido a la pérdida de los ingresos por
actividades de recreacion y el costo monetario para las comunidades y los gobiernos

dedicado al tratamiento del agua (Dodds et al., 2009).

Otro factor relevante se relaciona con la capacidad de algunos géneros de
cianobacterias de producir toxinas. Se ha observado que, a nivel mundial, el 60%
de las muestras de cianobacterias contienen toxinas (WHO, 2003), las cuales
afectan negativamente al zooplancton, a los macroinvertebrados, peces, aves y
otros animales que las consuman o que interactian de manera directa y/o indirecta
con ellas (Havens, 2008). La presencia de cianotoxinas también ocasiona
afectaciones econdmicas, debido a los efectos letales que pueden llegar a tener en

los peces y el ganado.

Finalmente, los florecimientos son importantes para la salud publica, ya que pueden
afectar la calidad del agua para beber y para uso recreativo y, por lo tanto, tener
repercusiones Yy riesgos asociados a salud. Actualmente, como consecuencia del
aumento en la contaminacion de cuerpos de agua, han incrementado las floraciones
de cianobacterias productoras de toxinas, por lo que su presencia en medios
acuaticos se ha vuelto mas comun (Kaebernick y Neilan, 2001; Watson et al., 2015;
Pick, 2016).

1.4 Cianotoxinas

Las cianotoxinas son metabolitos secundarios que se generan durante la
produccion de fotopigmentos (Quesada et al., 2006), éstas se acumulan
principalmente en el citoplasma de las cianobacterias, liberandose en el ambiente

cuando estos organismos mueren y se produce una lisis celular. Algunas



cianotoxinas no son producidas exclusivamente por las cianobacterias, como las
saxitoxinas y las endotoxinas de lipopolisacaridos, mientras que otras no se han
encontrado relacionadas con ningun otro organismo, como las microcistinas y las
anatoxinas (Metcalf y Codd, 2012).

Un factor que es importante tener en cuenta al analizar la toxicidad de las
cianobacterias es que las especies que se han documentado como productoras de
cianotoxinas, no necesariamente las producen en cualquier habitat que se
encuentren. La produccién de toxinas puede variar ademas entre cepas de la misma
especie, entre especies del mismo género y entre géneros (SvirCev et al., 2019).
Estas pueden ser morfolégicamente indistinguibles unas de las otras y pueden tener
un alto grado de polimorfismo genético, lo cual conduce a una co-ocurrencia de
subpoblaciones téxicas y no téxicas (Vichi et al., 2016). Esto se debe a que diversos

factores ambientales y bidticos influyen en la produccion de toxinas.

Actualmente no es clara la funcién natural de las cianotoxinas, siendo posible, que
una sola cianotoxina lleve a cabo diferentes funciones (Svir€ev et al., 2019). Una
funcién puede ser presentar una ventaja competitiva ante diferentes organismos,
como otros fotétrofos, bacterias y hongos, disminuyendo su crecimiento cuando el
ambiente es limitante (Arnold, 1971; Smayda, 1974; Flores y Wolk,1986; Gross et
al., 1991; Patterson y Bolis, 1997). También se les ha atribuido un rol como
auxiliares fisiolégicos, interviniendo en diferentes vias metabdlicas (Holland y
Kinner, 2013; Makover et al., 2015). Por otro lado, se han llevado a cabo diferentes
estudios que relacionan esta toxicidad con factores como la temperatura,

disponibilidad de nutrientes, competencia, biomasa, entre otras.

Por ejemplo, Walls et al. (2018) determinaron, que la liberacion de microcistinas por
parte de Planktothrix agardhii, aumenta en temperaturas altas (20-25°C). Por el
contrario, de acuerdo con Aguayo (2001) y Jiang (2008), la produccion de las toxinas
se ve favorecida cuando se presentan las condiciones de crecimiento 6ptimas de
las cianobacterias, por lo que se observa una produccion directamente proporcional

al aumento de la biomasa.



Por otro lado, dos Santos Severiano et al. (2018) evaluaron la influencia del aumento
en la biomasa del zooplancton en la comunidad de fitoplancton y en las microcistinas
y saxitoxinas en la reserva de Ipojuca en Brasil. Encontraron, que el aumento en la
biomasa de zooplancton reduce la biomasa de Microcystis, pero no la de
cianobacterias filamentosas; esto podria ayudar a reducir las cianotoxinas
asociadas a dicho género. Sin embargo, de acuerdo con Jang et al. (2003), la

presencia del zooplancton tiende a aumentar la produccion de toxinas.

1.4.1 Clasificacion de las cianotoxinas

Las cianotoxinas se clasifican cominmente con base en su estructura quimica en:
péptidos ciclicos, alcaloides y lipopolisacaridos (Sivonen y Jones, 1999; Brena y
Bonilla, 2009; O"Neil et al., 2012); o por los efectos que producen en: hepatotoxinas,
neurotoxinas, citotoxinas, dermatoxinas y toxinas irritantes (Quesada et al., 2006).

Hepatotoxinas

Péptidos, caracterizados como hepatopéptidos ciclicos (microcistinas) vy
pentapéptidos (nodularinas). Son causantes de dafios adversos al higado y
promotoras de tumores, ya que ocasionan que el higado pierda su arquitectura y
desarrolle graves lesiones internas (SvirCev et al., 2019).

Algunos de los géneros a los cuales pertenecen las especies que se han identificado
como productoras de esta toxina son: Microcystis, Anabaena, Cylindrospermopsis,
Oscillatoria, Planktothrix, Nodularia, Anabaenopsis, Phormidium, Arthrospira,
Nostoc (SvirCev et al., 2019).

Las microcistinas son producidas por diferentes especies de cianobacterias que
habitan en ambientes acuéaticos (marinos y de agua dulce) y terrestres. Esta es la
cianotoxina con mayor numero de registros a nivel mundial, seguida por
cilindrospermopsina, anatoxinas y saxitoxinas (SvirCev et al., 2019). Es por ello que

las microcistinas son unas de las cianotoxinas mas estudiadas.

Estas toxinas cuentan en su estructura con dos sitios donde los aminoacidos varian,
influyendo en su nomenclatura, por lo que son la cianotoxina con mas variantes

(Carmichael et al., 1988); se conocen mas de 80 tipos quimicos de microcistinas
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(Uriza et al., 2017). Las microcistinas mas encontradas son MC-LR, MC-RR y MC-
YR (Ramirez-Garcia et al., 2004); éstas deben su acrénimo al aminoacido que
presentan, siendo leucina (L), arginina (R) y tirosina (Y), respectivamente. La MC-
LR presenta una alta toxicidad, ya que es un estimulador extremadamente potente
de tumores en animales de laboratorio (Nishiwaki-Matsushimaet et al., 1992) y se

considera el mas eficaz carcindgeno del higado.

Por otro lado, las nodularinas presentan una estructura menos variable (Sivonen 'y
Jones, 1999). Se ha encontrado, que las microcistinas y las nodularinas no sélo
afectan el higado, sino que pueden llegar a acumularse en otros tejidos y 6rganos
de mamiferos y de peces como el corazon, las gonadas, pulmones, el cerebro y el
rifién; causando un dafio fisiol6gico, tisular y celular (Wang et al., 2008). Sélo se
tiene registro de la produccion de las nodularinas por parte de Nodularia spumigena
(Metcalf y Codd, 2012).

Neurotoxinas

Compuestos heterociclicos de nitrégeno que afectan el sistema nervioso, ya que
pueden polarizar o despolarizar a las células nerviosas. Dentro de éstas se
encuentra la anatoxina-a, producida por especies de los géneros de cianobacterias
Anabaena, Oscillatoria, Planktothrix y Aphanizomenon, los tres primeros géneros
también producen la anatoxinas-a(s); y las saxitoxinas son producidas por

Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya y Cilindrospermopsis (Carmichael, 2001).

La anatoxina-a (ATX-a) compite con la acetilcolina en las uniones neuromusculares,
lo que provoca que los nervios sigan propagando pulsos neuronales, ocasionando
la despolarizacién de los mismos. Como consecuencia final, esto puede dar lugar a
un paro respiratorio y, por lo tanto, la muerte. Se han investigado signos de
envenenamiento que se pueden presentar en diferentes organismos, entre ellos se
encuentran: tambalearse al caminar, fasciculaciones musculares, respirar con
dificultad, convulsiones y rigidez (en aves) (Cantoral-Uriza et al., 2017). La
produccion de ATX-a ha sido identificada en géneros de especies planctonicas y
bentonicas (Anabaena, Arthrospira, Aphanizomenon, Planktothrix, Raphidiopsis y
Oscillatoria) (Metcalf y Codd, 2012).
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La anatoxina-a(s) (ATX-a(s)) es un potente inhibidor de acetilcolinesterasa, que
provoca hipersalivacion y lacrimacion en mamiferos. Esta toxina puede llegar a
provocar sintomas similares a los de la anatoxina-a, asi como ataxia (falta de
coordinacion en diferentes partes del cuerpo), diarrea, hipersalivacion y temblores
(Cantoral-Uriza et al., 2017).

Las saxitoxinas (STX) inhiben la generacion de un potencial de accién funcional en
las fibras musculares y nerviosas, dando lugar a pardlisis o paro respiratorio. Esto
por medio del bloqueo de canales de sodio regulados por voltaje en las membranas
excitables (Bricelj et al., 2005; Llewellyn 2006, 2009).

Citotoxinas

Toxina que inhibe la sintesis de proteinas y causa dafo necrotico en las células de
organos como el higado, pulmones, rifién e intestino. Solo la cilindrospermopsina
(CYN) pertenece a esta clasificacion. Hasta el momento se han identificado tres
variantes estructurales de esta toxina (Metcalf y Codd, 2012). Los géneros de
cianobacterias que se han registrado como productores de esta toxina son:

Cylindrospermopsis, Lyngbya, Oscillatoria y Anabaena (SvirCev et al., 2019).
Dermatoxinas

Normalmente alcaloides, que producen dermatitis severa al contacto cutaneo e
inflamacion gastrointestinal al ingerirse. Parte de éstas son la lynbyatoxina y la
aplisiatoxina. Estas proteinas son activadoras de la proteina quinasa C, la cual
cumple un papel fundamental en la regulacion del crecimiento celular (Smith et al.,

2008), provocando que sean potentes promotores de tumores.

1.4.2 Riesgo del potencial toxicolégico de las cianobacterias
Se han reportado aproximadamente 183 casos sobre intoxicacion por

cianobacterias tanto en animales, como en seres humanos (SvirCev et al., 2019).

El primer caso registrado de una investigacion experimental que relacionaba la
muerte de animales con los florecimientos de cianobacterias fue llevado a cabo por
Francis (1878), quien realiz6 un experimento de toxicidad con ovejas, a las cuales
les subministré de forma oral muestras de un florecimiento algal, donde se habia
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identificado Nodularia spumigena. Como resultado de dicho experimento, las ovejas
perecieron, por lo tanto, analizo el contenido estomacal, encontrado filamentos de
cianobacterias. El agente especifico responsable de la intoxicacion no se pudo
identificar, ya que no se contaba con los avances moleculares necesarios, pero se

supone gue se trataba de la toxina nodularina (Metcalf y Codd, 2012).

Animales de ganado estan expuestos a la intoxicacién por cianotoxinas, ya que
normalmente beben agua de cuerpos de agua que pueden tener florecimientos de
cianobacterias. A la fecha se tiene registro de muertes de vacas por intoxicacion
con microcistinas, anatoxinas (Metcalf y Codd, 2012) y cilindrospermopsinas (Saker
et al., 1999)

Asi mismo, los animales domeésticos corren el riesgo de intoxicarse accidentalmente
por ingestidon al beber agua contaminada por cianobacterias toxicas. Se han
investigado las muertes de perros a orillas de cuerpos de agua y se ha encontrado
que la principal causa de su muerte fue la ingesta de cianotoxinas (Codd et al.,
1992).

Por otro lado, en la vida silvestre, algunos animales filtradores se alimentan
directamente de microalgas y cianobacterias, siendo directamente susceptibles a la
intoxicacién por cianotoxinas. Un ejemplo es Phoeniconaias minor, una especie de
flamenco de la cual se han registrado muertes masivas periédicas en los lagos del
Valle del Rift de Africa. Se cree que estas muertes pueden ser debido a intoxicacion
por microcistinas y anatoxina-a, ya que se han encontrado en su contenido
estomacal (Codd et al., 2003).

En el Parque Nacional Kruger, en Sudafrica, se asocid la muerte de rinocerontes
blancos, cebras y fius con la presencia de microcistinas, lo cual se pudo relacionar
con la ingesta de agua procedente de un cuerpo de agua con florecimientos de
Microcystis (Oberholster et al., 2009).

Es mas comun que existan casos registrados de intoxicacion por cianotoxinas en
animales gque en seres humanos, esto se atribuye a diversas causas. Por un lado,

la probabilidad de ingestién de agua contaminada es menor, ya que el agua potable
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suele recibir cierto nivel de tratamiento, que previene altas concentraciones de
cianotoxinas, y porque se suelen evitar las aguas con florecimientos notorios y
aguellas que han afectado a animales (Carmichael et al., 2001; Hilborn y Beasley,
2015). Otra posible causa es que los sintomas no llegan a ser diagnosticados como
intoxicacion por cianotoxinas por diversas razones: la falta de conocimiento sobre
este tipo de intoxicacion por parte del personal de atencion médica; que el cuadro
clinico es inespecifico; o que no se confirme la intoxicacion, por la limitada

disponibilidad y el costo de los andlisis (Hilborn y Beasley, 2015).

Sin embargo, esto no quiere decir que las cianotoxinas no representen un riesgo a
la salud del ser humano. Uno de los episodios mas conocidos sobre intoxicacion por
cianotoxinas en seres humanos fue registrado en Brasil, donde 56 pacientes de

hemodialisis murieron tras haber sido tratados con agua contaminada

Se ha demostrado, que las cianotoxinas pueden bioacumularse en érganos de
diferentes organismos acuaticos como el musculo de los peces, el abdomen de los
camarones, y el pie de los caracoles y los mejillones (Esposito et al., 2019). Como
consecuencia, puede biomagnificarse dentro de la cadena alimenticia, generando

un alto riesgo para los consumidores finales.

1.5 Normatividad del agua relacionada con cianotoxinas

Las cianotoxinas constituyen una de las categorias de mayor riesgo de substancias
biolégicas toxicas presentes en el agua. Es por ello, que la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) public6 en 1999 una guia que pone de manifiesto las
consecuencias en la salud publica, el monitoreo y el manejo de las cianotoxinas en

el agua dulce (Chorus y Bartram, 1999).

La mayoria de los paises que regulan las cianotoxinas, define los limites
principalmente para el agua de uso y consumo humano, y en menor frecuencia,
para aguas de uso recreativo. Aunque existen varias cianotoxinas que pueden llegar
a representar un riesgo para la salud, tanto por su consumo como por entrar en
contacto con ellas, en la mayoria de las regulaciones se establecen los limites para

las microcistinas, mientras que otras cianotoxinas son rara vez reguladas (Ibelings
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et al., 2014). Once paises han desarrollado regulaciones para las microcistinas en
agua potable y aguas recreativas. La mayoria de las pautas de agua potable se
basan en valor provisional de la OMS para MC-LR de 1.0 ug/L (EPA, 2014). En
cuanto a los lineamientos para las aguas recreativas, es mas comun que se utilice
el numero de células y/o la biomasa en términos de densidad de células, biovolumen
o clorofila-a, como indicadores. Esto para facilitar el monitoreo, acelerar la
intervencién y tomar en cuenta la presencia potencial de otros metabolitos de

cianobacterias que puedan causar sintomas dermatologicos (Ibelings et al., 2014).

En Brasil, Uruguay, la Republica Checa, Francia y Espafia, el valor estandar legal
para la concentracion de MCYST-LR en el agua del grifo es de 1 ug/L. En Canada,
la concentracion provisional maxima permisible de la misma microcistina en el agua
potable tratada es de 1.5 pg/L (Ibelings et al., 2014).

En algunos paises también se toman en cuenta otras cianotoxinas en sus
regulaciones para agua potable. Por ejemplo, en Australia, Nueva Zelanda y Brasil,
son reguladas las concentraciones de CYN, siendo el maximo recomendado 1 pg/L
en los primeros dos, y 15 ug/L en el ultimo, siendo ésta una gran diferencia de
concentracion; y de STX, 3 pg/L en los tres paises. En Canada y Nueva Zelanda,
se regula la concentracion de ATX-a, siendo los limites méaximos permisibles de 3.7

Mg/L y 6 pg/L, respectivamente (Ibelings et al., 2014).

Por otro lado, paises de la Union Europea, como Alemania, Dinamarca, Grecia,
Hungria y los Paises Bajos, no regulan explicitamente las cianotoxinas en sus

legislaciones nacionales que aplican al agua potable.

En Estados Unidos de América, la Agencia de proteccion del medio ambiente (EPA,
por sus siglas en inglés) agregd la MC-LR, ATX-a y la CYN a la lista de
contaminantes candidatos. Sin embargo, no existen pautas regulatorias federales

para las cianobacterias o sus toxinas en el agua potable y aguas recreativas.

En el caso de México, la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 de la
Secretaria de Salud, Norma Federal que aplica para agua de uso y consumo

humano, no incluye limites permisibles para numero de cianobacterias, ni para
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cianotoxinas por volumen de agua, a pesar de que se ha demostrado que las
cianotoxinas tienen un efecto negativo en la salud. Estas regulaciones no se han
implementado, a pesar de que ya se han encontrado tanto especies productoras de
toxinas, como concentraciones con cifras mayores a los rangos de la OMS en
cuerpos de agua que son fuentes de abastecimiento de agua potable. Un ejemplo
es la presa de Valle de Bravo, ésta es una de las fuentes de abastecimiento de agua
potable mas importantes para la Ciudad de México, en un estudio sobre el efecto
de cianotoxinas en el zooplancton, llevado a cabo de junio del 2010 a mayo del 2011
por Figueroa-Sanchez et al. (2014), se encontré que los cuatro taxa mas comunes
son Microcystis, Anabaena spp., Aphanizomenon spp. y Lyngbya sp. Aunque en
ese mismo estudio, la concentracion de microcistinas se registrd por debajo del
limite recomendado por la OMS, en un estudio realizado Ramirez-Garcia et al.
(2004) registraron cifras por arriba del limite en julio del 2001.

1.6 Meétodos de deteccidn y anélisis
Debido a la importancia de la presencia y concentracion de cianotoxinas en el agua,

por representar un riesgo potencial para la salud humana y animal, actualmente, se

hace uso de diversos métodos para la deteccién de cianotoxinas.

Por un lado, éstos se encuentran orientados a la identificacién de las especies por
morfologia, apoyados con la valoracion de la toxicidad mediante bioensayos. Los
bioensayos se han llevado a cabo en ratones, peces y otros organismos acuaticos
pertenecientes a los géneros Daphnia o Artemia, y anfibios (Cantoral-Uriza et al.,
2017).

Por otro lado, se cuenta con analisis fisico-quimicos para deteccién de toxinas,
como el HPLC (High Performace Liquid Chromatography) y técnicas genéticas, para
diferenciar géneros e incluso cepas toxicas dentro de una misma especie, a partir
de determinadas secuencias de material genético (Roset et al., 2001; Hisberger y
Christiansen, 2003).

También se han empleado kits de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas, por sus siglas en inglés); estudio inmunologico donde se emplean

anticuerpos monoclonales y se pueden visualizar las cianotoxinas en microgramos,
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gracias a una reaccion de la enzima peroxidasa (Chu et al., 1990). Gracias a los
avances tecnolégicos se desarrollé un sensor fotoeléctrico con alta sensibilidad y

selectividad, que es capaz de medir la MC-LR (Chen et al., 2012)

Como se menciond, dentro de una misma especie de cianobacteria, existen cepas
productoras y no productoras de toxinas. Por ello, mas recientemente, se ha usado
como alternativa pruebas moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), para la deteccion especifica de los
genes responsables de la produccion de las toxinas, sin embargo, la presencia de
los genes no asegura que estén activos, produciendo toxinas. Durante este proceso,
las cadenas individuales del ADN blanco son duplicadas por una enzima en cada
ciclo de la reaccion, y las cadenas nuevas resultantes vuelven a ser duplicadas por
la misma enzima. Con ello se logra una produccion de copias del gen o segmento
de ADN sometido al proceso (Lo, 1998).

1.7 Parque Nacional “Lagunas de Montebello”

El Parque Nacional “Lagunas de Montebello” se encuentran en una zona de origen
karstico, es decir, que se forma a partir de la disolucidén del sustrato de carbonato
de calcio; esto genera rocas con alta porosidad y permeabilidad, “favoreciendo el
intercambio de agua y materia organica desde la superficie a las cavidades
subsuperficiales o viceversa” (Mora et al., 2016). Debido a la propiedad kérstica del
sitio, se han formado alrededor de 59 lagos y, a su vez, se han creado sistemas

subterraneos, como canales, que conectan los lagos unos con otros.

Cabe recalcar que, a pesar de que el nombre del sitio es “Lagunas de Montebello”
los cuerpos de agua que se encuentran en el mismo son lagos. Las lagunas son
cuerpos de agua poco profundos, que se encuentran separados de un cuerpo de
agua de gran extension (como el océano) por barreras naturales, como bancos de
arena y arrecifes. Por otro lado, los lagos se definen como un gran depdsito natural
de agua en una depresion del terreno, que puede o no tener fuentes de
abastecimiento y/o desembocaduras. Es por ello, que a lo largo de este trabajo los
cuerpos de agua se denominaran como lagos y el sitio y sistema como “Lagunas de

Montebello”.
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En cuanto a los nutrientes, su agua se caracteriza por ser siempre rica en
bicarbonato célcico y, frecuentemente, en sulfatos. A su vez, la alta concentracion

de calcio determina la pobreza de fosforo (Margalef, 1983).

Esta region tiene una gran importancia ecoldgica, cultural y econdmica para el pais,
por lo que se constituyd como Area Natural Protegida mediante decreto
presidencial, publicado en el Diario Oficial de la Federacion (16 de diciembre de
1959) y fue designado como sitio RAMSAR en 2003 (DOF, 2004). Entre los bienes
y servicios ecoldgicos que proporcionan los ecosistemas de esta region se incluyen
la regulacién climatica, el resguardo del patrimonio genético, la absorcion de gases
de efecto invernadero, el mantenimiento de recursos hidricos, la conservacion de
suelos, la produccion de recursos forestales maderables y no maderables, la
preservacion de valores paisajisticos y habitat para una amplia diversidad de flora 'y
fauna (SEMARNAT-CONANP, 2007).

Este sistema hidrologico se considera muy vulnerable a la contaminacién debido a
las caracteristicas de permeabilidad de la roca y a la profundidad del nivel estético,
siendo las fuentes potenciales de contaminacion la lixiviacion e infiltracion de
residuos sélidos municipales, la descarga de aguas residuales no tratadas, entre
otros (CFE, 2012). Por ello, diversas actividades que se llevan a cabo en esta zona
representan un riesgo para el sistema acudtico, entre estas actividades se

encuentran: la agricultura, la pesca, la ganaderia y el turismo.

Como parte de las acciones tomadas para reducir el impacto de las actividades
humanas en el sistema acuéatico, en el poblado de Comitan se construy6é una PTAR
de aguas residuales, basada en lagunas de oxidacion, cuya descarga se vierte en
el Rio Grande. Sin embargo, se ha reportado que esta planta ha tenido un impacto
negativo sobre el sistema I6tico, ya que su operacion no es la adecuada y, en lugar
de mejorar la calidad del agua descargada, la disminuye (Alvarado Velazquez,
2017).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cianobacterias y cianotoxinas en México

En México se han llevado a cabo diferentes estudios en los que se describe la
diversidad de cianobacterias encontradas en diferentes cuerpos de agua, asi como
la deteccidn de cianotoxinas por diversas técnicas, donde prevalecen la microscopia

y los ensayos ELISA.

Uno de ellos fue realizado por Martinez Romero et al. (2002), quienes a traves de la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), llevé a cabo la identificacion y
cuantificacion de microcistina-LR en el embalse Valle de Bravo en el Estado de
México entre los afios 1999 al 2001, destacando la importancia de ampliar el estudio
de la diversidad y toxicidad de cianobacterias en México, asi como la necesidad de

tomar medidas preventivas en agua para consumo humano y uso recreativo.

En el 2002, se publicé un estudio donde se describieron 51 morfoespecies
plancténicas encontradas en varios cuerpos de agua de la region central de México

en 1992 y 1993 (Komarek y Komarkova-Legnerova).

Vasconcelos et al. (2010) utilizaron técnicas moleculares, inmunolégicas y
quimicas, para determinar la concentracién de microcistinas en lagos naturales y
urbanos, en reservorios y en canales antropogénicos. En este estudio se
encontraron concentraciones de MC-LR que representan un riesgo para la salud
humana. Debido a los diversos usos que se les da a estos cuerpos de agua, como
uso recreativo y fuente de agua potable y de riego, se hizo evidente el riesgo para

la salud que representa al no controlar las concentraciones de cianotoxinas.

Torres-Arifio y Enrigue Mora Heredia (2010) evaluaron la toxicidad de 7 cepas de
cianobacterias muestreadas en las costas de Oaxaca y Chiapas, identificaron las
especies morfolégicamente y analizaron su toxicidad por medio de bioensayos con

Artemia sp., Litopenaeus vannamei y en raton (Mus musculus).

Otras especies que han sido registradas como productoras de toxinas y que se han

encontrado en cuerpos de agua del pais son: Aphanizomenon gracile, Microcystis
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aeruginosa, Microcystis pulvera, Anabaena affinis (Tomasini-Ortiz et al. 2012),

Anabaena spp. y Microcystis spp (Figueroa-Sanchez et al., 2014).

En el 2013, Quiblier et al realizaron una revision sobre las cianobacterias bentonicas
toxicas en aguas dulces. Abarcan su ecologia, las especies productoras de toxinas,
los parametros que influyen en la formacion de los florecimientos bentonicos y la
produccion de toxinas, asi como su impacto en otros organismos, y las estrategias

de monitoreo y manejo.

2.2 Investigacion en las “Lagunas de Montebello”

Debido a la importancia del sistema acuatico “Lagunas de Montebello”, y los
cambios de coloracibn que se ha presentado en el mismo, derivadas de las
actividades antropogénicas, se han realizado diferentes estudios en varios campos

del conocimiento.

Durante los afios 2011 y 2012, la Comision Federal de Electricidad (CFE) realiz6 un
analisis diagndstico de las caracteristicas fisico-quimicas del agua de diferentes
lagunas del Parque Nacional “Lagunas de Montebello”, con el objetivo de presentar
un plan integral, asi como la cuantificacién y diagnéstico hidrografico de los cauces

gue confluyen en el sistema.

Almeida (2014) comparo la estructura de la comunidad de fitoplancton de 17 lagos
del Parque Nacional “Lagunas de Montebello”, con base en la composicién funcional
y taxonOmica, durante la temporada climatica célida-seca. Los grupos mas
relevantes encontrados, en términos de su biomasa, fueron Cyanobacteria y
Heterokontophyta. Clasific6 en un grupo a los lagos caracterizados por la
dominancia de cianobacterias filamentosas con alta biomasa, dentro del cual se
encuentran los lagos: Liquidambar, Peineta, Vuelta el Agua, Chilpotrero, Bosque
Azul, Encantada y Tierra Colorada. Por otro lado, menciona las especies de
cianobacterias que se han encontrado en la zona, con fundamento en la base de
datos de AlgaeBase (2013):

e Anabaena sp.
e A. spiroides
e Anabaenopsis circularis
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e Aphanothece sp.

Arthrospira sp.

Chroococcus sp.

Coelomoron sp.
Coelsphaerium kuetzingianum
Cyanobacterium synechocooides
Cyanodictyon imperfectum
Cyanothece sp.
Cylindrospermopsis cuspis
Limnothrix mirabilis
Merismopedia marssonii

M. trolleri

Microcystis wesenbergii
Planktothrix suspensa
Pseudoanabaena acicularis

P. limnetica

P. mucicola

Rhabdoderma lineare
Romeria leopoliensis
Synechocystis aquatilis

Durante el 2014, Fernandez et al. (2020) realizaron muestreos de zooplancton en
18 de los lagos, para determinar la biodiversidad de comunidades de estos
organismos. Se encontrd, que los lagos eutréficos presentan una mayor riqueza
especifica y comparten mas especies entre ellos que los lagos oligotréficos. Los
resultados demostraron, que son ecosistemas fragiles y su biodiversidad se puede

ver afectada por la contaminacion.

Nueve de los lagos pertenecientes a este sistema lacustre (Liquidambar, Bosque
Azul, San Lorenzo, Chaj Chaj, Ensuefio, Esmeralda, La Encantada, Balamtetik y
Patianu) fueron evaluados por Hernandez (2015) en cuanto a su estado trofico y
distribucién vertical de la clorofila fitoplancténica. En este estudio se determiné que
el aumento de la biomasa fitoplancténica se reflejé en un cambio de coloracion del

agua en los lagos impactados.

Por otro lado, Mora et al. (2016) llevaron a cabo la delimitacion de las principales
unidades geomofologicas de la cuenca del Rio Grande de Comitan, para

comprender la diferenciacién, evolucion del paisaje y los procesos que han
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favorecido el desarrollo del mismo, permitiendo comprender mejor el

comportamiento hidrologico del sistema lacustre.

Rivera-Herrera et al. (2020) realizaron muestreos del 2015 al 2017 en 16 lagos del
Parque Nacional “Lagunas de Montebello” con diferentes grados de impacto, para
evaluar la diferencia de concentracion de biomasa fitoplancténica entre las
columnas de agua de los lagos impactados y los pristinos. Encontraron, que la
concentracion es mayor en los lagos impactados que en los no impactados, y que
la biomasa suele concentrarse en la superficie de los primeros y en el fondo de los
segundos. Asi mismo, infieren que el mayor desarrollo del fitoplancton en los lagos
impactados se debe a la contaminacion por descargas del Rio Grande de Comitan
y al escurrimiento tanto de nutrientes, como de materia organica provenientes de

los cultivos.

El cambio de coloracién en los lagos llamo la atencion de diversos investigadores,
quienes realizaron estudios para determinar el impacto que han tenido las
actividades humanas en los lagos. Uno de los estudios fue realizado por Alcocer et
al. (2018), en el cual analizaron dos lagos pristinos y dos impactados con el fin de
identificar los cambios y las causas probables de éstos. Determinaron, que los lagos
impactados se encuentran ubicados en la zona noroeste, éstos son alimentados
principalmente por fuentes superficiales (Rio Grande y escorrentias), lo que los
expone a las actividades humanas y los vuelve vulnerables ante la contaminacién
del agua y el deterioro ambiental. Mientras que los lagos pristinos se encuentran en
el Sureste y son alimentados principalmente por agua subterrdnea, por ello, se
encuentran menos expuestos a las actividades humanas, permitiendo que

mantengan una mejor calidad ambiental.

Uno de los dltimos trabajos publicados sobre la zona fue el de Segundo (2019),
quien realizdé un estudio sobre los sedimentos de nueve de los lagos. Para ello
analizé textura, carbono, nitrégeno y azufre elemental, asi como porcentaje de
materia organica y carbonatos. La informacion obtenida la relacioné con las
concentraciones de seston, carbono organico particulado, clorofila-a y parametros

fisico-quimicos del agua. Clasifico en cuatro grupos a los lagos, de acuerdo con su
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profundidad e impacto: somero pristino (Esmeralda), somero impactado
(Balamtetik), profundo pristino (Cinco Lagos, Dos Lagos, Ensuefio, Kichail y

Patianu), y profundo impactado (La Encantada y San Lorenzo).

3. JUSTIFICACION

A pesar de que el sistema lacustre “Lagunas de Montebello” es un Area Natural
Protegida, actualmente muchos impulsores de cambio ejercen presion sobre estos
ecosistemas. Los principales problemas que afectan los lagos son los desechos
generados por los asentamientos humanos, la presion sobre el agua para uso
doméstico y consumo humano, el cambio de uso de suelo para la agricultura, la

introduccién de pastizales y los incendios forestales (Roméan y Martinez, 2006).

En el 2003 se reportd un cambio de coloracion en los lagos del Parque Nacional
“‘Lagunas de Montebello”, cambiando de un color azulado y transparente a un
amarillento-verdoso; también se reportaron natas blancas-amarillentas, un olor
desagradable y mortandad de peces (Vargas Sanchez, 2019). Este fendmeno se
relaciona en algunos estudios como una respuesta del ecosistema al aumento en la
biomasa de fitoplancton, consecuencia de la creciente eutroficacion de los lagos
(Rask et al., 1993; Planas et al., 2000).

Parte de estos organismos fitoplanctdnicos son las cianobacterias, cuya nocividad
radica en la produccién de metabolitos secundarios, entre ellos las cianotoxinas.
Esto representa un riesgo para la salud de los ecosistemas y para la salud humana.
Las comunidades aledafias a estos lagos hacen uso del agua, tanto para
abastecimiento de agua para uso y consumo humano, como para consumo por
parte del ganado. Sin embargo, no hay suficientes estudios que caractericen los
florecimientos de cianobacterias a nivel biolégico y ecoldgico, para determinar las

causas de estos crecimientos y su potencial efecto en el ecosistema.

Esto ultimo es de gran importancia, ya que el reconocimiento taxonémico sobre la
identidad y ecologia de estos organismos puede servir para conocer las condiciones
gue ocasionan que los florecimientos se vuelvan mas frecuentes y abundantes. Asi

mismo, la determinacion de los géneros que forman estos florecimientos y su
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potencial toxicolégico permite evaluar el riesgo que conlleva el aumento en su

biomasa a causa de las condiciones ambientales que les favorecen.

Es por estas razones y con el fin de contribuir al conocimiento de los florecimientos,
gue este estudio cobra importancia, por llevar a cabo la caracterizacion de la
diversidad de cianobacterias presentes en el sistema hidrolégico “Lagunas de
Montebello”, los factores ambientales que favorecen tanto la presencia como la

ausencia de ciertas especies, asi como evaluar su potencial toxicolégico.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la diversidad de cianobacterias plancténicas y su relacion con los
factores ambientales presentes en el sistema hidrologico del Parque Nacional
“Lagunas de Montebello” mediante métodos fenéticos y moleculares, asi como su

potencial toxicoldgico.

4.2 Objetivos particulares
I. Describir y analizar fenéticamente la comunidad de cianobacterias
planctonicas a partir de muestras de campo.
II.  Analizar la relacién entre los parametros ambientales y las abundancias de
las poblaciones de cianobacterias.
lll.  Corroborar la diversidad e identidad taxonémica de las cianobacterias con
base en el fragmento del gen 16S rRNA.
IV. Determinar la presencia de genes involucrados en la produccion de
microcistina y anatoxina por medio de técnicas moleculares.
V. Evaluar la potencial toxicidad de los consorcios de cianobacterias obtenidos
a partir de las muestras de campo, y la dosis letal media, por medio de

bioensayos con Artemia salina.

5. AREA DE ESTUDIO
El Parque Nacional “Lagunas de Montebello” se localiza en la region sureste del
estado de Chiapas, en la frontera con Guatemala. Abarca una superficie de 6,425

hectareas y comprende parte de los municipios La Independencia y La Trinitaria,
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95% del Area Natural Protegida se encuentra en este Ultimo. Sus coordenadas
extremas son 16° 04°40"" a 16° 10°20"" para latitud norte y 91° 37°40""a 91° 47°40”
para longitud oeste. El intervalo altitudinal va de los 1,380 a los 1,740 msnm. Este
sistema esta comprendido en la Region Hidrolégica Nacional No. 30 Grijalva-
Usumacinta y forma parte de la subcuenca del Rio Grande de Comitan, que a su
vez es parte de la cuenca del Rio Lacantun (CONANP, 2011).

Segun Garcia (1981), en el Parque se presenta un clima de tipo C(fm), templado
hamedo con lluvias todo el afio y en el extremo noroeste A(cm) célido himedo, con
abundantes lluvias en el verano. Se presenta una temperatura media mensual de
23.6°C con una oscilacion térmica anual de 5.6°C (CONANP, 2011). La

precipitacion media anual es de 2,279mm (Alcocer et al., 2016).

El afluente principal de la cuenca del Rio Grande de Comitan es el Rio Grande, el
cual es alimentado por el lago Juznajab, ubicado en la parte alta de la cuenca (Mora
et al. 2016) y recorre zonas urbanas y agricolas hasta desembocar en el sistema
“Lagunas de Montebello”. Las aguas que alimentan esta zona son principalmente
subterraneas, lo cual da lugar al origen karstico del sistema (Vazquez y Méndez,
1994)

El complejo lacustre esta constituido por cerca de 59 lagos, los cuales se integran
en diferentes sistemas lagunares. El Sistema Tepancoapan es uno de los
principales, ya que tiene una extensién de 13km de longitud, es considerado un
cuerpo de agua continuo y estd compuesto por los lagos San Lorenzo, Bosque Azul,
Peninsular, Encantada, Esmeralda, Bartolo y Pefiasquito, los cuales se comunican
en época de lluvias por la inundacion de sus areas colindantes (CONANP, 2007).
En la Tabla 1, modificada de Almeida (2014) se mencionan el uso del suelo y la

vegetacion circundantes a los sitios naturales muestreados.
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Tabla 1. Uso de suelo y vegetacion en la periferia de los sitios muestreados
(modificado de Almeida, 2014). PTAR: de Tratamiento de Aguas Residuales.

Lago Vegetacion y uso del suelo
PTAR Pastizal y agricultura en toda la periferia.
Efluente Pastizal y agricultura en toda la periferia.
_ Pastizal al norte y suroeste, bosque de coniferas noroeste y
El Carrizal ) o
agricultura en el resto de la periferia.
Balamtetik Pequefia porcion de agricultura al norte.
. , Pastizal inducido al noreste, y bosque de pino-encino con

Chaj Chaj

vegetacion secundaria arborea.

San Lorenzo

Zonas de agricultura y pastizal inducido al este y al sur, y
bosque mesofilo de montafia en el resto de su periferia.

Zona de agricultura al norte, zona de agricultura y pastizal

Chilpotrero inducido al oeste, y bosque de pino-encino con vegetacion
secundaria arbérea al este.
Paso del Pastizal y bosque mesofilo al norte, agricultura en el resto de
Soldado la periferia.
Peguefia zona de agricultura al norte y al oeste; zona de
Bosque Azul popal-tular al sur; bosque de pino-encino en la mayor parte
de su periferia.
Pequefia area de bosque mesofilo de montafia al noroeste;
Encantada
bosque de pino-encino en la mayor parte de la periferia.
Ensueio Bosque mesdfilo en toda la periferia.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tomade muestras

Los lagos en los que se llevd a cabo el muestreo fueron seleccionados con base

principalmente en dos criterios: por un lado, aquellos lagos que, por caracteristicas

visuales (coloracion amarillenta-verdosa) parecian presentar florecimientos de

cianobacterias; por otro lado, lagos de aguas cristalinas con poca intervencion
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humana, que pudieran funcionar como controles naturales. Esta seleccion fue
pensada con el fin de generar un gradiente trofico y evaluar asi el cambio en las
comunidades de cianobacterias plancténicas a causa del aumento en la
intervencion humana. Los lagos muestreados fueron: Ensuefio, San Lorenzo (lagos
de poca intervencion), El Carrizal, Chilpotrero, Bosque Azul, Paso del Soldado, La
Encantada, Balamtetik, Chaj Chaj (lagos intervenidos) (Figura 1). Asi mismo se llevo
a cabo el muestreo en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), tanto
en uno de los pozos como en el efluente de la planta (Figura 1), ya que se
encontraron florecimientos en dichos sitios y se buscé establecer una conexiéon

entre las aguas tratadas de la PTAR y los lagos.
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Figura 1. Sitios de muestreo: Efluente (EFT), Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales (PTAR), El Carrizal (ECZ), Balamtetik (BLTK), Chaj Chaj (CHAJ), San
Lorenzo (SNLZ), Chilpotrero (CPTO), Paso del Soldado (PSOLD), Bosque Azul
(BAZU), La Encantada (LECTD), Ensuefio (EN).

La toma de muestras planctonicas se llevo cabo durante agosto del 2019, con una
red de malla con apertura de 40um y 10m de cuerda. Se realizaron tres arrastres
por sitio desde la orilla; el primer arrastre se uso6 para purgar la red, por lo que sélo
se colecto lo extraido del segundo y tercer arrastre como una muestra concentrada.

Especificamente, el arrastre se hizo donde el agua presentaba un tono azulado,
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indicando la posible presencia de una floracién de cianobacterias; usualmente a
orillas de los lagos, donde por los efectos del viento, los organismos fitoplanctonicos

tienden a acumularse.

Para la caracterizacion fisico-quimica de los sitios de estudio se midieron los
siguientes parametros in situ de la superficie, con la sonda multiparamétrica marca
YSI, modelo 6600 V2: temperatura (T), pH, conductividad (K25), sélidos disueltos
totales (SDT), oxigeno disuelto (OD), oxigeno total (Oz), turbidez, Clorofila-a (Clor-
a), ficocianinas y ficoeritrinas (Bga), amonio (N-NHa4) y nitrato (NO3).

6.2 Abundancias

Se estimé la abundancia de las morfoespecies a partir del conteo en microscopio
Optico usado una camara Neubauer mejorada, con una profundidad de 0.1mm y un
area de 0.0025mm? del cuadrado mas chico. Para el conteo se utilizaron los
cuadrantes de los extremos, los cuales estan divididos en un conjunto de 4x4 y
tienen un area total de 1mm?2. Se examinaron submuestras de 20uL a partir de los
50ml de la muestra inicial fijada, proveniente de los arrastres. Se realiz6 el conteo
de cada morfoespecie en los cuatro cuadrantes extremos y se llevaron a cabo cuatro
repeticiones por muestra. Para calcular la abundancia a partir de los conteos se

utilizoé la siguiente ecuacion:

cel numero de células
Abundancia (—) =— * 10,000
ml numero de cuadrantes

6.3 Andlisis de los pardmetros fisico-quimicos con base en las
abundancias

A partir de la matriz de abundancias y la matriz de parametros fisico-quimicos se
llevé a cabo un andlisis BEST, para determinar aquellos parametros ambientales
qgue tienen mayor relacion con la matriz de abundancias de cianobacterias en los
sitios evaluados. Este analisis no discrimina por sitio de muestreo, por lo tanto, los

pardmetros obtenidos son a nivel de todos los estudiados.
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Por otro lado, se analiz6 por medio del test ANOSIM (andlisis de similitud) la
existencia de diferencias significativas entre los sitios, con respecto a la matriz de
abundancias bioldgicas, en funcion de los siguientes factores ambientales: tipo de
sistema (rio o lago), cercania a agricultura y urbanizacién, y conexién superficial con
otro lago en tiempos de lluvia (Tabla 2). Estos andlisis fueron tomados como
significativos cuando la R global fuera menor al 5% y la significancia de 0.05,
condiciones que permiten rechazar la hipotesis nula de igualdad en las

comunidades biolégicas (Clarke y Gorley, 2006).

Para llevar a cabo los analisis, la matriz de abundancias fue transformada con el
algoritmo raiz cuadrada y la matriz ambiental fue estandarizada. Para los analisis
ANOSIM se construyd una matriz triangular de similitud con base en el algoritmo de
Bray-Curtis. Todos los analisis fueron corridos con el programa estadistico PRIMER
V (Clarke y Gorley, 2006).

Tabla 2. Factores ambientales utilizados para el analisis ANOSIM. Donde: Planta
de Tratamiento de Aguas Residules (PTAR), Efluente (EFT), El Carrizal (ECZ),
Balamtetik (BLTK), Chaj Chaj (CHAJ), San Lorenzo (SNLZ), Chilpotrero (CPTO),
Paso del Soldado (PSOLD), Bosque Azul (BAZU), La Encantada (LECTD), Ensueiio
(EN).

Sitio Sistema  Agricultura Urbanizacion Conexidn superficial
PTAR Lago No Si No
EFT Rio No Si No
ECZ Rio Si Si No
BLTK Rio Si Si No
CHAJ Lago No Si No
SNLZ Lago Si No Si
CPTO Lago Si No No
PSOLD Rio Si No No
BAZU Lago Si No Si
LECTD Lago No Si Si
EN Lago No Si No
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6.4 Caracterizacion fenética de las muestras

Se llevo a cabo la observacion de las muestras vivas y fijas en formol al 4% en
microscopio, se caracterizé la morfologia y se midieron parametros a partir de
fotografias, con el software computacional Imaged, para obtener datos

morfométricos.

Asi mismo, se observaron y describieron los siguientes aspectos: forma y color del
filamento, forma de las células vegetativas, presencia/ausencia de heterocitos, asi
como su forma y distribucion en caso de presentarse. La identificacion taxondmica
se llevo a cabo con el uso de literatura especializada, siguiendo los criterios
establecidos por Koméarek y Anagnostidis para Oscillatoriales (1999) vy

Chroococales (2005), y para Nostoccales (1989).

Para cada poblacion identificada morfolégicamente como oscillatorial, se midieron
en réplicas de 50 medidas el largo y ancho del filamento y de las células vegetativas.
A estos datos se les realiz6 una ANOVA, para determinar la presencia de diferencias
significativas, y se llevé a cabo una prueba de Tukey, para identificar las poblaciones

gue se diferenciaban o asemejaban en cada grupo.

6.5 Biologia Molecular

Los analisis moleculares se llevaron a cabo en cinco muestras, correspondientes a
los sitios donde se encontraron las mayores concentraciones de biomasa
multiespecifica (PTAR, EFT, ECZ, BLTK y CHAJ). Las muestras de los sitios
restantes tuvieron una baja densidad de biomasa y no fue posible analizarlas.

6.5.1 Extraccién de ADN

De las muestras vivas recolectadas, se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos a
partir de dos procedimientos. Primero se llevd a cabo la centrifugacion de las
muestras para separar el liquido de las células las cuales se sometieron a una
ruptura mecanica con el uso de un pistilo de plastico. Posteriormente, se usé el kit
de extraccion DNeasy UltraClean Microbial de QIAGEN, siguiendo el protocolo de

extraccion.
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6.5.2 Amplificacion de la secuencia del gen 16S de ARN ribosomal

La amplificacion de la secuencia del gen 16S de ARN ribosomal (16S ARNr) se
realizd mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), con la siguiente
mezcla de reaccion: agua mili-Q, PCR Buffer 10X (Mg2+plus), Cl2Mg (50 mM)
desoxirribonucleotido trifosfato (ANTP’s 50 uM), BSA 0,1% (albumina de suero
bovino) y la Thermoscientific DreamTag DNA Polymerase: 20 y 500 unidades/uL,
utilizando los oligonucleétidos 27F (5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3)
(Weisburg et al., 1991) y 23Sr (5- CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT- 3") (Lepére
et al., 2000)

Los ciclos térmicos usados para la reaccién en cadena de la polimerasa fueron los
siguientes: desnaturalizacion a 94°C por 5 min; 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 min; alineamiento a 57°C por 45 min.; y elongacion a 68°C por 2 min;

por ultimo, elongacién a 68°C por 7 min.

Posteriormente, se realizd una electroforesis en gel de Agarosa al 0.8% con Red
gel (Nucleid Acid Gel Stain) un tipo de tincidn de los acidos nucleicos que facilitan
la visualizacion de las bandas en la electroforesis. El producto de la PCR se purificd
con el kit de purificacion de Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System,
siguiendo el protocolo del kit. Los productos purificados se denominaron de la
siguiente manera para facilitar su manejo: 40 (BLTK), 41 (CHAJ), 42 (ECZ), 43
(PTAR) y 44 (EFT). Las muestras se almacenaron a -20 °C.

Por ultimo, se llevd a cabo la cuantificacion de &cidos nucleicos por medio del
espectrofotometro NanoDrop, para conocer la concentracion de ADN en los
productos purificados y asi determinar el volumen necesario para las siguientes

pruebas.

6.5.3 Clonacion

A partir del producto purificado de la PCR se realizé la clonacion del fragmento de
interés con el kit de ligacion pGem-T Easy Vector System de Promega con los
siguientes reactivos para cada muestra: 5 uL de Rapid Ligation Buffer 2x, 0.5 pL de
pGEM-T Easy Vector, 3 uL del producto purificado de PCRy 1 uL de T4 DNA Ligasa.

Se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente.
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Posteriormente, se llevé a cabo la transformacion utilizando la cepa competente de
Escherichia coli DH5a. Se colocaron 50 uL de la cepa en cada tubo de ligacién y se
incubaron por 30 min en hielo, después durante 2 min en bafio Maria a 42°C, luego
en hielo por 10 min y, por ultimo, se agregaron 400 pyL de medio LB liquido (Bertani,
1951) y se incubaron a 37°C con movimiento circular a 200 rpm. Las cepas
transformadas se sembraron en placas de medio modificado LB soélido con 30 ul de
Ampicilina y X-Gal (1 yL/mL) y 125 pL de IPT6, y se incubaron a 37°C durante 24
horas.

Para verificar la presencia del inserto en las colonias transformadas, se identificaron
de manera visual las colonias que por su coloracion blanca (que denota la
imposibilidad de procesar la lactosa) posiblemente tuviesen el inserto, éstas se
numeraron y se seleccionaron aquellas méas aisladas y de mayor tamafio, para
probar la presencia del inserto por medio de electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. Los clones que dieron un resultado positivo fueron: 40-1 (BLTK), 41-1y 41-2
(CHAJ), 42-2 y 42-9 (ECZ), 43-3 (PTAR) y 44-2 (EFT). Tanto los clones positivos
por PCR, como los presuntivos por coloracion fueron resembrados para favorecer

su crecimiento aislado.

6.5.4 Secuenciacion y alineamiento

A partir de las clones positivos por PCR, se realiz6 la extraccion y purificacion de
los plasmidos de las células competentes obtenidas por medio del kit Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System de Promega. Los plasmidos obtenidos se
enviaron a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM con los primers T7, 684F y SP6, para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas se alinearon, limpiaron y ensamblaron con el programa
BioEdit version 7.2.6.1., se guardaron en un archivo FASTA y se introdujeron en el
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para un andlisis BLAST, donde
se seleccionaron las secuencias que presentaron entre un 98 a 100% de similitud
con la muestra analizada, con el objetivo de generar mayor certidumbre en la

identidad taxondmica de los individuos analizados.
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6.6 Caracterizacion molecular de las toxinas de los consorcios de las
muestras naturales

Asi mismo, se realizaron pruebas PCR a los clones (40, 41, 42, 43 y 44) para la
deteccidon de los genes que codifican para las toxinas microcistinas y anatoxinas.
Para la amplificacion, se utilizaron un par de oligonucleétidos para cada toxina:
HEPF (5"-TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC-3") y HEPR (5°-
AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT-3") para microcistina (Jungblut y Neilan,
2006); y ATXOAF (5-TCGGAAGCGCGATCGCAAATCG-3) y ATXAR (5'-
GCTTCCTGAGAAGGTCCGCTAG-3") para anatoxinaS. Posteriormente, se siguio
el mismo protocolo de purificacion, clonaciéon y minipreps mencionados, para el
andlisis de la secuencia del 16S ribosomal. Los productos fueron analizados por

electroforesis en gel de agarosa, utilizando un control positivo.

6.7 Bioensayo

6.7.1 Extraccion de metabolitos secundarios

La extraccion se llevd a cabo conforme al procedimiento estandar de extraccion de
clorofila-a, propuesto en el manual de la Asociacién de Salud Pudblica Americana
“Standard Methods for the examination of water and wastewater, 182 Ed.

(Modificado de acuerdo con Wetzel y y Likens, 1991).

Se colocé el alga sobre papel absorbente y se registrd el peso fresco. La biomasa
obtenida se transfirid a un tubo de centrifuga, se le agregaron 5mL de acetona, se
macero con un pistilo y se afor6 a 10 mL. Se envolvieron los tubos con aluminio,

para evitar la fotooxidacion, y se guardaron en el refrigerador por 24 horas.

Posteriormente, se transfirié el extracto a una celda, para medir la absorbancia a
665y 750 nm, usando acetona como blanco. El extracto se guardé en el refrigerador

en obscuridad.

Se realiz6 una segunda extraccién de la misma muestra, llevando a cabo los
mismos pasos y se midié la absorbancia de la segunda extraccién, la cual se junto

con la primera extraccion y se sumaron los volumenes.
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Los extractos se evaporaron mediante un rotavapor y Se conservaron en

congelacion a -20°C hasta su uso.

6.7.2 Cultivo de Artemia salina

Los quistes de Artemia salina se cultivaron en matraces estériles con medio salino
(33g sal/lL agua destilada) a una temperatura de 21-23°C, un pH de 10, y con
aireacion continua a baja intensidad (con bomba de pecera). Estas eclosionaron a
las 24 horas y se mantuvieron por 48 horas mas en las mismas condicionas, hasta

comenzar el bioensayo.

6.7.3 Bioensayo

El bioensayo se llevo a cabo en placas multipocillo, con 96 pocillos. Se colocaron
de 10-12 Artemias por pocillo con 100 uL de medio salino, se agregaron las distintas
concentraciones del extracto (20, 40, 75, 125 y 175 yL) mas un control libre de
extracto, por triplicado, y se afor6 con agua salina para tener un volumen total de
300 pL en cada pocillo. Las placas se cubrieron con parafilm y se mantuvieron a
una temperatura de 21-23°C. A las 24 y 48 horas se realizo el conteo de los

individuos de Artemia muertos (es decir, que no presentaban movimiento).

Para el calculo de la dosis letal media (DLso) se utilizé el porcentaje de nauplios de
A. salina muertos a las 48 horas. de exposicidén al extracto. La DLso se calculé de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
Y=a+bxX

donde: y = Mortalidad; X = Log (Dosis); a = intercepto; b = pendiente de la recta

7. RESULTADOS Y DUSCUSION

7.1 Caracterizacion fisico-quimica de los sitios de estudio

Las caracteristicas fisico-quimicas registradas en el estudio fueron: temperatura (T),
pH, conductividad (K2s pS/cm), soélidos disueltos totales (SDT NTU), oxigeno
disuelto (OD%), oxigeno total (O2 mg/L), turbidez (NTU), clorofila-a (Clor-a ug/L),
ficocianinas y ficoeritrinas (Bga pg/L), amonio (NH4 mg/L) y nitrato (NOsmg/L) (Tabla
3).
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los sitios. Temperatura (T), pH, conductividad (Kz2s), sélidos disueltos totales
(SDT), oxigeno disuelto (OD), oxigeno total (O2), turbidez, Clorofila-a (Clor-a), ficocianinas y ficoeritrinas (Bga), amonio
(N-NHa4) y nitrato (NO3).

Sitio T pH Kas SDT oD [02] Turbidez Clor-a Bga MN-NH, NO;
°C unidades (uS cm-1) NTU Y mg/L NTU Mg/l Mg/l mg/L mg/L
EFT 257 728 1476.70 946 104 881 65.71 59.58 94 0.63 901
FTAR 248 9.09 584 40 447 1282 10.63 207.88 154 14423 041 545
ECZ 23.7 787 502.30 401 92 7.76 10.08 10.33 1.86 3.18 29.99
CFTO 2572 8.3 530.10 343 955 7.87 5 86 1.99 1.64 0.07 0.83
EN 248 818 273.30 178 858 71 0.12 0.13 -0.1 0.02 0.59
BAZU 252 8.2 47210 306 841 6.92 1.86 -0.26 -1.14 0.05 0.79
LECTD 249 814 44800 292 852 7.04 1.37 0.85 -1.18 6.71 2499
SNLZ 255 868 589.00 379 119.6 978 2377 562 14.63 0.08 15.46
PSOLD 250 787 46920 305 54 4 448 259 12 0.32 0.08 0.81
CHAJ 240 856 520.40 410 61.3 517 36.13 3357 53.84 022 324
BLTK 231 849 B57.90 444 434 367 2339 164.49 3215 0.58 19.04
FProm. 247 824 520.31 404 64 7817 7.20 34.43 3923 2324 1.09 17.39
DE 08 0.48 30713 196.12 33.92 214 G60.87 62.18 4371 207 26.38
CvV 3.2 581 49 51 48 47 43.39 2973 176.79 15852 18807 18950 151.70




Es importante destacar que los resultados obtenidos de los parametros fisico-
quimicos de interés para este estudio soOlo representan las condiciones de la
superficie de los sitios en el momento en que se obtuvieron las muestras, ya que el
muestreo, al ser prospectivo, se llevo a cabo en una Unica ocasion durante la época

de lluvias.

Las temperaturas registradas en los sitios de muestreo se encontraron entre los
23.1-25.7°C, la temperatura minima se registro en el rio Balamtetik, mientras que el
efluente de la PTAR presentd la temperatura mas alta. Los lagos presentaron
temperaturas que oscilaron entre 23.7 y 25.5°C, sin embargo, los lagos tropicales
se caracterizan por presentar temperaturas entre 25y 30°C (Lewis, 1987). A pesar
de que los sitios se encuentran geograficamente en una zona tropical, las
temperaturas los caracterizan como subtropicales. Esto puede deberse, entre otros

factores, a la altitud a la que se encuentran los sitios de estudio (Lewis, 1996).

En la mayoria de los sitios se encontré un pH neutro, con tendencia alcalina, en un
intervalo de 7.28 — 8.69, la PTAR present6 el pH mas alcalino (9.09), valor que
refleja un alto consumo de COz2, debido a la actividad fotosintética llevada a cabo

por el fitoplancton en las lagunas facultativas (UCSC, 2014).

En cuanto a los tres rios muestreados en este estudio, presentaron temperaturas
de 23.1°C (BLTK), 23.7°C (ECZ) y 25.7°C (EFT). La alta temperatura de este ultimo
se puede deber a que es un rio con muy poca profundidad, por lo que la energia
térmica no se distribuye. Respecto a sus pH, también fueron neutros, tendiendo
ligeramente a alcalino, el efluente presenté un pH de 7.28, el mas bajo registrado

en todos los sitios; El Carrizal 7.87 y Balamtetik 8.49.

Las condiciones de estos dos parametros (temperatura y pH) que presentaron los
sitios de estudio favorecen el crecimiento de cianobacterias, ya que se registran
dentro del intervalo 6ptimo para su crecimiento, el cual se encuentra entre una

temperatura de 20-25°C un pH que va de 6 a 9.

La PTAR presentd la mayor concentracion de oxigeno disuelto (128.2%), seguido
de San Lorenzo (119.6%) y el Chilpotrero (95.5%); el efluente de la PTAR fue el sitio
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que presento la menor concentracién con 10.4%. Factores que influyen en el
oxigeno disuelto (OD) en el agua son la temperatura, el, y los procesos quimicos o
bioldgicos que tienen lugar en el sistema. Los altos niveles de OD en los sitios de
estudio pueden deberse a un incremento en la actividad fotosintética del fitoplancton
(UCSC, 2014), relacionado con el aumento de biomasa del fitoplancton, lo cual se

ve sustentado en las altas concentraciones de Clor-a y BGA.

La cantidad de biomasa del fitoplancton puede ser representada por la
concentracion de Clor-a, un pigmento fotosintético (Aubriot y Bonilla, 2013). se
registré una mayor concentracion de clorofilas en Balamtetik y la PTAR con valores
de 164.49 y 154 ug/L, respectivamente. Estas altas concentraciones pueden estar
relacionadas con los florecimientos, ya que la zona superficial de estos cuerpos de
agua presenta disponibilidad de luz, factor indispensable para el crecimiento del

fitoplancton.

Con base en el analisis BEST, se determino que los factores ambientales con mayor
relacion con la comunidad de cianobacterias en el sistema lagunar estudiado fueron:

la conductividad, la turbidez y la concentracion de BGA (rho 0.714).

La conductividad se encuentra relacionada con factores naturales como la
temperatura, el tipo de sustrato, tasas de evaporacién, y descargas de aguas
residuales que alteran la calidad del agua. Una conductividad mayor a 1,000 uS/cm
se considera como alta y puede indicar un impacto negativo en el sistema. El limite
maximo permisible en el Proyecto de Ley para modificar la NOM-127, sobre el agua
para uso y consumo humano es de 1,200 uS/cm. El sitio con mayor conductividad
fue el efluente (1,476.70 uS/cm), seguido por la PTAR (684.40 uS/cm), Balamtetik
(657.9 uS/cm), Chaj Chaj (620.4 uS/cm) y El Carrizal (602.3 yS/cm). Por otro lado,
el sitio que presentd menor conductividad fue Ensuefio (273.30 puS/cm). Estos datos
corresponden con los sitios donde se registraron las abundancias de cianobacterias

mas altas y mas bajas, respectivamente.

De acuerdo con la NOM-127 sobre calidad del agua, el limite maximo permisible de
turbidez es 5 UTN, mientras que el Proyecto de Ley para modificar la NOM-127

establece como el limite maximo permisible 3 UTN. Con base en estos dos datos,
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sélo cuatro de los sitios presentan niveles de turbidez bajos: Bosque Azul, Paso del
Soldado, La Encantada y Ensuefio. Los sitios restantes presentaron niveles de
turbidez altos, los cuales fueron notoriamente biogénicos, manifestandose en la

coloracion verdosa del agua

La concentracion de BGA da un equivalente de la cantidad de cianobacterias
productoras de ficocianinas en el agua, por lo que se puede suponer, que altas
concentraciones de BGA son un indicio de una abundancia alta de cianobacterias.
Sin embargo, cabe recalcar, que los sitios con florecimientos y coloraciones
verdosas no necesariamente presentaran altas concentraciones de BGA, ya que los
florecimientos también estan compuestos por clorofitas y diatomeas. En este
estudio, la PTAR presentd la mayor concentracion de ficocianinas (144.23 pg/L),
seguido por Chaj Chaj (53.84 ug/L).

La PTAR presentd el mayor valor de OD y BGA, asi como una alta concentracion
de Clor-a, una alta conductividad y turbidez, estos valores se ven relacionados con
la cualidad de este sitio de presentar la mayor abundancia de cianobacterias
registrada en el estudio. Por otro lado, Ensuefio, el sitio donde no se registraron

cianobacterias, presentd valores bajos en los mismos paradmetros (Tabla 3).

Respecto a la concentracion de nutrientes, el amonio (NHa4) se encuentra de manera
natural en los cuerpos de agua, debido a la descomposicibn de la materia
nitrogenada tanto en el agua como en el suelo, y a las excretas de los organismos.
Enla NOM-127-SSA1-1994 no se establece un limite permisible para este nutriente,
sin embargo, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1996)
cuando las concentraciones son mayores a 3 mg/L son un indicador de
contaminacion organica por aguas residuales y por escorrentia de fertilizantes. La
Encantada (6.71 mg/L) y El Carrizal (3.18 mg/L) presentan las concentraciones mas
altas de este nutriente, lo que podria indicar este tipo de contaminacién, mientras
qgue Ensuefio (0.02) y Bosque Azul (0.05) presentaron las concentraciones mas

bajas.

Al oxidarse el amonio, da lugar a nitritos (NO2), los cuales, a su vez, dan lugar a los

nitratos (NO3). En los sitios: San Lorenzo, La Encantada, El Carrizal, Balamtetik, y
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el efluente, se registraron concentraciones de NO3z que rebasan el limite permisible
establecido por la NOM-127-SSA1-1994 de 10 mg/L. Asi mismo, estos sitios junto
con la PTAR, presentan concentraciones mayores a 5 mg/L, indicando que se trata
de agua contaminada (WHO, 1996).

Chilpotero, Bosque Azul, Paso del Soldado, Ensuefio y Chaj Chaj, son los sitios que
tienen niveles bajos tanto de NH4, como de NOs. De éstos, solo Ensuefio y Chaj
Chaj no estan registrados como sitios con agricultura cercana, sin embargo, si
presentan urbanizacion en los alrededores. A pesar de que se esperarian altos
niveles de nutrientes en Chilpotero, Bosque Azul y Paso del Soldado, por presentar
agricultura en sus entornos, cabe recalcar, que se ha analizado el nitrégeno

organico y no el inorgénico.

7.2 ldentificacion de cianobacterias mediante el enfoque polifasico

Debido a la complejidad de la identificacion de cianobacterias, en los casos donde
fue posible, se optd por aplicar un enfoque polifasico, propuesto por Koméarek
(2016), tomando en cuenta criterios genéticos, morfolégicos y ecoldgicos para la
identificacion. En este estudio se hace evidente la importancia de este enfoque

integrativo.

Con base en los datos analizados en este estudio (morfolégicos, morfométricos,
genéticos y ecoldgicos), se encontraron 13 especies, correspondientes a nueve
géneros pertenecientes a tres Ordenes diferentes: Chroococcales, Nostocales y
Oscillatoriales (Tabla 4). En Ensuefio no se encontraron poblaciones de

cianobacterias.

La identificacion y descripcion morfologica se llevaron a cabo con base en las
caracteristicas mas relevantes de ordenes y géneros descritos por Komarek y
Anagnostidis para Oscillatoriales (1999) y Chroococales (2005) y Nostocales
(1989).
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Tabla 4. Poblaciones registradas en los sitios de estudio y riqueza de cada sitio. Se
encuentran resaltadas las poblaciones cuya identificacion fue corroborada
genéticamente.

Orden Especie PTAR EF ECZ CHAJ BLTK SNLZ CPTO PSOLD BAZU LECTD EN
Chroococcales  Microcystis sp. X X X X X X
Anabaenopsis sp. X
Cylindrospermapsis sp. X X X X
Nostocales
Dolichaspermum sp. X X X X
Raphidiopsis sp. X X X X X
Ancylothrix sp. X
Oscillatoria sp.1 X X
Oscillatona sp.2 X
o Oscillatonia sp.3 X X X
Oscillatoriales Phormidium sp. X X
Planktathrix sp. X
P. agardhii X X X X X X X
P. spiroides X X
Riqueza 2 3 2 5 3 4 5 5 4 5 0

7.2.1 Analisis morfométrico de las poblaciones del orden Oscillatorial
El analisis morfométrico se realizé con las poblaciones identificadas dentro del
orden Oscillatorial, para diferenciar y agrupar las poblaciones, ya que el largo y

ancho de sus células son caracteres distintivos de los géneros pertenecientes a este
grupo.

Para el andlisis morfométrico, a las poblaciones identificadas morfolégicamente
como P. agardhii, se les agrego el sufijo “-a”, las identificadas dentro del grupo de
Oscillatoria sp., se nombraron con el sufijo “-b” y las otras poblaciones de

oscillatoriales, con el sufijo “-c”, con el fin de facilitar los comparativos.

En cuanto a la morfometria, al comparar las poblaciones de oscillatoriales por medio
de la prueba ANOVA, se encontraron diferencias significativas para los tres
caracteres analizados: largo del tricoma (p=3.975E-05), largo (p=2.36E-45) y ancho
(p=1.178E-48) de la célula.

Con base en la prueba de Tukey realizada para las medidas del largo del tricoma,

se diferenciaron los siguientes grupos: Grupo a,b,c (PTAR-a), Grupo a,c (EFT-a,
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CHAJ-a, BLTK-a, PSOLD-a, LECTD-a, BLTK-b, EFT-b, ECZ-b) Grupo a (CHAJ-c,
BLTK-c, LECTD-c, SNLZ-c, EFT-c y ECZ-c) (Figura 2).
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Figura 2. Boxplot de las mediciones del largo del tricoma de las oscillatoriales, con
las agrupaciones basadas en la prueba de Tukey.

Al agrupar las poblaciones con base en el largo de sus células, se obtuvieron ocho
grupos: Grupo a,c (PTAR-a), Grupo b (SNLZ-a, CPTO-a, BLTK-b y ECZ-b), Grupo
b,c (EFT-a, CHAJ-a, BLTK-a y PSOLD-a), Grupo d ( LECTD-a), Grupo a,b,c (EFT-
b), Grupo a,b (CHAJ-c), Grupo b,d (LECTD-cy SNLZ-c) y el Grupo e (BLTK-c, EFT-
c y ECZ-c) (Figura 3).
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Figura 3. Boxplot de las mediciones del largo de la célula de las oscillatoriales, con
las agrupaciones basadas en la prueba de Tukey.
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Por otro lado, con base en el ancho de las células, las poblaciones se clasificaron
en siete grupos: Grupo a (PTAR-a), Grupo a,b,c (EFT-a, BLTK-b y EFT-b), Grupo
b,c (CHAJ-a, BLTK-a, SNLZ-a, CPTO-a, PSOLD-ay LECTD-a), Grupo a,b (ECZ-b),
Grupo d (CHAJ-c, BLTK-c y EFT-c), Grupo e (LECTD-c y SNLZ-c) y Grupo g (ECZ-
c) (Figura 4).
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Figura 4. Boxplot de las mediciones del ancho de la célula de las oscillatoriales, con
las agrupaciones basadas en la prueba de Tukey.

Con base tanto en la descripcion morfolégica, como en los andlisis morfométricos
de los tres caracteres analizados se identificaron los siguientes grupos de
oscillatoriales: Planktothrix agardhii (EFT-a, CHAJ-a, BLTK-a, SNLZ-a, CPTO-a,
PSOLD-ay LECTD-a), Planktothrix sp. (PTAR-a), Oscillatoria sp.1 (BLTK-b, EFT-b)
Oscillatoria sp.2 (ECZ-b), Oscillatoria sp.3 (CHAJ-c, BLTK-c, EFT-c), Phormidium
sp. (LECTD-c y SNLZ-c) y Oscillatorial (Ancylothrix sp.) (ECZ-c).

7.2.2 Identificacion genética

Genéticamente so6lo se analizaron las muestras de los cinco sitios (PTAR, EFT,
ECZ, BLTK y CHAJ) donde se encontraron las mayores concentraciones de
biomasa. Debido a que la extraccion se realiz0 a partir de la muestra de un
consorcio, no fue posible secuenciar todas las poblaciones encontradas, sin
embargo, la identificacion genética ayuda a corroborar y/o refutar la identificacion
morfologica de algunas poblaciones.
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De las poblaciones identificadas, Ancylothrix sp., P. agardhii y P. spiroides fueron
corroboradas genéticamente (Tabla 5). La secuenciacion de ADN de los clones
corroboré la presencia de P. agardhii en los sitios Balamtetik (40-1), Chaj Chaj (41-
1y 41-2) y el Efluente (44-2); asi como de P. spiroides en la PTAR (43-3). Por otro
lado, las secuencias de los clones del sitio El Carrizal (42-2 y 42-9) dieron resultados
diferentes, por un lado, el clon 42-2 tuvo su mayor porcentaje de identidad
relacionado con la especie Ancylothrix terrestres, con un porcentaje de 93.67%. Por
otro lado, el mayor porcentaje de identidad del clon 42-9 se obtuvo en relacién a
Planktothrix sp., con un porcentaje de 96.22%. Cabe recalcar, que los porcentajes
de identidad obtenidos para ambas secuencias de El Carrizal, estan por debajo del
98% esperado para la identificacion de especie, y la secuencia de El Carrizal (42-2)

esta por debajo del 96% necesario para la identificacién a nivel de género.

Tabla 5. Resultados del andlisis BLAST de cada secuencia.

(clon) BLAST (NCB) Macoeso _identidac
Planktothrix agardhii NIES-1258 LC455655.1 99.80
Balamtetik Oscillatoria sp.28 AJ133165.1 99.79
(40-1) Planktothrix suspensa LC037449.1 99.64
Planktothrix rubescens BGSD-500 KC510416.1 99.42
Planktothrix agardhii CCAP 1459/15 AB045898.1 99.78
Ch:ljl Cihaj Oscillatoria sp.28 AJ133165.1 99.72
e Pla”ktOtggLTgﬁsgfgg isolate ) roaes081 9957
Planktothrix agardhii NIES-596 AB045958.1 99.13
Cr('jjlg)'aj Oscillatoria sp.28 AJ133165.1 99.10
Planktothrix suspensa NIES-3736 LC037449.1 99.08
PTAR Planktothrix spiroides fs2 16S HQ912973.1 99.59
(43-3) Planktothrix pseudagardhii T1-8-4 NR_112128.1 99.19
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Oscillatoria sp. PCC 9018 GQ351577.1 98.98

Efluente  pjanktothrix rubescens BGSD-500  KC510416.1 98.76

(44-2) 98.62
Planktothrix agardhii NIES-596 AB045958.1 '

El (igrg)z al Ancylothrix terrestris strain 10PC ~ NR_149292.1 93.67

E' (jgfg)za' Planktothrix sp. CHAB TP201807.3 MT488237.1  96.22

7.2.3 Descripcion de las poblaciones identificadas

Oscillatoria sp. y Phormidium sp.
Oscillatoria sp.

Filamento solitario, sin constricciones, recto o ligeramente curveado, sin vaina. Las
células son mas cortas que anchas y no se observan vesiculas de gas, pero si se
puede observar un citoplasma granulado. Presentan un color verde opaco. Las
células apicales son redondeadas y pueden presentar caliptra (Figura 5-A). No

presentan heterocitos ni acinetos.
Phormidium sp.

Filamento recto o ligeramente curveado que se presenta en solitario o formando

agrupaciones, unido a sustrato. Presenta vaina transparente pegada al filamento.
Las células son mas cortas que largas o isodiamétricas y no presentan aerotopos.
Se observan de color verde brillante. Las células terminales son redondeadas. No

presentan heterocitos ni acinetos (Figura 5-B).

El género Oscillatoria presenta caracteristicas relativamente simples y no cuenta
con caracteres unicos como células especializadas (acinetos y heterocitos), varios
de los organismos cumplen con su descripcion, por lo que son clasificadas dentro
de este género. Se han llevado a cabo diferentes estudios de este género, que han
llevado a transferir especies otro género, y a reconocer nuevos taxas (Muhlsteinova

et al., 2018). Los géneros Oscillatoria y Phormidium se diferencian principalmente
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por la morfometria de sus células, ya que el primer género tiende a presentar células

mas cortas que anchas, y el segundo mas largas que anchas.

Por otro lado, se ha observado que, en cuanto a la agrupacion de especies de estos
géneros, el ancho de las células suele ser menos variable que el largo de las
mismas, por lo que el género Oscillatoria estd mas fijo genéticamente, mientras que
la variabilidad del género Phormidium se debe mayormente al efecto de las
condiciones de crecimiento en la tasa y frecuencia de la divisién celular (Lokmer,
2007).

Los resultados del andlisis morfométrico de las oscillatoriales (Figuras 2, 3y 4), y
con base en estas dos caracteristicas (proporcion del ancho y largo de la célula, y
el ancho celular), se clasificaron las poblaciones pertenecientes a estos dos
géneros, y, a su vez, se agruparon en especies diferentes: Oscillatoria sp. 1,

Oscillatoria sp. 2, Oscillatoria sp. 3 y Phormidium sp.

Asi mismo, el analisis morfométrico de las oscillatoriales, en concordancia con los
analisis moleculares, confirmé la distincidon de Ancylothrix sp. con respecto a las

otras poblaciones estudiadas.
Dolichospermum sp.

Filamentos solitarios, rectos o ligeramente curveados. Las células tienen forma de
barril, presentan vesiculas de gas y se observan de color verdoso. Los heterocitos
son esféricos y se encuentran intercalados entre las células, asi como los acinetos
(Figura 5-C).

Actualmente, el género Dolichospermum agrupa a aquellas especies plancténicas
gue han sido identificadas como Anabaena (Wacklin et al., 2009), sin embargo, no
toda la literatura ha sido actualizada, por lo que en este estudio también se hace

referencia a claves taxondmicas donde se le nombra como Anabaena.

Este género, se caracteriza por la formacién de heterocitos y presenta una
morfologia de su tricoma similar a Anabaenopsis, su diferencia recae en los
heterocitos, ya que en Dolichospermum estos se encuentran intercalares en el

tricoma, mientras que en Anabaenopsis suelen encontrarse en la zona terminal del
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tricoma (Komarek, 2005). Con base en la clave taxonOmica para especies
planctonicas de Anabaena, propuesta por Li et al. (2000), se identificé la especie
como Anabaena planctonica, sin embargo, la especie encontrada muestra células
terminales elongadas, caracteristica distintiva de Anabaena affinis (Li et al., 2000).
Por otro lado, la primer caracteristica dicotdbmica para la diferenciacion de especies
con tricomas rectos se refiere a la formacion de fasciculos, caracteristicos de A.
affinis, pero no se presentaron en ninguna muestra. Es por ello, que no fue posible

identificar esta poblacion a nivel de especie.

En las muestras se encontrdé una baja abundancia de individuos de este género, de
los filamentos encontrados, s6lo uno presentd acineto, y éste no presentaba
heterocitos, los cuales, segun Carr y Whitton (1982), no son esenciales para la

formacién de acinetos.

Aunque Cylindrospermospis, Anabaenopsis y Dolichospermum (Anabaena)
presenten heterocitos, no es necesario, que su crecimiento se vea favorecido por la
falta de nitrégeno en el ambiente o limitado por el exceso del mismo (Dolman et al.,
2012).

Anabaenopsis sp.

Filamentos solitarios, generalmente enrollados que forman anillos o espirales. Las
células son esféricas o en forma de barril, presentan vesiculas de gas y se
observan de color verdoso, con detalles amarillos y rojos. Se caracterizan por
presentar heterocitos terminales de forma esférica (Figura 5-D). Pueden presentar

acinetos esféricos o elipsoidales intercalados entre las células.

De acuerdo con Komarek (2005), Anabaenospsis se caracteriza por la formacion de
heterocitos, los cuales se desarrollan de forma intercalar, metaméricamente en dos,
tras una division asimétrica de dos células vegetativas contiguas, que al final da
lugar a un tricoma con dos heterocitos en posicion terminal. Este género se asemeja
morfolégicamente a Cylindrospermopsis, por su division celular asimétrica previa a
la formacion de los heterocitos, sin embargo, la forma de sus heterocitos es

diferente, siendo los de Anabaenopsis generalmente de forma es esférica, oval u

46



ovoide. Asi mismo, se asemeja a el género Dolichospermum (Anabaena), en cuanto
a la morfologia de sus tricomas y la presencia de aerotopos en sus células, pero se

diferencian por la forma del desarrollo de los heterocitos.

La especie que registré Almeida (2014) en estos lagos fue A. circularis, pero las
células de la especie encontrada no coinciden con las descritas para esta especie
(Komarek, 2005), ya que presentan una forma de barril y no cilindrica. Cabe
destacar, que las especies de este género son dificiles de identificar con base en la
morfologia, por la variacion morfolégica intraespecifica, sus formas transicionales y
las caracteristicas compartidas por varias especies (Komarek y Mare§, 2012), por

lo que la identificacion de estas poblaciones se limité al género.

Este género se distribuye principalmente en lagos tropicales, subtropicales y
templados (Komarek, 2005) y suele formar floraciones durante periodos calidos
(Aguilera et al., 2016).

Ancylothrix sp.

Filamento solitario, sin constricciones, recto, sin vaina. Las células son mas cortas
que anchas y no se observan vesiculas de gas. Presenta un color verdoso. Las
células apicales son redondeadas (Figura 5-A). No presentan heterocitos ni

acinetos.

El analisis genético de la muestra de El Carrizal dio como resultado una similitud
con A. terrestris, sin embargo, el porcentaje de identidad (93.67%) fue menor al 98%
necesario para identificacion a nivel de especie e incluso menor al 96% necesario

para identificacion a nivel de género.

El género Ancylothrix fue reconocido recientemente, a partir de cepas
pertenecientes a Phormidioidea, ya que presentaban una morfologia similar a la del
género Kamptonema, pero filogenéticamente se situaron en clados separados
(Martins et al.,, 2016). Dentro de este género se distinguieron dos especies: A.
terrestris y A. rivularis, a partir de diferencias bien definidas de su genética y

ecologia.
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A pesar del bajo porcentaje de identidad obtenido (93.67%), con base en el trabajo
de Marquez Santamaria (Tesis de maestria en preparacion), quién realizé un
analisis filogenético de la misma poblacion con la secuencia utilizada en este
trabajo, se determind que una de las poblaciones de oscillatoriales de El Carrizal
pertenece al género Ancylothrix. Sin embargo, debido a que no concuerda con las
descripciones de la poblacion descrita de este sitio, es necesario trabajar ain mas

en su caracterizacion taxondmica, para poder definir su identidad.
Cylindrospermopsis sp. y Raphidiopsis sp.
Cylindrospermopsis sp.

Filamentos solitarios, rectos o ligeramente curveados, sin vaina. Las células son
mas largas que anchas y presentan vesiculas de gas. Las células terminales son
redondeadas y en su mayoria presentan heterocitos con forma cénica en uno o
ambos extremos (Figura 5-F). No se observaron acinetos, aunque si llegan a

presentarse en este género.
Raphidiopsis sp.

Filamentos solitarios, ligeramente curveados, sin vaina o envoltura mucilaginosa,
pared celular no constrefiida. Las células son cilindricas, generalmente més largas
que anchas, presentan granulaciones. Las células apicales son redondeadas. No
presenta heterocitos y no se observaron acinetos (Figura 5-G).

El género Cylindrospermopsis desarrolla heterocitos Unicamente a partir de sus
células terminales, debido a esto, sus heterocitos se encuentran siempre en
posicion terminal del filamento, en uno o ambos extremos del mismo (Shafik et al.,

2003); ésta es la caracteristica principal de este género.

Dentro de este género también hay una gran plasticidad morfoldgica, por lo que su
identificacion a nivel de especie es complicada. Anteriormente, se registré C. cuspis
en estos lagos, sin embargo, no seria valido descartar que se pudiera tratar de C.
racibroskii, especie que presenta caracteristicas morfolégicas muy similares y que

se ha encontrado en zonas tropicales y subtropicales (Shafik et al., 2003)
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Por otro lado, hay un debate en cuanto a los géneros Raphidiopsis vy
Cyindrospermopsis, por su similitud morfolégica y genética. El género Raphidiopsis
se identifica principalmente por la ausencia de heterocitos a lo largo de su ciclo de
vida (Aguilera et al., 2018) y sus células apicales suelen ser elongadas,
caracteristicas que se contraponen a la descripcion de Cylindrospermopsis. Sin
embargo, se han observado caracteristicas similares, sobre todo entre dos especies
de estos géneros, C. raciborskii y R. mediterranea, por lo que, cuando la primera no
presenta heterocitos, no es posible distinguirla de la segunda (Wu et al., 2011;
Komérek y Mares, 2012). Por ello, se ha propuesto que los filamentos con las
caracteristicas de R. mediterranea son morfotipos de C. raciborskii, que carecen de
heterocitos (Komarkova et al., 1999; McGregor y Fabbro, 2000; Moustaka-Gouni et
al., 2009).

Se han llevado a cabo estudios filogenéticos, en lo que se han analizado diferentes
genes y secuencias intergenéticas (Gugger et al., 2005; Li et al., 2008; Moustaka-
Gouni et al., 2009; Stucken et al., 2009; Wu et al., 2011; Komarek, 2013; Li et al.,
2016), que demuestran que estos géneros forman parte de un grupo polifilético que
debe revisarse. Por otro lado, Aguilera et al. (2018) realizé un analisis polifasico,
con el cual recomendé que estos dos géneros se unificaran en uno solo. Hasta el
momento, no se ha determinado si estos dos grupos son lo suficientemente
similares morfolégica- y genéticamente, para unirlos y, por lo tanto, el debate

continda abierto.

Cabe destacar, que se han registrado eventos de coocurrencia de ambas especies
en reservas templadas, tropicales, y subtropicales (McGregor y Fabbro, 2000;
Mohamed, 2007; Fonseca y Bicudo, 2008; Moustaka-Gouni et al., 2009) en este
estudio, esto lo podemos observar en los siguientes sitios: Chilpotrero, Bosque Azul

y Paso del Soldado.

La presencia de heterocitos en Cylindrospermopsis le permiten adaptarse a
condiciones de bajas concentraciones de nitratos y amonio, sin embargo, la
ausencia de esta estructura no es limitante para el crecimiento de Raphidiopsis en

las mismas condiciones (Aguilera et al., 2018).
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Microcystis sp.

Colonia con forma esférica 0 en ocasiones irregular, formada por células esféricas
que se encuentran rodeadas por un mucilago fino y transparente. Las células son

de color café y presentan vesiculas de gas (Figura F-H).

Morfol6égicamente, Microcystis se caracteriza por formar colonias unicelulares,
mucilaginosas, redondeadas o irregulares, de células esféricas (Jin-Ae et al., 1997).
Esta forma de organizacion permite que resista a severas turbulencias, reduce la
presion por parte del zooplankton, le confiere proteccion ante los metales pesados

y substancias toxicas.

Las especies de Microcystis tienen una distribucion global, ya que tienen una amplia
tolerancia a la temperatura, se han encontrado en diferentes zonas, desde regiones
de bajas temperaturas, hasta tropicos, con temperaturas del agua que van desde
los 12 a los 30 °C (Li et al., 2015), siendo compatible con las condiciones de los

sitios estudiados.

En el estudio de Almeida (2014) se registro la presencia de M. wesenbergii en los
lagos, identificacion basada sélo en su morfologia. No obstante, es complicado
llegar a una identificacion a nivel de especie con base en ello, debido a que este
género presenta una alta plasticidad fenotipica. Cada especie puede presentar
diferentes morfotipos, que concuerdan con las caracteristicas de otras especies de
Microcystis (Otsuka et al., 2000).

Planktothrix sp. Wang y Li 2013 y Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis
y Komarek 1988

Planktothrix sp. Wang y Li 2013

Filamentos solitarios, rectos o ligeramente curveados, sin vaina, la pared celular
esta constrefiida. Las células son mas cortas que anchas, y presentan vesiculas
de gas distribuidas en la célula. Presenta un color café verdoso. La célula terminal
suele ser redondeada y puede presentar caliptra. No presenta heterocitos ni
acinetos (Figura 5-I).
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Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis y Komarek 1988

Filamentos solitarios, rectos o ligeramente curveados, sin vaina, la pared celular
esta ligeramente constrefiida. Las células son mas cortas que anchas, y presentan
vesiculas de gas distribuidas en la célula. Presenta un color verdoso, con detalles
amarillos y rojos. La célula terminal suele ser redondeada y puede presentar

caliptra. No presenta heterocitos ni acinetos (Figura 5-J).

La identificaciéon morfoldgica del género Planktothrix se basa principalmente en la
presencia de vesiculas de gas distribuidas por todo el volumen celular, una de las
caracteristicas por las cuales se separé del género Oscillatoria (Anagnostidis y
Komarek, 1988; Liu et al., 2013). Una de las especies dentro de este género es P.
rubescens, la cual se distingue por un color purpura-rojizo o café-rojizo del tricoma
(Anagnostidis y Komarek, 1988), esa caracteristica no la presentd ninguna de las

poblaciones de Planktothrix, descartandola.

Otra caracteristica que se toma en cuenta para identificar a nivel de especie es el
ancho de las células. Esta especie presento dimensiones del ancho de la célula de
entre 3.19 y 5.99 ym, con base en ello, se delimitd la identificacion entre dos
especies: P. agardhii y P. pseudagardhii; esta tltima fue diferenciada de la primera
por Suda et al. (2002), donde las dimensiones del ancho de la célula de la primera
se establecen en un rango entre 3 y 6.4 uym, mientras que, de la segunda, se
encuentra entre 2.8 y 9.8 uym. Con la guia para Planktothrix de Komarek y Komarkov
(2004) se identifico la especie como P. agardhii. En un estudio anterior, se registré
la presencia de P. suspensa en los lagos de Montebello, sin embargo, la
morfometria de la especie encontrada no concuerda con el ancho de la célula de

ésta (2 — 4 um) (Komarek y Komarkov, 2004).

La identificacibn morfolégica como P. agardhii fue respaldada por los resultados de
la identificacion genética, ya que las secuencias de los clones correspondientes a
Balamtetik (40-1), Chaj Chaj (41-1 y 41-2) y el efluente (44-2), sitios donde se
presento esta especie (Tabla 4), tuvieron un porcentaje de identidad mayor a 98%

con secuencias de P. agardhii reportadas en el GenBank (Tabla 5).
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Por otro lado, aunque con base en la morfologia, se clasifico la poblacion de la
PTAR dentro de P. agardhii, el analisis morfométrico indic6 que se puede tratar de
una especie diferente a la de Chaj Chaj y Balamtetik. En este caso, las
caracteristicas morfologicas y la morfometria no son suficientes para delimitar de
qué otra especie se trata, ya que varios caracteres son compartidos entre diferentes
especies de Planktothrix y los intervalos de las medidas celulares se sobreponen
(como en el caso de P. agardhii y P. pseudoagardhii). Por lo tanto, la poblacién
encontrada en la PTAR se considerard como una especie diferente a P. agardhii y

se denominara Planktothrix sp.

Las especies pertenecientes al género Planktothrix son de las principales
cianobacterias formadoras de florecimientos (Suda et al., 2002; Komérek y
Koméarkova 2004; Lin et al., 2010). P. agardhii suele dominar en lagos someros y
turbios, ya que tolera bajas intensidades de luz (Scheffer et al., 1997); al ser su
propio crecimiento de biomasa lo que puede restringir el campo luminico para el
desarrollo de otras especies, su dominancia se ve favorecida. Otro factor que
promueve su crecimiento es la temperatura, siendo su temperatura éptima de
crecimiento los 25 °C; sin embargo, también soporta temperaturas mas bajas,
permitiéndole sobrevivir a lo largo del afio (Oberhaus et al., 2007). Por otro lado,
gracias a sus vacuolas de gas se pueden situar a la profundidad mas favorable para
su desarrollo, dispersandose en la columna de agua (Chorus y Bartram 1999; Oliver
y Ganf, 2002).

Planktothrix spiroides

Filamentos solitarios en espiral. Las células son méas cortas que anchas o
isodiamétricas, presentan vesiculas de gas y se observan de color verdoso. Las
células terminales son redondeadas. No presentan heterocitos ni acinetos (Figura
5-K).

En la PTAR y Chaj Chaj se detectd la presencia de Planktothrix spiroides.
Morfologicamente, esta especie se identificO dentro del género Arthrosipira, sin

embargo, el analisis molecular mostr6 que de los resultados obtenidos de la
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identificacion genética de la muestra correspondiente al sitio de la PTAR, se obtuvo

como resultado que podria ser la especie P. spiroides o Planktothrix pseudagardhii.

La especie encontrada en estos sitios concuerda con algunas de las principales
caracteristicas de Planktohrix, descritas por Suda et al. (2002) y Komarek y
Anagnostidis (2005): tricomas solitarios que flotan libremente, atenuados o0 no en
los extremos, sin vaina evidente y vesiculas de gas distribuidas en todo el filamento;
sin embargo, no concuerda con la forma de los tricomas que se describe como
rectos o ligeramente curvos, ya que la forma de esta especie es en espiral,
caracteristica principal por la que se podria clasificar como Arthrospira. Es comun,
que especies oscillatoriales que presentan una forma en espiral se clasifiquen
dentro de este grupo (Anagnostidis y Koméarek, 1988; Castenholz et al., 2001;
Komérek y Anagnostidis, 2005). En cuanto a su ecologia, es poco especifica, ya
gue se ha encontrado en aguas alcalinas, salobres y salinas, tanto en regiones
tropicales, como subtropicales (Castenholz, 1989; Vonshak y Tomaselli, 2002), por

lo que no es un factor determinante para la identificacion de la especie.

Aungque morfoldgica- y ecolégicamente la especie encontrada en la PTAR y Chaj
Chaj concuerde con la descripcion de Arthrospira, genéticamente es evidente que
pertenece al grupo de Planktothrix (Liu et al., 2013). Por otro lado, debido a la forma
en espiral de los tricomas, se descarta que pudiera ser Planktothrix pseudagardhii,
ya gque esta especie no suele presentar una forma en espiral, mientras que P.

spiroides si, por lo que se concluye que la especie es P. spiroides.
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Figura 5. Morfoespecies encontradas: Oscillatoria sp. (A), Phormidium sp. (B),
Dolichospermum sp. (C), Anabaenopsis sp. (D), Ancylothrix sp. (E),
Cylindrospermopsis sp. (F), Raphidiopsis sp. (G), Microcystits (H), Planktothrix sp.
(), Planktothrix agardhii (J), y P. spiroides (K).
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La clasificacion de cianobacterias se ha llevado a cabo tradicionalmente con base
en caracteres morfolégicos considerados como distintivos, sin embargo, se ha
vuelto compleja y poco util por si sola, debido a que diversos factores ambientales
pueden influir en la morfometria de los mismos, dando lugar a lo que se conoce
como morfotipos e incluso ecotipos. Esto da lugar a pequefas diferencias que
pueden ser caracteres que reflejan diferentes genotipos o que son consecuencia de
la plasticidad genotipica (Anagnostidis y Komarek, 1985, 1988; Moffitt et al., 2001;
Rajaniemi et al., 2005), sin embargo, con solo el equipo 6ptico no es posible
determinar de qué situacion se trata. Asi mismo, debido a su gran potencial de
adaptacion, ecologicamente es complicado verificar o descartar las especies, ya
gue muchas de ellas pueden conformar subpoblaciones que se pueden encontrar

en habitats con diferentes condiciones.

En relacion a lo anterior, el analisis del gen 16S rRNA permiti6 en este estudio
corroborar la identificacion taxondmica hecha con base en caracteres morfologicos
de la especie con mayor abundancia y distribucion dentro de los sitios de colecta,
asi como la correcta identificacion de la especie P. spiroides, clasificada inicialmente

por su morfologia como otra especie.

Los resultados de este estudio muestran la relevancia de los estudios filogenéticos
de las cianobacterias, basados en la secuencia del gen 16S rRNA, en conjunto con
los rasgos morfolégicos para la identificacion taxonomica confiable de estos
organismos, lo cual también es respaldado por diversos autores (Wilmotte et
al., 1994; Nelissen et al., 1996; Nubel et al., 1997).

7.2.4 Analisis estadistico de los parametros fisico-quimicos y las abundancias

En la Tabla 6 se presentan los resultados del conteo realizado con la camara
Neubauer, para determinar la abundancia de cada poblacion en cada sitio. Las
especies que presentaron mayor abundancia fueron Planktothrix agardhii y
Planktothrix sp., en el efluente y la PTAR, respectivamente. Asi mismo, en la PTAR

P. spiroides se present6 en gran abundancia.

Independiente a estos sitios, la mayor abundancia de P. agardhii (900,625 cel/mL)
y Phormidium sp. (28,125 cel/mL), fueron registradas en Chaj Chaj; mientras que
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en La Encantada P. agardhii presentd la menor abundancia (2500 cel/mL) y para
Phormidium sp en el sitio San Lorenzo se registraron las abundancias mas bajas
(10,000 cel/mL). En cuanto a los géneros P. spiroides y Anabaenopsis sp. solo se
presentaron en Chaj Chaj, con abundancias de 11,250 cel/mL y 4,375 cel/mL,

respectivamente.

Por otro lado, Microcystis sp. se encontrd6 en mayor abundancia en Bosque Azul
(22,500 cel/mL), y la menor abundancia se registré en San Lorenzo (5,625 cel/mL).
Raphidiopsis sp. presentd mayor abundancia en el sitio Chilpotrero y menor en Chaj
Chaj; mientras que para Cylindrospermopsis sp. la mayor abundancia se registro en
San Lorenzo y la menor en el sitio Paso del Soldado. El género Oscillatoria sp. sélo
estuvo presente en Balamtetik con una abundancia de 1,875 cel/mL y en el efluente
con 938 cel/mL.

Tabla 6. Abundancias de las morfoespecies en cada sitio en cel/mL. El “0” denota

los sitios donde se identificé dicha especie, pero al hacer el conteo no se
encontraron ejemplares dentro de las cuadriculas de conteo.

Poblacién PTAR EFT  CHAJ BLTK SNLZ CPTO PSOLD BAZU LECTD EN
Anabaenopsis sp. - - 4,375 - - - - - - -
Cylindrospermopsis sp. - - - - 20000 3750 625 10,000 - -
Dolichospermum sp. - - - - - ] 0 0 0 }
Microcystis sp. - - 7,500 - 5625 13,125 10,625 22,500 15,625 -
Oscillatoria sp.1 - 938 - 1,875 - - - - - -
Oscillatoria sp.2 - - - - - - - - - -
Oscillatona sp.3 - 22500 28125 45,000 - - - - - -
Phormidium sp. - - - - 10,000 - - - 11,250 -
Planktothrix sp. 9.01E+08 - - - - - - - - -
P. agardhii - 9.01E+08 900,625 450,313 129,375 33,750 5,000 - 2,500 -
P. spiroides 1.13E+07 - 11,250 - - - - - - }
Raphidiopsis sp. - - 1,875 - - h5625 6,250 43,750 16,250 -

Con base en el analisis BEST, se determin6 que los factores ambientales con mayor
relacion con la comunidad de cianobacterias en el sistema lagunar estudiado fueron:

la conductividad, la turbidez y la concentracién de BGA (rho 0.714).

Por otro lado, el test ANOSIM (Figura 6), mostré que no hay diferencia significativa

entre los sitios, con respecto a la matriz biol6gica de abundancias con base en los
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factores ambientales analizados: tipo de sistema (rio/lago) (R=-0.044; p=0.525),
cercania a urbanizacidon (R=0.056; p=0.276), conexion superficial (R=0.048;

p=0.295) y presencia de agricultura en las inmediaciones de la laguna (R=-0.222;

p=0.75).
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Figura 6. Andlisis ANOSIM con base en tipo de sistema (A) (R=-0.044; p=0.525),
cercania a urbanizacién (B) (R=0.056; p=0.276), conexién superficial (C) (R=0.048;
p=0.295), presencia de agricultura en la cercania (D) (R=-0.222; p=0.75).

7.3 Distribucion

Existe una conexion hidraulica subterranea entre los lagos del PNLM, debido al
origen tropical karstico de los mismos, lo cual promueve la dispersion de
contaminantes entre los lagos (Alcocer et al., 2018), los vuelve altamente
vulnerables a la contaminacion (Pacheco et al., 2001). Por otro lado, hay una
conexién superficial entre ellos por medio de canales que se crearon hace mas de
500 afos y que se han preservado y expandido, y debido a inundaciones durante

temporada de lluvias que se producen por el origen karstico de los mismos (Alcocer
et al., 2018).
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Asi mismo, estas caracteristicas pueden promover la dispersion de individuos de
cianobacterias y/o sus acinetos, tanto por la via subterranea, como superficial, y su
prevalencia y abundancia en los lagos, debido a la contaminacién. Otros medios de
dispersion naturales podrian ser el viento y animales como aves, insectos e incluso

los seres humanos.

Una probable causa antropogénica de la dispersion de las cianobacterias y otros
organismos fitoplanctonicos es el uso de las balsas, lanchas y kayaks utilizadas
para el turismo. Estos sirven como vectores de transferencia entre los lagos, al ser
utilizados para transporte y recreacion dentro de los mismos, sin recibir tratamiento
alguno al ser sacados de un cuerpo de agua y ser introducidos en otro. A pesar de
gue estas actividades humanas son una potencial fuente de transporte de especies
entre los lagos, no se han llevado a cabo estudios que permitan evaluar el papel

gue éstos juegan en la dispersion.

7.4 Deteccion molecular de toxinas, bioensayo y potencial riesgo
toxicoldgico

En varios de los sitios de estudio se encontrd un crecimiento masivo de
cianobacterias en el momento de la colecta. Estos eventos se ven favorecidos por
la contaminacién y se ha detectado en estudios anteriores que, a excepcion del lago
Ensuefio, los sitios muestreados se encuentran influenciados principalmente por
actividades agropecuarias y las areas urbanas que se encuentran dentro de la
cuenca (Almeida, 2014; Alcocer et al., 2018; Rivera-Herrera et al., 2019).

Los florecimientos representan un riesgo potencial para la salud humana y sanidad
animal, ya que se ha documentado que, a nivel mundial, el 60% de las muestras de
cianobacterias contienen toxinas (WHO, 2003). En la zona, se hace uso de los
cuerpos de agua tanto para abasto domeéstico, como para actividades recreativas y
agricolas. Los lagos donde hay un uso recreativo, como paseos en balsas y kayak
son: Bosque Azul, Chilpotrero, La Encantada, Chaj Chaj y Paso del Soldado; en
este ultimo también se ha observado que se permite nadar. Por otro lado, Ensuefio
es una fuente de abastecimiento de agua para uso y consumo humano de la

comunidad Antelad (Comité de Cuenca Rio Grande-Lagunas de Montebello, 2009),
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asi mismo los establecimientos en la zona turistica aledafia utilizan el agua para la

preparacion de alimentos.

De las 13 cianobacterias encontradas en este estudio, siete poblaciones se
identificaron como géneros que también se han reportado como potenciales
productores de toxinas: Planktothrix sp., Microcystis sp., Cylindrospermopsis sp.,
Dolichospermum sp. (Anabaena), Anabaenopsis sp., Oscillatoria sp., Phormidium
sp. (Carmichael et al., 2001; Vasconcelos et al., 2010; Quiblier et al., 2013; Svircev
et al., 2019). De las dos poblaciones identificadas a nivel especie, P. agardhii
(Svircev et al., 2019) tiene reportes de produccion de toxinas, mientras que de P.
spiroides no se encontraron estudios sobre el tema, sin embargo, como ya se

menciond, su género si es potencial productor.

Sin embargo, las muestras en las que se llevd a cabo el andlisis de PCR no
confirmaron la presencia del gen para microcistinas (Figuras 7 y 8) y anatoxinas
(Figuras 9 y 10). No obstante, se deben considerar varios puntos: i) el analisis se
llevé a cabo sélo para los clones obtenidos, los cuales representan exclusivamente
a las poblaciones de P. agardhii de los sitios BLTK y CHAJ, a P. spiroides
encontrada en la PTAR, y a Ancylothrix sp. de ECZ; ii) a pesar de los resultados, no
es posible descartar que estas poblaciones sean productoras de cianotoxinas, ya
que solo se llevé a cabo el analisis con los oligonucleéticos mas comunes para la
detecciéon de microcistinas HEPF y HEPR y anatoxinas ATXOAF y ATXAR,
pudiendo presentar alguna otra variante de las muchas documentadas en la
literatura (Casero et al., 2020); iii) las poblaciones restantes, de los mismos sitios
evaluados y de los que no se llevaron a cabo analisis moleculares, pertenecen a
especies y géneros que se han documentado como potenciales productores de al
menos una cianotoxina, pero no pudieron ser evaluados por la falta de biomasa en
las muestras; iv) por ultimo, al hacer la extraccion de ADN directamente de la
muestra tomada en campo, normalmente se obtiene el ADN de la especie mas
abundante o de aquella cuya extraccién es mas facil al hacer la lisis celular; por ello
gueda un remanente de organismos que conforman el florecimiento que no se

identificaron y a los que no se les hicieron analisis moleculares.
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Por otro lado, el Bioensayo mostro que los metabolitos secundarios extraidos de las
muestras del efluente, Chaj Chaj, Balamtetik, El Carrizal y la PTAR tienen un efecto
letal en Artemia salina, ya que la mayoria de los idividuos a los que se les agrego el
extracto perecieron dentro de las 48 horas que dura el ensayo. Sin embargo, no se
pudieron calcular las DLso, ya que mayoria de los individuos perecieron antes del
primer conteo, a las 24 horas del ensayo. Esto se puede deber a dos motivos, el
primero es que existen otros metabolitos secundarios que requieren de analisis
complementarios; el segundo, que se requiere experimentar con concentraciones
mas bajas a las recomendadas por el protocolo estandarizado. Una limitante
experimental fue la escasez de biomasa, por lo que no se pudieron repetir los

bioensayos para poner a prueba la segunda hipétesis.

Por todo lo descrito anteriormente, no se puede descartar el riesgo potencial de los
sitios donde se encontraron cianobacterias, principalmente donde ocurrieron
florecimientos y se registro la presencia de posibles productores de toxinas. De
acuerdo con el principio precautorio, es necesario considerar que estas especies
representan un riesgo para la salud de la poblacién y, por lo tanto, es prioritario
adoptar medidas ante la degradacién del ambiente, lo cual favorece el desarrollo de

estos organismos y mas aun, los crecimientos abundantes o floraciones.

Por otro lado, en el analisis de la muestra de Ensuefio no se encontraron
cianobacterias y los parametros fisico-quimicos analizados no mostraron
contaminacion del agua y se encontraron dentro los limites permisibles establecidos
en el Proyecto de Ley para modificar la NOM-127. Esto demuestra, que el agua de
este lago cumple con los requerimientos necesarios para el uso doméstico y
consumo humano. Para ello, su cuidado incluye no permitir las actividades

recreativas, como nadar o usar embarcaciones de transporte en el lago.
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Figura 7. Gel de electroforesis para microcistinas con las muestras 40 (CHAJ) y 41
(BLTK). Las bandas restantes pertenecen a otras muestras no relevantes para este
estudio.

Figura 8. Gel de electroforesis para microcistinas con las muestras 42 (ECZ), 43
(PTAR) y 44 (EFT). Las bandas restantes perteneces a otras muestras no
relevantes para este estudio.
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Figura 9. Gel de electroforesis para anatoxinas con las muestras 42 (ECZ), 44 (EFT)
y 40 (BLTK). Las bandas restantes pertenecen a otras muestras no relevantes para
este estudio.

Figura 10. Gel de electroforesis para anatoxinas con las muestras 41a (CHAJ), 41b
(CHAJ) y 43 (PTAR). Las bandas restantes pertenecen a otras muestras no
relevantes para este estudio.




8. CONCLUSIONES

Los resultados fisico-quimicos de este estudio, muestran que, los sitios de muestreo
presentan condiciones de pH, temperatura y concentracion de nutrientes, optimas
para el desarrollo de cianobacterias, lo cual promueve la aparicion de floraciones de
las mismas. A su vez, la presencia de algunos géneros de cianobacterias como P.
agardhii se ve relacionada con valor altos en parametros como la conductividad y la
turbidez, ya que son buenas competidoras bajo estas condiciones que son

desfavorables para otras especies de cianobacterias.

En cuanto a la identificacion de las cianobacterias, se confirma la importancia de
aplicar un estudio de taxonomia polifasica, para disminuir la probabilidad de
identificaciones incorrectas. Sin embargo, es preciso destacar, que alun con una
aproximacion polifasica, diversos factores, especialmente con relacion a la
secuenciacion genética, pueden dificultar determinar la totalidad de las especies.
En el caso de este trabajo, son las siguientes: i)en las muestras de campo, las
cianobacterias plancténicas se presentan en consorcios, dificultando precisar de
qué organismo identificado morfologicamente, es la extraccibn de ADN, sin
embargo, se presupone que se esta secuenciando e identificando el organismo mas
abundante; ii)algunas presentan poca biomasa, dependiendo de la especie y de las
condiciones ambientales, siendo insuficiente la cantidad de biomasa para llevar a
cabo una extraccion de ADN; iii)hay una escasez de secuencias de cianobacterias,
sobre todo de regiones tropicales, en las bases de datos, limitando la comparacion
y, por lo tanto, una aproximacién a la identificacion; iv)la taxonomia de
cianobacterias se encuentra en constante evoluciéon, con cambios regulares de

especies a diferentes géneros y/o 6rdenes.

Con base en la caracterizacion morfolégica, morfométrica y genética, se
identificaron un total de 13 poblaciones de cianobacterias, pertenecientes a los
ordenes Oscillatoriales, Nostocales y Chroococcales. Dos se identificaron a nivel de
especie: P. agardhii y P. spiroides; y las 11 restantes a nivel de género:

Anabaenopsis sp., Ancylothrix sp., Cylindrospermopsis sp., Dolichospermum sp.,
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Microcystis sp., Oscillatoria sp. 1, Oscillatoria sp. 2, Oscillatoria sp.3, Phormidium
sp., Planktothrix sp. y Raphidiopsis sp.

A partir de las secuencias 16S rRNA obtenidas, se pudo confirmar la identificacion
morfolégica de P. agardhii para las poblaciones de Balamtetik, Chaj Chaj y el
efluente. Por otro lado, se rectific la clasificacion de una de las poblaciones de la
PTAR, identificada por su morfologia como Arthrospira sp., modificAndola con base
en la identificacion genética a P. spiroides. Asi mismo, la poblacion de ECZ se

identificé como Ancylothrix sp.

En cuanto a la ecologia de las especies, P. agardhii se encontré6 con mayor
distribucion y abundancia, esta especie suele dominar gracias a diferentes
adaptaciones, como la presencia de vacuolas de gas y tolerancia a bajas
intensidades de luz y a bajas temperaturas.

Las poblaciones identificadas pertenecen a géneros que han sido reportados como
potenciales productores de toxinas: Planktothrix, Microcystis, Cylindrospermopsis,
Raphidiopsis, Dolichospermum (Anabaena), Anabaenopsis, Oscillatoria vy

Phormidium.

En cuanto a la determinacion del potencial riesgo toxicoldgico, los resultados del
analisis de PCR y del Bioensayo no fueron contundentes, por lo cual no se puede
confirmar o refutar la produccién de cianotoxinas por parte de las poblaciones
encontradas en los diferentes sitios, en particular porque los analisis se hicieron con
poblaciones de muestras de campo, que se encontraban en consorcio, en lugar de
poblaciones en mono-cultivos, que estarian debidamente aisladas y, porque hay

una gran variedad de genes relacionados con las toxinas analizadas.
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9. RECOMENDACIONES
Con base en los resultados de este estudio, se hacen las siguientes
recomendaciones, para continuar con la investigacion relacionada con el objetivo

de este estudio.

9.1 Identificacion de especies
Para identificar las cianobacterias en su totalidad a nivel de especie, se recomienda

realizar cultivos de las diferentes poblaciones, para separar las poblaciones que
conforman el consorcio de las muestras de campo, y para obtener la mayor biomasa
posible, necesaria para realizar la extraccion de ADN y posteriores analisis
moleculares. También se sugiere llevar a cabo andlisis filogenéticos, para

determinar la especie con mayor precision a nivel genético.

Especificamente, en cuanto a la especie identificada en este estudio como
Ancylothrix sp., es preciso realizar analisis genéticos, para confirmar el género y
determinar la especie, ya que es un género que solo se ha registrado, hasta este
momento, en Brasil (Martins et al., 2016).

Por otro lado, es necesario llevar a cabo muestreos en diferentes épocas del afio,
ya que tanto la diversidad, riqueza y dominancia en los consorcios de cianobacterias
plancténicas cambia con base en los factores ambientales, que se pueden ver

afectados por las estaciones del afio, como temperatura y luz.

9.2 Anadlisis del potencial riesgo toxicoldgico
En relacion al andlisis de produccion de cianotoxinas, se hacen las siguientes

recomendaciones: 1) llevar a cabo analisis de las fracciones intracelulares mediante
PCR con oligonucleétidos para otras variantes de microcistinas y anatoxinas, asi
como para otras cianotoxinas; Il) realizar andlisis de deteccién de cianotoxinas en
el agua, en los sitios donde la biomasa no sea suficiente para el andlisis de PCR,;
[Il) se requiere llevar a cabo el Bioensayo con concentraciones del extracto mas
bajas a las recomendadas por el protocolo de experimentacion V) realizar
Bioensayos con extracciones de cultivos de cianobacterias muestreadas, para

descartar el sesgo del consorcio y V) se recomienda el cultivo de las especies de
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cianobacterias colectadas durante los florecimientos, para reconocer la identidad

taxonomica y potencial toxicidad de cada una de ellas.

9.3 Dispersion de las cianobacterias
Para determinar la forma de dispersion de las cianobacterias y otros organismos

fitoplanctonicos entre los lagos, se recomienda llevar a cabo estudios enfocados en

los embalses utilizados para el turismo y en los canales subterraneos.

9.4 Principio precautorio
Por ultimo, con base en el principio precautorio, es necesario que se adopten

medidas para disminuir la degradacién del ambiente, que esta favoreciendo el
desarrollo de las cianobacterias, ya que cabe la posibilidad de que éstas sean

productoras de toxinas, y representen un peligro para la salud humana.
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