POLIBETANICA

Num. 31, pp. 31-50, ISSN 1405-2768; México, 2011

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
CIANOBACTERIAS FILAMENTOSAS AISLADAS DE FLORECIMIENTOS DE
TRES LAGOS URBANOS EUTROFICOS DE LA CIUDAD DE MEXICO

Rosa Pineda-Mendoza', Fernando Martinez-Jerénimo',
Gloria Garduiio-Solorzano’ y Roxana Olvera-Ramirez'
!Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN,Prol. Carpio Esg. Plan de Ayala s/n, Col.
Sto. Tomés, México, DF,11340, México.
Correo electronico: *rolvera_2000@yahoo.com.mx
2Herbario IZTA. FES-Iztacala-UNAM. Av. de los Barrios. nim.1, Col. Los Reyes Iztacala,
Tlalnepantla de Baz, Estado de México.

RESUMEN

Las cianobacterias se clasifican tradicional-
mente con base en caracteres morfologicos
y ecologicos, lo que puede resultar en una
asignacion incorrecta debido a la plastici-
dad fenotipica de las cianobacterias, o en
el caso de cepas aisladas debido a cambios
morfolégicos propiciados por las condicio-
nes de cultivo. El uso del gen 16S rRNA
es de gran utilidad para la identificacion
taxondmica, coadyuvando a superar los
problemas antes mencionados. En este es-
tudio se aislaron e identificaron, mediante
caracteres morfologicos y moleculares, cia-
nobacterias filamentosas presentes en flore-
cimientos de tres lagos urbanos eutroficos
de la ciudad de México, con el objetivo de
reconocer otros géneros de cianobacterias
diferentes a Microcystis, que pudieran estar
presentes en tales florecimientos. Durante
marzo de 2007 se colectaron muestras de
aguay mediante micromanipulacion se ob-
tuvieron cultivos monocianobacteriales que
fueron identificados preliminarmente con
base en caracteres morfoldgicos. Por otra
parte, se extrajo el DNA total, se amplifico

una region parcial del gen 16S rRNA y se
corrobord la identificacion taxondmica a
través de su posicionamiento filogenético.
De esta manera se pudo identificar a la
mayoria de los aislados mediante caracteres
morfoldgicos tradicionales, y confirmar su
identidad genérica con base en el analisis
bioinformatico del gen 16S rRNA. Asi se
identificaron cepas de los géneros Ana-
baenopsis, Arthrospira, Leptolyngbya,
Limnothrix, Geitlerinema, Phormidium,
Planktolyngbya, Planktothrix, Pseudana-
baena y Spirulina, resultado que muestra
la diversidad que se puede registrar en flo-
recimientos de cianobacterias, aun cuando
el taxon dominante pudiera ser Microcystis
spp. A fin de poder determinar de manera
mas precisa la identidad especifica, se
recomienda ampliamente el uso de ambas
técnicas, ya que de esta forma se podrian
evitar errores por variacion fenotipica in-
ducida por los estimulos ambientales o por
las condiciones de cultivo.

Palabras clave: cianobacteria, floreci-

miento, 16S rRNA, eutroficacién, lago
urbano.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are traditionally classified
based on morphological and ecological
traits, which can result in incorrect iden-
tifications due to phenotypic plasticity,
and in the case of isolated strains, due to
morphological changes provoked by the
culture conditions. The gene 16S rRNA is
useful for taxonomic identification, helping
to overcome the aforementioned problems.
Using morphological and molecular char-
acteristics, we isolated and identified fila-
mentous cyanobacteria present in blooms
in three eutrophic urban lakes in Mexico
City with the aim of recognizing genera of
cyanobacteria other than Microcystis that
may be present. Water samples were col-
lected during March 2007, and through mi-
cromanipulation we obtained monospecific
cultures that were preliminarily identified
using morphological traits. In addition,
total DNA was extracted, and a partial re-
gion of the 16S rRNA gene was amplified
to corroborate the taxonomic identifica-
tions; these were confirmed through their
phylogenetic positioning. In this way most
of the isolated strains identified by their
morphological traits could be confirmed at
the generic level. We identified strains of
Anabaenopsis, Arthrospira, Leptolyngbya,
Limnothrix, Geitlerinema, Phormidium,
Planktolyngbya, Planktothrix, Pseudana-
baena and Spirulina, showing the diversity
of cyanobacteria that could be recorded
in blooms even though the dominant taxa
could be Microcystis spp. To accurately
determine taxonomic identity we strongly
recommend the use of both techniques in
order to avoid errors due to phenotypic
variation provoked by environmental fac-
tors or culture conditions.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos
procariotas con una amplia diversidad
morfologica, encontrandose formas unice-
lulares, coloniales y filamentosas (Whitton,
1992; Valerio et al., 2009). Se distribuyen
en ambientes terrestres, dulceacuicolas, ma-
rinos y algunas especies tiene la capacidad
de crecer en ambientes extremos (alcalinos,
acidos y con altas temperaturas) (Whitton
y Potts, 2000; Kaebernick y Neilan, 2001,
Roset et al., 2001; Campos et al., 2005).

Tradicionalmente, las cianobacterias han
sido clasificadas con base en caracteres
morfologicos y ecoldgicos (Casamatta et
al., 2005); sin embargo, a pesar de los co-
nocimientos especializados necesarios para
la identificacion, el juicio subjetivo de los
usuarios puede llevar a errores, dando como
resultado una asignacién incorrecta de los
aislamientos (Valerio et al., 2009).

Asi mismo, los cambios morfoldgicos
inducidos por las condiciones de cultivo y
la plasticidad fenotipica de las cianobacte-
rias también pueden conducir a errores en
la identificacién taxondmica de las cepas
(Rudi et al., 1997; Lyra et al., 2001; Va-
lerio et al., 2009); actualmente el uso de
marcadores moleculares como el 16S rRNA
resultan ser de gran utilidad para la identifi-
cacion de cepas, ya que ayuda a superar los
problemas antes mencionados.

El objetivo de este trabajo fue aislar e iden-
tificar mediante caracteres morfologicos y
moleculares a cianobacterias filamentosas
presentes en florecimientos de tres lagos ur-
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banos eutrdficos de la ciudad de México, con
el fin de conocer otros géneros diferentes a
Microcystis que pudieran ser potencialmente
toxigénicos, ya que a pesar de que Microcys-
tis es el principal productor de microcistinas
(Coddetal., 1999; Pflugmacher et al., 1999;
Pflugmacher y Wiegand, 2001), no es el
unico pues otros géneros como: Anabaena,
Planktothrix, Nostoc, Cilindrospermopsis
y Pseudanabaena (Hunter, 1998; Sivonen
y Jones, 1999; Codd, 2000; De Leodn y Yu-
nes, 2001; Vasconcelos, 2001), que también
tienen dicha capacidad, han sido poco estu-
diados ya que con frecuencia se encuentran
en menor cantidad, comparativamente con
Microcystis.

Esto es importante, ya que en México
existen lagos urbanos con florecimientos
frecuentes o permanentes, que estan desti-
nados a actividades deportivas y/o recreati-
vas 'y que representan por lo tanto un riesgo
latente para la biota residente y circundante.
Se sabe que concentraciones altas de nu-
trientes favorecen el crecimiento acelerado
del fitoplancton, siendo las cianobacterias
los microorganismos dominantes en los
cuerpos de agua eutroficados (Paerl et al.,
2001; Stewart et al., 2006) ocasionando la
formacion de cumulos de biomasa, conoci-
dos como blooms o florecimientos (Sivonen
y Jones, 1999; Fontarbel, 2003; Ramirez
et al., 2004; Frias et al., 2006; Vela et al.,
2007; Briand et al., 2008), que generalmen-
te se asocian con la produccion de una serie
de metabolitos secundarios que incluyen a
estas toxinas (Neilan et al., 1999; Briand et
al., 2008; Pope y Patel, 2008).

Algunos de estos metabolitos tienen propie-
dades terapéuticas (antibacteriana, antifin-
gica, inhibicion de las proteasas o actian
contra el cancer), otros como la geosmina y

el 2-metilisoborneol son compuestos que le
confieren un mal olor o sabor desagradable
al agua (Oberholster et al., 2006; Pope y
Patel, 2008), o bien pueden actuar como
toxinas ocasionando dafio a diversos orga-
nismos (Carmichael et al., 1988; Jang et al.,
2003; Prakash et al., 2009).

MATERIAL Y METODOS
Areas de estudio

Se estudiaron tres lagos urbanos de la ciu-
dad de México ubicados en el bosque de
Chapultepec 1?* Seccion, el parque ecoldgico
“Alameda Oriente” y en la pista olimpica de
remo y canotaje “Virgilio Uribe”- Cueman-
co, Xochimilco. En dichos sitios se tiene
el registro de desarrollo de blooms de cia-
nobacterias con predomino de Microcystis
(Arzate-Cardenas et al., 2010).

El lago menor se encuentra en la primera
seccion del bosque de Chapultepec, esta
ubicado en la delegacion Miguel Hidal-
go, entre las coordenadas 19°25°25.90”N
y 99°11°5.03”W, a una altitud de 2 240
m.s.n.m., tiene una extension de 8 400 m?
y una profundidad promedio de 1.65 m.
La alimentacion del lago proviene del rio
Hondo, de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Chapultepec y de agua pluvial
(Alcocer et al., 1988).

El parque ecologico Alameda Oriente,
antes conocido como Laguna de Xo-
chiaca, esta ubicado en la delegacion
Venustiano Carranza, entre las coorde-
nadas 19°26°13.09”N-19°26°8.36”"N y
99°3°15.36”W-99°3°22.19”W, a una altitud
de 2234 m.s.n.m. Construido en 1989, es un
parque destinado a actividades recreativas,
y cuenta con cinco estanques con area total
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de 11 hectareas. El agua suministrada al lago
proviene del Lago de Aragén ubicado en la
delegacion Gustavo A. Madero (http:/www.
alamedaoriente.org.mx).

La pista olimpica de remo y canotaje “Vir-
gilio Uribe” se sitaa al sur de la ciudad
de México, en la delegacion Xochimilco,
entre las coordenadas 19°16°20.58”N y
99°6°16.72”W; cuenta con dos canales, el
principal se utiliza para practicas de remo y
canotaje, tiene 2 200 m de longitud, 125 m
de ancho y alrededor de 2 m de profundidad,
corre de norte a sur; el canal secundario o ca-
nal de retroceso, sirve para entrenamiento en
dias de pruebas o eliminatorias deportivas.
Se llena con aguas tratadas y pluviales (Alva
Martinez et al., 2007; http://mx.geocities.
com/lakeside remo/Varios.htm).

Colecta de las muestras

Las muestras de agua se colectaron en los
tres sitios de estudio en marzo del 2007, ha-
ciendo un arrastre con una red para fitoplanc-
ton (malla de 25 pm). Las muestras de agua
se filtraron en el laboratorio con membranas
Millipore® de 22 pm y en el agua se evaluo
la temperatura, oxigeno disuelto (oximetro,
YSI-55), conductividad, salinidad (Y SI-30),
pH (potenciémetro Thermo-Orion 3 Star),
concentracion de fosfatos (método 8114,
del molibdovanadato) y de nitratos (método
8153, de reduccion de cadmio), estas dos
ultimas en un espectrofotometro HACH
DR/2000, siguiendo las especificaciones
del proveedor.

Aislamiento de las cepas

Las cepas se aislaron por micromanipula-
¢i6n, seleccionando un solo filamento al mi-
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croscopio, éste se coloco en un vial de vidrio
de 8 mL de capacidad con 2 mL del medio
de cultivo adicionado con NaHCO,. Una vez
que fue visible el crecimiento, se sembraron
inoculos en placas por estria cruzada hasta
obtener cultivos monocianobacteriales.
Se utilizé medio mineral BG-11 liquido y
solidificado al 1.3% con agar bacteriolo-
gico (Rippka, 1988), adicionados ambos
con cicloheximida (50 pg L', Sigma) para
eliminar a todos los organismos eucariontes
(Vaara et al., 1979). Los aislados fueron
cultivados en medio mineral BG-11, excepto
Arthrospira sp., que se propagd en medio
Zarrouk (1966). Los cultivos se mantuvieron
con aireacion constante, iluminaciéon con
luz blanca (21.4 pmol m? s), fotoperiodo
de 16:8 h (luz: oscuridad), a 25 + 1°C, en
matraces Erlenmeyer de 500 mL.

Identificacion taxonémica

Las cepas fueron tefiidas con azul de cresil
al 1% y observadas con un microscopio
optico Nikon Alphaphot 2 YS2. La iden-
tificacion taxonomica se hizo con base en
las claves de Geitler (1932), Anagnostidis
y Komarek (1985, 1988), Komarek y
Anagnostidis (1989) y Cronberg y Anna-
dotter (2006). Las caracteristicas morfo-
logicas de los aislados consideradas para
la identificacion taxondémica fueron las
siguientes: forma y tamafio de las células
intercalares y terminales del filamento;
grosor del filamento; presencia o ausencia
de constricciones en el cruce de la pared;
presencia de células necridiales; ausencia
o presencia y color de la vaina; numero de
tricomas por filamentos, presencia, forma
y tamaio de los heterocitos. Las medidas
fueron registradas usando el software Motic
Image Plus 2.0.
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Extraccion de DNA genémico

La extraccion del DNA total se hizo por el
método del CTAB (Hexadecyltrimethyla-
mmonium bromide) descrito por Allers y
Lichten (2000). Para cada cepa se usaron
50 mg de biomasa (de aproximadamente 15
dias de crecimiento); las muestras se con-
gelaron y maceraron con nitrogeno liquido
hasta obtener un polvo fino; se adicionaron
2.5 mL de la solucion CTAB I (CTAB 2%,
EDTA 50 mM, TRIZMA BASE 200 mM
pH 8.0,NaCl2 M y PVP 0.5%) (Sigma); se
incubaron durante 30 min y después de cen-
trifugar y separar la fase acuosa, se adiciond
1/10 volumen del CTAB 1I (CTAB 10% y
NaCl 0.7 M). La extraccion de proteinas se
hizo con una mezcla de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1 v/v); el DNA se precipito
con isopropanol a —20°C por 2 h y se recu-
perd6 por centrifugacion. La pastilla de DNA
se lavo con etanol al 70% y finalmente se
resuspendid en agua desionizada estéril.
Las muestras se conservaron a —20°C hasta
su uso.

El DNA genémico se separ6 en geles de
agarosa al 1% con TBE 1X (Tris-HCI 45
mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, acido bérico
45 mM), como regulador de corrimiento
electroforético, el cual se llevd a cabo a
80 V por 90 min con un marcador de ta-
mafio molecular de 100 pb (Invitrogen).
Los geles se tifieron con una solucion de
bromuro de etidio (10 pg mL"!, Sigma) y
las bandas se visualizaron en un transilu-
minador con luz ultravioleta (Alpha Inno-
tech Imager 2000). Para conocer la pureza
y concentraciéon del DNA extraido, se
determind la relacion de las absorbancias
260/280 nm (MBA 2000, Perkin Elmer,
Waltham, MA).

Amplificacion parcial del gen 16S rRNA

Se amplifico una region parcial de aproxi-
madamente 1 000 pb del gen 16S rRNA con
el iniciador delantero CYAF (5°-AGCAGT-
GGGGAATTTTCCG-3"), que corresponde
a las posiciones N315-N337 del gen 16S
rRNA de Anabaena variabilis (75906225)
y dos iniciadores reversos CYAAR (5’-TT-
CACYGCAGTATGCTGACC-3") y CYA-
CR (5’-TCACYGCCGTATGCTGACC-3)
que corresponden a las posiciones N1300-
N1320 de A. variabilis. Los iniciadores
fueron disefiados por la M. en C. Yendi
Navarro Noya.

La amplificacion se hizo en un termocicla-
dor T-personal Biometra® y se usaron 50
ng de DNA total, regulador de la enzima
(1x), MgCl, (4.5 mM), dNTP’s (200 uM,
Invitrogen), 10 pmol de cada iniciador y
0.5 U Taq polimerasa (Invitrogen), en un
volumen final de 50 uL. Las condiciones
de la reaccion fueron: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 10 min, segui-
do de 35 ciclos, desnaturalizacion a 94°C
por 1 min, alineamiento 53°C por 1 min
y extension a 72°C por 1 min; y un ciclo
de extension final a 72°C durante 10 min.
Como testigos positivos se usaron dos cepas
de referencia correspondientes a Anabaena
flos-aquae (LB2358) y Microcystis aerugi-
nosa (LB2385), adquiridas de la coleccion
de la Universidad de Texas (UTEX).

Analisis bioinformatico

Las muestras purificadas fueron secuencia-
das en ambos sentidos con los iniciadores
CYAF y CYACR usados en la amplificacion
del gen 16S rRNA, en un equipo ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosyste-
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ms). Las secuencias obtenidas se analizaron
y editaron con el programa Chromas v. 2.13.
Se generaron secuencias consenso con el
programa BioEdit v.5.0.6 (Hall, 2001), las
cuales se alinearon y compararon con las
depositadas en el banco de genes usando el
programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLASTY/).

Para el analisis del 16S rRNA se incluyeron
30 secuencias de referencia obtenidas del
GenBank. Las secuencias problema y aque-
llas obtenidas del banco de genes se alinearon
con el programa Clustal X v.1.83 (Thompson
et al., 1997), utilizando los parametros pre-
determinados. Con la finalidad de conocer la
identidad entre ellas se calcul6 el porcentaje
de similitud con el programa MatGAT v. 2.01
(tabla 2) (Campanella et al., 2003).

La identificacion taxondmica de las cepas
analizadas se llevd a cabo a través de su
posicionamiento filogenético por medio
del método de maxima verosimilitud (ML).
Para ello se determiné el modelo de sustitu-
cion nucleotidica para el conjunto total de
secuencia con el programa MODELTEST
v.3.7 (Posada y Crandall, 1998).

La reconstruccion del arbol filogenético se
hizo en el programa Phyml v. 2.4.4 (Guindon
etal., 2005) usando los siguientes parametros:
modelo evolutivo K80+I+G (Kimura, 1980),
1=0.3540, correccion gamma = 0.3360, ti/tv
=1.5438, -InL. = 5521.5572 y con el soporte
bootstrap con 1 000 repeticiones. Por tlltimo,
el arbol filogenético fue editado con el pro-
grama Dendroscope v.1.4. La cianobacteria
unicelular Microcystis aeruginosa UTEX
LB2385 se us6 como grupo externo.

Las secuencias de nucleotidos determinadas
en este estudio fueron depositadas en la base
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de datos del GenBank y se les asignaron
los siguientes niimeros de acceso: AA09
(GU903485), AA10 (GU903486), AB02
(GU903487), AC11 (GU903488), AC12
(GU903489), AD13 (GU903490), AD17
(GU903491), AD26 (GU903492), CHO4
(GU903493), CH12 (GU903494), CHM1
(GU903496), PO0O1 (GU903497), POO5
(GU903498) y POO7 (GU903499).

RESULTADOS
Descripcion de las areas de estudio

Las variables fisicoquimicas del agua
colectada en las tres areas de estudio se
muestran en la tabla 1. En las fechas de
muestreo la temperatura del agua oscilo
entre los 20-21°C, el oxigeno disuelto entre
los 4.4y 8.7 mg L'; en los tres sitios el pH
fue mayora 10, la conductividad fue mayor
en las muestras de agua de la Alameda
Oriente variando entre 1923-4439 uS cm?,
en el quinto estanque de la Alameda Orien-
te la salinidad fue mayor (2.4 u.p.s.) con
respecto a los otros cuatro estanques; en
todas las areas de estudio se encontrd una
mayor concentracion de fosfatos (PO,)*
que de nitratos (NO,"). El estanque niim.
1 de la Alameda Oriente fue excluido de
este estudio, debido a que en el momento
de la colecta no se encontrd crecimiento
de cianobacterias.

En los tres lagos urbanos se encontrd a
Microcystis spp. como taxa dominante;
sin embargo, otras cianobacterias como
Arthrospira sp. (para el quinto estanque
de la Alameda Oriente) y Planktothrix
agardhii (para la Pista Olimpica de Remo y
Canotaje) también se presentaron en forma
abundante.
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El desarrollo de los blooms en los lagos de
Chapultepec 1* Seccion y de la Alameda
Oriente se observaron como la formacion
de una nata espesa (“scum”) y espuma en la
superficie de ambos lagos, mientras que en
la Pista Olimpica de Remo y Canotaje solo
se observo la formacion de espuma en las
orillas de la pista, ya que la segunda especie
dominante fue P. agardhii y esta cianobac-
teria no tiene la capacidad de formar natas
debido a que su crecimiento es en forma
dispersa (Chorus y Bartram, 1999).

Identificacion taxonomica de los aislados

Se obtuvo un total de 17 aislados, los cuales
fueron identificados primeramente con base
en sus caracteristicas morfologicas hasta
género y/o especie y se agruparon en diez
géneros distribuidos en dos ordenes. Poste-
riormente, dicha identificacion se comple-
mentd con base en el analisis bioinformatico
de una region parcial del gen 16S rRNA; en
la tabla 2 se muestra el nimero de aislados
por localidad y la identificacion taxonomica
con ambos métodos.

Todas las cianobacterias aisladas en este
estudio son planctonicas; en la tabla 3 se
presentan las caracteristicas morfologicas
de cada una de las morfoespecies aisladas
y en la figura 1 se muestran las fotografias
de algunos de los aislados. Cabe mencionar
que todos los taxa identificados en las tres
areas de estudio han sido documentados
como responsables de la formacion de flo-
recimientos cianobacteriales.

Analisis filogenético
En la figura 2 se muestra el arbol filogenético

reconstruido por el método de maxima vero-
similitud a partir de las secuencias parciales
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del gen 16S rRNA. El analisis filogenético
permitio corroborar la identificacion taxo-
némica de la mayoria de los aislados, de tal
forma que éstos se distribuyen en grupos
que corresponden con la identificacion pre-
suntiva basada en caracteres morfologicos.
En la topologia del arbol se puede observar
la distribucion de los aislados en cuatro
grupos, conforme al orden que pertenecen,
de tal forma que en Nostocales se encuentra
el aislado AC12 (Anabaenopsis) y la cepa
de referencia Anabaena flos-aquae UTEX
LB2358, el resto de los aislados pertenecen a
Oscillatoriales se distribuyen en dos grandes
grupos vy la cepa de referencia Microcystis
aeruginosa UTEX LB2385 en el orden
Chroococcales. Se pudo confirmar la iden-
tificacion de los aislados CHM1 (Leptolyn-
gbya tenerrima), CHO4 (Geitlerinema ca-
rotinosum), CH12 (Leptolyngbya boryana),
AC11 (Spirulina), AC12 (Anabaenopsis),
AD17 (Phormidium pseudopristleyi), POO1
(Planktothrix agardhii) y PO07 (Limnothrix
redekei) (tabla 2).

Los aislados AA09 y AA10 presentaron una
similitud del 90.3 y 90.7%, respectivamente,
con Geitlerinema redekei (EU196642); sin
embargo, con base en sus caracteristicas
morfologicas fueron identificados como
Planktolyngbya sp. Asi mismo, el aislado
ABO2 fue identificado previamente como
Limnothrix sp. y presenté un 91.3% de
similitud con la cepa Leptolyngbya foveo-
larum (EU196617), por tltimo en el caso
de los aislados AD13, AD26 y POOS se
obtuvo un 94.8,94.1 y 95.1% de similitud,
respectivamente, con Spirulina laxissima
(DQ393278); sin embargo, dicha identifi-
cacion no corresponde con la morfologica
(tabla 1). De los aislados AA07, AD25 y
AD13-Z no se obtuvieron productos de
amplificacion.
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Fig. 2. Arbol filogenético de méxima verosimilitud de las secuencias nucleotidicas parciales
del gen 16S rRNA. En negritas se observan los aislados de las cianobacterias obtenidos en
este estudio y las cepas de referencia Microcystis aeruginosa UTEX LB2385 y Anabaena
flos-aquae UTEXLB2358. Los valores de bootstrap >50% se indican en las ramas. Los
numeros de acceso de las secuencias de referencias se encuentran entre paréntesis.
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DISCUSION

Tradicionalmente las cianobacterias han
sido clasificadas con base en sus caracteres
morfoldgicos, aunque esta forma de identi-
ficarlas es compleja debido a que estos mi-
croorganismos, pese a que tengan la misma
informacion genética, pueden cambiar su
morfologia por influencia de diversos facto-
res ambientales (Anagnostidis y Komarek
1985, 1988; Moffitt et al., 2001; Rajaniemi
etal., 2005).

Por otra parte, las cianobacterias que se
desarrollan como filamentos finos (como es
el caso de Planktolyngbya, Leptolyngbya,
Geitlerinema y Limnothrix) representan un
problema taxondmico adicional, debido a
que presentan pocas caracteristicas morfolo-
gicas distintivas entre ellas, y ain no se ha
podido esclarecer si las pequeiias diferencias
que se pueden distinguir con equipo optico
reflejan diferentes genotipos, 0 mas bien son
consecuencia de su plasticidad fenotipica.
Por lo tanto, estas cianobacterias en forma de
hilos delgados a menudo han sido agrupadas
por diferentes autores en clasificaciones
morfologicas distintas (Zwart et al., 2005).

A este respecto, el analisis bioinformatico
del gen 16S rRNA permiti6 en este estudio
corroborar la identificacion taxonéomica
hecha con base en caracteres morfologicos
en la mayoria de los aislados, descartando
cualquier variacion fenotipica entre una
misma cepa.

Asimismo, el uso de dicho marcador propor-
ciond un mayor grado de resolucion en los
taxones de cianobacterias identificados que
cualquiera de las caracteristicas morfolo-
gicas observadas, ya que en el caso de los
aislados CHM1 (Leptolyngbya tenerrima),

CHO4 (Geitlerinema carotinosum), CH12
(Leptolyngbya boryana), AD17 (Phormi-
dium pseudopristleyi), PO01 (Planktothrix
agardhii) y POO7 (Limnothrix redekei), se
logré identificarlos hasta especie, y éstos se
agruparon con las cepas del banco de genes
con las que presentaron un mayor porcentaje
de similitud (>97.5%). En el caso de los
aislados AC11 (Spirulina) y AC12 (Anabae-
nopsis) tnicamente se lograron identificar
hasta género presentando un porcentaje de
similitud mayor al 95%.

Estos resultados coinciden con lo determi-
nado por otros autores, quienes mencionan
que los estudios filogenéticos de ciano-
bacterias, basados en la secuencia del 16S
rRNA, son de gran utilidad para una iden-
tificacion taxondmica confiable (Wilmotte
et al., 1994; Nelissen et al., 1996; Niibel
etal., 1997).

Por el contrario, en el caso del aislado AB02,
no se pudo relacionar la identificacion
morfologica con la molecular, e incluso al
analizar la topologia del arbol se observo
que este aislado no se distribuye con las
secuencias correspondientes a Limnothrix
sp., taxon identificado por caracteres mor-
fologicos, sino con las de Leptolyngbya
foveolarum y Pseudanabaena spp. Para este
ultimo taxon algunos autores indican que
Pseudanabaena y Limnothrix tienen gran
parecido morfoldgico, lo que dificulta su
correcta identificacion (Acinas et al., 2009).
Cabe mencionar que en el banco de genes
hay un nimero reducido de secuencias de
Pseudanabaena y Limnothrix, siendo un
factor limitante para el analisis de dichas
secuencias.

En el caso de los aislados AD13, AD26
y PO0S5, se mantuvo la identificacion he-
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cha con base en las claves taxonémicas
disponibles (basadas en la morfologia),
descartandose la molecular, ya que el géne-
ro Pseudanabaena presenta caracteristicas
morfolégicas inconfundibles que lo diferen-
ciaban claramente de otros aislados, como
son las ligeras constricciones en las paredes
y su crecimiento como filamentos solitarios
y cortos (Komarek, 2003), caracteristicas
que la separan de Spirulina laxissimay Lep-
tolyngbya pauciramosa, ya que estos taxa
no presentan constricciones en las paredes
y son filamentos muy largos que forman
cumulos que se observan a simple vista.
También, con base en el analisis del arbol
filogenético, se pudo verificar que estos
tres aislados se distribuyen en un mismo
grupo, separandose de los dos taxa antes
mencionados; estos resultados confirman la
necesidad de combinar la taxonomia basada
en caracteres morfoldgicos y los estudios
moleculares para lograr una identificacion
taxonomica mas confiable (Thacker y Paul,
2004), aunque se debe sefalar que la caracte-
rizacion molecular no sustituye del todo a
la morfologica.

Asimismo, las secuencias del banco de ge-
nes para al género Pseudanabaena, tampoco
tienen una distribucion en una sola rama del
arbol, sino que se agrupan con cepas que
corresponden a los géneros Leptolyngbya
spp. y Geitlerinema spp., lo cual ponen
en relieve la problematica que existe en la
identificacion del género Pseudanabaena,
debido principalmente a que existen pocos
datos acerca de sus caracteristicas fenotipi-
cas y genéticas (Acinas et al., 2009).

Por otro lado, los aislados AA09 y AA10,
identificados como Planktolyngbya sp.
con base en su morfologia, no se pudieron
relacionar con la identificacion presuntiva
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basada en la secuencia del gene 16S rRNA,
ya que no existe registro de secuencias en
el banco de genes que correspondan a dicho
taxon, por lo que las obtenidas en este tra-
bajo constituyen las primeras aportaciones
de informacion genética para este género.

El uso de ambos métodos es ampliamente
recomendable, ya que segun Komarek y
Anagnostidis (1989) mas del 50% de las
cepas en las colecciones son identificados
erroneamente, debido a que esta sujeto al
juicio subjetivo del personal que las identifi-
ca, teniendo como resultado una asignacion
incorrecta de los aislamientos (Niibel et al.,
1997; Wilson et al., 2000).

Ademas, se tiene que considerar que algunas
caracteristicas de diagnoéstico, tales como
vacuolas de gas o aquinetos, pueden mostrar
variaciones como consecuencia de las condi-
ciones de crecimiento, e incluso pueden lle-
gar a perderse (Lyra et al., 2001; Rajaniemi
et al., 2005; Valerio et al., 2009).

Por otra parte, en los tres lagos de estudio
se encontrd un crecimiento masivo de cia-
nobacterias en el momento de la colecta.
Debido a que se ha documentado que en
florecimientos desarrollados en lagos de
varios paises se registro toxicidad en un
75% de todas las muestras que contenian
cianobacterias (Sivonen y Jones, 1999),
estos florecimientos representan un riesgo
potencial para la salud humana y sanidad
animal, debido a que los tres lagos estan
destinados a actividades recreativas, y en el
caso de la pista olimpica, también a activi-
dades deportivas. Como parte de estos flore-
cimientos se identificaron las cianobacterias
Microcystis, Planktothrix, Anabaenopsis,
Pseudanabaena y Phormidium, siendo
estos géneros los principales productores
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de microcistinas (Hunter 1998; De Leon y
Yunes, 2001; Roset et al., 2001).

En los tres lagos en estudio se encontraron
similitudes en las variables fisicoquimicas,
ya que la temperatura fue superior a los
20°C y de acuerdo a otros estudios en los
que se compararon las tasas de crecimiento
de cianobacterias, diatomeas y cloroficeas
a diferentes temperaturas, se comprob6 que
el crecimiento de las cianobacterias aumenta
conforme se incrementa la temperatura,
alcanzandose un crecimiento maximo por
arriba de los 23°C (Chorus y Bartram, 1999;
Roset et al., 2001; Johnk et al., 2008).

Por otra parte, el pH en las tres areas de
estudio fue mayor a 10 y corresponde al
intervalo 6ptimo documentado para el cre-
cimiento de estos microorganismos, el cual
se ubica entre 7.5 y 10 (Vela et al., 2007).
El hecho de que en los tres lagos estudiados
se haya registrado un pH alcalino, hace su-
poner que muy probablemente este factor
contribuy6 al desarrollo de los blooms ya
que las cianobacterias tienen preferencia por
ambientes neutros y alcalinos debido a su
capacidad de asimilar el carbono inorganico
en la forma de bicarbonato (Giraldez-Ruiz
etal., 1999).

Como conclusion, se registraron floreci-
mientos de cianobacterias en los tres sitios
de estudio y se pudo establecer una correla-
cion con una alta concentracion de fosfatos
(PO,)*, temperatura mayor a los 20°C y pH
mayor a 10. Ademas, se pudo identificar
la mayoria de las cepas aisladas mediante
caracteres morfoldgicos tradicionales y
confirmar su identidad genérica con base
en el analisis bioinformatico del gen 16S
rRNA. Se debe enfatizar que la presencia
de cepas potencialmente toxigénicas pudiera

representar un riesgo para la biota acuatica
y para el humano, por lo que la correcta
identificacion de los taxa presentes en un
florecimiento puede contribuir a tomar
medidas preventivas. Los resultados de este
estudio también alertan sobre la diversidad
de especies de cianobacterias filamentosas
asociadas con florecimientos de Microcystis,
algunas de las cuales podrian encontrar
condiciones ambientales adecuadas para
expresar su potencial toxigénico.
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