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RESUMEN

Determinacion de microcistinas LR, YR y RR en agua del Lago de Chapala y sus implicaciones
en la salud de la poblacion de Agua Caliente, Poncitlan, Jalisco.
Miriam Evelia Pérez VVazquez
Director: Dr. Javier Garcia Velasco

Las microcistinas (MCs) son hepatotoxinas producidas por cianobacterias, capaces de causar dafio
ala salud a corto y largo plazo. Dada su elevada toxicidad y el riesgo que implica su consumo, son
consideradas como un problema ambiental, ecotoxicoldgico y sanitario; lo que las convierte en
uno de los principales contaminantes de las aguas, superando en importancia a los metales pesados
y plaguicidas. Por ello, la OMS sugiere un limite provisional de 1.0 ug/L y declara que los
pacientes con dialisis renal son el grupo especialmente vulnerable. Es asi que, se realizo la
determinacion de MCs en agua del Lago de Chapala (en las inmediaciones del poblado Agua
Caliente, en Poncitlan, Jal. México). Mediante el uso de las técnicas SPE y UPLC-MS/MS se
encontraron concentraciones entre 0.6 y 0.013 pg/L de MC-LR y MC-RR, lo que sugiere que la
poblacién es susceptible a padecer efectos genotoxicos, mutagénicos y teratogénicos, expuesta
principalmente por el uso recreativo y consumo de animales y cultivos contaminados. Este trabajo,
representa la primera propuesta metodoldgica de estandarizacién de la técnica para el anélisis de
MCs y cuya aplicacion puede solventar la necesidad de cumplir con actualizaciones en las Normas

Oficiales Mexicanas.
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Todas las sustancias son venenos, no existe ninguna que no lo sea.
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INTRODUCCION

El agua es un recurso renovable, aunque limitado y se encuentra libremente en la naturaleza,
representando un bien comun por su papel indispensable para la vida; sin embargo, no siempre se

presenta pura y de una calidad aceptable para el consumo.

En la segunda mitad del siglo XX, la demanda de agua potable se incrementé enormemente
debido sobre todo al crecimiento de la poblacion; por otro lado, el desarrollo tecnoldgico e
industrial, asi como el uso indiscriminado de sustancias quimicas han provocado un desequilibrio
en el medio, modificando al recurso hidrico y causando que el 90% de las muertes por agua a nivel
mundial se deban a la contaminacion y no a la escasez. Por ello, en el siglo XXI la calidad del agua
y su gestion se han vuelto una preocupacion de primera magnitud, motivando el esfuerzo de
numerosas instituciones para desarrollar nuevas técnicas e investigaciones en temas de tratamiento
y desinfeccidn del agua (Vergara, et al., 2013).

A finales del siglo pasado, comenzaron a ser muy estudiados los procesos de eutrofizacion y
los crecimientos masivos de cianobacterias en el fitoplancton, sin embargo, las investigaciones
sobre identificacion y cuantificacién de las toxinas producidas por las cianobacterias son
posteriores, por lo que s6lo recientemente se ha reconocido a estos organismos como un problema
de salud publica (Cirés y Quesada, 2011).

Una de las cianotoxinas que ha causado el interés de muchos investigadores por su abundancia,
resistencia y toxicidad son las microcistinas (MCs), clasificadas como hepatotoxinas de bajo peso
molecular, producidas fundamentalmente por los géneros de cianobacterias: Microcystis sp.,
Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp., y Nodularia sp. (Martinez, 2006; Ardanaz,
2010 y Ruiz, et al., 2010) los cuales tienden a tener crecimientos anormales llamados floraciones
o blooms, principalmente debidos a elevadas concentraciones de nutrientes como nitrégeno y
fosforo, asi como de altas temperaturas, abundante exposicion a la luz y poco viento. Cabe sefialar
que estas cianobacterias, se distribuyen ampliamente en las aguas continentales y su presencia se
ha reportado en la mayoria de los paises del mundo (Sivonen, 1996; Fastner, et al., 1999). Por lo
tanto, tras la aparicion y determinacion de una floracion de éstas en la superficie acuatica, se debe

asumir de antemano la posible toxicidad de la misma (Moreno, 2002).



Las microcistinas son causantes de intoxicaciones tanto en animales como en humanos y son
consideradas como un problema ambiental, ecotoxicoldgico y principalmente sanitario. Ademas,
el riesgo que implican no es exclusivo del recurso hidrico, puesto que las cianobacterias que las
producen se encuentran presentes en practicamente todos los ecosistemas acuaticos y terrestres de
la tierra, formando parte fundamental de la red trofica, permitiendo que se bioacumulen en
vertebrados e invertebrados acuaticos comunes, como peces, moluscos y zooplancton, provocando
que los efectos tdxicos se magnifiquen en la cadena alimenticia y pongan en riesgo la salud de la
poblacién (Chorus y Bartram, 1999).

Este proyecto de investigacion consider6 evaluar una problematica de calidad del agua presente
en el Lago de Chapala, el cual es uno de los cuerpos hidricos mas importantes de la Republica
Mexicana (CEA, 2017). Actualmente presenta niveles de eutrofia capaces de favorecer el
crecimiento de cianobacterias potencialmente toxicas, que sugieren un posible riesgo de
contaminacion por MCs (De Anda y Maniak, 2017). Tal proyecto se desarroll6 en las
inmediaciones del poblado de Agua Caliente, donde predomina una poblacion infantil con dafio
renal (Lozano-Kasten, et al., 2017 y Luna, et al., 2017), dicha patologia predispone a que la

poblacién sea considerada como de alta vulnerabilidad a las MCs (Falconer, 1999 y OMS 1999).



1. ANTECEDENTES

1.1 La Contaminacion del Agua

El agua es uno de los recursos méas importantes para la vida en el planeta. Los seres humanos
dependemos de su disponibilidad no s6lo para el consumo y uso doméstico, sino también para el
funcionamiento y la continuidad de las actividades agricolas e industriales; sin embargo, es un
recurso limitado. Se ha estimado que existen alrededor de 1,400 millones de Km? de agua en el
planeta, de los cuales solo el 2.5% corresponden al agua dulce. Este pequefio porcentaje se localiza
principalmente en los rios, lagos, glaciares, mantos de hielo y acuiferos del mundo (PNUMA-
GEMS, 2007). Si consideramos al agua dulce no congelada (31.2%), la subterranea representa el
96%, la cual abastece arroyos, manantiales y humedales, ademas de satisfacer las demandas de
agua de muchas sociedades en el mundo; asimismo, las aguas superficiales (lagos, embalses, rios,
arroyos y humedales) retienen Unicamente el 1% del agua dulce no congelada, siendo ésta la

porcion del liquido de mayor explotacion por el hombre (SEMARNAT, 2018).

En las Gltimas décadas, con la finalidad de producir mas alimentos y energia, asi como de dotar
del servicio de agua potable a poblaciones cada vez mas numerosas, la demanda por el liquido ha
crecido significativamente y la contaminacion, se ha convertido en el principal agravante del
problema de la escasez afectando a grandes sectores de la poblacion. Cada afio se vierten a los
cuerpos hidricos millones de metros clbicos de aguas residuales, descargas municipales,
industriales y agricolas tratadas de forma inadecuada o sin tratamiento alguno; provocando como

consecuencia un severo impacto en los ecosistemas y en la salud (FCEA, 2018).

En México, las descargas de aguas residuales se clasifican en municipales (abastecimiento
publico urbano y rural) y no municipales (otros usos como industria autoabastecida); actualmente
se estima que el pais genera cerca de 431.7 m®/s de aguas residuales totales, de las cuales se
colectan 207 m®/s (85%) y solamente el 40.5% son tratas (CONAGUA, 2018). No obstante, existe
un volumen indeterminado de aguas contaminadas que no son colectadas, las cuales se pierden en
las redes de desaglie o son descargadas de forma ilegal directamente al medio. Muchos de los
cuerpos de agua superficiales del pais reciben de manera continua, descargas residuales sin

tratamiento que ocasionan su contaminacion y, en consecuencia, afectaciones a la salud de la



poblacion (SEMARNAT, 2018); por ejemplo, para el afio 2015, en México se reportaron 3,754
muertes a causa de enfermedades infecciosas intestinales, atribuidas principalmente al agua y

productos agricolas contaminados (FCEA, 2018).

Aun cuando el tema del agua se ha centrado principalmente en las necesidades humanas, es
indispensable destacar su importancia como elemento clave para el funcionamiento y
mantenimiento de los ecosistemas naturales. Sin el agua, los ecosistemas naturales se degradan,
pierden su biodiversidad y con ello, dejan de proveer o reducen la calidad de los bienes y servicios
ambientales que sostienen a las sociedades (SEMARNAT, 2018).

Estadisticas revelan que las principales fuentes de contaminacion del agua en México tienen su
origen en la basura arrojada a los sistemas de alcantarillado, rios y lagos; seguidos por las descargas
de los centros urbanos, industrias y areas agricolas, las cuales son las principales responsables de
la contaminacién difusa en el pais. Sin embargo, a nivel mundial el desafio mas frecuente al que
se enfrenta la calidad del agua es a la carga de nutrientes y productos quimicos que, segun la regién,
se asocian a menudo con la carga de patdgenos. Por otro lado, se espera que la calidad del agua se
deteriore aln mas en las proximas décadas, lo que aumentara las amenazas para la salud humana,
el medio ambiente y el desarrollo sostenible; de igual manera, se estima que el mayor aumento en
la exposicion a contaminantes tenga lugar en los paises de ingresos bajos y medio bajos, debido
principalmente a un mayor crecimiento demografico y econémico y a la falta de sistemas de
gestion de aguas residuales (UNESCO, 2018).

1.1.1 Laeutrofizacién de los cuerpos de agua
La eutrofizacion representa un problema ambiental reconocido desde la mitad del siglo XX
(Rodhe, 1969), puede provocar el deterioro del medio acuatico agotando el oxigeno disuelto,
causando mortandad de peces y otros organismos, facilitando la liberacién de sustancias toxicas
previamente fijadas en los sedimentos y, contaminando el agua para uso y consumo humano. Este
proceso puede producirse de forma natural e irreversible, pero lo més frecuente es que su origen
sea antropico, bien por descargas de aguas residuales o por el lixiviado de fertilizantes procedentes

de explotaciones agricolas; en este caso, la tasa de eutrofizacion es incomparablemente mas rapida



y el proceso puede llegar a ser irreversible adn si se eliminan las condiciones que lo propiciaron
(Forjan-Lozano, et al., 2008).

En los paises en via de desarrollo, existe un crecimiento sin control ni planeacion tanto de
industrias como de asentamientos humanos, originando entre otros el problema de la
contaminacion de los ecosistemas acuaticos, ya que éstos se utilizan como un sistema de
eliminacién de desechos muy cémodo (Quiroz-Castelén, et al., 2004). Por ello, los impactos a los
que estan sometidos los lagos han generado cambios en la estructura y composicion de las
comunidades bioldgicas, baja transparencia del agua, crecimiento masivo de microalgas,
disminucion de las concentraciones de oxigeno disuelto e incremento en la concentracion de iones
disueltos (Almanza, et al., 2016).

La crisis ambiental generada por el modelo urbano-industrial, demandante de agua (directa o
indirectamente) para sus servicios, es de suma preocupacion e interés para los usuarios y las
autoridades correspondientes. El caso de la cuenca Lerma-Chapala-Santiago, en el estado de
Jalisco, México, es un claro ejemplo de un eje urbano-industrial, donde los recursos hidroldgicos
han sido, tanto fuente primaria de abastecimiento como lugar de desecho (Duran y Torres, 2003;
De Anday Shear, 2001 y De Anda, et al., 2000). Por otro lado, en la seccién de la cuenca Chapala-
Santiago, se reconocen los riesgos de una crisis ambiental que puede alterar de manera irreversible
las condiciones de sustentabilidad por la pérdida y contaminacion del recurso hidrico, lo cual puede
minar las bases mismas del crecimiento econémico y la calidad de vida de los habitantes del estado
de Jalisco (Solis y Cortés 1999).

A través del tiempo, el Lago de Chapala ha estado expuesto a diversas fuentes y niveles de
contaminacion indiscriminada como: descargas municipales de diferentes comunidades, aguas de
retorno agricola y aguas residuales provenientes del rio Lerma vertidas por industrias (Quiroz-
Castelan, et al., 2004); a pesar de ello, el lago muestra valores continuos de calidad del agua con
fluctuaciones en algunos registros, manteniendo la fase de eutrofia como resultado del aporte
indiscriminado de contaminantes y a la pérdida de volumen a causa de la extraccion (De Anda y
Maniak, 2007).



Entre muchas otras consecuencias, las condiciones del lago favorecen el crecimiento del
fitoplancton (Quiroz-Castelan, et al., 2004), manifestandose un reemplazamiento de especies
algales de Chlorophytas por Cyanophytas, como uno de los principales sintomas del avance de la
eutrofizacion (Kalff y Knoechel, 1978) provocando condiciones adversas para la vida de los
organismos acuaticos y terrestres, presentando un escenario a futuro de mayor deterioro ambiental
con tendencia a aumentar, sin olvidar que este lago es la principal fuente de abastecimiento de

agua para la Zona Metropolitana de Guadalajara con las implicaciones sanitarias correspondientes.

1.1.2 Cianobacterias y cianotoxinas
En aguas eutrofizadas, ricas en nutrientes y expuestas a altas cantidades de luz solar, se reinen
las condiciones adecuadas para el crecimiento anormal del fitoplancton, originando desarrollos
explosivos llamados floraciones o blooms (figura 1), generalmente dominados por una o dos
especies (Forjan-Lozano, et al., 2008).

Entre los organismos mas representativos de las floraciones se encuentran las cianobacterias;
éstas representan uno de los grupos biol6gicos mas antiguos del planeta, su origen se conoce desde
la época precdmbrica y se consideran como los primeros organismos fotosintéticos en colonizar
nuestro planeta, ademas son las originadoras de la atmosfera oxidante que hoy prevalece (Bekker,
etal., 2004).

Estos organismos unicelulares cuentan con la capacidad de formar colonias micro y
macroscopicas, asi como de generar filamentos rectos o ramificados. Su reproduccidn es asexual,
ya sea por divisién celular, fragmentacion del talo o por produccion de diversas formas de esporas
resistentes. Tienen caracteristicas comunes con las bacterias, por ser organismos procariontes que
carecen de un nucleo verdadero y con las microalgas, debido a su capacidad de realizar fotosintesis
oxigeénica; ambas cualidades las convierte en un grupo unico en cuanto a su fisiologia y tolerancia
a condiciones extremas, otorgandoles flexibilidad adaptativa y plasticidad morfologica y ecoldgica
(Lee, 2008 y Komarek, 2008).

Antiguamente se les conocia con la denominaciéon de “algas verde-azules” debido a su

contenido en pigmentos de clorofila-a (verde), ficocianina (azul) y ficoeritrina (rojo). Actualmente,
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han sido incluidas dentro del Codigo Internacional de Nomenclatura de Bacterias (ICNB) y en el
Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas, en donde se reconocid y
acept6é la denominacién comun para estos organismos a nivel de division de Cyanobacteria,

Cyanophyta o Cyanoprokaryota (Leon-Tejera y Montejano, 2000).

Las cianobacterias tienen una amplia distribucion en habitats de aguas continentales, marinos y
terrestres, incluyendo ambientes extremos como aguas termales (mayores a 80°C), desiertos
calidos y frios, lagos hipersalinos, biotopos en regiones volcanicas, entre otros. Tienen la habilidad
de sobrevivir a largos periodos de desecacion y algunas especies producen una vaina externa que
les permite sobrevivir en ambientes de alta radiacion UV. La mayoria de las cianobacterias
planctdnicas poseen vesiculas de gas intracelulares, vacuolas gaseosas 0 aerotopos, con los que
pueden regular su posicion dentro de la columna de agua. Algunas especies presentan estados de
latencia que sedimentan ante condiciones desfavorables, poseen células de almacenamiento de
sustancias de reserva; y en ausencia de nitrogeno, tienen la capacidad de fijarlo desde la atmosfera
por medio de células especializadas denominadas heterocistos, los cuales también tienen capacidad
reproductiva (Cirés, et al., 2017).

Por otro lado, la importancia de las cianobacterias va desde su uso en la biotecnologia y
farmacéutica, hasta la industria alimenticia; no obstante, el interés actual de las mismas radica en
su capacidad tdxica; y puesto que no son capaces de proliferar dentro del cuerpo humano, su
importancia en el sector salud se enfoca en la produccién y liberacion de toxinas (cianotoxinas)
durante la senescencia, muerte y lisis de las célula, causando efectos importantes sobre la salud
(Falch, et al., 1995; Moreno, 2002; Mora-Navarro, 2001; Mora-Navarro, et al., 2004; Cotler, et al.,
2006 y Ardanaz, 2010).

Por ello, la identificaciéon de cianobacterias es uno de los parametros a tener en cuenta en el
control de la calidad de las aguas de recreo y bebida, ademas de representar uno de los indicadores
mas importantes en diferentes paises europeos (Cirés y Quesada, 2011), debido a su corto ciclo de
vida y su rapida respuesta a los cambios del medio. De igual manera, Sommer (1993), Chorus and
Schlag (1993), Diaz-Pardo, et al. (1998), Gomes (2000) y Neselli-Flores and Barone (2000)
justifican la necesidad de considerar las variaciones espacio-temporales y riqueza de especies de

las poblaciones fitoplanctonicas, como una herramienta para la evaluacion de la calidad del agua,
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debido a la abundancia, composicion y distribucion, sujetas y en estrecha relacion con las

condiciones troficas.

En aguas dulces, las especies de cianobacterias Microcystis aeruginosa y Anabaena circinalis,
constituyen un importante indicador del riesgo de intoxicacion por el uso de agua contaminada, ya
que las cianotoxinas que producen repercuten sobre la salud de la vida acuética con potencial

impacto en la salud humana (Ruiz, et al., 2010).
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Figura 1. Diagrama simplificado de los factores que determinan las causas de las floraciones cianobacterianas y los
efectos de éstas sobre los sistemas acuaticos y su biota. Recuperada de Pérez, et al., (2008).

Las cianotoxinas son consideradas como uno de los compuestos mas toxicos y preocupantes en las
masas de agua, tanto por su elevada distribucion como por su alta toxicidad (Pérez, et al., 2008).
Estas, son un conjunto de compuestos de diferente naturaleza quimica, producidas por las
cianobacterias como metabolitos secundarios, que tienen efectos muy dafiinos en ciertos tejidos,
células y organos; y de los cuales se desconoce el motivo de su produccion, aungque algunos
cientificos sostienen que su funcion principal es la proteccion frente a organismo superiores y las

han asociado como una respuesta competitiva por los recursos (Komarek, 2013).
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Segun su naturaleza quimica se clasifican en péptidos ciclicos (heptapéptidos y pentapeptidos),
alcaloides (guanidino ciclico, carbamatos no sulfatados, monosulfatados o disulfatados) y
organofosforados naturales, aunque normalmente se clasifican en funcién de su efecto sobre los
organismos: toxinas irritantes, citotoxinas, neurotoxinas, dermatotoxinas y hepatotoxinas (Chorus
y Bartram, 1999).

La presencia de cianobacterias toxicas ha sido reportada al menos en 44 paises (Pérez, et al.,
2008) y la legislacién de algunos de ellos considera a las cianotoxinas como uno de los principales
compuestos contaminantes de las aguas dulces, superando en importancia a los metales pesados o
a los plaguicidas, principalmente debido a que las peliculas de cianobacterias al secarse en la orilla
de los cuerpos de agua, permiten la acumulacién de altas concentraciones de éstas, perdurando por

varios meses Y liberandose nuevamente al agua (Cirés y Quesada, 2001).

1.1.2.1 Intoxicaciones masivas por cianotoxinas

Los primeros registros de alteraciones gastrointestinales resultantes del contacto de la poblacién
con cianotoxinas, se reportaron en 1931 en varias ciudades a orillas del rio Ohio en los Estados
Unidos, donde se informaron numerosos casos de gastroenteritis que se asociaron a un intenso
florecimiento de cianobacterias (Tisdale, 1931). Del mismo modo, en el afio 1988 se produjo una
severa epidemia de gastroenteritis en Brasil, luego de la instalacion de la represa de Itaparica, en
este caso fueron informados cerca de 2000 casos en un periodo de 42 dias, 88 de los cuales
resultaron fatales, siendo los nifios el grupo principalmente afectado; asimismo las investigaciones
revelaron que todo se relaciond con un florecimiento de cianobacterias de los géneros Anabaena
sp. y Microcystis sp. (Teixera, et al., 1993). No obstante, algunos autores aseguran que la
intoxicacién humana méas grave reportada por agua contaminada con toxinas de los géneros
Microcystis sp. y Cilindrospermopsis sp., se present6 en 1996 en la ciudad de Caruaru, Brasil, con
la intoxicacion de 131 personas y 52 muertes (Jochimsen, et al., 1998; Pouria, et al., 1998;
Carmichael, 2001; Azevedo, et al., 2002).

Con el fin de tomar medidas preventivas y aminorar el riesgo potencial para las poblaciones
expuestas, en muchas partes del mundo se han efectuado estudios en las fuentes de abastecimiento,
donde se monitorea el grado de eutrofizacion y la presencia de cianobacterias toxicas. Tal es el
caso de los trabajos realizados en el Embalse San Roque ubicado en Cérdoba, Argentina; en el

cual se demostrd que la poblacion se encontraba en contacto permanente con las cianobacterias,
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debido al alto contenido de éstas en el lago, por lo que el gobierno argentino dispuso de medidas
preventivas alertando a la poblacion y evitando el uso recreacional de las aguas (Ruiz, etal., 2010).

En otros paises de América del Sur existen registros de la presencia de floraciones de
cianobacterias y cianotoxinas, como es el caso de Uruguay (UNESCO, 2009; Fabre, et al., 2010;
Ferrari, et al., 2011; O Farrell, et al., 2012), Argentina, (Amé, et al., 2003; Amé y Wunderlin,
2005; Ehrenhaus y Vigna, 2006; Giannuzzi, et al., 2011a y 2011b), y Chile (Parra, et al., 1980;
Pefialoza, et al., 1990; Campos, et al., 2005; 2007); sin embargo, en ninguno de ellos existen
reportes de intoxicaciones humanas por consumo de agua contaminada; probablemente debido a
que muchos casos de enfermedades por cianotoxinas no son o0 no estan bien documentados, debido
a que los pacientes y/o los médicos no asocian los sintomas con estas sustancias, generalmente por
desconocimiento o por la variabilidad de los sintomas (Falconer, 2007).

Cabe sefialar, que no en todas las partes del mundo se cuenta con los equipos, materiales y el
personal capacitado para realizar una evaluacion constante de las concentraciones de cianotoxinas,
por ello, se llevan a cabo monitoreos de la composicion del fitoplancton y determinaciones de la
clorofila-o. como modelo preventivo (OMS, 1999; Moreno, et al., 2003 y Howard, et al., 2017).
Sin embargo, a pesar de los numerosos casos que demuestran la incidencia de cianobacterias y el
riesgo a la salud que implica su exposicidn, en algunas regiones los eventos de floraciones toxicas

siguen siendo poco estudiados y subestimados (Dorr, et al., 2010).

En lo que respecta a México, se han reportado eventos de floraciones algales nocivas en varios
estados de la Republica, como es el caso de Jalisco, Michoacan, Veracruz, San Luis Potosi,
Querétaro, Guanajuato, Puebla, Oaxaca, Hidalgo y el Estado de México, donde se observé que las
especies mas representativas fueron Aphanizomenon gracile, seguida de Microcystis aeruginosa,
Microcystis pulvera y Anabaena affinis (Tomasino-Ortiz, et al., 2012). Por otro lado, también
existen estudios sobre la determinacidn de cianotoxinas en diferentes cuerpos de agua en el centro
del pais, tales como Valle de Bravo en el Estado de México (Ramirez-Garcia, et al., 2004), en el
Lago de Chapultepec, los canales de Xochimilco y Cuemanco en la Ciudad de México, donde la
toxina analizada fue la microcistina LR y las concentraciones encontradas oscilaron de 4.9 a 78
ug/L (Arzate-Cardenas, et al., 2010, Vasconcelos, et al., 2010, Oliva-Martinez, et al., 2008).
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Aun asi, se considera que en México la informacion de los cuerpos de agua con floraciones algales
nocivas, bioacumulacién de cianotoxinas y efectos sobre la salud publica, es carente en extremo
(Nandini y Sarma, 2012).

1.1.3 Las microcistinas

La capacidad de sintetizar MCs aparecié muy temprano en la evolucion de las cianobacterias,
pero se ha perdido en ciertas ramas filogenéticas con el tiempo. Las primeras MCs fueron
identificadas por Bischop y sus colaboradores en el afio de 1959 (Rantala, et al., 2004). Estas
representan una familia de més de 90 heptapéptidos ciclicos y son producidas principalmente por
los géneros Microcystis sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Nostoc sp. (Carmichael, 2001) lo que
las convierte en las hepatotoxinas mas comunes y frecuentes en las aguas eutrofizadas (Paerl,
1996). Dada su naturaleza, sus células diana son fundamentalmente los hepatocitos y macrofagos,
provocando el colapso de la organizacidon tisular, necrosis y hemorragia intra-hepatica. Son
potentes inhibidoras de la fosfatasa proteica tipo 1 y 2A (PP1y PP2A) tanto de animales como de
plantas superiores; su ingesta en altas concentraciones ocasiona la muerte y/o efectos acumulativos
cronicos, como la induccion a la formacion de tumores hepéticos (Almanza, et al., 2016).

Cabe sefialar que una vez sintetizada y liberada es muy dificil de eliminar; los métodos vigentes
estan desarrollados fundamentalmente a nivel laboratorio y algunos de ellos utilizan floculacién o
filtracion, seguido de cloracidn en altas concentraciones; no obstante, estos procedimientos apenas
afectan a las toxinas. En la perspectiva de Vergara, et al., (2013), los filtros de carbon activo son
el método con mejores resultados, aunque también se consideran poco viables por su elevado
costo. Sin embargo, algunos autores como Labhti, et al. (1997) sostienen que en el medio acuético
puede suscitarse un método de desinfeccion, el cual ocurre cuando las MCs hidrofilicas son
adsorbidas por los sedimentos, provocando una desoxidacién natural que las vuelve susceptibles a
la accion bacteriana; no obstante, la resistencia de la toxina permite un bajo porcentaje de

desinfeccion.
Por otro lado, los esfuerzos de deteccion de MCs, se han enfocado en cuerpos de agua dulce,
principalmente de caracter léntico (lagos, lagunas, embalses y estanques) de las latitudes

templadas, debido al desarrollo frecuente de proliferaciones masivas de cianobacterias; por ello el
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agua corriente, agua salada, altas montafas, tuberias y los habitats aerobicos (a excepcion de los
liquenes) han sido muy raramente muestreados (Rantala, et al., 2004). Pese a esto, diversos autores
han demostrado que cianobacterias con potencial toxico estan ampliamente distribuidas en el
planeta y son capaces de prosperar en algunos de los ambientes mas extremos, tales como los
valles secos y frios de la Antartida, hasta el desierto hiper-arido y caliente de Atacama, insinuando
que las MCs muy posiblemente sean las toxinas mas frecuentes en ambos polos del planeta (Tonk,
et al., 2007; Wood, et al., 2008; McCall, et al., 2010; Metcalf, et al., 2012 y Kleinteich, et al.,
2013); y afirmando que estas toxinas, son un fendmeno global que no se limita a algunos nichos
especificos (Cirés, et al., 2017).

1.1.3.1 Estructura quimica

Las MCs son sélidos amorfos, sin color y muy estables, resistentes a la hidrolisis u oxidacion
quimica, puesto que a elevados o bajos pH ocurre una lenta ruptura molecular, requiriéndose para
una degradacion del 90% una exposicidn constante por 10 semanas a un pH 1y mas de 12 semanas
a un pH 9. Por otro lado, la destruccion térmica de la molécula ocurre a temperaturas superiores a
los 120°C (Moreno, 2002), lo que impide la potabilizacion del agua contaminada por esta
condicion y resulta en una situacion preocupante, ya que algunas comunidades de bajos recursos
recurren a hervir el agua para poder disponer de ella y la temperatura alcanzada resulta insuficiente
para la destruccién de la toxina.

Las MCs han sido uniformemente determinadas y se caracterizan por ser una estructura ciclica,
formada por siete aminoacidos: D-alanina, D-eritro- B-Metil-Aspértico, 3-amino-9-metoxi-2, 6, 8-
trimetil-10-fenildeca-4, 6-acido dienoico, D-glutamico, N-metildehidro-Alanina; ademas, estas
toxinas albergan una amplia gama de variantes dadas por sustituciones de aminoacidos en las

posiciones X y Y, como se observa en la figura 2.
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MC-ER Arginin Arginin

MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Figura 2. Estructura quimica de las microcistinas Cyclo (-D-Ala-L-X-D-eritro-B-Me-Asp-L-Y-ADDA-D-Glu-
Mdha) Recuperada y modificada de De Luca, et al., (2010).

En la posicion X los aminoacidos mas comunes suelen ser: leucina (L), arginina (R) y tirosina
(Y), aunque también se han encontrado con homotirosina (Hty), fenilalanina (F), alanina (A),
homofenilalanina (Hph) y triptéfano (W). En la posicion Y el aminodcido mas frecuente es
arginina (R), aunque también se han encontrado variedades con alanina (A), leucina (L), acido
aminoisobutirico (Aba), tirosina (Y) y fenilalanina (F). Dichos aminoacidos en sus respectivas
posiciones, se indican con un sufijo de dos letras, por ejemplo: MC-LR, MC-YR y MC-RR, siendo
estos tres las variedades mas estudiadas (Sivonen, 1996). Por otro lado, con base en la
nomenclatura de la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 2018) las MCs
se identifican con el nombre de: (5R, 8S, 11R, 12S, 15S, 18S, 19S, 22R)-15-[3-
(diaminomethylideneamino) propyl]-18-[(1E, 3E, 5S, 6S)-6—Methoxy-3, 5-dimethyl-7—
phenylhepta—1, 3—dienyl]-1, 5, 12, 19-tetramethyl-2—methylidene—8—(2—methylpropyl)-3, 6, 9,
13, 16, 20, 25-heptaoxo-1, 4, 7, 10, 14, 17, 21-heptazacyclopentacosane—11, 22—dicarboxylic

acid; asi como con los nimeros CAS que se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1.
Variables mas comunes de MCs y su numero de identificacion CAS (Chemical Abstracts
Service).

Analito Clave Numero CAS
Microcistina-LR (MC-LR) 101043-37-2
Microcistina-RR (MC-RR) 111755-37-4
Microcistina-YR (MC-YR) 101064-48-6
Microcistina-LA (MC-LA) 96180-79-9

Microcistina-LF (MC-LF) 154037-70-4
Microcistina-LY (MC-LY) 23304-10-9

Fuente: Recuperado y modificado de COFEPRIS (2017).

Por otro lado, si se toma en consideracion la estructura quimica y la ubicacion de los
aminoacidos en las posiciones X y Y, las MCs se pueden clasificar en tres niveles de toxicidad:

« Toxicidad elevada (LR, LA, YR),

»  Toxicidad moderada (WR)

» Toxicidad baja (LY, RR)

Cabe sefialar que LR es la variante de MC mas resistente y dificil de descomponer (Moreno,
2002), ademas, de ser la més estudiada debido a su alta toxicidad. Sin embargo, trabajos como los
de Stoner, et al., (1989) llevan a la conclusion de que un cambio de aminoacido en la molécula de
MC cambia a su vez el potencial toxico de la misma, pero no el efecto toxico que ésta produce,
demostrando que en ratones adultos MC-LR resulta mas toxica que en ratones recién nacidos; y
de manera contraria MC-RR presenta una mayor toxicidad en ratones recién nacidos, que en
adultos.

1.1.3.2 Toxicocinética
Exposicion y absorcion
Las vias de exposicion de los seres humanos a las MCs son principalmente por ingestion directa
de agua con floraciones, por contacto a través del bafio o por consumo de alimentos contaminados

(Turner, et al., 2018). Es decir, que las rutas por las que la toxina ingresa al organismo son la oral
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y la dérmica, lo que permite asumir que el uso recreacional de las aguas es la ruta de exposicion
mas importante (Almanza, et al., 2016).

Seguido a la ingesta, la ruta de absorcidn principal es a través del intestino delgado, demostrado
por los estudios de Ito, et al. (2000 y 2001), quienes encontraron grandes cantidades de MC-LR en
ambas superficies de las vellosidades intestinales de ratones; asimismo, sus resultados revelan que
a pesar de que los pulmones no son 6rganos diana de las MCs, éstos sirven como una entrada al

cuerpo, poniendo en evidencia su rapida y facil absorcion a través de la via respiratoria.

Distribucién y eliminacion

La distribucion de las MCs, al igual que muchos otros contaminantes, ocurre a traves del
torrente sanguineo. Para ello, Ito, et al., (2000 y 2001) comprobaron en ratones que la MC-LR
viaja por la sangre, llegando hasta el higado, pulmones y corazon, para posteriormente distribuirse
a todo el organismo, logrando afectar al intestino delgado, intestino grueso, ciego, rifiones,
estomago y cerebro. De igual manera, otros estudios en modelos murinos indican que tras la
inyeccion intravenosa 1.V. e intraperitoneal 1.P. de dosis sub-letales de MCs, el 70% de la toxina
rapidamente se localiza en el higado por la captacion de los hepatocitos y macrofagos (Falconer,
etal., 1986).

De manera similar, Stotts, et al., (1997) demostraron que tras la administracion 1.V. de 25 pg/Kg
de MCs en cerdos, el 64.6% de la dosis se concentraba en el higado, el 1.2% en los rifiones, el
1.75% en pulmon, el 0.22% en corazodn, el 0.13% en ileon y el 0.04% en médula. Asimismo,
encontraron que a dosis mayores de 75 pg/Kg ocurria una disminucion de la toxina en el higado
(46.99%) y aumentaba la concentracion de ésta en los rifiones (2.19%). No obstante, a pesar de los
trabajos que demuestran la acumulacion de MCs en rifiones, ésta es poco detectada en orina, puesto
que se ha observado en ratones que después de los primeros 3 dias posteriores a la ingesta, los
niveles de la toxina disminuian tanto en el rifion como en el intestino delgado; la MC pasaba a
formar parte del contenido de las heces y las moléculas acumuladas en el higado se eliminaban
después de 7 dias por medio de las secreciones biliares (Ito, et al., 2000),

En lo que respecta a su excrecion, la principal ruta de eliminacion es a través de la via biliar y,
la cantidad eliminada depende de la cantidad de bilis producida (Bury, et al., 1998). No obstante,

se ha observado en experimentos que la cantidad de MC eliminada, Gnicamente es una porcién del
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total de la toxina administrada, tal como lo revelan los trabajos de Robinson, et al., (1991), quienes
afirman que tras la administracion 1.V., solamente el 9% de la dosis es excretando por via urinaria
y el 1% por via fecal; de igual manera llegaron a la conclusion de que los tiempos de vida media
plasmética de la MC-LR son muy variables y estan en funcién del estado de salud del individuo y

de la fuente de exposicion.

1.1.3.3 Toxicodinamia

Efecto toxico agudo

El efecto toxico intracelular de las MCs ocurre en el citoesqueleto, dafiando los microfilamentos
y haciendo que colapsen hacia el nicleo. La necrosis hepética aguda masiva producida por estas
toxinas, ocurre con la disociacion de los hepatocitos y de las células sinusoidales del endotelio,
permitiendo que la sangre entre en el tejido, produciendo un cuadro hemorrdgico y choque
hipovolémico, dando lugar a la muerte, la cual se produce en unas pocas horas o dias y viene
precedida por un coma, temblor muscular, palidez y dificultad de la respiracion (Vergara, et al.,
2013).

A nivel sistémico, tras una Unica exposicién de contacto con elevadas concentraciones de MCs
(intoxicacion aguda), los principales sintomas que presentan las personas son: irritacion de la piel,
0jos, oidos y boca, que suele involucrar descamacion, erupciones y aparicion de ampollas. Por otro
lado, cuando se ha producido la ingesta accidental, algunos de los sintomas mas comunes incluyen:
dafio en el higado (hepatoenteritis con hepatomegalia, dolor abdominal y elevacion de enzimas
hepaticas séricas como y-glutamiltransferasa), dafio renal (acompafiado de pérdida de electrolitos,
glucosa, cetonas y sangre en la orina), afecciones en el tracto digestivo (gastroenteritis aguda, dolor
abdominal, nauseas, vomitos y diarreas), en el tracto respiratorio (dolor de garganta, tos seca y
neumonia atipica) y otras afecciones como episodios alérgicos, sintomas de asma, fiebre, cefaleas,

fatiga y mareos (Chorus y Bartram, 1999; Falconer, 1999 y Carmichael, 2001, Moreno, 2002).

Efecto téxico cronico
En cambio, si las concentraciones de MCs son bajas pero la exposicion es constante y por un
largo periodo de tiempo, se puede presentar una intoxicacion cronica, donde la capacidad de las

MCs para interferir en la estructura y mitosis celular, ocasionan efectos en el organismo de tipo
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genotoxico, mutagénico y teratogénico, siendo el cancer primario de higado (PLC) la principal
patologia (Ueno, et al., 1996; OMS, 1998a y Ruiz, et al., 2010).

Su rol como promotoras de PLC se ha confirmado mediante extractos de la MC-LR, la cual
muestra una fuerte mutagenicidad en el Ensayo de Ames, asi como la induccion de dafio en el
ADN en cultivos primarios de hepatocitos y, un aumento de los eritrocitos policromaticos
micronucleados en médula dsea de raton (Andrinolo, 2006). Por otro lado, en modelos murinos y
animales acuaticos se ha observado la capacidad de las MCs para atravesar la barrera placentaria,
demostrando su toxicidad tanto materna como embrionaria y fetal, la cual va desde la disminucién
de peso corporal y dafio hepatico, hasta la muerte embrionaria, malformaciones y retardo en el
crecimiento fetal (Bu, et al., 2006).

En humanos, se ha encontrado relacion entre la exposicién crénica por consumo de agua
contaminada en el primer trimestre de embarazo y un aumento de defectos congénitos (Moreno,
et al., 2003). A pesar de ello, siguen siendo muy escasos los estudios sobre los posibles efectos

genotoxicos de las microcistinas (Pérez, et al., 2008).

1.1.3.4 Ingesta diaria tolerable
Dada la elevada toxicidad que representan y su capacidad para bioacumularse y biomagnificarse
a través de la cadena alimenticia, la OMS (2003) recomienda no exceder la concentracion de 2 a 4
Mg/L de MC-LR en agua para uso recreativo y, sugiere un limite de seguridad provisional en agua
potable de 1.0 pg/L; ademas sefiala que la ingesta diaria tolerable (IDT) debe ser de 0.04 ng/Kg/dia
de MC-LR (OMS, 1998a y 1998b). Sin embargo, estos limites excluyen a las demas variedades de
MCs, por lo que no representan el potencial toxico total o real que pudiese estar presente en una

determinada muestra de agua.

1.2 Métodos de Analisis para las Microcistinas
Los métodos de andlisis de las cianotoxinas son variados, se utiliza un método u otro
dependiendo del tipo de molécula y de lo que se pretenda conocer sobre la muestra. Las opciones
van desde métodos simples y rapidos para realizar una apreciacion global de la toxicidad y efectos
bioldgicos de la muestra, hasta métodos complejos y sofisticados que permiten la identificacion y
cuantificacién de componentes individuales y sus variantes. Estos métodos incluyen bioensayos

con modelos murinos, ensayos de inhibicion de proteina fosfatasa, inmunoensayos (kit ELISA),
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cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), espectroscopia de masas (LC-MS) y técnicas
moleculares como PCR (Almanza, et al., 2016). Cabe resaltar que, para la cuantificacion y correcta
identificacion de las cianotoxinas, se requiere de estandares para cada una de las variantes a
estudiar. En el caso de las MCs, los estandares se encuentran disponibles de manera comercial y

de facil acceso, pero con un elevado costo.

Uno de los métodos inicialmente utilizados para la determinacion de cianotoxinas fue el de
inmunoensayo ELISA (“Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay”, por inmuno-absorcion ligado
a enzimas. Con el tiempo se han desarrollado diversos kits para cianotoxinas, siendo el de MCs el
mas comercializado y utilizado; el Unico problema es que el método ELISA no es capaz de detectar
las diferentes variables de la toxina, lo que puede provocar obtener resultados falsos positivos.
Para lograr determinar correctamente los distintos congéneres en la muestra, se debe complementar
el ELISA con métodos analiticos instrumentales que permitan obtener mayor detalle de la

composicién de la toxina en la muestra y/o en la floracion (Tomasino-Ortiz, et al., 2012).

Los métodos instrumentales se basan en el peso molecular, reactividad, interaccién con matrices
cromatograficas y otras caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos. Una de las técnicas
mas utilizadas es la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con deteccién UV, en particular
con arreglo de diodos. Esta es una técnica acreditada por el United Kingdom Accreditation Service
(UKAS), segun la norma 1SO 20179 (2005); con ella se pueden determinar variantes individuales
de MCs, sin embargo, es un método muy costoso que implica no solamente equipamiento
especializado, sino también de personal técnico, un tratamiento de la muestra y estar sujeto a la
disponibilidad de estandares, puesto que el equipo HPLC debe ser calibrado para cada una de las
especies de MCs y para ello, son necesarios estandares que deben tener una pureza mayor al 95 %

y estar en una concentracion stock de 10 pg/mL en metanol (UNESCO, 2009).

Las muestras positivas por cromatografia HPLC se pueden confirmar por una técnica de analisis
cualitativo, como la espectroscopia de masas (LC-MS). Esta técnica se basa en la obtencion de
iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de
acuerdo con su masa y su carga y finalmente, se detectan por medio de un equipo adecuado. La
combinacion de la cromatografia liquida con métodos de espectrometria de masas (MS) como
LC/MS o LC/MS-MS permite la separacion e identificacion de MCs con la mayor confiabilidad,
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puesto que permite la posibilidad de estimar la masa de los distintos componentes. La LC/MS es
hoy en dia fundamental ya que la mayoria de las cianotoxinas no tienen estandares comerciales
disponibles por lo que es posible atribuir una masa a cada pico del cromatograma (Almanza, et al.,
2016).

Otra técnica de determinacion es por ionizacion suave, utilizada en espectrometria de masas y
conocida como MALDI-TOF, la cual es también potente para la determinacion de las cianotoxinas,
con la ventaja de que requiere baja 0 ninguna preparacion de la muestra, sin embargo, no es
accesible para muchos laboratorios por su elevado costo. De igual forma, métodos moleculares
con la técnica de PCR también estan siendo utilizados para la deteccion de cianotoxinas
(Vasconcelos, 2015); sin embargo, esta técnica tiene como desventaja que la deteccion de los genes
puede no relacionarse con la real produccién de toxinas y sus concentraciones (lbelings et al.,
2014).

Aunque se han desarrollado diferentes métodos que permiten determinar las cianotoxinas en
aguas superficiales, aun no se ha aceptado ninguno como meétodo estandar por las agencias
oficiales de medio ambiente. Los métodos quimicos como cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) y la Electroforesis Capilar con diferentes detectores, nos permiten conocer la identidad y
la cuantificacion de las toxinas individuales producidas por diferentes cepas de cianobacterias
(Aguete, et al., 2001). A pesar de ello, la determinacion de MCs por métodos cromatograficos no
esta exenta de limitaciones, con una enorme variabilidad de posibilidades en su determinacién
(Meriluoto, 1997); por otro lado, la introduccion de la Cromatografia de Inmunoafinidad (ICA)
estd dando buenos resultados en la determinacion de MCs en agua, cultivos y peses (Lawrence y
Menard, 2001).
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1.3 Antecedentes Normativos para las Microcistinas en México
En México, el abordaje normativo que existe sobre las MCs es escaso y actualmente no cuenta

con normas vigentes que monitoreen y controlen los niveles en agua para uso y consumo humano.

La ultima modificacion a la Norma Oficial Mexicana de Salud Ambiental: “4gua para uso y
consumo humano, limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para
su potabilizacion ” (NOM-127-SSA1-1994) corresponde al afio 2000 y dentro de sus lineamientos
no incluye la determinacion de cianotoxinas. De igual manera, el Acuerdo por el que se Establecen
los Criterios Ecol6gicos de Calidad del Agua CE-CCA-001/89, tampoco incluye un aparatado que

contemple a los florecimientos algales nocivos y las cianotoxinas.

Para el afio 2010 se propuso una nueva actualizacion para la NOM-127-SSA1-1994, éste trabajo
no fue aprobado y quedd como un proyecto de norma, el cual incluye por primera vez un limite
méaximo permisible para fitotoxinas en agua, donde se contempla a la MC-LR con un limite de 1.0
Mo/L; ademas, en el apéndice normativo B de las especificaciones minimas de los métodos de
prueba, se sugieren las técnicas analiticas de inmunoanalisis (ELISA) y cromatografia de liquidos

alta resolucion (HPLC) con un limite de deteccion de 0.3 pg/L.

De igual forma, el proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-250-SSA1-2014: “Agua
para uso y consumo humano, limites maximos permisibles de la calidad del agua y requisitos
sanitarios que deben cumplir los sistemas de abastecimiento de agua publicos y privados, su
control y vigilancia (procedimiento sanitario de muestreo) ”, tiene un apartado sobre las MCs, en
el que sefiala la frecuencia de monitoreo con base en la concentracion de habitantes; ademas, indica
el procedimiento de muestreo y especifica que, cuando el suministro de agua total o parcial
provenga de una obra de captacién de rio, lago o embalse, se debe cumplir con el limite maximo
permisible de 1.0 pg/L para MC-LR.

Por otro lado, el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-179-SSA1-2017: “Agua
para uso y consumo humano, control de la calidad del agua distribuida por los sistemas de
abastecimiento de agua” hace referencia al monitoreo mensual de la MC-LR en la entrada de los
sistemas de tratamiento y se redirige al limite permisible establecido en la NOM-127-SSA1-2017,

la cual actualmente se encuentra en proceso de revision con el nombre completo de: Proyecto de
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Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-127-SSA1-2017 “Agua para uso y consumo humano,
limites permisibles de la calidad del agua .

En conjuncion con el proyecto de norma antes mencionado, la COFEPRIS (2017) publico los
Métodos Revisados para la Determinacion de Microcistinas; BTEX y Estireno; y Acidos
Haloaceticos. Este documento despliega el Apéndice Normativo A.2.1 Método para la
Determinacion de Microcistina en Agua para Uso y Consumo Humano, el cual detalla tres

métodos sugeridos para su analisis:

- A.2.1.1 Método para la determinacién de microcistinas y nodularinas totales en agua de
uso y consumo humano mediante el Ensayo Inmunoenzimatico ADDA.

- A.2.1.2 Método para la determinacion de microcistinas y nodularinas en agua de uso y
consumo humano por Extraccion de Fase Sélida y Cromatografia Liquida/Espectrometria
de Masas en Tandem (LC/MS/MS).

- A.2.1.3 Método para la determinacidn de microcistina mediante Extraccion en Fase Solida
(SPE) y la Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento (HPLC) con deteccion
ultravioleta (UV).

1.4 Grupos Vulnerables y Problematica en el Area de Estudio

Dentro de las poblaciones humanas existen individuos que son mas susceptibles que otros a
enfermedades, a contaminantes o a cambios bruscos en las condiciones ambientales, como suele
ser el caso de nifios y ancianos. Para Falconer (1999) los nifios conforman el grupo mas sensible a
las MCs, principalmente por ser el sector de la poblacién que bebe mas agua por unidad de peso
corporal, ademas de no tener capacidad de eleccidn sobre la fuente de agua de bebida y recreacion
y, presentar mayor afinidad al desarrollo de patologias a largo plazo como la induccion de
carcinomas; de igual manera, el grupo que le sigue a la poblacion pediatrica en susceptibilidad,
son las personas que padecen patologias como hepatitis, dafio renal o alcoholismo. Asimismo, la
OMS (1999) sostiene que los pacientes con dialisis renal son el grupo especialmente vulnerable a
la presencia de MCs en el agua, destacando que una de las razones es que el tratamiento los expone

por via intravenosa a grandes volimenes del liquido.
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En el afio 2016, a nivel mundial México ocupaba el primer lugar con la mayor tasa de afios
perdidos por muerte prematura (ApMP) a causa de la insuficiencia renal (IR); siendo Jalisco el
estado con la mayor tasa de ApMP en jovenes de 20 a 24 afios con este padecimiento, seguido por
Tlaxcala, Estado de México y Guanajuato (IHME, 2018). Del mismo modo, Gongora, et al. (2008)
y Céardenas-Gonzalez, et al. (2016) afirman que los estados con mayor namero de registros de IR

infantil son Jalisco, Aguascalientes y San Luis Potosi.

Estudios como el de “Epidemiologia de la Insuficiencia Renal en México”, dado a conocer por
la Secretaria de Salud en 2010, destacan que cada afio se suman 40,000 nuevos casos de IR en
México, debido a una falta de cultura de prevencion. De acuerdo con esto, en ningun pais se
registran niveles tan altos como sucede en la poblacion mexicana, donde se reportan arriba de 500
enfermos por cada millon de habitantes (CEDHJ, 2018); y cabe mencionar que la dimensién del
problema aumenta cuando se incluyen a todos los pacientes que no son derechohabientes de alguna
institucién de salud publica y que no tienen los recursos econdémicos para atenderse en

instituciones privadas.

En lo que respecta al poblado de Agua Caliente, la situacién de marginacion y condiciones
insalubres (donde se destaca un mal manejo de los residuos, desnutricion y escasas fuentes de agua
potable), colocan a los habitantes en una posicion de vulnerabilidad a diversas enfermedades.

Para el afio 2010, en el informe anual de pobreza y rezago social de la SEDESOL y CONEVAL,
se reportd que el poblado contaba con 282 habitantes sin derechohabiencia a servicios de salud, 50
viviendas sin agua entubada de la red publica, 33 sin drenaje, 35 sin excusado o0 sanitario, 18 con
piso de tierra y 6 sin energia eléctrica; ubicando al poblado entre las 5 localidades con mayor

rezago social en el municipio de Poncitlan.

Alrededor de los afios 90, la insuficiencia renal crénica (IRC) fue detectada entre los pobladores
de Agua Caliente, aumentando con los afios, lo que ha llevado a la comunidad a manifestar quejas
ante las autoridades correspondientes, sobre la violacion a sus derechos humanos de acceso a los
servicios de salud (inadecuada e ineficiente atencion médica), asi como de su derecho a un
ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado, refiriéndose particularmente al tema del agua y su

saneamiento (CEDHJ, 2018). Para atender a esta problematica, se han llevado a cabo trabajos de
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investigacion, que han guiado a los estudiosos a la conclusion de que la raiz del problema de
insuficiencia renal es multifactorial.

A principios del 2016, personal académico de la Universidad de Guadalajara realiz6 un censo
en el que se contabiliz6 un total de 950 pobladores, al mismo tiempo que se observo el
padecimiento de insuficiencia renal en la poblacion infantil. Por ello, la misma Universidad inicid
un proyecto de investigacion autorizado por el Comité de Etica del Departamento de Salud Publica
(DCSP/CEI/2016/10/176), donde el objetivo principal fue determinar la presencia de albimina en
la orina de nifios menores de seis afios en la comunidad de Agua Caliente, localizada a orillas del
Lago de Chapala. Los resultados mostraron que, de 394 participantes un total de 180 nifios fueron
positivos, lo que confirmo una prevalencia de albuminuria de 3-5 veces mas alta que la reportada
en la literatura internacional. Por otro lado, los autores afirman que los problemas de salud de la
comunidad han sido mas notables en los Gltimos meses y que hasta la fecha, se desconocen datos
0 estudios que puedan demostrar las causas del aumento de la enfermedad en la poblacion (Lozano-
Kasten, et al., 2017).

2. JUSTIFICACION

El proposito de esta investigacion, fue conocer la calidad cianotdxica y fisicoquimica del lago
en la zona de influencia, asi como realizar una revision literaria de los posibles efectos a la salud
para los grupos vulnerables expuestos en la poblacion de Agua Caliente, Jal. México.

La pertinencia de este trabajo, se fundamenta en la presencia de floraciones de cianobacterias
potencialmente tdxicas en el Lago de Chapala, provocadas principalmente por la eutrofizacion del
mismo. Por lo que se espera encontrar en el agua la presencia de microcistinas, las cuales implican
un riesgo potencial a corto y largo plazo para la salud de los usuarios del recurso. Asimismo, la
elevada incidencia de dafio renal en la poblacién seleccionada justifica la necesidad de atender esta
problematica. De igual manera, este trabajo representa la primera propuesta metodoldgica de
estandarizacién de la técnica; y cuyo analisis puede fundamentar la necesidad de contar con

actualizaciones en las Normas Oficiales Mexicanas y Proyectos de Norma.

27



3. HIPOTESIS

Si en el agua del Lago de Chapala, se presentan microcistinas en su forma quimica LR, YR o
RR como producto de la eutrofizacion y contaminacion, entonces la poblacion usuaria
directamente del recurso hidrico sera afectada en 6rganos tales como higado y rifiones.

4. OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la concentracion de microcistinas en agua del Lago de Chapala y estimar posibles

riesgos a la salud de los grupos vulnerables expuestos.

Objetivos Especificos

- Determinar las concentraciones de microcistinas LR, YR y RR en agua del Lago de Chapala, en
las inmediaciones de la poblacién de Agua Caliente.

- Conocer la calidad fisicoquimica del agua del lago correspondiente al area de influencia.

- Determinar la composicion taxondmica del fitoplancton en el agua del Lago de Chapala, en las
inmediaciones del &rea de estudio.

- Estimar los posibles factores de riesgo presentes en la poblacion de Agua Caliente con base en

la literatura consultada.

5. METODOLOGIA

5.1 Disefio Metodoldgico
Este proyecto consistio de 3 fases principales, donde la primera de ellas fue la seleccion de los
puntos y toma de las muestras, seguida por la analitica del agua para los parametros fisicoquimicos,
fitoplancton y MCs en laboratorios especializados; finalmente la fase tres conllevo la
interpretacion de resultados y la estimacion de posibles riesgos a la salud para la poblacién en

cuestion (figura 3).
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Figura 3. Diagrama de flujo con los procesos llevados a cabo durante la elaboracion del presente proyecto.

A continuacion, se despliegan en los siguientes apartados las fases expuestas y la metodologia
detallada del proyecto.

5.2 Descripcion del Area de Estudio
El poblado de Agua Caliente, se localizada en la parte sur del municipio de Poncitlan en el
estado de Jalisco, entre las coordenadas de Latitud Norte 20°18°46.00” y Longitud Oeste
102°55°43.00”, con una extension aproximada de 2 km a lo largo de la ribera del lago (Figura 4).
A su vez, el Lago de Chapala forma parte de la cuenca Lerma-Chapala-Santiago y se ubica en la
parte centro-oriente del estado de Jalisco en el occidente de México, entre los 20°7” y 20°21° N y
los 102°40°45” y 103°25°30” W a una altitud de 1,524.0 msnm.

El lago cuenta con una superficie de 114,659 hectéreas (ha) de las cuales el 86% corresponde
al estado de Jalisco y el 14% restante al estado de Michoacan; su capacidad total es de 7,897
millones de metros ctbicos (Mm?®), lo que lo convierte en el lago mas grande e importante de la
Republica Mexicana y en la principal fuente de abastecimiento de agua para la zona conurbada de
Guadalajara, aportando el 60% del agua que llega a la ciudad (CEA, 2017; Mora-Navarro, et al.,
2006 y Lind y Davalos-Lind, 2001).
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Poncitlan pertenece a la region de la Ciénega y es uno de los 7 municipios que colindan con el
perimetro del lago (Chapala, Poncitlan, Ocotlan, Jamay, Jocotepec, Tuxcueca y Tizapan el Alto),
siendo Cojumatlan de Régules, Venustiano Carranza y Brisefias las localidades correspondientes
al estado de Michoacan. Algunos de los pueblos de Poncitlan que se asientan en la ribera del lago
destacan: San Juan Tecomatlan, Mezcala de la Asuncion, San Pedro Itzican, La Zapotera, El
Zapote y Agua Caliente (IIEG, 2018 y GOB, 2017).

5.3 Protocolo de Muestreo
En esta seccion se despliega la primera fase del proceso metodoldgico, la cual corresponde a la

seleccidn de los puntos, la toma de muestras y la medicidn de datos de acompafiamiento en campo.

5.3.1 Localizacion de los puntos

Para el muestreo, se seleccionaron 5 puntos ubicados en la ribera del lago, de los cuales 3 se
situaron en las inmediaciones del poblado y el resto en zonas alejadas y de menor afluencia por
parte de los habitantes. Las colectas se llevaron a cabo de manera mensual, comenzando en febrero
y concluyendo en mayo del afio 2018; obteniendo un total de 25 muestras, que se mantuvieron en
refrigeracion y obscuridad hasta el momento de su analisis.

Para el trabajo en campo, se llevo a cabo una etapa de reconocimiento del area de estudio, tal
como lo sugieren Miller, et al., (2010), Gibble y Kudela, (2014), Preece, et al., (2015), Gibble, et
al., (2016), Tatters, etal., (2017) quienes proponen que antes de la eleccion definitiva de los puntos,

se realice un periodo piloto en el que se obtenga la siguiente informacion:

- Determinacion de los mejores puntos de muestreo.
- Estimacion del tiempo necesario para la recogida de muestra.

- Establecimiento de las horas, fechas y/o periodos del afio para la recoleccion.

Ademas, este tiempo permitié la familiarizacion con el sitio e interaccion con los habitantes,
asi como establecer las variables mas representativas para el estudio, para las cuales se consultaron
los trabajos de diversos autores, quienes concuerdan que los criterio de seleccion a considerar son:
la presencia evidente de floraciones algales, asi como las actividades y usos del agua por parte de

la poblacion, de las que se destacan: consumo del agua como bebida, practicas recreacionales, uso
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agricola, ganadero, pesca, cercania a localidades vulnerables y a descargas de agua residual (OMS,
1999; Backer, et al., 2008; Leda, et al., 2011; Elbert, et al., 2012; Cires, et al., 2017 y Howard, et

al., 2017) siendo éstos, los mismos criterios contemplados en el presente trabajo y con los que se

elabord la tabla 2, donde se indica el nombre del punto, su ubicacién geografica (mediante el uso

de GPS) y la justificacion para su inclusion.

Tabla 2.
Estaciones de muestreo y los criterios para su seleccion.
Estacion Nombre Coordenadas Variable(s)
Zona de dificil acceso via terrestre, ubicada a
1 Las Rocas N 20° 18’49~ las afueras del pueblo.
W 102° 56’ 08”  Presencia de floraciones algales.
Uso del agua para riego agricola.
Zona preferencial para recreacion y
, fam N v iwar G g oy domisies
Caliente W 102755752 Anteriormente fuente de abastecimiento de
agua potable.
Uso del agua para riego agricola.
Camino al N 20° 18’ 39” Pr(_esenua de, ganado porcino, avicola vy
3 o ccs ~mse  @nimales domésticos.
Templo W 102° 55’37 N . -
Zona de bafio, recreacion e higiene personal y
domeéstica.
Uso del agua para riego agricola.
4 Zona de N 20°18’36” Zona de pesca.
Pesca W 102°55°21”  Presencia de ganado porcino y avicola.
Poca presencia de floraciones algales.
Zona ubicada a las afueras del pueblo, con
5 Los Sauces N 20° 18" 347 E’?efs;n\gi\élggi?g'raciones algales
W 102°55° 08” gares.

Frecuente cantidad de materia organica.
Uso del agua para riego agricola.

Fuente: Elaboracion propia

Con esta informacion posteriormente se elabord un mapa, en el que se delimita el area de

estudio y se ubicaron los puntos de muestreo (figura 4).
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5.3.2 Toma de la muestra

El trabajo de campo comprendié la inspeccién del lugar, la colecta de muestras y la
determinacion in situ de algunas variables fisicoquimicas (FQ I) como: pH con tira reactiva marca
Cientifica Vela Quin (CIVEQ®) con un rango de medida de 0 — 14; temperatura y oxigeno disuelto
con un equipo HORIBA® modelo HB-OM-51-2 y transparencia con Disco Secchi. También se
determinaron parametros ambientales como temperatura, velocidad del viento, nubosidad, presion
atmosfeérica, punto de evaporacion, punto de rocio y humedad relativa, reunidos mediante el uso
de una estacion meteoroldgica portatil marca Kestrel K-4500® especialmente disefiada para el
monitoreo medioambiental que funciona como anemdmetro, termémetro, higrometro, altimetro y
barémetro. Todos los datos se registraron en el formato de hoja de campo del ANEXO I.

Para la toma de muestra se siguieron las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-
230-SSA1-2002, Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano, requisitos sanitarios que se
deben cumplir de los sistemas de abastecimiento publicos y privados durante el manejo del agua.
Procedimientos sanitarios para el muestreo. Dichas muestras fueron de caracter puntual tomadas
en la superficie del lago; por cada punto de muestreo se hicieron tres colectas, cada una en funcion
de los requerimientos para su analisis:

- Determinacién de microcistinas LR, YR, RR.
- Determinacion de parametros fisicoquimicos en laboratorio (FQ I1).
- Identificacion de la diversidad fitoplanctonica.

De igual manera se necesitaron materiales de caréacter general, tales como: hojas de campo,
etiquetas, marcadores indelebles, agua destilada, papel absorbente, hieleras, hielo y bolsas para
desechos; ademas, se empleo el uso de equipos y materiales para prevenir la contaminacién de las
muestras, asi como para disminuir el riesgo y proteger la integridad de los muestreadores, entre
ellos: guantes de latex, cubre bocas, ropa apropiada, botas de campo, bata de laboratorio, botiquin
de primeros auxilios, jabon y/o gel antibacterial. Cuando la colecta fue realizada en lancha se hizo
uso de chalecos salvavidas.

Para la colecta y preservacion de las muestras destinadas a la determinacion de FQ 11 (nitritos,
nitratos, sulfatos, color, fluoruros, turbiedad, pH, temperatura, conductividad, salinidad, solidos
disueltos totales, alcalinidad total, alcalinidad fenolftaleina, dureza total, dureza célcica, dureza de
magnesio y cloruros) se emplearon recipientes de plastico con capacidad de 4 litros (Garcia-

Velasco, 2001) y se llevaron a cabo los procedimientos sefialados en el apéndice “A” de la Norma
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Oficial Mexicana NOM-014-SSA1-1993 Procedimientos sanitarios para el muestreo de agua

para uso y consumo humano en sistemas de abastecimiento, publicos y privados (Tabla 3).

Tabla 3.
Especificaciones para la colecta y almacenamiento de muestras destinadas a anélisis
fisicoquimicos.

Parametro Envase Volumen Preservacion Almacenamiento
Alcalinidad (CaCO:s») PIV 200 ml 4 a 10 °C, En oscuridad 14 dias
Cloruros (CI) PIV 200 ml 4 a 10 °C, En oscuridad 48 horas
Color P/V 100 ml 4310 °C, En oscuridad 48 horas
Conductividad NA NA NA NA
Dureza (CaCO0:s) PV 100 ml 4 310 °C, En oscuridad 14 dias
Fluoruros (F) PV 300 ml 4 310 °C, En oscuridad 28 dias
Nitratos (N-NO3z) PV 100 ml 4 310 °C, En oscuridad 48 horas
Nitritos (N-NO2) PV 100 ml 4 310 °C, En oscuridad 48 horas
oD NA NA NA NA
pH NA NA NA NA
Salinidad NA NA NA NA
SDT NA NA NA NA
Sulfatos (SO4%) PIV 100 ml 4 a 10 °C, En oscuridad 28 dias
Temperatura NA NA NA NA
Transparencia NA NA NA No aplica
Turbiedad P/V 100 ml 4310 °C, En oscuridad 48 horas

Donde: P/V = Plastico o Vidrio, NA = No Aplica, OD = Oxigeno Disuelto, SDT = Sélidos Disueltos Totales.
Fuente: Recuperada y modificada del apéndice “A” de la NOM-014-SSA1-1993.

Para la toma de muestra destinada a la determinacion del fitoplancton superficial (1 a 45 cm de
profundidad aproximadamente) se utilizé una red de plancton con luz de malla de 45 um, por la
cual se filtré un volumen total de 100 L por punto y, el filtrado se vaci6 en colectores de plastico
de boca ancha con capacidad de 250 mL. Las muestras fueron preservadas mediante refrigeracion
de 4 a 10 °C en oscuridad (Mora-Navarro, et al., 2006).

Para la colecta de muestras sometidas al analisis de MCs, se siguieron las recomendaciones del
Método 544 de la EPA (Shoemaker, et al., 2015); asimismo, las muestras fueron colectadas lo mas

cercano posible a la orilla del lago, puesto que es la zona de mayor exposicion a las toxinas por
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actividades recreativas. Los materiales empleados fueron botellas de cristal de boca ancha con
capacidad de 1 L, preservandose en obscuridad y refrigeracion de 4 a 10 °C hasta el momento de
su andlisis. Cabe resaltar que actualmente no hay ninguna metodologia uniforme entre la literatura,

referente al manejo de las muestras para la determinacion de MCs (Altaner, et al., 2017).

5.4 Analitica del Agua

5.4.1 Determinacion de pardmetros fisicoquimicos
Los andlisis fisicoquimicos del agua se llevaron a cabo en el Laboratorio de Salud Ambiental
del Departamento de Ciencias Ambientales del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, a cargo del Dr. Javier Garcia Velasco.

Los parametros a evaluar y los métodos analiticos utilizados para cada parametro se presentan

en latabla 4.

Tabla 4.

Métodos analiticos aplicados para la determinacion de los pardmetros fisicoquimicos FQ II.
Parametro Unidad Método de analisis
Alcalinidades mg/L CaCOs NMX-AA-036-SCFI-2001
Cloruros mg/L CI NMX-AA-073-SCFI-2001
Color PtCo NMX-AA-045-SCFI-2001
Conductividad puS/cm NMX-AA-093-SCFI-2000
Durezas mg/L CaCOs NMX-AA-072-SCFI-2001
Fluoruros mg/L F NMX-AA-077-SCFI-2001
Nitratos mg/L N-NO3 NMX-AA-079-SCFI-2001
Nitritos mg/L N-NO> NMX-AA-099-SCFI1-2006
pH pH NMX-AA-008-SCFI-2011
Solidos Disueltos Totales mg/L NMX-AA-034-SCFI-2015
Sulfatos mg/L SO4* NMX-AA-074-SCFI-2014
Temperatura °C NMX-AA-007-SCFI-2013
Turbiedad UTN NMX-AA-038-SCFI-2001

Fuente: Elaboracion propia.
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Cabe sefialar que en cada uno de los parametros se determino previamente el limite minimo de
deteccidn (LMD), asi como las pruebas correspondientes a la precision y exactitud, de acuerdo a
los lineamientos que existen para cada analito en la literatura (APHA-AWWA-WPCF, 1992).

Para la determinacion de temperatura y pH se utilizé un electrodo de mesa HANNA® modelo
HI12210-01; en el caso de la medicién de solidos disueltos totales, conductividad y sales se empleo
un equipo LAGUA act®; para el andlisis de la turbiedad del agua se uso un turbidimetro de mesa
ESD® y para los andlisis de nitritos, nitratos, sulfatos, fosfatos y color se trabajo con un equipo
HACH DR2800®. Finalmente con los promedios de los resultados obtenidos se elaboré el
ANEXO 111 de este documento.

5.4.2 Determinacion de la diversidad fitoplancténica

El andlisis de las muestras se efectud en el laboratorio de Salud Ambiental del CUCBA vy la
observacién de las mismas fue inmediata, con un periodo no mayor de 24 horas posteriores a la
colecta, para ello se emple6 un microscopio OPTIKA®ITALY B-383PLi con objetivos 10x, 40x
y 100x; los especimenes se prepararon colocando una gota de cada muestra en un portaobjeto por
duplicado, de superficie y fondo del frasco.

Su observacion permitié hacer estimaciones cualitativas sobre las especies méas frecuentes;
mediante técnicas tradicionales de descripcion morfoldgica se examinaron las agrupaciones
celulares, forma y tamafio, tipo de estructuras celulares, caracteristicas de la pared celular y
estructuras reproductoras (Mora-Navarro, 2001). Las determinaciones se apoyaron en claves
taxonomicas y fueron comparadas con ilustraciones (fotografias o dibujos) en literatura
especializada como guias, libros y bases de datos electrénicas (Prescott, 1978; Ortega, 1984;
Komaérek y Anagnostidis, 1986; Watanabe y Komérek, 1994; Ortega, et al., 1995; Komarkova-
Legnerovay Tavera-Sierra, 1996; Lanza, et al., 2000; Mora-Navarro, et al., 2006; Cirés y Quesada,
2011; Komarek y Haver, 2013; Oliva y Gardufio, 2017).

La identificacion fue a nivel de género, por ser el méas util para una identificacion dirigida al
analisis de riesgos por toxicidad en masas de agua afectadas por cianobacterias (Cirés y Quesada,
2011); ademas se obtuvieron microfotografias de las muestras con una camara OPTIKA®ITALY

4083WiFi acoplada al microscopio. Con los géneros mas frecuentes se elabor6 un listado y una
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tabla de presencia/ausencia utilizando las denominaciones 1 y 0 respectivamente y se genero el
ANEXO IV con las fotografias recabadas.

5.4.3 Determinacion de microcistinas
Las muestras destinadas a la determinacién de MCs y sus variantes LR, YR y RR se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Salud Publica, del Instituto de Salud Publica y Laboral de Navarra, en
Pamplona, Espafia, a cargo de la Dra. Inmaculada Saiz Martinez y el Dr. Javier Aldaz Berruezo.
La metodologia empleada es la descrita en el Procedimiento Normalizado de Trabajo del propio
laboratorio, basada en la 1SO 5667-3:2012 y el método 544 de la Environmental Protection Agency
(EPA) la cual sefiala dos procesos principales: la extraccion en fase solida (SPE) y el analisis
mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-
MS/MS).
Materiales:
- Material de uso general en el - Membranas de filtracion Millipore,
laboratorio para acetonitrilo y sus mezclas
- Material volumétrico clase A - Filtros de jeringa de 13 mm con
- Pipetas automaticas membrana PTFE 0,20 um Tracer.
- Cubeta para elucion de Sep-Pak - Sep-Pak Oasis HLB 3cc
- Dosificador Finntip stepper - Viales para inyector automatico
- Jeringas de un solo uso de 2 mL

Equipos:

Cromatdgrafo de UPLC (ACQUITY
UPLC H-Class PLUS) con bomba
cuaternaria, acoplado a un detector de
masas de triple cuadrupolo (MS/MS)
Xevo™ TQD, marca WATERS®.

Columna Waters ACQUITY
UPLC®BEH C18 1,7 um de diametro
de particula, 2.1 de diametro y 50 mm

de longitud.

Bomba de vacio

Sistema de evaporacién con corriente
de nitrGgeno a temperatura controlada.
Agitador vortex multitubo.

Campana de extraccion de gases.
Compresor de aire Atlas Copco.
Generador de Nitrogeno Parker

Domnick Hunter.
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Reactivos:

Agua destilada de uso general en el
laboratorio
Gas Argon

Metanol PA.
Tiosulfato de sodio.
- Multipatron de Microcistinas RR-

- Acetonitrilo SPS
- Acido Férmico PA.

- - Acido Férmico

YR-LR de 50 ppm en metanol SIGMA
ALDRICH 33578-1mL.

Preparacion de reactivos:

« Acido formico al 0,5% en acetonitrilo (A):

Tomar con una pipeta automatica 1 mL de &cido férmico y verter en un matraz de 200 mL. Aforar
con acetonitrilo, homogeneizar y conservar a temperatura ambiente. Caducidad: es conveniente

para el equipo prepararlo diariamente.

« Acido formico al 0,5% en aqgua (B):

Tomar 1 mL de &cido férmico con una pipeta automatica y verter en un matraz aforado de 200
mL. Aforar con agua destilada, homogeneizar y conservar a temperatura ambiente. Caducidad: es

conveniente para el equipo prepararlo diariamente.

«  Acetonitrilo/Agua (25/75) sin aditivos (F):

Con una probeta medir 50 mL de acetonitrilo y afiadirlo a un matraz aforado de 200 mL. Aforar

con agua destilada, homogeneizar y conservar a temperatura ambiente. Caducidad: es conveniente
para el equipo prepararlo diariamente.

«  Fase mavil de redisolucion (Acetonitrilo/Agua 25/75 con 0,1% Férmico):

Afadir 25 mL de acetonitrilo a un matraz aforado de 100 mL. Posteriormente agregar 100 uL de
acido foérmico. Aforar con agua destilada, homogeneizar y conservar en refrigeracion. Caducidad:

6 meses.
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»  Eluyentes cromatograficos:
Canal A: ACN con 0,5% HCOOH
Canal B: H20 con 0,5% HCOOH
Canal F: ACN: H20 (25/75)

Condiciones cromatograficas:

- Temperatura del horno de la
columna:

- 40°C

- Temperatura del  muestreador
(sampler):

- 10°C

- Flujo: 0.5 mL/min

- Fase movil:

e Canal A: AcN 0.5% Férmico

e Canal B: Agua 0.5% Formico

Condiciones del detector de masas
Fuente: ESI *

- Capilar: 2.4 Kv

- Cono: 31V

- RF. 25V

- Extractor: 3V

- Temperatura fuente: 150 °C

- Temperatura desolvatacién: 450 °C

- LM 1 resolucién: 5.32

- HM 1 resolucion: 15.18

- LM 2 resolucion: 12.0

- - HM 2 resolucion: 14.92

- Gradiente:

e Minuto 0: (30% A: 70% B)
e Minuto 4: (60% A: 40% B)
e Minuto 6: (30% A: 70% B)
Tiempo de analisis: 6 minutos
Volumen de inyeccion: 10 pL
Orden de elucion de los analitos:
Microcistina RR, YRy LR.

Flujo de gas (N2) al cono: 80 I/h

Flujo gas desolvataciéon (N2): 950 I/h
lon Energy 1: -0.30

lon Energy 2: 0.30

MSMS Modo salida: 1

MSMS Modo Energia Colision: 20
MSMS Modo entrada: 1

Colision cell pressure: 4.38x10°3
mBars

Ganancia: 1

- Collision Gas Flow (ml/min): ON
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Tabla 5.
Funciones de masas para el anélisis de las microcistinas LR, YR y RR.

Transicion Dwell Voltaje cono Energia Colision
Funcion 1: ESI™ monitorizacion MRM de 2 canales de 0.50 a 1.80 Microcistina RR
Tca 520.20 < 135.00 0.052 45 35
Tco 520.20 < 70.00 0.052 45 70
Funcion 2: ESI™ monitorizacion MRM de 2 canales de 1.40 a 2.50 Microcistina LR
Tca 996.50 < 135.20 0.052 85 90
Tco 996.50 < 86.00 0.052 85 100
Funcion 3: ESI™ monitorizacion MRM de 2 canales de 1.00 a 2.50 Microcistina YR
Tca 1046.50 < 135.0 0.052 95 80
Tco 1046.50 < 70.00 0.052 95 90

Doénde: Tca significa Transicion de cuantificacion y Tco indica Transicion de confirmacion.
Fuente: Recuperado del Procedimiento Normalizado de Trabajo del Laboratorio de Salud Pdblica de Navarra en

Pamplona, Espafia.

Procedimiento:
Para la elaboracion de la curva de calibracion se prepararon 5 diluciones a partir del multipatron
de MCs de 50 ppb con agua negativa previamente analizada; las concentraciones empleadas se

presentan en la tabla 6.

Posteriormente, se llevo a cabo el proceso de extraccion en fase solida (figura 5) para el cual,
las muestras estaban acondicionadas a temperatura ambiente. Esta, es una técnica preparativa
utilizada para purificar y concentrar el analito de interés en la muestra, previo a la cuantificacion;
el cual involucra pasar por el material de soporte del cartucho un liquido o un gas, los analitos son
absorbidos en el soporte y luego eluidos de acuerdo a sus diferentes afinidades entre el material
absorbente y la fase movil utilizada (Waters, 2009 — 2010).
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Tabla 6.
Concentraciones del multipatron de MCs, blanco y control para la elaboracion de las curvas de
calibracion.

Concentracion del patrén (ug/L) I del multipatron de 50 ppb

RO 0 0

R1 0.2 200
R2 04 400
R3 1.0 1000
R4 2.0 2000
R5 3.0 3000
Control 1.0 1000

Donde RO = blanco de reactivo (50ml de agua destilada previamente analizada), R1 — R5 = diluciones a partir del
multipatrén de MCs de 50ppb, Control = solucién de concentracidn conocida con agua negativa previamente
analizada.

Fuente: Instituto de Salud Publica y Laboral de Navarra.

Para el proceso de SPE, se realizd un previo acondicionamiento del cartucho Oasis HLB
empleando primero 3 ml de metanol, seguido de 3 mL de agua destilada. Una vez listo el cartucho
se procedio a cargar 50 ml de cada una de las muestras a flujo constante (en su cartucho
correspondiente); seguido a esto, el cartucho fue lavado con 3 ml de agua (llustraciones 25 y 26
del ANEXO II).

Después se coloco un tubo de vidrio cénico por cada cartucho en la cubeta de elucién, para
enseguida eluir con 4 mL de metanol en dos fases de 2 mL cada una. Terminado este proceso, para
concentrar las MCs en la solucién obtenida, se llevo a sequedad en corriente de nitrégeno a 40 °C
(Nustracion 27 del ANEXO II).

Una vez concluido este proceso, las muestras se reconstruyeron en 400 puL de AcN/Agua
(25/75) al 0.1% en &cido férmico y se agitaron en vortex durante 1 minuto; posteriormente se
filtraron 300 pL de cada una en viales de 0.2 pm.

Finalmente se inyect6 al sistema UPLC-MS/MS un volumen de 10 pL por cada muestra. Para la
recuperacion de los cromatogramas y tablas de resultados se empled el programa MassLynx®
(figura 6).
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6. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos mediante la aplicacion de las técnicas
y métodos descritos en la metodologia, con la finalidad de acotar con los objetivos planteados

en este trabajo.

6.1 Datos de Acompafiamiento en Campo
Los datos recabados durante el muestreo, correspondientes a variables ambientales y pardmetros

fisicoquimicos del agua (FQ 1) se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7.
Valores promedio de los datos de acompafiamiento en campo por muestreo.

Datos en Campo Muestreos
Unidad Cadigo 1 2 3 4 5

Humedad Relativa % UR 53.82 53.06 37.82 48.92 63.72
Nubosidad % NU 0 0 0 0 67
Oxigeno Disuelto mg/L oD 0.5 0.3 0.5 0.3 0.3
pH pH PH 6.9 7.0 7.5 7.8 79
Presion Atmosférica mb PA 855.34 1026.74 1024.76 1022.5 1027.18
Punto de °C PE 1814 1538 16.06 1564 18.96
Evaporacion
Punto de Rocio °C PR 15.34 12.0 10.98 10.96 16.7
Temperatura del °C TE 2248 2126 228 230  24.18
Agua
Temperatura °C TA 2626 2114 250 22.86 24.08
Ambiente
Transparencia cm TS 31.0 30.0 37.0 36.0 35.0
Viento Km/h Vi 3.0 3.02 3.66 3.8 15

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 7 se pueden observar los valores promedio de cada variable durante los muestreos,

revelando el comportamiento temporal de los pardmetros ambientales que acomparian a la toma
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de muestra y los analisis en laboratorio. Asimismo se puede destacar que la temperatura del agua

presento un ligero incremento del primer al dltimo muestreo (ANEXO I11, Grafico 35), periodo

que corresponde a los meses de febrero a mayo y concuerda con el cambio de estacion de invierno

a primavera; sin embargo, la temperatura ambiente no tuvo este comportamiento, posiblemente

debido a que en el muestreo 5 habia probabilidades de lluvia, factor que también causo influencia

en otros parametros analizados.

Tabla 8.

Valores promedio de los datos de acompafiamiento en campo por sitio de muestreo.

Datos en Campo Puntos

Unidad Cadigo 1 5 3 4 5
Humedad Relativa % UR 51.30 50.36 53.18 50.66 51.84
Nubosidad % NU 14 17 12 14 10
Oxigeno Disuelto mg/L oD 0.2 0.4 0.2 0.5 0.6
pH pH PH 7.3 7.4 7.5 7.3 7.6
Presion Atmosférica mb PA 991.50 991.44 991.16 991.3 991.12
Punto de °C PE 1682 1666 1674 1742 16.54
Evaporacion
Punto de Rocio °C PR 13.28 13.34 12.90 13.48 12.98
Temperatura del °C TE 2194 2378 2240 23.06 2254
Agua
Temperatura °C TA 2510 2402 2284 2424 2314
Ambiente
Transparencia cm TS 41.0 33.0 32.0 31.0 32.0
Viento Km/h VI 2.02 3.64 4.68 1.78 2.86

Fuente: Elaboracion propia.

En esta tabla se aprecian los promedios de los datos de acompafiamiento en campo obtenidos para

cada punto de muestreo. Los resultados indican una constante entre cada punto, con poca variacion

en los pardmetros de humedad relativa, pH, presion atmosférica, punto de evaporacion, punto de

rocio, temperatura del agua y temperatura ambiente.
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6.2 Determinacion de Variables Fisicoquimicas

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos en los analisis fisicoquimicos del agua

(tablas 9 y 10), las cuales contienen las variaciones temporal y espacial (muestreo/puntos)

respectivamente.

Tabla 9.

Valores promedio de las variables fisicoquimicas (FQ II) por nimero de muestreo.

Variable Fisicoquimica Unidad Cédigo Muestreos

1 2 3 4 5
Alcalinidad mglL CaCOs  AF 288 520 304 320 37.6
Fenolftaleina
Alcalinidad Total mg/L CaCOs AT 319.2 32438 320.0 349.6 3504
Cloruros mg/L CI CL 55.6 60.7 61.5 69.1 67.9
Color PtCo COLOR 2248 2674 199.8 137.4  175.0
Conductividad pS/cm COND 836.8 8316 451.2 887.0 8784
Dureza Calcica mg/L CaCOs DC 90.0 26.0 83.6 70.8 69.2
Dureza Magnesio mg/L CaCOs DM 104 82.0 22.0 50.4 42.0
Dureza Total mg/L CaCOs DT 100.4  108.0 105.6 121.2 1112
Fluoruros mg/L F FLUO 0.6 0.9 <0.05 0.8 0.7
Nitratos mg/L N-NOs NA <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Nitritos mg/L N-NO> NI 0.0142 0.0092 0.0152 0.0256 0.0002
pH pH PH 9.0 8.2 8.3 8.4 8.3
Salinidad PPT SAL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
?g'tfl'gz Disueltos mg/L SDT 4424 4334 2410 4720 4688
Sulfatos mg/L SO% SULF 77.6 77.0 77.0 78.4 74.0
Temperatura °C TEMP 19.8 20.0 21.5 22.8 22.8
Turbiedad UTN TURB 8.4 8.9 5.9 5.2 3.6

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 9 despliega los promedios obtenidos en cada muestreo, permitiendo un analisis del

comportamiento temporal (estacional) de las variables FQ II. De igual manera, se aprecia que los

valores de pH, alcalinidad de fenolftaleina, alcalinidad total, dureza, célcica, dureza, de magnesio
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y dureza total concuerdan con la naturaleza alcalina del Lago de Chapala. Asimismo los resultados

para solidos disueltos totales, color y turbiedad pueden estar relacionados al movimiento natural

del agua, capaz de resuspender particulas y elevar los valores para estos parametros; del mismo

modo, la presencia de floraciones algales también juega un papel en las concentraciones obtenidas.

En el ANEXO Il se presentan graficas de los valores promedio, donde se aprecian con mayor

detalle variaciones con tendencias ascendentes y descendentes entre cada muestreo y sitio segun

la variante fisicoquimica.

Tabla 10.

Valores promedio de las variables fisicoquimicas (FQ I1) por sitio de muestreo.

Variable Fisicoquimica Unidad Codi Puntos
9o 1 2 3 4 5

ﬁ;ﬁi’gﬁ:ﬁl . mg/L CaCO;  AF 336 344 328 384 416
Alcalinidad Total mg/L CaCOs AT 3344 3208 334.4 333.6 340.8
Cloruros mg/L CI CL 59.9 61.1 64.3 64.7 64.7
Color PtCo COLOR 182.0 214.0 204.4 1904  213.6
Conductividad puS/cm COND 771.4 767.4 814.0 767.8 764.4
Dureza Calcica mg/L CaCOs DC 75.2 58.4 66.4 70.0 69.6
Dureza Magnesio mg/L CaCOs DM 30.8 43.6 42.4 46.0 44.0
Dureza Total mg/L CaCOs DT 106.0 102.0 108.8 116.0 113.6
Fluoruros mg/L F FLUO <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 0.224
Nitratos mg/L N-NO3 NA <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Nitritos mg/L N-NO, NI 0.0114 0.0136 0.0224 0.0096 0.0074
pH pH PH 8.4 8.5 8.5 8.5 8.5
Salinidad PPT SAL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
iz't:l'g: Disueftos mg/L SDT 4018 4090 4338  407.6 4054
Sulfatos mg/L SO% SULF 77.2 75.2 77.2 78.0 76.4
Temperatura °C TEMP 20.5 204 20.3 20.3 20.5
Turbiedad UTN TURB 54 6.2 6.1 7.0 7.3

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla 10 muestra los valores promedios de cada punto de muestreo, permitiendo un analisis
del comportamiento espacial de las variables fisicoquimicas. De igual manera que en la tabla 9, en
el ANEXO IlI de este documento, se presentan gréficas de los promedios para cada variante, las
cuales muestran con mayor detalle las variaciones y tendencias de los datos.

Posteriormente, los resultados de las variables fisicoquimicas fueron comparados con los
limites maximos permisibles de la Normativa Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 y de los
Criterios Ecoldgicos de la Calidad del Agua (CE-CCA-001/89), para determinar si las muestras
cumplian con las mismas y era apropiado su uso y consumo humano. Tras esta comparativa, se
obtuvo que el 70% y 72% de los parametros cumplieran con lo establecido en la NOM-127-SSA1-
1994 y los CE-CCA-001/89 respectivamente; por lo que se procedi6é a graficar Unicamente a

aquellas variables que presentaron concentraciones cercanas a los limites permisibles, tal como se
muestra a continuacion.
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Figura 7. Resultados obtenidos para turbiedad en cada muestra y el Limite Maximo Permitido por la modificacion a
la NOM-127-SSA1-1994.

En la figura 7 se muestra el valor obtenido para turbiedad en UTN de cada punto de muestreo,
destacandose que unicamente 28% de los puntos estuvieron por debajo del Limite Maximo
Permisible de la modificacion a la NOM-127-SSA1-1994.
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Por otro lado, la figura siguiente muestra que, de los valores obtenidos para pH en cada punto
de muestreo, el 20% rebasé el valor de 8.5 sugerido como el Limite Maximo Permisible de la
modificacion a la NOM-127-SSA1-1994. Del mismo modo, el 8% de los puntos supero el limite
de 9.0 para pH propuesto por los CE-CCA-001/89.
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Muestreos Yy Puntos de muestreo
——Limite CE-CCA-001/89 (5.0-9.0) = ——Limite NOM-127 (6.5 - 8.5)

Figura 8. Resultados obtenidos en la determinacién de potencial de hidrégeno (pH) en cada punto durante los 5
muestreo y los Limites Maximos Permitidos de la modificacion a la NOM-127-SSA1-1994 y de los Criterios
Ecologicos de Calidad del Agua.

Cabe destacar, que los valores elevados para pH son una constante en el Lago de Chapala,
principalmente atribuida a la naturaleza alcalina del mismo.

6.3 Determinacion del Fitoplancton
Para la determinacién del fitoplancton colectado, se realiz6 una observacion de las muestras al

microscopio; para posteriormente hacer un analisis cualitativo de presencia/ausencia empleando
un sistema binario de 1 y O (tabla 11).
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Tabla 11.

Presencia (1) y ausencia (0) de los generos mas frecuentes de microalgas observados en las

muestras del Lago de Chapala en las inmediaciones del area de estudio.

Género

NUmero de estacion

Primer muestreo

3

Microcystis
Pseudanabaena
Chlorella
Aphanizomenon
Anabaena
Staurastrum
Closterium

O O R kP P B |-

R, O Rk O Rk PN

O O R kP O Kk K

OO krRr R O P RN

O O R Rk P k|0

Segundo muestreo

Microcystis
Pseudanabaena
Chlorella
Aphanizomenon
Anabaena
Staurastrum
Closterium

Ok O R kL O K

A e =

P P OO Fr O K

A e = =

= N e =

Tercer muestreo

Microcystis
Pseudanabaena
Chlorella
Aphanizomenon
Anabaena
Staurastrum
Closterium

I = T =S SN o R

O O R, kB P -

L

, O O O Kk -k -

O O O R P EB P

Cuarto muestreo

Microcystis
Pseudanabaena
Chlorella
Aphanizomenon
Anabaena
Staurastrum
Closterium

O O O R Rk - -

R P O Rk O Kk -

O O R kP O K K.

O R P Rk O R -

P O Rk Rk O KL -

Quinto muestreo

Microcystis
Pseudanabaena
Chlorella
Aphanizomenon
Anabaena
Staurastrum
Closterium

, O Rk kP Ok -

I N =T = =N SN =

, O O Fr O kL -

O P, O R P Pk -

= I = R N N

Fuente: Elaboracion propia
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Como se observa en la tabla anterior, el género dominante durante todos los muestreos fue

Microcystis sp. Para corroborarlo, se elabor6 una tabla de frecuencias (tabla 12), donde se destaca

que Microcystis sp., tuvo una presencia del 100% en los 25 muestreos; seguido de los géneros

Aphanizomenon sp. y Pseudanabaena sp.

Tabla 12.

Frecuencias de los principales géneros de microalgas observados en las muestras del Lago de

Chapala.
Géneros mas Frecuencia Frecue_ncia Porcentaje (%)
frecuentes Absoluta relativa
Microcystis sp. 25 1 100
Aphanizomenon sp. 23 0.92 92
Pseudanabaena sp. 21 0.84 84
Chlorella sp. 17 0.68 68
Anabaena sp. 15 0.6 60
Staurastrum sp. 14 0.56 56
Closterium sp. 14 0.56 56

Fuente: Elaboracion propia

Ademas, como un dato adicional, se observé que el género Terpsinoe sp., perteneciente a las

Baciliarophytas no se encontrd previamente reportado para el Lago de Chapala en la literatura

consultada.

6.4 Determinacion de Microcistinas LR, YRy RR

Para la determinacion de MCs fue necesaria una previa calibracion del equipo mediante curvas

elaboradas a partir de una solucion patron para las tres variantes (LR, YR y RR), preparada a

distintas concentraciones, un blanco y un control.

Las curvas obtenidas se muestran a continuacion:
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Figura 11. Curva de calibracién para la cuantificacién de MC-RR.

En las figuras 9, 10 y 11 se presentan las curvas de calibracion elaboradas para el andlisis de
MCs, donde se aprecian los coeficientes de correlacion obtenidos, con una cercania significativa a
1.0, lo que garantiza la sensibilidad del equipo, precision y exactitud de las concentraciones

obtenidas para cada variante.

A continuacion, se presenta la tabla 13 con los resultados cualitativos de las MCs, donde el
coédigo numérico de la fila superiro representa al nimero de muestreo y el sitio separados por un
punto, donde la primera cifra corresponde al muestreo y la segunda al sitio, por ejemplo: 3.1

(muestreo 3 punto 1).
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Tabla 13.
Resultados cualitativos de las variantes de microcistinas LR, YR y RR, del total de muestras
colectadas.

Total de muestras analizadas

11 12 13 14 15 21 22 23 24 25 31 32 33 34 35 41 42 43 44 45 51 52 53 54 55

velr TN~ HEl BEEEEEN EE Ea.
verr [ HHNNEEEEEEEEEEEEEEE e
oGy om0
Donde el color verde representa a las muestras positivas, el color naranja a las muestras positivas no cuantificables

ausencia y el color rojo a las muestras negativas de MCs.
Fuente: Elaboracion propia.

Esta tabla revela que de un total de 25 muestras, el 32% de ellas fueron positivas para alguna
variante de MCs (tabla 14), lo que comprueba la presencia de la toxina en el lago. Por otro lado,
cabe mencionar que las muestras catalogadas como positivas no cuantificables, presentaron un
pico en el cromatograma, sin embargo, no cumplieron con las especificaciones de ion ratio y
tiempo de retencién que el método analitico exige, por lo que no fueron consideradas como

positivas en el andlisis global del estudio.

Tabla 14.
Porcentajes obtenidos con base en la determinacion cualitativa de MCs.
Positivas Positivas no Negativa
Cuantificables S
MC-LR 24% 24% 52%
MC-RR 8% 0% 92%
MC-YR 0% 8% 92%

Fuente: Elaboracion propia.

Posteriormente se elabor6 una tabla con las concentraciones obtenidas en las muestras positivas.

Tabla 15.
Resultados cuantitativos de las muestras que presentaron valores positivos para las variantes de
microcistinas LR y RR en pg/L.

Puntos y nUmero de muestreo
mlip3 mlpd mlp5 m4p3 m5pl m5p4d m5.p5
MC-LR 0.28 0.60 ND 0.019 0.24 0.184 0.107

MC-RR ND 0.015 0.013 ND ND ND ND

Donde m = nimero de muestreo, p = punto donde se tomé la muestra, ND = no detectado.
Fuente: Elaboracion propia.
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Esta tabla, indica que las concentraciones para MC-LR y MC-RR oscilaron en un rango de 0.60
a 0.013 pg/L, destacando que la mayor concentracion de la toxina correspondi6 a la variante MC-
LR y se encontr6 en el punto 4 del primer muestreo (m1.p4). Cabe sefialar que en este punto
preferentemente se extraen los peces, implicando un riesgo por consumo de animales

contaminados y por actividades de pesca.

6.5 Asociacion entre Variables Fisicoquimicas y MCs
Dado que la proliferacion de cianobacterias en un cuerpo de agua y la produccion y liberacién
de cianotoxinas dependen en gran medida de las condiciones ambientales y fisicoquimicas del
agua, se procedid a elaborar una tabla donde se recopilan los parametros analizados con posible

influencia en las concentraciones encontradas para MCs.

Tabla 16.
Parametros fisicoquimicos y variables ambientales capaces de influenciar en la proliferacion de
cianobacterias y produccién de cianotoxinas.

Variable Unidad ml.p3 mlp4 mlip5 md4.p3 m5.pl m5pd4d mb5.p5
Nitritos mg/L 0.016 0.017 0.008 0.07 0.002 0.000 <0.05
Nitratos mg/L <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
pH pH 9.05 894 893 8.41 8.19 836  8.33
Oxigeno mg/L 049 067 084 001 02 042 046
Disuelto

Temperatura °C 248 255 26.6 20 25.8 23.4 22.2
Viento Km/h 5 0 2.5 6.8 1.1 0 1.1
Nubosidad % 0 0 0 0 70 70 50
MC-LR pg/L 028 0600 ND 0019 024 0.184 0.107
MC-RR pg/L ND 0.015 0.013 ND ND ND ND

Donde m = nimero de muestreo, p = punto donde se tomo la muestra, ND = no detectado.
Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 16, muestra las mediciones de los principales parametros con posible influencia en la
produccién de florecimientos algales nocivos y MCs con base en la literatura citada (Backer, et
al., 2008).
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PC2

Subsiguientemente, para poder comparar las variables antes mencionadas y encontrar una

asociacion estadistica entre ellas y las MCs, se realizaron dos pruebas: Analisis de Componentes

Principales (PCA) y Cluster mediante el uso del programa PRIMER6®. En estas pruebas se trabajo

Unicamente con

las muestras positivas para MCs y sus pardmetros fisicoquimicos

correspondientes: Alcalinidad total (AT), Alcalinidad de Fenolftaleina (AF), Cloruros (CL), Color,
Conductividad (COND), Dureza total (DT), Dureza Calcica (DC), Dureza de Magnesio (DM),
Fluoruros (FLUO), Oxigeno Disuelto (OD), Solidos Disueltos Totales (SDT), Sulfatos (SULF),
Temperatura del Agua (TEMP), Transparencia (TRANSP) y Turbiedad (TURB). Cabe resaltar
que se descarto el uso de las variantes de Nitritos (NI), Nitratos (NA), pH, Viento, Nubosidad y

Temperatura ambiente, por no manifestar una correlacion significativa con la presencia o ausencia

de MCs, lo que impedia al programa PRIMERG6® incluir estas variables en los analisis.

Por otro lado, con base en los criterios del software estadistico, los datos recibieron un previo

tratamiento, ya que muchas de las variables no contaban una distribucion normal.
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Figura 12. Anélisis de Componentes Principales (PCA) de
las muestras positivas a MC-LR y sus pardmetros
fisicoquimicos correspondiente.
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Figura 13. Analisis de Componentes Principales (PCA) de
las muestras positivas a MC-RR y sus parametros
fisicoquimicos correspondientes.

Los PCA de las figuras 12 y 13 presentan un grafico de burbujas que hace alusion a la cantidad

de MCs de cada punto, es decir, que a mayor concentracion de la toxina mayor es el tamafio de la

burbuja. Asimismo, en estos graficos se destaca una asociacién entre las burbujas mas grandes de

MC-LR y MC-RR con las concentraciones de sulfatos, dureza célcica y turbiedad.
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Posteriormente, para la elaboracién del Cluster, se realizd previamente una matriz de
resemblanza mediante distancia euclidiana (para parametros ambientales) por recomendacion del
programa PRIMERG®.

[Resemblance: D1 Euclidean distance
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Figura 14. Cluster elaborado con los valores promedio de fisicoquimicos y las concentraciones de MCs LR y RR.

De acuerdo con la figura 14, de manera general las concentraciones de MC-LR y MC-RR
mostraron una estrecha relacién con las concentraciones de fluoruros y oxigeno disuelto, con los
que se forma un primer conjunto; el cual a su vez, se asocia a los resultados de Turbiedad formando

un segundo grupo.

7. DISCUSION

7.1 Variables Fisicoquimicas y su asociacion con las MCs
Durante el periodo de muestreo que comprendio este estudio (febrero a mayor del 2018), se puede
afirmar que el 70% de los parametros fisicoquimicos analizados estuvieron por debajo de los
limites maximos permisibles que sefiala la modificacion de la NOM-127-SSA1-1994; con
excepcion de los resultados para color (PtCo), turbiedad (UTN) y potencial de hidrégeno (pH), de

los cuales se indica lo siguiente:
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En los resultados obtenidos para color, el 100% de las muestras presentaron valores por encima
del limite permitido de 20 PtCo, con valores que oscilaron de 82 a 286 PtCo. En lo que respecta a
la turbiedad (figura 7), el 72% de las muestras estuvieron por encima del limite de 5 UTN; y en el
caso de pH (figura 8), unicamente el 20% de las muestras rebaso el limite permisible de 8.5.

Respecto a los Criterios Ecologicos de Calidad del Agua CE-CCA-001/89 cabe hacer mencion,
que ninguno de los parametros fisicogquimicos analizados se encuentraron actualmente normados
para el uso recreativo de las aguas; no obstante, se compararon los resultados con los limites
méaximos permisibles que el documento enlista para el agua de consumo humano, de lo cual
podemos resaltar que el 72% de las variables estuvieron por debajo de los limites, exceptuandose
color, nitritos y pH. Para color, el 100% de las muestras rebasaron el limite de 75 PtCo, con el
mismo rango de valores antes mencionado de 82 a 286 PtCo. Para nitritos, el limite maximo
permisible de 0.05 mg/L fue superado por el 4% de las muestras con la concentracién de 0.07
mg/L; y finalmente, el limite de 9.0 para pH fue excedido por el 8% de las muestras analizadas,
tal como se muestra en la figura 8.

Sin embargo, dada la naturaleza volcénica del Lago de Chapala y las sierras de litologia ignea
extrusiva basica que rodean al cuerpo hidrico, es posible explicar las concentraciones obtenidas
para algunos de los parametros fisicoquimicos como alcalinidad, dureza y pH, ya que aguas de
elevada dureza (aguas duras) son por lo general alcalinas, es decir, de pH superior a 7 (Chavez-
Alcantar, et al., 2011). Asimismo, el origen volcanico del lago y sus alrededores propician que la
alcalinidad de éste, sea de caracter permanente, lo que favorece el crecimiento de fitoplancton
tolerante a altos niveles de salinidad, tal y como ocurre con las cianobacterias (Mora-Navarro, et
al., 2006). Los resultados de color, solidos disueltos totales, turbiedad y transparencia, pueden estar
ligados a la turbulencia del lago dada por su oleaje natural, el cual permite la agitacion del fondo
y la resuspensiéon de particulas, de igual manera la presencia de floraciones algales tienen

influencia en estos parametros.

Por otro lado, como se menciono en un apartado anterior, Backer, et al. (2008) sostienen que
existe una relacion entre: los parametros fisicoquimicos del agua, las condiciones ambientales y
las concentraciones de MCs. En su trabajo, estos autores han vinculado la presencia de
cianobacterias toxicas con aguas célidas y tranquilas que contienen altas concentraciones de

nutrientes (ya sea nitrogeno y/o fosforo), asi como de niveles relativamente altos de oxigeno
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disuelto (OD), pH, temperatura ambiente (25 - 30 °C), baja accion del viento (0 - 4.8 Km/h) y
cielos claros y soleados, con poca o nula nubosidad. Tales condiciones son capaces de estimular
favorablemente la formacion de un bloom algal con potencial toxico.

Con base en esta informacion, es posible asumir que la presencia de blooms algales en la
mayoria de los muestreos pudo estar limitada por las bajas concentraciones de nutrientes (nitritos
y nitratos); sin embargo, las condiciones de pH, temperatura, viento y nubosidad se cumplieron,
lo que demuestra que ademas de la naturaleza alcalina del lago, los pardmetros ambientales
también favorecen la produccion de cianobacterias y permite advertir que, tras un aporte de
nutrientes por remocién de sedimentos o lixiviado de fertilizantes, se reunen las condiciones
necesarias para la prevalencia de cianobacterias y por ende el incremento en la concentracién de
cianotoxinas.

Para demostrar si existe una asociacion entre la presencia de MCs y los pardmetros
fisicoquimicos, se realizaron analisis de componentes principales (PCA), revelando que las
concentraciones de MC-LR de los puntos 3y 4 del muestreo 1, presentaron una correlacion con
los sulfatos, dureza célcica y turbiedad; el punto 3 del muestreo 4 y los puntos 1 y 4 del muestreo
5, estuvieron mas relacionadas con la conductividad, los solidos disueltos totales, la transparencia
y la dureza total; y finalmente las MCs del punto 5 del muestreo 5 se asociaron mas con los
fluoruros y la alcalinidad de fenolftaleina (figura 12). En el caso de las MC-RR, los puntos 4 y 5
del primer muestreo presentaron una correlacion con las variables de turbiedad, sulfatos y dureza
calcica (figura 13). Cabe mencionar que las mayores concentraciones de MC-LR y MC-RR fueron
las que tuvieron una cercania significativa con las variables de: sulfatos, dureza célcica y turbiedad

(tabla 17); de lo que se puede discutir lo siguiente:

Tabla 17.
Valores de Sulfatos, Dureza célcica y Turbiedad, de las muestras con concentraciones elevadas
de MC-LR y MC-RR.

MC-LR MC-RR Sulfatos Dureza Célcica Turbiedad

po/L uo/L mg/L mg/L UTN
ml.p3 0.28 ND 80 82 6.3
ml.p4 0.6 0.015 80 86 9.22
m1.p5 ND 0.013 77 102 135

Donde m = nimero de muestreo, p = punto donde se tomo la muestra, ND = no detectado.
Fuente: Elaboracion propia.
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Mora-Navarro, et al., (2006) afirman que la variacion en la estructura del fitoplancton y la
dominancia de cianobacterias en el Lago de Chapala se encuentra en estrecha relacion con las
concentraciones de sulfatos y alcalinidad, debido a que suelen ser limitantes para el optimo
desarrollo del fitoplancton; es asi que niveles altos de alcalinidad y niveles bajos de sulfatos
permiten la proliferacion de estos organismos. Por otro lado, las concentraciones de sulfatos en el
lago podrian tener su origen en las descargas de aguas domesticas y agricolas de la zona (Garcia-
Velasco 2001), poniendo en evidencia el papel de las localidades a orillas del lago como fuente

excesiva de nutrientes.

De igual manera, se hizo un Andlisis de Cluster mediante el uso del programa estadistico
PRIMER6® (figura 14), el cual exhibe una correlacion de ambas variantes de MCs con las

concentraciones de fluoruros y oxigeno disuelto (tabla 18).

Tabla 18.
Valores de Fluoruros y Oxigeno Disuelto de las muestras positivas para MC-LR y MC-RR.

Puntos y nUmero de muestreo
mlp3 mlpd mlp5 mdp3 mS5pl msS.p4d mS.p5

MC-LR 0.28 0.60 ND 0.019 0.24 0.184  0.107
MC-RR ND 0.015 0.013 ND ND ND ND
Fluoruros mg/L 0.64 0.69 0.67 0.71 0.59 0.41 0.78

Oxigeno Disuelto mg/L 0.49 0.67 0.84 0.01 0.2 0.42 0.46

Donde m = nimero de muestreo, p = punto donde se tomé la muestra, ND = no detectado.
Fuente: Elaboracion propia.

A pesar de que las concentraciones de fluoruros obtenidas en los muestreos estuvieron por
debajo de los limites méximos permisibles, el consumo de éste en exceso es capaz de causar
problemas de fluorosis dental y esquelética, desarrollando una mayor susceptibilidad a
enfermedades renales y cancer, asi como afectacion al desarrollo del cerebro humano, reduciendo,
entre otros efectos, el coeficiente intelectual (1Q) de nifios en edad escolar (OMS, 2004). Por otro,
lado se ha demostrado que las cianobacterias son mas sensibles que otras microalgas a la accion
del flbor, causando la muerte celular y la liberacion de cianotoxinas (Bhatnagar y Bhatnagar,
2000). La presencia de fluoruros en el lago posiblemente sea de caracter natural, puesto que en
yacimientos hidrotermales suele encontrase fluorita (CaFz), que es el principal mineral del fltor

(Wang et al., 2007) y el cual puede ser dispersado en el lago por el oleaje del mismo.
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Por otro lado, para que en Chapala predominen los géneros Aphanizomenon sp., y Microcystis
sp. (Productores de MCs) son requeridos niveles bajos de oxigeno disuelto en el agua (Mora-

Navarro (2001) concordando con lo encontrado en este trabajo.

7.2 Composicion del Fitoplancton

Del total de géneros observados, el 50% correspondié a la division Cyanophyta, siendo el grupo
taxondmico més abundante con los géneros: Anabaena sp., Aphanizomenon sp., Coelosphaerium
sp., Microcystis sp., Pseudanabaena sp., y Woronichinia sp.; seguido por las Chlorophytas con el
39% (Botryococcus sp., Chlorella sp., Cladophora sp., Closterium sp., Gleocystis sp., Oocystis
sp., Pediastrum sp. y Staurastrum sp.); las Baciliarophytas con el 10% (Rhoicosphenia sp.,
Tabellaria sp. y Terpsinoe sp.) y las Dinophytas con el 1% y el género Ceratium sp. Asimismo,
cabe destacar que el género Terpsinoe sp., de las Baciliarophytas no se encontré previamente
reportado para el Lago de Chapala en la literatura consultada, lo que significa que probablemente
sea la primera vez que se menciona a este género para el lago.

Esta tendencia de géneros observada durante el muestreo, también se ha presentado en distintas
partes del mundo; tal es el caso de los lagos Arancio y Rosamaria en Italia, donde se registraron
frecuencias para Cyanophytas y Chlorophytas del 56% y 46% respectivamente (Neselli-Flores y
Barone, 2000) y donde las especies del género Microcystis sp., fueron las mas abundantes.

Segun Oliva-Martinez, et al. (2008) la dominancia de las Cyanophytas en la composicién del
fitoplancton, denota las condiciones de eutrofia en las que se encuentra el lago. Aunado a esto,
Mora-Navarro, et al. (2006) sugieren que la mayor actividad humana en el Este del Lago de
Chapala, asi como la desembocadura del rio Lerma, son las principales limitantes de la diversidad
de géneros en el fitoplancton, puesto que las condiciones que se generan permiten la sucesién de
Chlorophytas por Cyanophytas (Kalff y Knoechel, 1978).

Dentro de los componentes del fitoplancton colectado, se encontraron 4 géneros predominantes,
los cuales fueron: Microcystis sp., con una frecuencia del 100%, seguido por Aphanizomenon sp.,
con 92%, Pseudanabaena sp., con 84% y Chlorella sp., con 68%. Seguidos por los géneros
Anabaena sp., con 60%, Staurastrum sp., y Closterium sp., con 56% cada uno (Tabla 12);

coincidiendo con lo reportado por Magrann, et al., (2015) y Howard, et al., (2017) quienes tras la
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evaluacion de lagos, pantanos y lagunas costeras, encontraron que Microcystis sp., fue dominante

en el 96% de los sitios.

Es importante sefialar que los géneros mas frecuentes encontrados corresponden a las
Cyanophytas reconocidas por su potencial toxico; siendo Microcystis sp., el principal productor
de las MCs, seguido por los géneros Aphanizomenon sp., Pseudanabaena sp., Anabaena sp.,
Woronichinia sp., y Coelosphaerium sp., los cuales también son potenciales productores de otras
toxinas como las anatoxinas, cilindrospermopsinas y saxitoxinas (Cirés y Quesada, 2011 y
Almanza, et al., 2016). Ademas, estas cianobacterias son las mas comunes en cuerpos de agua
eutrofizados (Martinez, 2006; Ardanaz, 2010 y Ruiz, et al., 2010) y han sido registradas en
numerosos estudios de masas de agua en condiciones similares, como es el caso del lago hiper-
eutréfico de Texcoco, donde distintas especies de Microcystis sp., presentaron elevadas densidades

que formaban natas conspicuas en los cuerpos de agua analizados (Oliva-Martinez, et al., 2008).

Para algunos autores como Stewart, et al. (2006a), Vergara, et al. (2013), Gkelis y Zaoutsos,
(2014) y Sabart, et al. (2015) la presencia de cianobacterias de los géneros Microcystis sp., y
Anabaena sp., representan el principal problema de salud publica en relacion con la exposicion a

agua contaminada por MCs, provocando afecciones en higado, rifién, pulmones y cerebro.

En México Tavera et al. (2000) y Koméarek y Komarkova-Legnerova (2002a) han reportado
hallazgos de Microcystis sp., en el Lago Cuitzeo en Michoacan y en los canales de Xochimilco.
Las especies de este género, en particular M. flos-aquae y M. aeruginosa han sido registradas
también por Komarek (1991) para el Lago Yogo en Japdn y por Sant’Anna y Acevedo (2000),
Komaérek y Komarkova-Legnerova (2002b) y Sant’Anna et al. (2004) para distintos lagos

eutréficos en Sao Paulo, Brasil.

Por otro lado, la frecuencia de géneros dominantes en este estudio, también coincidié con la de
los cuerpos de agua eutréficos analizados en los trabajos de Backer, et al. (2008); Sagrane y Oudra
(2009); Giannuzzi, et al. (2011b); Schmidt, et al. (2013); Su, et al. (2015); Trainer y Hardy (2015);
Jia, et al. (2016); Cantoral-Uriza, et al. (2017); Menezes, et al. (2017); Kleinteich, et al. (2018) y
Turner, et al. (2018), en los cuales se demuestra que la composicion de la comunidad estaba
dominada por Microcystis sp., Aphanizomenon sp. y Anabaena sp., la cual se asocia con las

concentraciones de MCs encontrada.
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Cabe sefalar que debido a la dominancia de Microcystis sp. en la mayoria de las aguas
continentales del planeta, las MCs han sido el foco de atencion para la mayoria de los estudios de
cianobacterias toxicas en floraciones algales (EPA, 2009; Fetscher, et al. 2015 y Magrann, et al.
2015); por ello, el predominio de cianobacterias y la deteccion de MCs en el agua del Lago de
Chapala en el area de estudio, sugiere que la caracterizacion y deteccidn de estos organismos y las
toxinas que producen, deban ser incluidos en los programas de vigilancia de rutina y sistematica
de este cuerpo de agua, dada su importancia para la poblacion y el pais.

7.3 Microcistinas LR, YRy RR
Siendo que los resultados obtenidos demuestran la ausencia de MC-YR, se procedio a trabajar
Unicamente con los valores para MC-LR y MC-RR, elabordndose una comparativa con las
concentraciones de MCs reportadas en la literatura internacional (figura 15).
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Figura 15. Concentraciones de MCs totales en la literatura internacional, durante el estudio de cuerpos de agua
eutrofizados, mediante los andlisis de HPLC y LC/MS-MS.
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El grafico anterior, muestra una comparacion de los resultados de esta investigacion contra
algunos valores reportados en la literatura internacional, evidenciando que las concentraciones de
MCs en el area de estudio son inferiores al valor guia provisional de 1.0 pg/L para MC-LR en agua
potable propuesto por la OMS.

Segun esta informacion, las concentraciones de MCs encontradas en Agua Caliente se
consideran bajas, por ser inferiores al valor guia provisional de 1.0 pg/L MC-LR en agua
propuestos por la OMS (1998a y 1998b), ya que los resultados oscilaron en un rango de 0.6 a 0.013
Mo/l de MC-LR y MC-RR (tabla 15). Con base en esto y siguiendo la guia para medir la
probabilidad relativa de efectos agudos para la salud de la OMS (tabla 19), podemos asumir que
la poblacion de la zona de estudio se encuentra aparentemente exenta de padecer una intoxicacion

aguda por el uso del agua del Lago de Chapala.

Tabla 19.

Valores guia de la OMS para la probabilidad Relativa de Efectos Agudos para la Salud, durante
la exposicion a cianobacterias y MC-LR en aguas destinadas para el consumo humano y
recreacion.

Probabilidad Relativa de Cianobacterias MC-LR Clorofila a
Efectos Agudos a la Salud (células/ml) (ng/L) (ug/L)
Baja <20,000 <10 <10
Moderada 20,000 — 100,000 10-20 10-50
Alta 100,000 - 10,000,000 20 —2,000 50 - 5,000
Muy Alta >10,000,000 >2,000 >5,000

Fuente: Chorus y Bartram, 1999.

No obstante, tal prediccién del riesgo por la OMS (ademas de excluir otras variantes de MCs
como MC-RR), sélo hace referencia a los efectos agudos sobre la salud, sin contemplar los efectos
cronicos de caracter genotoxico, mutagénico y teratogénico, que pueden suscitarse mediante una
exposicion prolongada a bajas concentraciones de la toxina, durante largos periodos de tiempo.

Cabe resaltar, que los niveles cronicos y subcrénicos de MCs en agua de bebida y bafio son
poco contemplados en las normativas, ademas de ser muy escasos los estudios sobre los efectos
genotoxicos; por ello, autores como Vergara, et al., (2013) consideran que la actividad promotora
tumoral de la MCs debe ser de primera preocupacion, ya que representa una problematica compleja

que ha ser incluida en los programas de monitoreo de la calidad del agua.
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A causa del peligro que implica la presencia de MCs en el recurso hidrico, muchos paises e
instituciones han adoptado el limite maximo recomendado por la OMS (Brooks, et al., 2016 y
2017); sin embargo, autores como Wiegand, et al. (2000), Moreno, et al. (2003), Pérez, et al.
(2008), Trevino-Garrison, et al. (2015) y Moy, et al. (2016) consideran que las cianotoxinas son el
riesgo mas importantes asociado al agua y afirman que un valor guia Gnico no es apropiado, debido
a que aun se desconoce mucho de la toxina; por ello proponen un valor de 0.01 pg/L, que
contempla los riesgos por una exposicion crénica. Del mismo modo, investigadores como Braga,
(2018) y Stone, (2018) han optado por sugerir un valor limite de 0.5 pg/L para MC-LR o de 1.0
Mo/L para MCs totales. Por lo que, si se consideran estas propuestas, los resultados obtenidos en
el agua del Lago de Chapala para MC-LR (0.60 pg/L) superan estos limites, alertando de una
posible exposicidn cronica para toda la poblacion usuaria del recurso. Sin embargo, son necesarios
trabajos a largo plazo que lo demuestren.

Por otro lado, estos mismos autores recomiendan que se debe definir una serie de valores guia
asociados con la severidad y problematica elevada de los efectos sobre la salud; puesto que la
solucién de éste requiere acciones integradas en tres aspectos fundamentales: investigacion,
soluciones técnicas y gestion adecuada del recurso hidrico Pérez, et al. (2008). Ademas, ha
contemplarse que el riesgo aumenta cuando la persona expuesta padece lesiones renales (OMS,

1998a y 1998Db), siendo este ultimo el estado actual de la poblacion infantil en el area de estudio.

Dada la problematica que representan las MCs, la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos ha publicado su propuesta de los umbrales de aviso para cianotoxinas en el agua de uso
recreativo (EPA, 2015a; 2015b; 2016); sin embargo, al igual que los limites de la OMS, estos
umbrales previenen solamente del riesgo agudo (tabla 20).

Tabla 20.

Valores limite sugeridos por la EPA para MCs en aguas recreativas.
Grupo vulnerable Concentracion de MCs
Nifios en edad preescolar y de menor edad 0.3 pg/L

(menores de 6afios)
Nifios en edad escolar (més de 6 afios) 1.6 po/L
Fuente: Recuperado y modificado de (EPA, 2016).
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Cabe destacar que en este estudio, la mayoria de los resultados correspondieron a la variante de
MC-LR, lo cual puede deberse a que el género de cianobacteria mas frecuente y abindate en todos
los puntos y muestreos fue Microcystis sp. Este mismo patron se encontr6 en los trabajos de
Kuiper-Goodman, et al. (1999), Amé, et al. (2003), Amé, et al. (2010) y Giannuzzi, et al. (2011a),
quienes reportaron que siempre que en una muestra se observaban las especies M. wesenbergii y
M. aeruginosa, los resultados indicaban altos niveles de MC-LR. Aunado a esto, Howard, et al.
(2017) explica que la presencia de distintas variantes de MCs en una misma masa de agua, puede
deberse principalmente a la composicion de multiples especies de cianobacterias en el fitoplancton.

Por otro lado, en este estudio los muestreos 1 y 5 fueron los que albergaron una mayor cantidad
de puntos con valores positivos para MCs, ademas de ser también las temporadas en las que se
observaron blooms algales muy evidentes; a pesar de esta correlacion, de manera contraria algunos
autores reportan que las concentraciones de MCs en el agua no son directamente proporcionales a
la floracion algal, puesto que es mas probable encontrar altas concentraciones de la toxina en el
agua cuando el evento ha pasado. Igualmente, sefialan que la capacidad de persistencia de las MCs
en el medio, permite su determinacion aln sin la presencia de una floracion notoria de
cianobacterias (Howard, et al., 2017). Asimismo, las temporadas o estaciones del afio en las que
existe una mayor probabilidad de encontrar altas concentraciones de MCs aln no estan bien
establecidas. Algunos investigadores han expresado que esta afinidad esta en funcion de las
latitudes del mundo donde se han realizado los anélisis, involucrando condiciones climaticas y el
aporte de nutrientes que favorecen la produccion de cianobacterias toxicas. Por ejemplo, Lehman,
et al. (2008) y Moisander, et al. (2009), afirman que en sus estudios verano y otofio fueron las
temporadas identificadas como las mas propicias; por otro lado los trabajos de Pérez, et al. (2008)
manifiestan que en primavera y verano se retinen las condiciones favorables para la produccion de
MCs. En México, son limitados los trabajos capaces de definir las temporadas del afio favorables

para la productividad de cianotoxinas.

Otra de las cuestiones importantes a esclarecer, es que la contaminacion por MCs no es aislada,
puesto que trabajos como los de Chen, et al. (1993), Miller, et al. (2010), Preece, et al. (2015),
Gibble, et al. (2016), Tatters, et al. (2017), comprueban que las MCs producidas en cuerpos
lenticos de agua dulce han mostrado causar efectos aguas abajo de su origen biologico,
detectandose concentraciones peligrosas de MCs en aguas receptoras y marinas donde no se han
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reportado florecimientos algales. Estos estudios ponen en evidencia el papel de los rios como
conductores de las MCs y que el transporte aguas abajo de éstas es un problema persistente y
frecuente en las cuencas. Considerando esta informacion, es factible asumir que el riesgo de
intoxicacién crénica por MCs se extiende a otras partes de la Republica Mexicana; y dada la
importancia del Lago de Chapala y su cuenca hidroldgica, se vuelve necesario el desarrollo de
investigaciones en temas de produccion, transporte, persistencia y desinfeccion natural de estas

toxinas en los cuerpos de agua del pais.

7.4 Estimacion del Riesgo Potencial para la Poblacion Expuesta

Autores como Stotts, et al. (1997), Solter, et al. (1998), Chorus y Bartram (1999), Falconer
(1999), Nobre, et al. (1999), Carmichael (2001), Ito, et al. (2000 y 2001) y Soares, et al. (2007),
reportan que el principal riesgo de exposicion a las microcistinas es el dafio que éstas causan al
higado; sin embrago, también sefialan que las MCs son capaces de afectar a otros drganos, tales
como el rifién y los pulmones.

Estudios de caso como los de Giannuzzi, et al., (2011b), demuestran que, a partir de una sola
exposicion accidental por contacto, ingesta e inhalacion de una intensa floracion de cianobacterias,
un joven sano es capaz de presentar dafio renal. Por otro lado, los trabajos en laboratorio de
Milutinovic, et al., (2013) han encontrado que después de tratar a ratas cada 2 dias durante 8 meses
con MC-LR y MC-YR en dosis relativamente bajas (10 mg/kg via IP) y tras una revision
histopatoldgica, se reveld que los rifiones expuestos a MC-LR fueron significativamente méas
afectados que el higado; lo que indica una posible adaptacion del higado a la exposicion crénica
de las MCs; situacion que pudiera presentarse en la zona de estudio.

Sin embargo, a pesar de las investigaciones que demuestran el dafio renal que causan las MCs,
aun son necesarios estudios que demuestren que éstas, son una de las causas que provocan la
insuficiencia renal en el poblado de Agua Caliente, dada la previa disposicion de la poblacion y el
grado de vulnerabilidad que la OMS (1999) atribuye a los pacientes con este padecimiento.
Ademas, se debe de considerar que el dafio renal y hepatico no es unicausal y que en la zona de
estudio se presentan diferentes mecanismo de exposicion que pueden enmascarar, sinergizar o
potenciar los efectos toxicos por MCs, ya sean por los usos que los pobladores hacen del agua del
lago, tales como domestico, recreacional y agricola (ANEXO I1), asi como factores determinantes

tales como desnutricion, exposicion a plaguicidas y alcoholismo.
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7.4.1 Factor de riesgo presente por actividad agricola

Autores como Chorus y Bartram, (1999) y Backer, et al., (2008) mencionan que debido a las
condiciones de viento y oleaje que empujan el agua hacia tierra, se propicia una acumulacién de
floraciones algales en o cerca de la orilla de lagos y bahias. Este fendmeno de acumulacion de
floraciones algales nocivas, se correlaciona con los tres niveles de riesgo por exposicion sugeridos
por Ruiz, et al., (2010), donde el nivel de riesgo moderado: tiene lugar cuando la acumulacion de
celulas del fitoplancton, es en los primeros 4 metros de profundidad en el cuerpo de agua; el nivel
de riesgo alto: es cuando la acumulacién del fitoplancton ocurre en la superficie del cuerpo de
agua, formando una pelicula de 4 cm de profundidad; y el nivel de riesgo muy alto: ocurre cuando
la acumulacién del fitoplancton, forma en el agua una pelicula menor a 4 cm de profundidad y
ésta, es cargada hacia una orilla por accién del viento, permitiendo que las células se fijen a las
rocas, liberando las toxinas por accion de la desecacion y aumentando su concentracion en el
cuerpo hidrico.

Tal situacién de oleaje y acumulacion del fitoplancton pudo ser observado en la ribera del lago
en las inmisiones de Agua Caliente, representando para la poblacion un nivel de riesgo muy alto
de exposicion a las cianotoxinas. Por otro lado, cabe sefialar que una de las actividades econémicas
de la comunidad es el cultivo y venta de Chayotes (Sechium edule), los cuales son regados con
agua de la orilla del mismo.

A pesar de que en varios paises se han llevado a cabo estudios sobre los riesgos sanitarios
derivados del uso de aguas contaminadas con cianotoxinas, los analisis del agua destinada al riego,
aun no han sido considerados dentro de ningun programa de control oficial de la calidad (Sagrane
y Oudra, 2009); evitando que la contaminacion de las plantas comestibles con MCs sea
considerada como un riesgo para la salud humana (Codd, 2000). En consecuencia, estudios han
sido destinados a demostrar que el riego agricola con agua que contiene MCs, puede ser una
amenaza para la calidad y rendimiento de las plantas; ademas, puesto que se ha confirmado la
capacidad de bioacumulacion de las cianotoxinas en los tejidos vegetales, autores como Peuthert,
et al. (2007); Crush, et al. (2008) y Saqgrane, et al. (2009) sugieren que las plantas constituyen una
via para la introduccion de las MCs a la cadena alimentaria humana, representando un problema
de salud publica.

Asimismo, Kurki-Helasmo y Meriluoto (1998), Codd, et al. (1999), McElhiney, et al. (2001),
Gehringer, et al. (2003), Chen, et al. (2004) y Pflugmacher, et al. (2006) han expuesto que las
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plantas terrestres son capaces de acumular MCs en concentraciones suficientes como para inducir
cambios morfologicos y fisioldgicos en las plantas; y manifiestan que la captacion de las toxinas
liberadas en el agua podria ocurrir a través del riego cuando se usa agua superficial que contiene
cianobacterias, principalmente del género Microcystis sp.; ademéas, mencionan que se vuelve
dificil la eliminaciédn de las células de cianobacterias mediante el lavado con agua de los alimentos,
provocando que las toxinas dentro de las células también sean ingeridas. Por otro lado, Chen, et
al. (2004) y Jarvenpé4, et al. (2007) afirman que diferentes especies de plantas, acumulan las MCs
en cantidades y velocidades distintas; lo que permite cuestionar sobre la cantidad de MCs
albergada en los cultivos que la comunidad de Agua Caliente produce para venta y consumo,

siendo necesarias investigaciones al respecto.

7.4.2 Factor de riesgo presente por actividad pecuaria

La capacidad de las MCs para moverse en la cadena alimenticia también genera un riesgo
sanitario para los animales, tanto de compafiia como de vida silvestre y produccion, causando
problemas para la pesca, acuicultura y ganaderia, provocando enfermedad, mortandad y pérdidas
econdmicas; ademés de implicar, que la comida destinada al consumo humano pueda llegar a
albergar concentraciones de MCs capaces de superar los limites tolerables recomendados
(Bouaicha y Maatouk, 2004; Backer, et al. 2009; Sagrane y Oudra, 2009; Wood, et al. 2010; Jia,
et al. 2016 y Howard, et al. 2017).

En el poblado de Agua Caliente es comUn observar la cria de cerdos y gallinas, los cuales se
encuentran libres cerca de los cultivos de chayote y de la ribera del lago; estando en contacto
frecuente con las cianobacterias y cianotoxinas, ya que el lago se identifica como su principal
fuente de agua. De igual manera, la fauna acuética resulta directamente afectada por las MCs,
provocando muertes masivas principalmente de peces; tal como se ha reportado en distintas partes
del mundo como Inglaterra, Brasil y Sudafrica (Fitzgeorge, et al. 1994; Ward, et al. 1997; Harding
y Paxton, 2001; Metcalf, et al. 2001; Azevedo, et al. 2002 y Elbert, et al. 2012). Asimismo, trabajos
como los de Wiegand y Pflugmacher (2005), Stewart, et al. (2006b), Nasri, et al. (2008), Ferréo-
Filho y Kozlowsky-Suzuki (2011) y Sotton, et al. (2014), confirman que las MCs son capaces de
acumularse en invertebrados y vertebrados acuaticos, ocasionando que el consumo de éstos tenga

consecuencias importantes sobre la salud humana.
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Cabe resaltar que la actividad pesquera de la comunidad, expone a los individuos que la
practican a concentraciones cronicas de MCs por via dérmica y respiratoria, como lo comprueban
Ottem, et al. (2012) y Chen, et al. (2009), quienes reportan el hallazgo de MCs en el suero de la
sangre de pescadores en China, ademas de dafio hepético y renal tras una constante exposicion a
agua y a productos acuaticos contaminados. Por ello, desde el punto de vista de salud, Sagrane, et
al. (2009) y Sagrane y Oudra, (2009) recomiendan que se debe prestar especial interés a temas
como la acumulacién de MCs en plantas y animales, asi como llevar un seguimiento de la calidad

del agua potable y de riego.

7.4.3 Factor de riesgo presente por actividades recreativas

Diversos estudios sugieren que, las principales vias de exposicion a las MCs ocurren mediante
la ingesta de agua con floraciones, el contacto a través del bafio o por consumo de alimentos
contaminados (Howard, et al., 2017 y Turner, et al., 2018), siendo el uso recreacional de las aguas
la ruta de exposicién méas importante y de principal preocupacion para la salud pablica, dado que
el ingreso de las toxinas puede llevarse a cabo por via digestiva, pulmonar y dérmica (Almanza, et
al., 2016).

Con base en lo anterior, investigadores como Giannuzzi, et al., (2011b) han descrito las
enfermedades asociadas a la exposicién aguda por recreo, concluyendo que los sintomas mas
frecuentemente reportados son fiebre y enfermedades gastrointestinales, seguidos por dolores de
cabeza, dolores musculares y neumonia. Estos mismos sintomas se han informado en EE.UU.,
Zimbabwe, Brasil, Australia, Canada y Suiza, donde predominaron especies de Microcystis sp., y
Anabaena sp., en los eventos de floraciones algales (Kuiper-Goodman, et al., 1999). Sin embargo,
aun se desconoce con precision la sintomatologia que un paciente expuesto pueda presentar, ya
que depende de muchos factores, tales como las condiciones de salud previas, asi como la
intensidad y composicion de las floraciones (Chorus y Bartram, 1999). Lo que pone en evidencia
la necesidad de contar con estudios que demuestren si los pobladores de Agua Caliente, han
presentado alguna sintomatologia atribuible a la intoxicacién por MCs tras el uso recreacional de
las aguas.

Por otro lado, si se consideran los resultados obtenidos en las muestras positivas no
cuantificables (tabla 21), es factible asumir un riesgo latente por intoxicacion en el area de estudio,

principalmente atribuido a las actividadesrecreativas. Tal afirmacién se sustenta con las
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concentraciones obtenidas para el sitio de muestreo nimero 2 el cual presento valores de MC-LR
de 0.007,0.019 y 0.23 ug/L en tres de los cinco muestreos. Asimismo, cabe destacar que este lugar
es de uso prefencial para el bafio y recreacion dada la presencia de aguas termales; aunado a esto,
la temperatura del agua permite un incremento en la accion metabdlica del fitoplancton, lo que
favorece la reproduccion y dominancia de cianoficeas, asi como la ruptura celular y liberacion de

toxinas.

Tabla 21.
Resultados cuantitativos de MCs en pg/L de las muestras positivas no cuantificables de acuerdo
a la seguridad del metodo utilizado.

Puntos y nUmero de muestreo
mlp2 mlpd mlp5 m2p2 m2p3 m3.pl mbpd msS.p2
MC-LR 0.23 ND ND 0.007 0.008 0.012 0.02 0.019

MC-YR ND 0.027 0.03 ND ND ND ND ND

Donde m = nimero de muestreo, p = punto donde se tom6 la muestra, ND = no detectado.
Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, debido a que numeroros casos fatales por cianotoxinas han sido atribuidos a la
exposicion de niveles peligrosos de éstas en el agua (Almanza, et al., 2016) se han realizado
muchos estudiados en modelos de laboratorio sobre los dafios hepético y renal que producen;
logrando evidenciar el peligro por la ingesta repetida de MCs, durante el uso recreacional de agua
con altas densidades de cianobacterias. De igual manera, estos trabajos han demostrado que cuando
los niveles de las toxinas son bajos, el dafio hepéatico es subagudo y probablemente pase
desapercibido, ya que los signos recién se hacen evidentes cuando el cuadro es severo; lo que
podria justificar las escasas evidencias de dafio hepatico cuando la exposicion es crénica, sin
embargo, cuando la poblacion no esta informada, el riesgo por un dafio acumulativo de MCs
aumenta (Andrinolo, et al., 2008 y Lance, et al., 2010)

Con base en la literatura consultada, en la comunidad de Agua Caliente se reconoce a las
actividades recreativas como el principal factor de riesgo de intoxicacion por MCs, dado que la
poblacién infantil es la primera en realizar esta actividad con poco o nulo criterio de seleccion del
agua; aunado a esto, la acumulacion de florecimientos algales nocivos en la orilla del lago aumenta
el peligro por exposicion a las toxinas, lo que facilita el ingreso de éstas al organismo por via oral,

dérmica y respiratoria. A estas condiciones, se unen la problematica de insuficiencia renal infantil
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y el desconocimiento de la toxicidad de las MCs; donde el primero de ellos, denota la importancia
del estudio, puesto que los elevados indices de este padecimiento los predispone como un grupo
altamente vulnerable a la toxina y convierte al poblado en una zona critica para el estudio de la
problemaética y por consecuente su remediacion. De igual manera, el desconocimiento de las MCs
ha impedido que éstas sean tomadas en cuenta al momento de elucidar posibles causas y factores
de riesgo del padecimiento renal en la comunidad, por lo que se debe reconocer a los contaminantes
emergentes en nuestro pais, como factores a considerar en las posibles causas de dafio hepatico y

renal.

8. CONCLUSIONES

A continuacion, para acotar con los objetivos planteados se presentan los siguientes resultados

y conclusiones:

El 70% de los parametros fisicoquimicos analizados estuvieron por debajo de los limites
maximos permisibles que sefiala la modificacion a la NOM-127-SSA1-1994, con excepcion de los
resultados para color, turbiedad y pH; de igual manera, el 72 % de los parametros fisicoquimicos
normados cumplieron con los limites maximos permisibles de los Criterios Ecoldgicos de Calidad
del Agua CE-CCA-001/89, con excepcion de color, nitritos y pH. Cabe mencionar que las
concentraciones elevadas obtenidas para algunos parametros como pH, concuerdan con la

naturaleza volcéanica del Lago de Chapala.

La composicion del fitoplancton del lago en las inmediaciones de Agua Caliente, exhibe una
dominancia de cianobacterias con potencial tdxico, poniendo en evidencia las condiciones de
eutrofia del agua. Asimismo, los géneros observados con mayor frecuencia fueron Microcystis sp.,
con una presencia del 100% seguido por Aphanizomenon sp. (92%) y Pseudanabaena sp. (84%),
todos reconocidos por su capacidad productora de MCs, lo que permite asumir que tras la
formacion y senescencia de un bloom dominado por estos organismos, las concentraciones de MCs

en el agua iran en aumento.

De las tres variantes de MCs analizadas (LR, YR y RR), Unicamente se reportaron valores
positivos para MC-LR y MC-RR, que oscilaron en concentraciones entre 0.60 y 0.013 pg/L. Los
resultados obtenidos se sittan por debajo del limite provisional de 1.0 pg/L sugerido por la OMS,
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no obstante, estas concentraciones alertan de una posible exposicion cronica a las toxinas por parte
de la poblacion en el area de estudio. Asimismo, en la comunidad de Agua Caliente se reconoce
que el dafio renal y hepético no son unicausales y que en la zona de estudio se presentan diferentes
mecanismos de exposicion que pueden enmascarar, sinergizar o potenciar los efectos toxicos por
MCs, ya sean por los usos que los pobladores hacen del agua del lago, tales como domestico,
recreacional, agricola y pecuario, asi como factores determinantes tales como desnutricion,
exposicion a plaguicidas y alcoholismo. Sin embargo, con base en los resultados, se asume que la
presencia de MCs en el Lago de Chapala puede ser un factor causal asociado con el dafio renal
presente en Agua Caliente, dado que las concentraciones encontradas de 0.6 a 0.013 pg/L de MC-
LR y MC-RR exceden el limite de 0.01 pg/L sugerido por autores como Wiegand, et al. (2000),
Moreno, et al. (2003), Pérez, et al. (2008), Trevino-Garrison, et al. (2015) y Moy, et al. (2016), lo
que expone a la poblacion a padecer dafio genotoxico, mutagénico y teratogénico.

9. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES A FUTURO

Dado el corto periodo de tiempo de los muestreos es dificil establecer una relacion concreta
entre los pardmetros fisicoquimicos del agua, condiciones ambientales, los florecimientos algales
nocivos Yy la produccién de MCs, por lo que se sugiere para futuros estudios extender el periodo
de muestreo, de igual manera, son necesarios trabajos capaces de elucidar si lacomunidad de Agua
Caliente se ha visto afectada de manera cronica y aguada por las MCs, asi como establecer la
existencia de una correlacion directa entre las concentraciones de la toxina y el dafio renal en los

pobladores de la localidad.

Asimismo, los resultados obtenidos hacen evidente la necesidad de informar al publico usuario
del cuerpo de agua sobre los posibles riesgos a la salud, por lo que se recomienda que la poblacion
adopte medidas provisionales para la desinfeccion del agua, tales como la filtracion de la misma,
con la finalidad de retirar la mayor cantidad de cianobacterias toxicas y minimizar asi el riesgo de

intoxicacion por MCs.

Por otro lado, dada la importancia del Lago de Chapala y la cuenca hidrica a la que pertenece,
se propone que el abordaje de la problematica de contaminacién por MCs y el riesgo que
representan sea de prioridad nacional; para ello, se sugiere la implementacion de programas de

vigilancia y monitoreo en el lago, que contemplen metodologias capaces de capturar la variabilidad
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espacio-temporal de la toxina, mediante el uso de técnicas estandarizadas y equipos aptos para la
cuantificacion de distintos congéneres de la misma, tales como la Cromatografia de Liquidos
Acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS/MS) empleada en este trabajo. Cabe
mencionar que esto, supone de una inversion significativa de 2 a 3 millones de pesos que involucra
la adquisicion de infraestructura, equipos especializados y personal altamente capacitado, de lo
contrario se debera recurrir a la contratacion del servicio con un costo unitario aproximado de $

1,600.00 en laboratorios acreditados.

Finalmente, se destaca que la informacion generada en este proyecto de investigacion aporta
conocimientos relevantes para la comprension de un ecosistema altamente contaminado, con
implicaciones por definir a futuro en los usos del agua y en la salud de la poblacion. Por ello, se
recomienda a todas las universidades del pais la aplicacion de los métodos y medidas necesarias
para la deteccion de MCs, dada su inclusion en las futuras actualizaciones de las Normas Oficiales

Mexicanas.
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11. ANEXO I

REGISTRO DE MUESTREO DE CAMPO

Nombre del Proyecto:

Sitio de Muestreo

Coordenadas N: W Altitud:
Fecha: Hora Inicio: Hora Final:
Muestreadores:

DATOS METEOROLOGICOS PARAMETROS DE CAMPO
Temperatura Ambiente °C Temperatura °C
Viento Km/h pH (Tira reactiva) pH
Nubosidad % Oxigeno Disuelto mg/L
Presion atmosférica mb Conductividad pS/em
Punto de evaporacion (WB) °C Potencial Redox mV

Salimidad %
Punto de rocio (DP) °C Solidos Disueltos Totales (SDT) mg/L
Olor
Humedad relativa % Materia flotante
Transparencia (Disco Secchi) cm
MUESTRAS COLECTADAS
Microcistinas Fisicoquimicos Microbiolégico de agua
Fitoplancton Fisicoquimicos de Microbioldgico de aire
reserva
Macroinvertebrados Metales pesados Plaguicidas
Sedimentos

CARACTERIZACION VISUAL

OBSERVACIONES
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12. ANEXO I

lHustracién 1. Punto 1 llamado “Las Rocas” ubicado a las llustracién 2. Punto 2 llamado “Agua Caliente” debido a
afueras del pueblo y de dificil acceso por via terrestre. las aguas termales del lugar. Es la zona preferencial de
Presentaba floraciones algales y el principal uso del agua bafio y de uso recreacional, el agua se emplea para lavar
era agricola; debido a su profundidad no tenia uso laropay la agricultura. Los pobladores indican que antes
recreacional. era su fuente de abastecimiento de agua potable.

llustracion 3. Punto de muestreo 3 llamado “Camino al lustracion 4. Punto 4 llamado “Zona de Pesca”, ubicado
Templo”, ubicado al costado del templo entre dos en el extremo Este del pueblo y donde preferentemente se
chayoteras, muy proximo a la zona habitacional. extrae pescado. El agua presenta pocas floraciones
El agua se extrae con fines agricolas, ganaderos e higiene algales y su uso principal es agricola; ademas se observé
doméstica. Es una zona de bafio y recreacion. Cabe la presencia de ganado porcino y gallinas.

sefialar que en la zona hay quema de basura.
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Hustracion 5. Punto de muestreo 5 llamado “Los Sauces” ||ystracién 6. Esta fotografia muestra una floracion de
ubicado a las afueras del pueblo. Es el punto con mayor cjanobacterias observada en el punto 1 de muestreo.
presencia de floraciones algales y materia organica

flotante. La extraccién del agua para uso agricola es

limitada.

lNustracion 7. Bombas utilizadas para la extraccion de !lustracion 8. Pescadores trabajando en las cercanias del
agua del lago con el fin de emplearse en la agricultura, Punto 4 de muestreo.
principalmente de Chayotes.
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lHustracién 9. Esta ilustracion muestra dos de los usos del
agua del Lago de Chapala por la comunidad de Agua
Calientes, las cuales son lavar ropa y el cultivo de
chayotes.

lHustracidn 10. Esta fotografia tomada en el camino que
lleva al punto tres, muestra la interaccion cotidiana que
tienen los menores de edad con la orilla del lago donde
suele efectuarse la quema de basura.

lustracion 11. Medicion del potencial de hidrogeno (pH) lustracién 12. Medicidn in situ de la temperatura (°C) y

in situ mediante el uso de tiras reactivas marca Cientifica la concentracion de oxigeno disuelto (OD mg/L)

Vela Quin (CIVEQ®). mediante el uso de un oximetro HORIBA® modelo HB-
OM-51-2.
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lHustracién 13. Medicidn de pardmetros atmosféricos in llustracién 14. Medicidn de la transparencia de la orilla
situ mediante el uso de una estacién meteoroldgica del lago mediante el uso de un Disco Secchi y una soga
portétil marca Kestrel K-4500® marcada cada 10 cm.

llustracion 15. Toma de muestra destinada al analisis de [lustracién 16. Toma de muestra destinada al analisis de
Microcistinas del punto 3. Microcistinas del punto 4.
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lustracion 17. Toma de muestra destinada al andlisis de llustracién 18. Toma de muestra destinada al analisis de

parametros Fisicoquimico del punto 3. pardmetros Fisicoquimico del punto 4. Cabe sefialar que
se observa una ligera floracion algal en la parte inferior
izquierda de la fotografia.

lHlustracion 19. Toma de muestra destinada a la llustracion 20. Muestra para la Determinacion del
determinacion del Fitoplancton en el punto de muestreo Fitoplancton del punto 1, donde se observa la
3, mediante la filtracién de un volumen de 100 L por una concentracion del fitoplancton en la malla después del
malla de 45 pm. filtrado.
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(EXTINTOR)

llustracion 22. Determinacion de Alcalinidad Total,
lustracion 21. Analisis Fisicoguimico de las muestras Alcalinidad de Fenolftaleina, Dureza Total, Dureza
colectadas en el Laboratorio de Salud Ambiental del Célcica y Cloruros por métodos volumétricos. En esta
Departamento de Ciencias Ambientales del Centro ilustracion se observan los colores que las muestran
Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias tomaron tras la determinacion de los parametros ya
(CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, a cargo del mencionados.

Dr. Javier Garcia Velasco.

| llustracion 24. Observacion al microscopio y toma de
“~ fotografias del fitoplancton colectado para su posterior
POT identificacion taxonémica.

lHustracidn 23. Andlisis de variables fisicoquimicas,
métodos volumétricos (Determinacién de durezas).
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llustracion 25. Acondicionamiento de los cartuchos

cartucho Oasis HLB para la extraccién en fase solida y llustracion 26. Filtracion de las muestras colectadas en
determinacion de microcistinas en el Laboratorio de los cartuchos Oasis HLB previamente acondicionados.

Salud Publica de Navarra, Espafia.

lHustracidn 28. Cromatdgrafo ACQUITY UPLC H-

llustracién 27. Inyector de Nitrégeno marca Class PLUS con bomba cuaternaria, acoplado a un
TurboVap® LV para llevar a sequedad las muestras a detectT%Ir de masas de triple cuadrupolo (MS/MS)
40°C. Xevo™ TQD, marca WATERS®.
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13. ANEXO 111
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Gréfico 1. Promedio de Nitritos por muestreo, donde se  Grafico 2. Valores promedio de Nitritos por punto,
observa una linea de tendencia descendente y la donde se observa una linea de tendencia descendente y
desviacién estdndar aumentada en el muestreo 4.

desviacion estandar aumentada en el punto 3.
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Gréfico 3. Valores promedio de Nitratos por namero de  Grafico 4. Valores promedio de Nitratos por punto de
muestreo, donde se observa una linea de tendencia muestreo, donde se observa una linea de tendencia

ascendente y desviacion estandar ajustada.

descendente y desviacion estandar ajustada.
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Gréfico 5. Valores promedio de Sulfatos por nimero de  Grafico 6. Valores promedio de Sulfatos por punto,
muestreo, donde se observa una linea de tendencia donde se observa una linea de tendencia ascendente y su

descendente y su desviacion estandar correspondiente.

desviacion estandar correspondiente.
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Gréfico 7. Valores promedio de Color por nimero de Grafico 8. Valores promedio de Color por punto de
muestreo, donde se observa una linea de tendencia muestreo, donde se observa una linea de tendencia

descendente y su desviacion estandar correspondiente.

ascendente y su desviacion estandar correspondiente.

mg/L FI-

Muestreos

2.0
1.0
0.0

-1.0

mg/L FI-

-2.0
-3.0
-4.0

Puntos

Gréfico 9. Valores promedio de Fluoruros por nimero  Grafico 10. Valores promedio de Fluoruros por punto de
de muestreo, donde no se observa una tendencia de muestreo con desviacion estadar, donde se observa una

cambio y una desviacién estandar ajustada.
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Gréfico 11. Valores promedio de Turbiedad por nimero  Grafico 12. Valores promedio de Turbiedad por punto,
de muestreo, donde se observa una linea de tendencia que muestra una linea de tendencia ascendente y una

descendente y su desviacion estandar correspondiente.

mayor desviacion en el punto 5.
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Graéfico 13. Valores promedio de pH con electrodo por
muestreo, que muestran una tendencia descendente y la
desviacion estandar ajustada.

Gréfico 14. Valores promedio de pH con electrodo por
punto, donde se observa una linea de tendencia
ligeramente ascendente y su desviacién estandar.
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Gréfico 15. Valores promedio de Conductividad por
muestreo, donde se destaca una tendencia ascendente y
un desajuste en el muestreo 3.

Gréfico 16. Valores promedio de Conductividad de cada
sitio de muestreo, donde se observa una ligera tendencia
descendente.
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Gréafico 17. Valores promedio de Solidos Disueltos
Totales, donde se destaca una tendencia a aumentar y
una variacion en el muestreo 3.

Grafico 18. Valores promedio de Solidos Disueltos
Totales, donde no se observa una tendencia de cambio
entre puntos de muestreo.
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Gréfico 19. Valores promedio de Alcalinidad Total,

Gréfico 20. Valores promedio de Alcalinidad Total por

manifestando una linea de tendencia ascendente y sitio, donde se destaca una variacion en el punto 2 y una

desviacién estandar ajustada en el muestreo 3.

linea de tendencia ascendente.
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Gréfico 21. Valores promedio de Alcalinidad de
Fenolftaleina, donde se destaca una variacién en el
muestreo 2 y una linea de tendencia descendente.
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Gréfico 23. Valores promedio de Dureza Total, que
muestran una desviacion estandar incrementada en el
muestreo 4 y una tendencia a aumentar.

Grafico 22. Valores promedio de Alcalinidad de
Fenolftaleina por punto, con una linea de tendencia
ascendente.
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Grafico 24. Valores promedio de Dureza Total, donde
se observa una linea de tendencia ascendente y su
desviacion estadar correspondiente.
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Gréfico 25. Valores promedio de Dureza Calcica por
muestreo, donde se destaca una ligera tendencia
ascendente y variacion en el muestreo 2.

Gréfico 26. Valores promedio de Dureza Calcica, sin
tendencia de cambio entre puntos de muestreo y su
desviacion estandar correspondiente.
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Gréfico 27. Valores promedio de Dureza de Magnesio,
donde se destaca una variacion en el muestreo 2 y una
linea de tendencia ascendente.

Grafico 28. Valores promedio de Dureza de Magnesio,
con una linea de tendencia ascendente y su desviacién
estandar correspondiente.
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Gréfico 29. Valores promedio de Cloruros, donde se
observa una mayor desviacion estandar en el muestreo 1
y una linea de tendencia ascendente.

Grafico 30. Valores promedio de Cloruro, con una
desvicion incrementada en el punto 1 y una linea de
tendencia ascendente.
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Gréfico 31. Valores promedio de Oxigeno Disuelto, con Grafico 32. Valores promedio de Oxigeno Disuelto,
una linea de tendencia descendente y desviacion donde se destaca una linea de tendencia descendente y

estandar ajustada en el muestreo 3. una mayor desviacion estandar en el punto 3.
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Graéfico 33. Valores promedio de Transparencia, con Gréfico 34. Valores promedio de Transparencia, con
una linea de tendencia ascendente y desviacion estandar una linea de tendencia descendente y su desviacion

ajustada en el muestreo 2. estandar correspondiente.
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Gréfico 35. Valores promedio de Temperatura in situ, Gréfico 36. Valores promedio de Temperatura in situ,
con una linea de tendencia ascendente y desviacion con una ligera tendencia a aumentar y su desviacion
estandar ligeramente ajustada. estandar correspondiente.
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14. ANEXO IV

Esta lamina muestra 6 fotografias (Al — A6) con distintos aumentos del género de
cianobacterias Microcystis sp. Asimismo en las fotografias A5 y A6 se indica con la letra
P la presencia de cianobacterias del género Pseudanabaena sp., las cuales suelen habitar
en el mucilago de Microcystis sp.
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En las fotografias B1 — B4 se observa nuevamente al género Microcystis sp.
con cercana interaccion con Pseudanabaena sp. indicada con la letra P en las imagenes
Bl y B2; y con la Chlorophyta Chlorella sp. de color verde mas claro sefialada con las
letras CH (B3 'y B4).

En las siguientes imagenes (B5 y B6) se observa al género de cianobacterias
Aphanizomenon sp., del que se pueden apreciar estructuras como los heterocisto
sefialados con la letra H y la célula terminal con la letra C.
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En las imagenes C1 y C2 nuevamente se aprecia a colonias del género Aphanizomenon
sp., CON un menor aumento en microscopio.

En las figuras C3 y C4 se muestran a cianobacterias del género .Anabaena sp., y se indica
con la letra H la ubicacién del heterocis.

En las fotografias C5 y C6 se aprecian dos especies del género Pediastrum sp.
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En las fotografias D1 — D4 se muestran cuatro fotografias en distintas posiciones de
organismos pertenecientes al género Staurastrum sp.
Y en las im&genes D5 y D6 se aprecia a representantes del género Closterium sp.
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En las ilustraciones E1 — E4 se muestran representantes del género Botryococcus sp.,
en los cuales se observan los colores marron claro y verde de este grupo.
En las fotografias E5 y E6 aparece el género Woronichinia sp.
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En las imagenes F1 y F2 se presenta a organismos del genero Coelosphaerium sp., En
las forografias F3 y F4 a organismos del género Tabellaria sp., y en F5 y F6 al género
Oocystis sp.
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En la figura G1 se aprecia a un representante deel género Ceratium sp.,y en la forografia
G2 al género Gloeocystis sp. observado dentro de una burbuja de aire.

En la imagen G3 se muestra al género Cladophora sp., asociado con el género
Rhoicosphenia sp., indicado con las letras RH.

Finalmente en la fotografia G4 se presenta al género Terpsinoe sp.
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