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RESUMEN 

La eutroficación del agua permite la proliferación de cianobacterias que producen 

metabolitos secundarios, como las microcistinas (MC) hepatotóxicas. EL objetivo principal 

del presente estudio es determinar las concentraciones de MC y detectar el gen mcyA en 

aguas subterráneas de cenotes ubicados en áreas agrícolas, urbanas y recreativas en el 

acuífero kárstico en la península de Yucatán, México. Se colectaron muestras de agua (100 

L) de 14 cenotes y se filtraron a través de una red con tamaño de poro de 22 µm. La calidad 

del agua se determinó mediante la medición de variables fisicoquímicas e hidroquímicas, 

además de la clorofila-a y nutrientes (nitrógeno y fósforo). Las concentraciones totales de 

MC se cuantificaron usando una prueba de ELISA basada en anticuerpos. El ADN total se 

aisló de los filtros y se utilizó para la amplificación por PCR de un fragmento (~300 pares 

de bases) del gen mcyA. Los amplicones se clonaron y secuenciaron para identificar las 

cianobacterias productoras de toxinas presentes en las aguas subterráneas. Los resultados 

mostraron diferentes estados tróficos en el agua subterráneas en los cenotes de la muestra 

de acuerdo con el índice de estado trófico de Carlson. Las concentraciones de nitrógeno 

inorgánico disuelto (DIN por sus siglas en inglés) se detectaron en un rango de 0.077 a 

18.305 mg DIN/L, mientras que las concentraciones de fósfato se detectaron en un rango 

de 0.025 a 2.5 mg P-PO4
3–/L. Todos los sitios muestreados presentaron concentraciones 

detectables de MC, dentro de un rango de >0.14 µg/L a >5.0 µg/L y en el 21% (3/14) de los 

sitios estudiados, las concentraciones de MC excedieron el límite establecido en los 

estándares de calidad del agua para consumo (1 µg/L). El fragmento del gen mcyA se 

detectó en el 28 % (4/14) de los sitios, de las 23 secuencias, obtenidas el 87 % (20/23) 

compartieron >95 % de identidad de nucleótidos con el género Microcystis y el 13% (3/23) 

de las secuencias compartieron >87 % de identidad de nucleótidos con secuencias de 

cianobacterias no cultivadas. De todas las variables evaluadas, sólo el pH y las 

concentraciones de MC mostraron una correlación no lineal (p<0,05). 

   

 

 



 

 

ABSTRACT  

The eutrophication of freshwater bodies allows the proliferation of cyanobacteria that can 

produce secondary metabolites such as hepatotoxic microcystins (MC). The main aim of 

this study was to determine the microcystin concentrations and to detect the mcyA gene in 

groundwater from sinkholes located in agricultural, urban, and recreational areas in a karst 

aquifer in the Yucatan peninsula, Mexico. Water samples (100 L) were collected from 14 

sinkholes and filtered through a 22 µm pore size. Water quality was determined by 

measuring physicochemical and hydrochemical variables together with chlorophyll-a, and 

nutrients (nitrogen and phosporus). Total, microcystin concentrations were quantified using 

antibody-based ELISA test. Total DNA was isolated from filters and used for PCR 

amplification of a fragment (~300 base pair), of the mcyA gene. Amplicons were cloned and 

sequenced to identify toxin producing cyanobacteria present in groundwater. Results 

showed that groundwater had different trophic status based on Carlson's index. Dissolved 

inorganic nitrogen (DIN: NH4
+ + NO3

– +NO2
–) and phosphates (P-PO4

3–) concentrations were 

within a range of 0.077-18.305 mg DIN /L and from 0.025 -2.5 - mg P-PO4
3–) /L, respectively. 

All sampled sites presented detectable microcystin concentrations, within a range of <0.14 

µg/L to >5.0 µg/L, and 21% (3/14) of the sites exceeded the microcystin concentration limit 

established in water quality standards for water consumption (1 µg/L). The mcyA gene 

fragment was detected in 28% (4/14) of the sites, from the 23 sequences obtained, 87% 

(20/23) shared >95% nucleotide identity with the genus Microcystis and 13% (3/23) of 

sequences shared >87% nucleotide identity with uncultured cyanobacteria. From all the 

variables evaluated, only alkaline pH and microcystin concentrations showed a non-linear 

correlation (p<0.05). 
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INTRODUCCIÓN  

Las cianobacterias son los organismos fotosintetizadores más antiguos y principales productores 

primarios (Gaysina, 2019).  Son una fuente de metabolitos secundarios, entre los cuales 

destacan por sus propiedades tóxicas, inhibidoras de enzimas animales las MC (heptapéptidos 

no ribosómicos), las cilindroespermopsinas (derivado del uracilo con guanidina), así como las 

anatoxinas y las saxitoxinas (alcaloides), entre otras hepatotóxicas y/o neurotóxicas (Boyer, 

2008; Falconer & Humpage 2006; Namikoshi & Rinehart, 1996; Sivonen, 1996; Oswald, 1988).  

Desde la primera detección y descripción de las cianobacterias en el año 1878 por George 

Francis, se han reportado en todo el mundo crecimientos excepcionales de poblaciones de 

cianobacterias llamadas Floraciones Algares Nocivas (FAN). En algunos lugares se han 

reportado intoxicaciones o muertes por contacto o consumo accidental de estas sustancias 

bioactivas, debido a que las personas entran en contacto con las FAN tóxicas mediante 

actividades recreativas o por consumo del agua contaminada (Mohamed et al., 2022; Berry & 

Lind, 2010; Vasconcelos et al., 2010; Codd, 1994). 

En la península de Yucatán (PY) los cenotes son ambientes de agua dulce donde las especies 

de cianobacterias proliferan. En la zona se han reportado estudios de cianobacterias 

describiendo su morfología y/o secuenciando fragmentos de las unidades 16S y 23S del ARN 

ribosomal, con los que se han descrito géneros y especies de cianobacterias conocidas por 

contener cepas posibles productoras de microcistinas (MC), pero no se ha analizado la presencia 

de la tóxina asociada a estas cepas (Carrillo, 2019; Ravell et al., 2019, Valadez, 2013). En el 

2021 se reportó por primera vez la presencia de MC en cenotes de la PY, con concentraciones 

menores a 0.18 µg/L (Cagle et al., 2021).   

La porosidad y la delgada capa de suelo del acuífero kárstico de la PY crea un ambiente 

vulnerable a la entrada de contaminantes al agua subterranea, la cual es el único recurso hídrico 

de la región (Marín & Perry, 1994). Además de los materiales naturales que entran solubilizados 

por la lluvia, diferentes contaminantes antropogénicos ingresan al acuífero, producto del cambio 

del uso de suelo con las actividades agropecuarias, la urbanas y la turísticas, preponderantes en 

la región (INEGI, 2018; Kruk et al, 2015; Gasca et al., 2011; Metcalfe et al., 2011; Herrera & 

Castillo, 2006). Los contaminantes orgánicos introducidos son transformados por la acción 

microbiana en especies químicas de nitrógeno N y fósforo P (N-NO2
-, N-NO3

-, N-NH4
+, P-PO4

3-) 
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disponibles para la comunidad acuática, lo cual altera el equilibrio energético y la estructura de 

las poblaciones (Pacheco et al., 2012; Park y Marshall, 2000; Rojo et al., 2000). Uno de los grupos 

más sensibles al incremento de nutrientes (eutroficación) son las especies fotosintetizadoras, 

especialmente las cianobacterias, cuyas poblaciones florecen incrementando por diferentes 

mecanismos, la liberación de los metabolitos secundarios que afectan significativamente la 

calidad del agua (Voloshynovych et al., 2019; Wang et al., 2019; Chatziefthimiou et al, 2016; 

Metcalf et al., 2012; Ahn et al., 2011; Rawat et al., 2011; Bogarín y Artavia, 2010; Gilbert, 1996). 

Diversas organizaciones reguladoras en el mundo, como la Comisión Federal para la Protección 

contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México, la World Health Organization (WHO) de la 

ONU y la Environmental Protection Agency (EPA) en Estados Unidos, han establecido un 

máximo de concentración de las MC de 1µg/L. Las MC son las toxinas con más presencia y 

frecuencia en las FAN en aguas ambientales de uso y consumo humano. 

La detección de cianobacterias productoras de MC se hace generalmente utilizando 

características morfológicas o mediante el análisis de secuencias obtenidas a partir de 

fragmentos de los genes 23S o del 16S del ARN ribosomal. Aunque esta última metodología, a 

pesar de que es taxonómicamente informativa, no permite distinguir las cepas con la capacidad 

de producir las toxinas de las que no. Los investigadores han identificado fragmentos 

conservados del clúster mcy que codifican las enzimas productoras de MC, con los cuales se 

plantea una alternativa molecular para diferenciar la capacidad tóxica de las poblaciones 

(Sidelev, 2019). 

En este trabajo se propone analizar la concentración de la MC y determinar la presencia del gen 

mcyA en poblaciones de cianobacterias de cenotes ubicados en zonas con diferentes tipos de 

uso de suelo, como urbano, agrícola y recreativo.   
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CAPÍTULO I  

ANTECEDENTES 

LAS CIANOBACTERIAS 

Las cianobacterias son bacterias gram-negativas fotoautotróficas relacionadas con la 

presencia del oxígeno atmosférico (1,500 mda) (Rasmussen et al., 2008). Son un grupo de 

eubacterias morfológicamente diversas, ubicuas en ecosistemas acuáticos y terrestres, 

incluidos los ambientes extremos de todo el mundo, desde los polos hasta las aguas 

termales (Genuario et al, 2019; Komárek, 2016; Nabout et al., 2013; Leao et al., 2012; 

Chorus et al., 2000). Su historia evolutiva (3,500 mda), muestra la presencia de 

adaptaciones a diversos hábitats gracias a factores como la tolerancia a bajos niveles de 

oxígeno y sulfuro, la plasticidad metabólica para asimilar el CO2 y el O2, además del N2 y 

H2 (la mayoría de ellas) y una fuerte tolerancia a la radiación de rayos UV (B y C) (Newton, 

2007 Capone et al., 2005; Schopf, 2000; Whitton & Potts, 2000; Wilmotte, 1994). La mayoría 

de las cianobacterias son de vida libre y en menor proporción se asocian simbióticamente 

con toda la gama de organismos eucariotas (Casamatta et al., 2012; Adams 2002; Sings & 

Rinehart, 1996; Ahern y Staff, 1994; Hinde et al. 1994; Honegger, 1993). A la fecha, se han 

descrito 270 géneros que contienen más de 3, 000 especies de cianobacterias (Komárek, 

2014; 2005).    

1.1.1 Estructura celular  

Las cianobacterias son células formadas por una pared celular constituída por ácido 

murámico y glucopéptidos (Castenholz & Waterbury, 1989), en su interior se encuentran 

laminillas tilacoides individuales conteniendo pigmentos carotenoides, clorofila a, ficobilina 

y la ficocianina que les confiere un color azul verdoso característico (Lee, 1999; Cheung et 

al., 2013). Las cianobacterias son procariotas, por lo tanto tienen un solo cromosoma que 

no está asociado a histonas, poseen ribosomas 70S dispersos en el protoplasma, contienen 

sustancias de reserva como los gránulos de cianoficina (multi-L-arginil-poli o ácido L-

aspártico,), carboxisomas (enzimas fijadoras de CO2), gránulos de volutina (almacén de 

polifosfato), gránulos de poliglucano (en células fotosintéticas), vesículas de gas de 

naturaleza proteica y no presentan reproducción sexual, pero si un tipo de esporas llamados 
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acinetos (Fogg et al., 1973) (Figura 1.1). La forma y el tamaño son importantes criterios 

para su identificación, las cianobacterias unicelulares tienen formas esféricas, ovoides y 

cilíndricas y se reproducen por fisión binaria. Pueden estar aisladas o agregadas en 

colonias irregulares y su forma es afectada por el medio ambiente (Dorador et al., 2008). 

La repetida división de las células da lugar a estructuras filamentosas multicelulares 

llamadas tricomas con formas que pueden ser rectas, espirales, difusas, entre otras 

(Moreno et al., 2012). Algunas especies que forman tricomas poseen células fijadoras de 

nitrógeno atmosférico llamadas heterocistos, son de mayor tamaño a las vegetativas y 

poseen pared gruesa que impide el paso de oxígeno, sin granos de almacenamiento y sin 

pigmentos (Mur et al., 1999). La organización celular y los sistemas metabólicos son 

similares a los que poseen las bacterias y su fotosíntesis oxigenada es similar a la que 

ocurre en células de plantas eucariotas (Whitton & Potts, 2000, 2012).  

 

Figura 1.1 Estructura célular de cianobacteria Anabaena variabilis. A. Fotografía (Peter Wolk) B 
Diagrama (Cardemil y Squeo, 2007). 

1.1.2 Clasificación de las cianobacterias 

Este grupo de organismos se ha clasificado utilizando marcadores cito-morfológicos y 

ecológicos, como las más simples de las algas unicelulares eucarióticas y fueron 

reconocidas como un grupo taxonómico separado como el Orden Mixoficeae por 

Stitzenberger en 1860, fue cambiado a Cianoficeae por Sachs en 1874 por su pigmentación 

azul. Otros nombres utilizados fueron Cianofita por Smith, 1938 y Cianocloronta por Bold y 

Wynne en 1978 (Moestrup, 2001; Komarek, 2020). A partir de los esquemas de clasificación 
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basados en criterios botánicos proporcionados por Geitler (1925), seguido por Frémy (1929) 

y Geitler (1942), se formó la clasificación inicial de las cianobacterias. Stanier y van Niel 

(1962) las nombraron cianobacterias apoyados en la estructura celular procariótica y la 

propuesta de clasificación de Rippka et al. (1979), la cual está basada en los criterios 

botánicos y fue aceptada como base del Manual de Bacteriología Sistemática de Bergey. 

Actualmente, el Manual se sigue en la mayoría de las monografías y tratados sobre las 

cianobacterias (Bagchi y Singh, 2019; Castenholz, et al., 2001) (Tabla 1.1). En los últimos 

años ya con la utilización de los análisis filogenéticos basados en datos de secuencias 

moleculares, la clasificación de las cianobacterias ha sido objeto de revisiones basadas en 

comparaciones de secuencias moleculares, como un complemento a las características 

morfológicas, los caracteres ecofisiológicos y otros marcadores bioquímicos y moleculares, 

en un sistema llamado "enfoque polifásico" que hace persistir las controversias entre los 

enfoques tradicionales y modernos (Komárek et al, 2014; Rott et al, 2018).  

Tabla 1.1 Clasificación de las cianobacterias de acuerdo con el Bergey’s Manual       

of Systematic Bacteriology. Los nombres en paréntesis se corresponden con los 

nombres de los taxa según el sistema botánico (Basado en “Phylum BX. 

Cyanobacteria Oxygenic Photosynthetic Bacteria”, Castelholtz 2001).  
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Las cianobacterias son procariotas que siguen las reglas y condiciones específicas de las 

bacterias (gram negativas) como son: la ausencia de reproducción sexual y la transferencia 

horizontal de genes, así como la recombinación homóloga (Dvořák et al., 2015). Las 

características principales que definen a todos estos procariotas fotosintéticos oxigénicos 

es que sólo contienen clorofila a, presentan dos fotosistemas (PSII y PSI) y utilizan el H2O 

como fotorreductor en la fotosíntesis y todos los miembros conocidos son capaces de 

fotoautotrofia (utilizando CO2 como fuente primaria de carbono celular) (Rott et al., 2018; 

Castenholz et al, 2001; Moestrup, 2001). 

1.1.3 Géneros de cianobacterias de ambientes planctónicos de agua dulce  

Las cianobacterias son organismos importantes en la producción primaria en ambientes 

acuáticos. En agua dulce la diversificación de especies es amplia debido a las variaciones 

en las condiciones ambientales (Middelburg, 2019). En sedimentos y aguas del Lago 

Changai en Yunnan Plateau, suroeste de China, de acuerdo con las secuencias obtenidas 

de los fragmentos de ADNr 23S, la comunidad de fitoplancton en muestras de agua está 

compuesta por los géneros Microcystis, Aphanizomenon, Synechococcus, Anabaena, 

Scenedesmus, Planctonemas y Planktothrix (Yan et al., 2019). En la región desértica fría 

de Himachal Pradesh, India, se utilizaron las secuencias del gen 16S ARNr a partir de las 

cuales se identificaron los géneros Nostoc, Nodularia, Geitlerinema, Limnothrix y 

Planktothrix en la comunidad de cianobacterias. En los lagos Chandra Tal, Suraj Tal y 

Deepak Tal las comunidades de cianobacterias estan conformadas por los géneros 

Gloeocapsopsis, Leptolyngby, Pseudanabaena y Nostoc (Singh et al, 2014). Otros géneros 

reportados como comunes en agua dulce son: Chroococcus, Cyanodictyon, Merismopedia, 

Coelosphaerium, Coelomoron, Snowella, y Gomphosphaeria (Komárek, 2003; Komárek 

and Anagnostidis, 1999). En la PY se utilizaron secuencias de la región V4 del gen 16S 

ARNr, para determinar la composición de la comunidad de cianobacterias en cenotes del 

acuífero, donde se reportaron las especies de los generos Cyanobium, Roseofilum, 

Prochlorothrix, Ewamiania, Arthrospira, Dapisostemonum, Nostoc, Geitlerinema, 

Cylindroespermum, Phormidium, Microcystis y Leptolyngbya (Figura 1.2) (Carrillo, 2021; 

Cagle et al., 2021). 

Entre los géneros de cianobacterias conocidos al momento que son productores de MC se 

encuentran: Radiocystis, Arthrospira, Calothrix, Fischerella, Annamia, Pseudoanabaena, 
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Phormidium, Aphanocapsa, Hapalosiphon, Nodularia Anabaenopsis, Microcystis, 

Dolichospermum, Planktothrix, Nostoc, Oscillatoria, Aphazinomenon, Anabaena y 

Anabaenopsis (Puddick et al., 2019; Guo et al., 2017). 

 

Figura 1.2 Microcystis flos aquae. Fotografía, 

Arribes del Duero, Flicks. Tomado de: 

https://www.flickr.com/photos/microagua/375

00210430 

1.1.4  Metabolitos secundarios de cianobacterias 

Durante muchos años las cianobacterias se consideraron únicamente como productores 

primarios (Knoll, 2008). En su metabolismo primario se derivan metabolitos secundarios 

que están sujetos al control fisiológico y responden a los factores ambientales. Los 

metabolitos secundarios producidos por las cianobacterias causan mal olor en el agua y 

consumidos pueden acumularse en animales acuáticos comestibles, afectando su 

producción y venta (Kurmayer y Christiansen, 2009; Smith et al., 2008; Carmichael, 1992; 

Vining, 1992; 1990). Las sustancias que causan el mal olor asociado son la geosmina (10-

dimethyl-E-9-decalol) y la MIB (2-methylisoborneol) o compuestos con menor actividad y 

menos frecuentes como los terpenoides (β-cyclocitral) (Zimba and Grimm, 2003). Se 

incluyen como metabolitos secundarios algunos compuestos farmacéuticos, bioplaguicidas 

y factores de crecimiento compuestos bioactivos, biocombustibles, biopolímeros, 

colorantes, medicamentos, suplementos alimenticios y biofertilizantes (Al-Haj et al., 2016; 

Abed et al., 2009; Welker & Von Döhren, 2006; Namikoshi y Rinehart, 1996). La mayoría 

de los metabolitos secundarios pertenece a los alcaloides, terpenoides, moléculas 

derivadas de la ruta del shikimato, aminoglucósidos y un grupo de compuestos peptídicos, 

los cuales pueden ser policétidos o péptidos no ribosómicos. Algunos de los compuestos 

son bioactivos tóxicos (Voloshynovych et al., 2019; Arnison et al., 2013; Welker y von 

Döhren, 2006; Sivonen, 1996). 
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Cuatro grupos de metabolitos secundarios producidos por las cianobacterias son 

reconocidos como tóxicos, las MC, heptapéptidos con un efecto inhibidor sobre las 

fosfatasas PP1 y PP2A (Raven, 2010), la cilindroespermopsina (CYN), un derivado de uracil 

guanidina de actividad citotóxica que incrementa el estrés oxidativo, la saxitoxina (SXT) la 

cual funciona como un potente neurotóxico bloqueando los canales de sodio, y la anatoxina 

(ANA) que actúa bloqueando los receptores de acetilcolina provocando parálisis, también 

es un potente neurotóxico (Rutkowska et al., 2019; O’Neill, et al., 2016 ). La vía de 

exposición a los cuatro metabolitos bioactivos puede ser por contacto o ingesta directa o 

indirecta de alimentos o aerosoles, dando como resultado, el que su ingreso sea a nivel 

intestinal y en dosis altas (por arriba de 20 μg/kg para MC pueden ser fatales (Chorus y 

Welker, 2021; Koreiviené et al., 2014; Falconer, 2005; Sivonen y Jones, 1999). 

Aún faltan explicaciones de porqué algunas especies de cianobacterias producen una 

amplia variedad de toxinas o porqué, sin presentar ventajas aparentes, existen especies 

con cepas productoras de toxinas y otras que no las producen. Muchas especies de 

cianobacterias, como las productoras de MC, la retienen intracelularmente, por el contrario, 

las productoras de cilindroespermopsina (Cyn) liberan grandes proporciones de toxina al 

ambiente. Tampoco existe consenso sobre las funciones para cada una de las toxinas y se 

continúan investigando los efectos de los diferentes factores abióticos en especies 

productoras de toxinas (Omidi et al., 2018; Oullette & Wilhelm, 2003; Codd, 1995).  

Los factores abióticos pueden causar diferentes efectos en la producción de toxinas (Xue 

et al., 2018). La limitación o disposición de nitrógeno atmosférico eleva los niveles de 

cianotoxinas con especies fijadoras de N2 y las no fijadoras alcanzan picos de crecimiento 

poblacional cuando hay altas concentraciones de nitrógeno (Griffiths & Saker, 2003, 

Kaebernick & Neilan, 2001; Sivonen y Jones, 1999). La concentración de fósforo en el 

ambiente acuático influye en la producción de la tóxina Cyn (Cirés et al., 2011; Dyble et al., 

2010; Berry et al., 2010; Bácsi et al., 2006).  

Se ha observado que el aumento en la población de cianobacterias está asociado con la 

disminución de Cyn en diferentes intensidades de luz (Griffiths & Saker, 2003).  Las 

variaciones en el cambio de intensidad y longitud de onda tienen un efecto en la 

transcripción de los genes mcy (Kaebernick et al., 2000). De igual forma, se ha observado 

que la temperatura regula la producción de las tóxinas Cyn, ANA y MC, a menor 
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temperatura, mayor producción de toxinas, lo cual tiene una correlación negativa con el 

crecimiento celular (Griffiths & Saker, 2003; Kaebernick y Neilan, 2001; Rapala y Sivonen, 

1998). Se reporta un crecimiento máximo de Microcistys aeruginosa y una producción de 

cianotoxina mayor, a pH 9. Por arriba y por debajo de este valor el crecimiento de la 

población fue más lento (Jaiswal et al., 2008; Radhakrishnan.2006; Van der Westhuizen y 

Eloff, 1983). Se ha comprobado que las cepas productoras de la tóxina MC son más 

eficientes en la absorción de Fe que las que no lo producen (Lyck et al., 1996; Utkilen & 

Gjolme, 1995).  

1.1.5 Rutas metabólicas de la síntesis de Microcistina (MC) 

Al igual que otros grupos taxonómicos, las cianobacterias utilizan enzimas péptido-

sintetasas no ribosomales (NRPS) y policétido sintasas (PKS) para la síntesis de un enorme 

número de metabolitos secundarios con diversas estructuras y funciones (Pancrace, 2017; 

Sivonen, 2009). Los péptidos no ribosómicos se biosintetizan por condensación secuencial 

de monómeros de aminoácidos, mientras que los policétidos se obtienen mediante la 

adición repetitiva de dos unidades de cétidos de carbono derivadas de tioésteres de acetato 

u otros ácidos carboxílicos cortos. Las enzimas NRPS y las PKS son enzimas multi-

modulares, que muestran similitud en la estructura modular de sus multidominios catalíticos 

(Tillet et al., 2000).  

Las enzimas que participan en un módulo NRPS básico tienen los siguientes dominios: 

Dominio de activación (A): Adenilación, Dominio de tiolación o “Peptidyl Carrier Protein” 

(PCP). Dominio de Condensación (C): y el Dominio tioesterasa (Te) (Mootz et al., 2002). 

Las enzimas del módulo PKS básico se conforma de: Dominio Aciltransferasa (AT), 

Proteína transportadora de Acilos (ACP), Dominios “tailoring”, Cetosintetasa (KS), 

(Staunton y Weissman, 2001). 
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      Figura 1.3 Enzimas NRPS-PKS y genes que las codifican. Modelo 

basado en Microcystis aeruginosa PCC780 para la producción de Adda 

(Siglas en inglés, a.a. no ribosómico, Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-

10-phenyldeca-4,6-dienoic acid) y la estructura de dominio predicha de 

mcyG, mcyD y mcyE. Cada círculo y rectángulo representa 

respectivamente un dominio enzimático PKS o NRPS. El supuesto 

dominio aminotransferasa está representado por un diamante. La 

actividad de los ORF de adaptación, McyJ y F, se muestran como 

triángulos invertidos. KS, L-cetoacil sintasa; AT, aciltransferasa; ACP, 

proteína portadora de acilo; KR, cetoacil reductasa; DH, deshidratasa; 

MC, C-metiltransferasa; OM, O-metiltransferasa; A, aminoacil 

adenilación; C, condensación; AMT, aminotransferasa; RC, racemase. 

El motivo de tiolación NRPS se muestra en negro. El orden de reacción 

muestra la transferencia y condensación de Adda a D-glutamato 

(Tomado de Tillet et al., 2000). 

Las vías más frecuentes de síntesis híbridas NRPS-PKS son la combinación de enzimas 

de estás dos rutas que sintetizarán compuestos con propiedades peptídicas y cetídicas (Du 

et al., 2003). Los metabolitos secundarios como las MC, anatoxinas, saxitoxinas y 

cilindroespermopsinas son producidos a través de la actividad enzimática de proteínas 

sintetizadas a partir de agrupaciones (clúster) de genes biosintéticos (Mcy para MC, Ana 

Anatoxina, Sxt Saxitoxina y Cyr cilindroespermopsina) (Huang y Zimba, 2019) (Figura 1.3). 
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Figura 1.4  Modelo biosintético para MC-LR y estructura de dominio predicha de McyE, 

McyA, McyB y McyC. Cada círculo y rectángulo representa, respectivamente, un dominio 

enzimático PKS o NRPS. El dominio de las aminotransferasas está representado por un 

diamante. La actividad del ORF de adaptación putativo, McyI, se muestra como un 

triángulo invertido. KS, β-cetoacil sintasa; AT, aciltransferasa; CM, C-metiltransferasa; 

ACP, proteína portadora de acilo; A, adenilación de aminoacilo; C, condensación; NMT, 

N-metiltransferasa; Ep, epimerización; TE, tioesterasa; AMT, aminotransferasa. El motivo 

de tiolación NRPS se muestra en negro. Se predice el orden de activación y condensación 

de los aminoacilos: L-Z-Adda, L-glutamato, L-metilserina, D-alanina, L-leucina, D metil-

aspartato, L arginina, ciclación (Tomado de Tillet et al., 2000). 

Las MC son de naturaleza peptídica no ribosómica, hidrosolubles, son heptapéptidos 

cíclicos que contienen aminoácidos (a.a.) dextrógiros (D) y levógiros (L). Se caracterizan 

por sus dos aminoácidos D, llamados N-Metil-dihidroalanina (Mdha) y el ácido 3-amino-9-

metoxi-2, 6, 8-trimetil-10 fenildeca-4,6 dienoico (Adda). Son de carácter hidrofóbico, lo que 

les confiere en gran medida su característica tóxica (Tillet et al, 2000). Los aminoácidos L 

de las posiciones 2 y 4 son variables y son los que diferencian a las MC (Holland & Kinnear, 

2013; Moreno et al., 2012) (Figura 1.4). La MC inhibe la función de las fosfatasas PP1, 2A, 

2B, 3, 4 y 5 por medio de la porción de deshidro-alanina de la unidad Adda provocando la 

deformación de la estructura celular, formación de tumores, peroxidación de lípidos, daño 

en el ADN y la actividad enzimática antioxidante, aumentando el estrés oxidativo y la 

producción de especies reactivas de oxígeno. Altas dosis de MC causan hemorragia en el 
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hígado debido al daño de los capilares sinusoidales, a dosis bajas (por debajo de 20 μg/kg 

de peso corporal) y con exposiciones prolongadas repetidas, la inhibición de la fosfatasa 

induce la proliferación celular, la hipertrofia hepática y la actividad promotora de tumores 

(Chorus y Welker, 2021; Raven, 2010; Komatsu et al., 2007; Kehr et al., 2006; Žegura et 

al., 2006; Chen et al., 2005; Pinho et al., 2005; Beattie et al., 2003; Ding et al., 2001; Bartram 

y Chorus, 1999; Carbis et al., 1996; Nishiwaki-Matsushima et al., 1991).  

1.1.6 Floraciones de cianobacterias en agua dulce 

Las Floraciones Algares Nocivas (FAN) son los fenómenos que se presentan cuando la 

densidad de algunas cianobacterias excede las concentraciones de la población basal 

(Huang y Zimba, 2019; Cheung et al., 2013; Davis et al., 2009). A partir del reporte en Milang 

(Australia), en el que se atribuyeron muertes humanas a la ingestión de “la espuma en el 

agua”  la cual contenía toxinas de la cianobacteria Nodularia spumigena a orillas del lago 

Alexandrina (Francis, 1878), se continuan registrando eventos tóxicos fatales por contacto, 

inhalación o ingestión de cianotoxinas producidos por otra cianobacteria Microcystis 

aeruginosa, en Australia (Falconer et al., 1983), en Salisbury (Zimbabue), África, (Zilberg, 

1966; Taylor, 1958), en el Reino Unido (Turner et al., 1990), en Brasil (Pouria et al., 1998), 

en Serbia (Drobac et al., 2016) y en Uruguay (Vidal et al., 2017), entre otros. Todos estos 

eventos han estado relacionados con el detrimento de la calidad del agua y/o la 

eutrofización de las fuentes (Chatziefthimiou et al., 2016).  

Diversos factores como el cambio climático y el cambio de uso del suelo, así como las 

actividades antropogénicas pueden influir en la proliferación de cianobacterias formadoras 

de FAN en los cuerpos de agua. Recientes eventos a nivel mundial establecen que la 

presencia de FAN sea reconocida como un problema mundial y de salud pública, por lo que 

la EPA incluyó a las cianotoxinas en la lista de candidatos contaminantes del agua (Griffit y 

Gobler, 2020; Ho et al., 2019; Pham y Utsumi, 2018; EPA, 2014; Sinha et al., 2012; Codd 

et al., 2005). Los eventos producidos por la presencia de cianotoxinas han alertado a las 

poblaciones a tomar medidas para la detección temprana de floraciones y evitar así las 

emergencias tóxicas (De Morais et al, 2019; Drobac, et al. 2016; Codd et al., 1994). 

Los estudios han sido dirigidos a la localización y evaluación de Microcystis, las MC y los 

factores ambientales, metabólicos y moleculares que intervienen en su proliferación en los 
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diferentes cuerpos de agua. Por ejemplo, con un enfoque polifásico se identificaron 

poblaciones productoras de MC en el cauce del Río Uruguay y el estuario del Río de la 

Plata (Kruk et al., 2015). En Tanzania, se vincularon las variaciones de los procesos 

climáticos e hidrológicos, al cambio en el uso de la tierra y el crecimiento económico con la 

aparición y distribución de FAN (Kimambo et al., 2019). En lagos de Florida se demostró 

cómo la eutrofización y la falta de zooplancton crearon un ambiente potencial para las FAN 

propiciadas por el cambio climático (Havens et al., 2019). Las floraciones de cianobacterias 

son cada vez más frecuentes a nivel global y tendrán cada vez mayor incidencia y 

frecuencia en el actual contexto de calentamiento global (Cantoral et al., 2017) (Figura 1.5). 

 

Figura 1.5 Países donde se ha reportado el florecimiento de cianobacterias. (Compilado 

de Aguilera y Hansen 2011; Aboal y Puig, 2005; Griffith et al., 2003; Sivonen y Jones, 

1999; Ohtani et al., 1992; Bourke et al., 1983).  

A nivel mundial, el género Microcystis es el principal productor de FAN. Los resultados de 

un análisis bibliográfico encontraron que expansión geográfica de Microcystis, con 

floraciones registradas en al menos 108 países, 79 de los cuales también informan sobre 

la hepatotoxina MC. En el análisis se encontraron las secuencias genéticas de 27 especies 

de Microcystis, incluidos 15 genomas completos; el análisis de las secuencias indica que 
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todas las especies de Microcystis tienen valores de identidad de nucleótidos promedio 

superiores al 95 % (Harke et al., 2016) (Figura 1.6). 

 

Figura 1.6 Mapa que muestra los países en los que se han reportado FAN, el género Microcystis 

y la presencia de MC. El mapa fue generado con base en la revision de la literatura 

disponible que corresponde a 257 países y territorios. El color blanco indica que en esa 

región no hay registro de floración o MC, el azul indica que se encontró al menos un registro 

de la aparición de una floración y el verde indica países o territorios donde hubo al menos 

un registro tanto de floración como de la MC (Tomado de Harke et al., 2016). 

1.1.7 Cianobacterias citotóxicas en la República Mexicana 

Los estudios de la presencia de MC en el ambiente acuático se han incrementado en los 

últimos años, como ejemplo, en 2015 se reportaron 192 publicaciones y en 2019 se 

reportaron 275. En los últimos dos años de la pandemia COVID-19 causada por el virus 

SARS-Cov-2, de acuerdo con el buscador Pub Med, se publicaron 258 estudios en el 2020, 

y 245 reportes en el 2021. En México se han publicado entre uno a tres artículos en un año 

sobre Microcystis en el período de 1975 al 2021 de acuerdo con la página web Pub Med 

Pub ReMiner (Figura 1.7). 
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En lagos de uso recreativo y deportivo de la Ciudad de México donde existen descargas de 

agua tratada, se han observado floraciones de cianobacterias y la presencia de secuencias 

del género Microcystis. En dicho estudio, el potencial toxigénico de la cepa se infirió debido 

a que el gen mcyA-Cd estaba presente, así como MC presentes en el extracto de biomasa 

del filtrado de las muestras (Arzate-Cárdenas et al., 2010).   

En los lagos naturales (Zumpango, Laguna Atotonilco y Ciénega Chica), embalses (Los 

Ángeles y Valle de Bravo), canales artificiales (Cuemanco, Tlameleca) y lagos urbanos 

(Chapultepec), se reportó la presencia de cianobacterias productoras de cianotoxinas y se 

comprobó la presencia MC-LR, el metabolito más abundante y tóxico de las MC, en 

concentraciones de entre 4,9 y 78,0 μg/L, (Vasconcelos et al., 2010) (Figura 1.8).  

 

Figura 1.7 Número de investigaciones de Cyanobacterias 

Microcystis y MC en México. (Analizado en Pub Med Pub Re 

Miner, https://hgserver2.amc.nl/cgi-bin/miner/miner2.cgi). 

En Catemaco, Veracruz se reportó la presencia de las especies Cylindrospermopsis 

catemaco y Cylindrospermopsis philippinensis, especies que producen las “toxinas 

paralíticas de mariscos" (PST), específicamente la cilindroespermopsina. En el trabajo se 

corroboró la bioacumulación de esta toxina en el caracol Pomacea patula catemacensis, 

llamado “Tegogolo” un marisco que ocupa el cuarto lugar de importancia en la producción 

pesquera en Catemaco Veracruz (Capitán et al., 2020; Berry y Lind, 2010) (Figura 1.8)  

En el lago de Pátzcuaro, entre el 2009 y el 2011 se detectaron FAN con altas 

concentraciones de MC-LR, de 20 a más de 2,000 μg/L, lo que representa un riesgo a la 
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salud de acuerdo con la guía de la OMS (máximo de 1 μg/L) (Tomasini et al, 2012). En la 

región de estudio de este trabajo, se comprobó la presencia de MC en concentraciones 

<1.8 μg/L en cenotes de régimen léntico en la PY (Cagle et al., 2021) (Figura 1.8).   

 

Figura 1.8 Sitios de la República Mexicana donde se han reportado MC o floraciones con 

cianobacterias tóxicas (hexágonos negros). Se cuantificó MC-LR entre 4,9 y 78,0 μg/L 

(cuadros rojos). Se encontró MC en peces (triángulo morado). Se encontró 

cilindroespermopsina (punto negro). Microcystis detectado con pruebas MC moleculares 

(círculos negros). (Los datos para la elaboración del mapa se obtuvieron de la literatura 

disponible: Cagle et al., 2021; Nandini et al., 2019; Olán-Jiménez et al., 2018; Estrada y 

Menjivar, 2013 Berry y Lind, 2010 Arzate-Cárdenas et al., 2010; Vasconcelos et al., 2010). 

1.2   LA PENÍNSULA DE YUCATÁN 

La Península de Yucatán (PY) es una región constituida por roca sedimentaria, que forma 

un sistema acuífero kárstico, cuyos límites se encuentran en las costas, formando una lente 

de agua dulce contenida por la intrusión salina de una capa haloclina que va de lo profundo 

en el centro de la península hacia una capa superficial en las costas (Beddows et al., 2007; 

González-Herrera et al., 2002). El acuífero recibe por filtración una recarga del 24% de los 

1 400 mm3 de precipitación pluvial anual, que disuelve en tiempos geológicos la roca 

sedimentaria caliza por la interacción del agua y el CO2 atmosférico, formando desde 

pequeños poros por donde penetra la lluvia, hasta   canales de disolución por donde corren 
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ríos subterráneos y en el camino de la corriente del agua subterránea al disolverse las rocas 

más superficiales eventualmente provoca derrumbamientos del suelo, creando formaciones 

geológicas (dolinas o sumideros) llamadas “cenotes”, donde el acuífero asoma a la 

superficie (INEGI, 2017; González-Herrera et al., 2002; Schmitter-Soto et al., 2002a; 

Schmitter-Soto, 2002b). 

1.2.1 Cambio de uso de suelo en el NE de la Península de Yucatán 

Se ha reportado la entrada de contaminantes en el acuífero cárstico de la PY, lo que 

representa una gran preocupación por ser la única fuente de agua de la región (Aguilar-

Duarte et al., 2016). La causa principal de la contaminación está asociada con el cambio 

del uso de suelo y las actividades antropogénicas. En las zonas de estudio de este trabajo, 

a mediados del siglo pasado la cobertura vegetal se conformaba de selva baja 

subcaducifolia y manglar en los actuales Municipios de Puerto Morelos, Benito Juárez y sur 

de Lázaro Cárdenas (Quintana Roo) y de selva mediana subcaducifolia en los Municipios 

de Dzilam González, Tizimín, Panabá y Sucila (Yucatán; INEGI 2016 b). Hasta el 2016, los 

Municipios que se encuentran en la costa de Quintana Roo han cambiado el uso de suelo 

por urbanización, grandes áreas con construcción de hoteles, parques recreativos y en la 

zona continental, áreas con cenotes, manteniendo todavía una cobertura importante con 

selva baja subcaducifolia (INEGI, 2016 b).  

Por otro lado, la zona de estudio de Yucatán ha cambiado el uso de suelo para el 

aprovechamiento de la vegetación de pastizal del tipo estacional para explotación de 

ganado (SEMARNAT, 2012; INEGI, 2016b). Existen en la Península aproximadamente 

8,000 cenotes y muchos de ellos han quedado dentro de las zonas mencionadas (Bauer-

Gotwein et al., 2011; Kauffer y Villanueva, 2011). Así, la distribución de las áreas con 

cambio de uso de suelo se da en las tres actividades económicas principales: agrícola 

(principalmente en municipios. de Yucatán), el urbano, (principalmente la ciudad de Cancún 

y Puerto Morelos) y el turístico (la costa del Caribe y “la ruta de los cenotes” de Puerto 

Morelos y los “cenotes” aledaños a Nueva Valladolid en Quintana Roo). El uso del agua 

concesionado en los Estados nos da idea del consumo por cada una de las actividades. En 

la Tabla 1.2 se aprecian los mayores volúmenes para el sector agrícola en Yucatán y para 

el sector de la industria turística en Quintana Roo (CONAGUA, 2017).    
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Tabla 1.2 Cantidades de agua (106 m3) concesionada por CONAGUA en los Estados de Yucatán y 

Quintana Roo por actividad (CONAGUA 2019). 

Entidad 
federativa 

Volumen 
concesionado 

Agrícola Abastecimiento 
Público 

Industria 
auto 

abastecida 
(Q. Roo 

Turística) 

Energía 
eléctrica 

Población 
2018 

Yucatán  2,179.4 1853.3 258.3 59 9.1 2.2 mill 

Quintana Roo  1,180.9 343.3 212.8 624.5 0   1.7 mill 

1.2.2 Eutrofización del acuífero de la PY 

La vulnerabilidad del acuífero, las prácticas del uso del agua con el cambio en el uso de 

suelo y el aumento de la temperatura por el cambio climático dan lugar al deterioro en la 

calidad del agua en los cenotes en las zonas urbana, agrícola y recreativa (Kruk et al., 

2015). El ingreso diferencial en el volumen de aguas residuales al acuífero se debe 

principalmente a factores antropogénicos como la disposición y manejo de aguas 

residuales, las entregas clandestinas de aguas negras, las fugas de las fosas sépticas, la 

filtración por el acarreo del fecalismo al aire libre y los lixiviados por derrame o riego (Herrera 

y Castillo., 2006; González-Herrera et al., 2002). 

Entre las zonas con diferente uso del suelo, los contaminantes orgánicos vertidos al 

acuífero son diferentes. En la zona urbana predominan los productos de uso doméstico 

como son fármacos, cosméticos, hormonas, entre otros (Metcalf et al., 2011). En la zona 

agrícola predominan los plaguicidas, y los fertilizantes (Hoz-Zavala et al., 2018; Álvarez-

Góngora et al., 2012; Gasca et al., 2011). En las zonas recreativas, ubicadas generalmente 

en áreas naturales relativamente conservadas, la entrada de contaminantes es originado 

por los bañistas quienes liberan heces durante la recreación y por la filtración o acarreo del 

fecalismo al aire libre de origen humano y de animales silvestres o domésticos (Pacheco et 

al., 2000; Rosiles et al., 2019). El principal efecto de los contaminantes es el ingreso de 

nutrientes al acuífero. 

 La eutrofización o incremento en la tasa de suministro de nutrientes para la generación de 

biomasa, causa la acumulación de las especies inorgánicas de nitrógeno y fósforo, 

provocando un desequilibrio en el flujo de energía de los sistemas acuáticos (Rabalais et 

al., 2009). El efecto de la eutrofización altera el ciclo de nutrientes, modifica la composición 

de la comunidad, especialmente la autotrófica, eliminando o magnificando poblaciones en 
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los ecosistemas acuáticos muy vulnerables, provocando la pérdida de diversidad, por 

ejemplo, los cuerpos de agua superficiales marinos, dulces y salobres en los que se 

presentan crecimientos desmedidos de cianobacterias causantes de las FAN (Haynes et 

al., 2007; Teichberg et al., 2010).  

En investigaciones previas en el acuífero y en lagunas de la PY, se ha llevado a cabo la 

caracterización de 220 especies de cianobacterias, la mayoría de ellas con base en su 

morfología, usando técnicas microscópicas. Tan sólo en Quintana Roo se han identificado 

73 especies de cianobacterias, algunas pertenecientes a los géneros productores de 

cianotoxinas como Microcystis, Cylindrospermopsis o Chroococcus (Ravell et al., 2019). En 

el trabajo interdisciplinario entre la UCIA (CICY) y Department of Marine Biology, (Texas A 

& M University) se investigó la abundancia de cianobacterias, la presencia de cianotoxinas 

y las concentraciones de nitrato en los cenotes, como sistemas kársticos lénticos en 

Yucatán y se confirmó la presencia de especies productoras de cianotoxinas en ambientes 

con condiciones de alta producción con potencial de riegos para la salud por presencia de 

toxinas en el futuro (Cagle et al., 2021).  

La identificación de cianobacterias toxigénicas utilizando la morfología tradicional, es en 

ocasiones imposible debido que las cepas toxigénicas y no toxigénicas son 

morfológicamente idénticas (Kolman et al., 2017). Por lo tanto, el uso de métodos 

complementarios como las pruebas moleculares para realizar la amplificación e 

identificación de genes mcy es una alternativa para comprobar la presencia de 

cianobacterias productoras de MC. El fragmento amplificado con cebadores diseñados por 

Hisbergues et al (2003) los utilizó Pham et al (2021) para la detección y diferenciación de 

cepas de Microcystis productoras y no productoras de MC en el reservorio de TRI-An en 

Vietnam y la detección que hizo Sidelev (2019) con los mismos cebadores para MC y otros 

tres pares para amplificar fragmentos e identificar cianobacterias productoras de 4 

diferentes cianotoxinas (MC, sianotoxina, cilindroespermopsina y anatoxina) en muestras 

ambientales de lagos Rusos por medio de PCR multiplex. 
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JUSTIFICACIÓN 

La MC es un metabolito secundario tóxico, producido por las cianobacterias de agua dulce 

y su consumo produce intoxicaciones severas en los eucariontes (animales y plantas). Se 

han reportado intoxicaciones y muertes en humanos por la presencia de MC en cuerpos de 

agua dulce utilizados como agua de consumo o recreación de muchos países. En México, 

existen reportes de lugares donde la MC ha superado las concentraciones máximas 

normadas por la COFEPRIS (1µg/L). Al inicio de este estudio, se sabía de la necesidad de 

conocer la existencia de cianobacterias productoras de MC en el acuífero de la Península 

de Yucatán, por ser la fuente de agua para consumo y en los cenotes para uso recreativo 

de turistas y la población en general. En el año 2021 se reportó un estudio sobre los cenotes 

lénticos y se comprobó la presencia deMC en concentraciones relativamente bajas (<0.18 

µg/L) y se identificaron morfológicamente especies de cianobacterias que podrían contener 

cepas tóxicas. Especies que se suman a las anteriormente reconocidas por los integrantes 

del mismo grupo, con un fragmento de la unidad 16S del ARNr por métodos moleculares. 

La presencia de floraciones algares nocivas (productoras de MC) en los cuerpos de agua 

se atribuye a los cambios climáticos y del uso del suelo.  

La determinación de la presencia o ausencia de las cianobacterias productoras de MC en 

la península de Yucatán no son la excepción por lo que el enfoque de este estudio es 

conocer los parámetros fisicoquímicos e hidroquímicos, así como la calidad de muestras de 

agua del acuífero en el epilimnion de cenotes ubicados en las zonas agrícola, urbana y 

recreativa en la zona noreste de la PY. Al mismo tiempo cuantificar MC con las pruebas de 

ELISA y reconocer los géneros productores de MC en el Gen Bank por medio de la 

amplificación por PCR punto final, utilizando el fragmento de ~300 pb del dominio de 

condensación del gen mcyA del operón mcyA-C del clúster mcy. Con los datos ambientales 

y moleculares se reportará sobre las características que favorecen la presencia de 

cianobacterias formadoras de floraciones y productoras de MC en el acuífero kárstico.  
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HIPÓTESIS 

El deterioro en la calidad del agua por efecto del uso de suelo está asociado a la presencia 

de cianobacterias productoras de MC en cenotes del noreste de la península de Yucatán.  

OBJETIVOS 

General 

Explorar la presencia del gen mycA y la presencia y concentraciones de MC en aguas 

subterráneas, evaluadas en sus parámetros básicos de calidad del agua en cenotes 

ubicados en áreas agrícola, urbana y recreativa en el acuífero kárstico de la península de 

Yucatán, México. 

Específicos 

Determinar la presencia y concentración de MC en el agua de los cenotes en estudio. 

Detectar la presencia del fragmento de ~300 pb del gen mcyA de las cianobacterias por 

medio de PCR punto final, en los cenotes en estudio. 

Determinar los parámetros fisicoquímicos, hidroquímicos, nutrientes y estado trófico de los 

cenotes ubicados en tres áreas con diferente uso del suelo: urbano, agrícola y recreativo. 

Identificar las especies productoras de MC con las secuencias del fragmento ~300 pb del 

gen mcyA. 

Determinar la correlación entre la calidad del agua y la presencia del gen mcyA y las MC. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Figura 1.9 Diagrama de la estrategia experimental.  

Las muestras de agua se tomaron de manera independiente el mismo día.  

• 1 Parámetros fisicoquímicos.  Sonda multiparamétrica HACH HQ40D portátil.  

• 2, 3 cromatografía iónica utilizando un Cromatógrafo Ion 822 Compact IC Plus (Metrohm) 

• 4 espectrofotometría UV-VIS (Espectrofotómetro Evolution 60S de Thermo 

Scientific) (Cejudo y Ortega, 2018), 

• 5 titulación con ácido (NMX-AA-036-SCFI-2001). 

• 6 método de Lorenzen 1967 

• 7 ensayo de ELISA para detección de MC.  

• 8 amplificación por PCR punto final del fragmento de ~300 pb del dominio de condensación 

del gen mcyA.  
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CAPÍTULO II  

LA CALIDAD DEL AGUA DE CENOTES UBICADOS EN ÁREAS AGRÍCOLA, 

URBANA Y RECREATIVA EN EL ACUÍFERO KÁRSTICO DEL NORESTE DE LA 

PENÍNSULA DE YUCATÁN   

RESUMEN 

Para conocer el efecto del cambio de uso del suelo en los cuerpos de agua del acuífero 

kárstico del NE de la Península de Yucatán (PY) en los factores ambientales y de calidad 

del agua, se tomaron muestras de agua de catorce cenotes en zonas; urbana, agropecuaria 

y recreativa durante la temporada de nortes en el NE de la PY. Se utilizaron mediciones 

fisicoquímicas e hidroquímicas. Se midieron veintiun parámetros de calidad del agua: los 

hidroquímicos por métodos colorimétricos; los cationes Na+, K+, Ca2+, Mg2+, los aniones Cl-

, SO4
2-, NO3

- , NO2
- y HCO3

-, cuatro nutrientes N-NH4
+, N-NO3

- N-NO2
- P-PO4

3-, parámetros 

fisicoquímicos medidos con una sonda multiparamétrica, pH, Temp, TSD, CE y DO y por 

espectrofotometría las concentraciones de Clorofila-a. Para todos los sitios se calcularon, 

el índice del estado trófico´de Carlson, indicador de calidad del agua de 7 factores de 

Sánchez et al, y la relación N/P de Redfield de cada sitio. Los resultados mostraron 

diferencias en la agrupación por uso del suelo de los cenotes con base en los parámetros 

ambientales TSD, Cl-, SO4
2-, Mg2+ Na+ K+ y N-NO3

-. El análisis estadístico agrupó los sitios 

de muestreo en función de las similitudes de la calidad del agua que coincidieron con la 

ubicación geográfica de los cenotes: los sitios cercanos a la costa con aguas cloruradas 

sódicas, los cenotes agrícolas continentales con aguas cloruradas mixtas y los recreativos 

ubicados al interior del continente con aguas bicabonatadas sódicas. Todos los sitios 

superaron concentraciones de 1.5 µM con alguna de las especies químicas de nitrógeno y 

los resultados ubicaron al fósforo como el nutriente limitante en ocho cenotes. En los 

cenotes urbanos se encontró N-NH4
+ como el nutriente principal >1.5 µM y en la zona 

agrícola se encontraron altas concentraciones de K+ revelando el uso de fertilizantes, 

mediciones que indican el origen antropogénico de los contaminantes. Se corroboró que la 

actividad agrícola, la urbana y en menor grado la actividad recreativa tiene afectación en la 

calidad del agua subterránea. Con base en el índice de calidad del agua (Sánchez 2016), 

trece cenotes se clasificaron en condiciones de buena a excelente y uno se clasificó como 
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de pobre calidad. Con base en el índice del estado trófico (Carlson 1970), se detectaron 

diferentes condiciones desde eutróficas hasta ultraoligotróficas. 

2.1       INTRODUCCIÓN 

El desarrollo potencial de los recursos hídricos en el mundo requiere de poner atención a 

la creciente amenaza de la contaminación del subsuelo, ya que el agua es un recurso finito 

y actualmente es necesario reciclarla en algunos sitios en el mundo (Carrión-Mero et al., 

2021; Valhondo y Carrera et al., 2019; Freeze and Cherry, 1979). La calidad del agua 

subterránea está influenciada principalmente por dos procesos, uno natural y otro 

antropogénico: el primero es la interacción roca-agua-aire, que da origen a los procesos 

químicos principales del agua subterránea, la meteorización mineral y la disolución iónica, 

así como los procesos de intercambio iónico, oxidación y reducción (Badeenezhad et al., 

2020; Vasanthavigar et al., 2010). El segundo, por la entrada de desechos como 

consecuencia de las actividades humanas y por el cambio del uso del suelo (Rosiles-

González et al., 2017; Leal-Bautista et al., 2013; Hem, 1985; Pacheco y Cabrera, 1996).  

Jiang y Yan, 2010; Helmer y Meybeck, 1996). El uso del suelo es definido como el cambio 

de cobertura vegetal original modificada, ya sea por contracción o expansión de la actividad 

del hombre (Davis y Goldman., 2019; Foley et al., 2005). La pérdida de la vegetación nativa 

perturba el recurso hídrico al alterar la estructura, la porosidad y el almacenamiento de agua 

del subsuelo, vulnerando los sistemas de agua subterránea (Lerner y Harris, 2009; Scanlon 

et al., 2005).    

El enriquecimiento natural de nutrientes en el agua por la descomposición de la materia 

orgánica en escalas mayores de tiempo, forman ambientes anóxicos o hipóxicos, 

aumentando la producción de metano entre otros productos (Beaulieu et al., 2019; Zhang 

et al., 2010; Smith y Schindler, 2009; Richardson y Jorgensen, 1996). Actualmente, la 

entrada de nutrientes presenta variaciones con el cambio el uso del suelo, las zonas de 

cultivo y la crianza de ganado con productos agroquímicos y en zonas habitadas con aguas 

residuales cargadas de productos desechados por el hombre (Gilbert et al., 2020; Glibert, 

2020 Saint-Loup et al., 2018; González-Herrera et al., 2014; Rajmohan y Elango, 2005). La 

materia orgánica introducida queda disponible como nutrientes para la comunidad y el 

equilibrio energético existente y la estructura de las poblaciones ocasiona la pérdida de la 

calidad del agua, en escalas de tiempo mucho más cortas y su acumulación provoca la 
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“eutrofización cultural”. Para medir el grado de eutrofización de un cuerpo de agua se 

cuantifican las concentraciones de nitrógeno, fósforo, y/o la biomasa resultante de los 

productores primarios y/o la concentración de clorofila (Beiras, 2018; Qiaoxiang et al., 2008; 

Marín et al., 2000; Park et al, 2000; Rojo et al., 2000). 

El acuífero de la PY sustenta la economía de la región y los estudios hidroquímicos 

enfocados a la calidad del agua, cobran importancia en las áreas donde ha cambiado el 

uso del suelo debido al desarrollo de las principales actividades antropogénicas de la 

región: la industria turística, el campo agropecuario y el dinamismo residencial (INEGI, 

2018; Leal-Bautista, 2013; Carpenter 2013; Gasca et al., 2011; Metcalfe et al., 2011; 

Herrera y Castillo, 2006, Foley et al., 2005; Marín y Perry, 1994). La pérdida de vegetación 

y la adecuación urbana que sufren estos lugares, resultan en un aumento de la infiltración 

del agua superficial al acuífero con cargas importantes de nutrientes y contaminantes, 

afectando la calidad del agua y la gestión de su uso (CONAGUA, 2011).  

El uso del suelo en la PY es principalmente agropecuario > habitacional > recreativo, por lo 

que el uso no controlado de agroquímicos y la disposición inadecuada de los desechos con 

las descargas de aguas residuales son las principales fuentes de la contaminación del agua 

subterránea (Famiglietti, 2014; Pacheco y Cabrera, 2004, Braga et al., 2000). Las aguas 

residuales se infiltran acarreando principalmente excedentes de nutrientes  siendo el más 

abundante el nitrógeno en forma de nitrato (NO3
-), gran parte por fuentes antrópicas  con 

concentraciones en cenotes que van de 0.52 a 500 µM (Menció et al., 2011; Hernández-

Terrones et al., 2010; Rodríguez-Castillo, 2006; Smith, 2003; González-Herrera et al., 2002 

Schmitter-Soto et al., 2002; Pacheco et al., 2000; Herrera Silveira, 1999; Pacheco y 

Cabrera, 1997 Pacheco y Cabrera, 1996; Heip, 1995; Nixon, 1995). La concentración de 

nitrógeno está asociada al uso de fertilizantes, desechos domésticos y pecuarios en aguas 

residuales, incrementándose por escorrentía en la temporada de lluvias (Pacheco et al., 

2000; Pacheco y Cabrera, 1997). El segundo nutriente en abundancia es el fósforo, 

generalmente se encuentra en bajas concentraciones debido a que se favorece su co-

precipitación con el calcio por la saturación de carbonatos del agua del acuífero 

(Hernández-Terrones et al., 2010; Cervantes-Martínez et al., 2002; Schmitter-Soto et al., 

2002; Alcocer et al., 1998). La concentración del fósforo se encuentra de 0.005 a 20 µM 

(Schimtter-Soto et al., 2002). En 2020 se encontraron diferencias significativas de fosfatos 
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incrementando su concentración disuelta en la época de lluvia en zonas agrícolas y no 

agrícolas (Smith et al.; 2020). Las bajas concentraciones de fósforo difieren de las altas 

concentraciones del nitrógeno, comparando con la relación de Redfield (N:P de 16: 1), 

resultando en una relación mayor, (N:P 31.4 a 5400: 1). Esta relación sugiere al fósforo 

como el nutriente limitante (Alcocer et al., 1998; Cervantes-Martínez et al., 2002; 

Hernández-Terrones et al., 2010). Schmitter-Soto (2002) registró el estado trófico de 30 

cenotes en la PY basado en el índice del estado trófico (IET), con la técnica de medición de 

la clorofila-a de Carlson (1977), reportando la eutrofización del 15% de los sitios. En otros 

trabajos, Cervantes-Martínez et al., (2017; 2009 y 2002) y Villafañe et al., (2015) 

encontraron con IET con clorofila-a, cenotes de los tipos oligotróficos, mesotróficos (3 a 20 

µg/L) y eutróficos.  

La vigilancia de las fuentes de agua de la península de Yucatán debe abordarse 

sistemáticamente, con el fin de mantener en óptimas condiciones la calidad del agua con el 

fin de eliminar los riesgos a la salud de los ecosistemas y de manera importante en zonas 

con cambio de uso del suelo. El presente estudio evaluó la calidad del agua de acuerdo con 

seis parámetros de los nueve contenidos en las especificaciones sanitarias químicas de la 

Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-127-SSA1-2017 de uso y consumo humano. Se 

determinaron los parámetros fisicoquímicos, hidroquímicos e indicadores del estado trófico, 

la calidad del agua para su consumo y su uso por la población y para la protección de la 

vida acuática.  

2.2       MATERIALES Y MÉTODOS 

La zona de estudio tiene un clima tropical subhúmedo, con una temperatura anual que 

oscila entre 23-28 °C y una precipitación promedio anual de 1,202 mm3 (promedio del 

período 1985 al 2021, CONAGUA, 2022), con un máximo de 1836 mm3 el año 2020. Esta 

investigación se llevó a cabo en los meses de octubre de 2019 y febrero de 2020. Las 

muestras fueron tomadas de 14 cuerpos de agua en tres diferentes zonas de la PY (Figura 

2.1). En el área urbana de la Ciudad de Cancún del Municipio Benito Juárez, (C1) Lago 

“Milagros” (21° 05' 48.5" / 86° 54' 51.7, (C7) "Estanque Ucaribe” con agua subterránea (21° 

11' 59.4" / 86° 49' 23.6") y (C8) laguna salobre “Manatí” (21° 11' 15.5" / 86° 48' 43.4"). En el 

área agrícola, ubicada en el Estado de Yucatán se eligieron seis cenotes ubicados la zona 

ganadera de los municipios Panabá y Dzilam González; (A4) “Buena Esperanza” (21° 27' 
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14.8" / 88° 31' 12.3"), (A5) “Ceiba Xcaha” (21° 27' 03.3" / 88° 30' 16.6"), (A6) “San Manuel 

Chablé” (21° 26' 25.6" / 88° 30' 25.7"), (A7) “San Miguel” (Cenote abierto (21° 18' 01.5" / 

88° 19' 58.8"), (A8) “San Isidro” (21° 24' 17.9" / 88° 27' 54.9") y (A9) “San Miguel Panabá” 

(21° 16' 08.7" / 88° 14' 56.4"). El último grupo de 5 cenotes ubicados en el área recreativa 

con servicio turístico, en Lázaro Cárdenas en el Estado de Quintana Roo, la ruta salvaje”, 

(R6) “Palapas” (20° 48' 38.6" / 87° 19' 54.4"), (R7) “Naktunich” (20° 50' 07.9" / 87° 19' 25.5"), 

(R8) “Llanta” (20° 51' 06.4" / 87° 18' 57.9"), (R9) “Abandonado” (20° 53' 36.2" / 87° 18' 56.3") 

y (R10) “San Carlos 8” (20° 54' 29.1" / 87° 18' 26.8") (Figura 2.1). 

 

Figura 2.1 Mapa del noreste de la península de Yucatán, donde se señala en círculos 

negros los sitios estudiados. En Quintana Roo se muestrearon tres sitios urbanos de 

Cancún y cinco sitios en Lázaro Cárdenas. En Yucatán seis sitios ubicados enn 

Panabá y Dzilam. 

2.2.1 Muestreo y mediciones  

Las muestras de agua se colectaron directamente de la superficie de los cuerpos de agua, 

en botellas de HDPE previamente lavadas con detergentes libres de fosfatos. Los 
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parámetros fisicoquímicos registrados in situ fueron: temperatura (°C), pH, conductividad 

eléctrica (µS/cm), sólidos disueltos totales (mg/L) y oxígeno disuelto (mg/L), para lo cual se 

utilizó una sonda multiparamétrica HACH HQ40D portátil. La transparencia se midió con el 

disco de Secchi. Todas las muestras fueron transportadas en hielo al laboratorio el mismo 

día. Para la obtención de clorofila-a, se colectó un litro de agua en frasco ámbar y se filtró 

el mismo día (membrana de fibra de vidrio GF/F 0.7 μm) con una bomba de vacío. El filtro 

de clorofila se colocó en un tubo de vidrio conteniendo 10 ml de acetona 90% y se guardó 

sin luz y a 4°C toda la noche. Al siguiente día, se centrifugó a 2,500 rpm y se midió dos 

veces la absorbancia en un espectrofotómetro UV-Visible Bioespectrometer Basic, 

Eppendorf, con y sin HCl, en longitudes de onda a 630, 647, 664, 665 y 750 nm. La 

concentración de la clorofila-a se calculó mediante el método monocromático de Lorenzen 

(1967). Las muestras de iones y nutrientes se filtraron con membrana de nitrocelulosa de 

0.22 μm (Micropore), los filtrados se colectaron en tubos de fondo cilíndirco de 50 mL y se 

almacenaron a -20⁰C, hasta su medición. Los análisis de los nutrientes N-NO3
-, N-NH4

+, N-

NO2
-, P-PO4

3- y SiO2, se realizaron mediante espectrofotometría UV-VIS (Espectrofotómetro 

Evolution 60S de Thermo Scientific) (Cejudo y Ortega, 2018), el límite de detección se 

calculó a partir de diluciones del último estándar de la curva. Los nitritos se cuantificaron 

siguiendo el método propuesto por Strickland y Parsons (1972), el amonio con el método 

salicilato-hipoclorito (Bower y Holm-Hansen, 1980) y los ortofosfatos siguiendo el 

procedimiento EPA 365.3. (1978). Los nitratos, sulfatos, cloruros y cationes (Na+, K+, Mg2+ 

y Ca2+) se cuantificaron mediante cromatografía iónica utilizando un Cromatógrafo Ion 822 

Compact IC Plus (Metrohm), con un límite de detección de 0.1 mg/L, tomando la 

concentración del último estándar de la curva de calibración. Para la prueba de alcalinidad 

se tomaron directamente del cuerpo de agua 100 ml y ya en laboratorio se almacenaron a 

4⁰C, hasta su medición. La alcalinidad total se midió mediante titulación con ácido (NMX-

AA-036-SCFI-2001).  

2.2.2 Análisis de datos ambientales  

Se realizaron pruebas estadísticas descriptivas con el software Minitab 19 

(https://www.minitab.com/es-mx/). Se utilizó la prueba de Anderson-Darling para conocer si 

los datos siguen una distribución de normalidad para una prueba t. Se realizó la correlación 

de Spearman (σ) de asociación o interdependencia entre dos variables para todos y cada 
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uno de los factores medidos. Para determinar si las medianas de los grupos difieren, se 

hicieron pruebas de Mann-Whitney (M-W) por cada factor para los tres grupos de datos por 

uso del suelo. Para discernir entre los grupos con diferencias significativas se hizo la prueba 

de Tukey a un nivel de confianza del 95%.   

Para graficar el diagrama de Piper, primero se convirtieron las concentraciones mg/L a 

valores milimolar (mM) y los miliequivalentes (mEq/L) dividiendo el valor mMol entre los 

equivalentes del ión. Los valores mEq/L se sumaron en dos grupos, aniones y cationes y 

se calcularon los porcentajes de cada uno. Se utilizó el programa AqQA (RockWare) y se 

establecieron las características de la matriz hídrica para cada sitio.  

2.2.3 Indicadores de la Calidad del agua  

Se obtuvieron tres indicadores de calidad de agua: el agua subterránea se evaluó con el 

Índice de Calidad del Agua desarrollado por Sánchez et al. (2016). Este indicador de calidad 

del agua utiliza siete parámetros (pH, TDS, Alcalinidad, Na+, Cl-, SO4
2- y NO3

-) para calcular 

los valores relativos del índice se basó en la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-127-

SSA1-1994. La cuantificación de la clorofila-a se utilizó para calcular el índice del Estado 

Trófico de Carlson (1977) (IET). Finalmente, con las concentraciones de los compuestos de 

nitrógeno y fósforo se obtuvo la relación NID/FRS de Redfield (1958). En los sitios en los 

que no se obtuvo valores por tener concentraciones por debajo del límite de detección, se 

decidió tomar el valor de la mitad del límite inferior, para N-NO3
- fue de 0.05 mg/L, para N-

NH4
+ fue de (0.007 mg/L), para N-NO2

- fue de (0.005 mg/L) y para P-PO4
3- fue de (0.05 

mg/L). 

2.3       RESULTADOS 

2.3.1 Parámetros Fisicoquímicos 

Los resultados obtenidos mostraron que los valores más altos de EC y TDS se encontraron 

en el sitio C8, una laguna de agua salobre. Para los sitios de agua dulce y de acuerdo con 

los análisis fisicoquímicos, los sitios que presentaron valores extremos para el pH fueron el 

A5 con un pH de 9.07 y el A9 con un pH de 7.04. Los valores inferiores del pH que superan 

el valor histórico en +0.7 del sitio A9 y +1.6 el sitio R7. Los sitios con los valores extremos 

para el Total de Sólidos Disueltos (TDS) fueron el A9 con una concentración de 803 mg/L 
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y el R9 con una concentración de 211 mg/L. El Oxígeno Disuelto (OD) presentó un rango 

de concentración de entre 1.1 mg/L para los sitios A9 y C8 y de 15.7 mg/L para el sitio A8. 

La temperatura osciló entre los 30,4°C del sitio C1 y los 25,2°C del sitio A5). Contrastan los 

datos de Seduma Yuc (2008 a 2011) con valores de OD por arriba A8 y por abajo A9 y C8 

del promedio histórico, (Tabla 2.1). 

Tabla.2.1 Valores máximo y mínimo de los parámetros 

fisicoquímicos obtenidos in situ en los sitios de muestreo. 

Factor 
Urbanos (C) 

Octubre 

Agrícolas (A) 

Noviembre 

Recreativos (R) 

Febrero 

pH 
Mayor C7      8.5 A5     9.1 R9/R10   8.4 

Menor C8      7.1 A9      7.0 R7            7.9 

Temp 

°C 

Mayor C1    30.4 A8    28.8 R9         28.4 

Menor C8    27.4 A5    25.2 R6          26.3 

Cond 

µS/cm 

Mayor C8   5,050 A9   1,700   R7           648 

Menor  C1      710    A5    824   R10         459 

TDS 

mg/L 

Mayor C8   2,500 A9    803   R7           306 

Menor  C1      313 A5    401   R10         211 

OD 

mg/L 

Mayor C7     7.9 A8     15.7   R7          13.0 

Menor C8     1.1 A9      1.1 R10          8.4 

2.3.2 Hidroquímica 

Las características del sitio salobre juegan un papel importante en las diferencias promedio 

entre las áreas urbanas y recreativas. La alcalinidad presentó mayor dispersión en las 

concentraciones de CaCO3, en los sitios agropecuarios<recreativos<urbanos (Figura 2.2). 

Las concentraciones más altas de cloruros con >200 mg/L (Cl-) se encontraron en los sitios 

C7 y C8 en la zona urbana y A7 y A9 en la agrícola, para los sulfatos los sitios con 

concentraciones >25 mg SO4
2- /L fueron C1, C7 y C8 de la zona urbana, y A4, A6, A7 y A9 

en la agrícola. En los sitios agropecuarios A4, A6, A7 y A9 se encontraron las mayores 

concentraciones de nitratos >2 mg NO3
- /L, al igual que el sitio recreativo R6. Los nitritos 

tuvieron concentraciones detectables (>0.031 mg NO2
- /L) en los sitios agrícolas A5, A7, A8 

y A9, además el sitio recreativo R6. Los sitios recreativos tuvieron los valores más bajos 
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para aniones, (<41 mg Cl-/L, <9mg SO4
2-/L, <0.07 mg NO3

-/L) excepto R6, y 

concentraciones no detectables de NO2
- excepto R6 (Figura 2.2).  

  

Figura 2.2 Porcentaje de las concentraciones en mg/L de los aniones obtenidos del agua de 

los cenotes ubicados en las áreas urbana (C), agropecuaria (A) y recreativa (R). Se observa 

la presencia mayoritaria de cloruros y sulfatos en las zonas agropecuaria y urbana, los 

bicarbonatos en el área recreativa y presencia de nitratos en el área agropecuaria.  

 

         Figura 2.3 Porcentaje de las concentraciones en mg/L de los cationes obtenidos del agua 

de los cenotes ubicados en las áreas urbana (C), agropecuaria (A) y recreativa (R). Tanto 

el sodio como el calcio son los cationes con mayor presencia. 
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En todas las mediciones de cationes, en el área de los sitios recreativos tuvieron valores de 

concentración menores que los encontrados en el área de los sitios agropecuarios y el área 

de los sitios urbanos. Para calcio R < A < C, para magnesio R < A < C, para sodio R < A < 

C. El potasio fue detectado sólo en un sitio recreativo R7 y A < C (Figura 2.3). La distribución 

de las concentraciones de iones responde principalmente a su localización geográfica y no 

a efectos del uso del suelo. 

Basado en los valores relativos de las concentraciones de aniones y cationes convertidos 

en meq/L, se gráficó el diagrama de Piper. Los sitios se agruparon en tres tipos de familias 

de agua: los sitios urbanos se ubicaron en el área de las aguas cloruradas sódicas, los sitios 

agropecuarios en el área correspondiente a las aguas cloruradas mixtas y los sitios 

recreativos localizados en el tipo de aguas bicarbonatadas de magnesio (Figura 2.4).  

 

Figura 2.4 Diagrama de Piper. Muestra en los triángulos inferiores los 

valores en meq/L, las proporciones (%) de aniones (derecha) y 

cationes (izquierda). El rombo superior son puntos de intersección de 

líneas paralelas a los ejes verticales que unen los puntos de aniones 

(triángulo derecho) y cationes (triángulo izquierdo) de cada sitio. Los 

cuadros son los sitios urbanos C1, C2, y C3 (clorados). Los puntos 

grises son los agrícolas A4, A5, A6, A7 A8 y A9 (clorados). Los 

triángulos son los sitios recreativos R6, R7, R8, R9 y R10 

(bicarbonatados).    
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2.3.3 Nutrientes 

En los sitios de uso de suelo urbano se encontró al amonio como la principal fuente de 

nitrógeno y no fue detectado en dos sitios agropecuarios y cuatro sitios recreativos. El 

nitrato por el contrario fue detectado en todos los sitios de uso agropecuario y recreativo y 

no fue detectado en los sitios urbanos. En sitios urbanos tampoco se detectó P-PO4
3- y las 

concentraciones en tres de los seis sitios agropecuarios fue superior a los tres sitios 

recreativos en los que se detectó P-PO4
3-. Del total de sitios, en 9 no se cuantificaron 

concentraciones de N-NO2
- , que fueron menores al límite detección (Figura 2.5). 

 

Figura 2.5 Gráfico de las concentraciones de nutrientes en cada sitio muestreado donde se 

señala su ubicación por uso del suelo; C Urbano, A Agropecuario y R Recreativo. Los 

valores en Log10 µM muestran la presencia del N-NH4
+ como principal nutriente al nitrógeno, 

en la zona urbana y como N-NO3
- en las zonas agropecuaria y recreativa. El P-PO4

3- fue 

detectado en tres agopecuarios y tres recreativos.   

2.3.4 Análisis Estadístico de datos ambientales 

Los resultados obtenidos con la prueba de normalidad de Anderson-Darling mostraron que 

las variables pH, Temperatura, OD y % O son datos paramétricos y con la prueba de 

ANOVA de un factor no muestran diferencias significativas relacionados con las áreas 

seleccionadas del uso del suelo y no hubo correlación en la prueba de Pearson, los valores 
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de significancia fueron p > α = 0.05. Las variables TSD, CE, aniones, cationes y nutrientes 

presentan datos no paramétricos y en la prueba de Spearman reveló que la variable 

fisicoquímica TSD, los aniones Cl-, SO4
2- , los cationes Mg2+, Na+, K+ y el nutriente 

NH4
+están correlacionadas con las condiciones de las áreas estudiadas presentando 

valores de significancia p < α = 0.05) (Tabla 2.2).  

Tabla.2.2 Prueba de correlación de Spearman (ρ) con datos no 

paramétricos obtenidos de factores físicoquímicos, hidroquímicos, 

nutrientes e indicadores. El valor de significancia p < α = 0.05 confirma 

la asociación lineal del factor con el uso del suelo en la proporción del 

valor de Rho (ρ). Para los parámetros de pH, temperatura, OD y %O 

se correlacionó con la prueba de Pearson, son datos paramétricos de 

acuerdo con la prueba de Anderson-Darling. 

F
is

ic
o
q
u
ím

ic
o
s
 

Correspondencia de Spearman 

Variable ambiental ρ del Uso del suelo Valor p α = 0.05 

pH -0.066 0.82 

Temp -0.290 0.31 

Cond Elec -0.448 0.11 

TSD -0.742 0.01 

Oxi Dis 0.441 0.12 

%O2 0.488 0.08 

H
id

ro
q
u
ím

ic
o
s
 

Cl - -0.86 0.01 

SO4
2- -0.87 0.01 

NO3 - 0.32 0.27 

NO2 - -0.04 0.89 

Ca2+ -0.36 0.21 

Mg2+ -0.58 0.03 

Na+ -0.89 0.01 

K+ -0.79 0.01 

CACO3 0.18 0.55 

HCO3
- 0.18 0.55 

N
u
trie

n
te

s
 

N-NH4
+ -0.533 0.05 

N-NO2
- -0.129 0.66 

SiO2 0.429 0.13 

P-PO4
3- 0.312 0.28 

N-NO3
- 0.234 0.42 

El resultado del análisis de las distancias de las medianas de las tres poblaciones de uso 

del suelo con la prueba estadística de M-W mostraron que existen diferencias en un 

parámetro fisicoquímico (TSD), dos aniones (Cl – y SO4
2-), tres cationes (Mg2+, Na+ y K+ y 



CAPÍTULO II 

35 

 

un nutriente (N-NH4
+). Con el análisis de Tukey se discernió que de los siete factores con 

diferencias significativas las tenía el grupo de sitios recreativos, donde siete factores fueron 

diferentes con los agropecuarios y cinco de ellos fueron diferentes con los urbanos, el 

parámetro fisicoquímico TSD y el catión Mg2+ no fueron diferentes entre urbanos y 

recreativos (Tabla 2.3). 

Tabla.2.3 Resultado de la prueba de Man-

Whitney y Tukey, los datos de las áreas urbana, 

agropecuaria y recreativa que son diferentes 

presentan un valor del nivel de significancia p = ɑ≤ 

0.05. El grupo de sitios rescreativos presentan 

diferencias significativas con los agropecuarios en 

los factores fisicoquímicos, TSD, N-NO3
-
, Cl-, Mg+, 

Na+ y K+ y con los urbanos tienen diferencia con 

los recreativos en Cl-, SO4
2-, NO3

-, Na+ y K+. 

Factor 

mg/L 

Pruebas de M-W y Tukey 

 

Value p  

ɑ≤ 0.05  

TSD 

Recreativo ≠ Agropecuario   

  

 

0.008 

N-NO3
- 0.036 

Cl- 0.008 

SO4
2- 0.008 

Mg2+ 0.014 

Na+ 0.008 

K+ 0.008 

   
Cl- 

Recreativo≠Urbano    

 

0.037 

SO4
2- 0.037 

N-NO3
- 0.037 

Na+ 0.037 

K+ 0.037 

Los resultados obtenidos con el indicador del estado trófico de Carlson mostraron que los 

sitios C8, A5, A8 y R6 son eutróficos, C7, A4 y A9 son mesotróficos, A7, R7, R8, R9 y R10 

son oligotróficos, C1 y A6 son ultraoligotróficos. No se encontró correlación de los valores 

del estado trófico con las agrupaciones por uso del suelo (Tabla 2.4).   

Los valores obtenidos con el índice de calidad de las aguas (Sánchez, 2016), para once 

sitios (entre ellos todos los recreativos), corresponden a la clasificación de excelente 

calidad, los sitios agropecuarios A7 y A9 fueron de buena calidad y solamente el salobre 

C8 fue de muy pobre calidad (Tabla 2.4).  
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 Los resultados de la relación NID/FSR (16 N / 1 P) abarcan un rango muy extenso; siete 

sitios tienen resultados por debajo de ese valor (C1, C7, A6, A8, R7, R8 y R9). Se obtuvieron 

valores similares al dato de referencia en los sitios A7 y R10.  Se obtuvieron lugares con 

aproximadamente el doble de ese valor de referencia en los sitios C8, A5 y R6 y por último 

dos sitios agropecuarios que superan más de diez vece ese valor y son A4 y A9 (Tabla 2.4).    

Tabla.2.4  Indicadores de la Calidad del agua. Valores del índice de Calidad del agua, 

(Sánchez 2016) (ICA). Indice del estado trófico (Carlson 1970) (IET). Radio de NID/FRS 

de Redfield (NID/FRS) valor de referencia 16. 

Sitios  ICA *** Excelente 

** Buena 

* Pobre 

IET 

(%) 

Nivel 

trófico 

NID/FGR < Debajo = 

Igual 

> Encima 

C1    33.8    *** 26.7 Ultra 3.1 < 

C7  41.7 *** 46 Meso 6.7 < 

C8  195.9 * 55 Eu 30.3 < 

A4  41.4 *** 45.7 Meso 228.4 > 

A5  26.8 *** 55.5 Eu 40.3 > 

A6  33.5 ***   Ultra 0.7 < 

A7  57.8 ** 42 Oligo 17.6 = 

A8  28.2 *** 60 Eu 0.8 < 

A9  57.2 ** 50.2 Meso 277.8 > 

R6  22.1 *** 58.6 Eu 31.3 > 

R7  18.8 *** 42.4 Oligo 4.8 < 

R8  18.1 *** 42.4 Oligo 0.6 < 

R9  15.8 *** 37.4 Oligo 0.5 < 

R10  15.6 *** 44.2 Oligo 19.2 = 

. 

2.4       DISCUSIÓN 

De acuerdo con el Reglamento de la Ley de Protección al Medio Ambiente del Estado de 

Yucatán en Materia de Cenotes, Cuevas y Grutas expedido por Secretaría de Desarrollo 

Urbano y Medio Ambiente del Estado de Yucatán, enero 2021 (DOEY, 2021), se establece 

que el monitoreo de la calidad del agua de cenotes debe realizarse conforme a los límites 

máximos permisibles de las normas oficiales mexicanas aplicables. Las referencias de la 

calidad del agua ambiental en México las establecen dos documentos, el “criterio ecológico 
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CE-CCA 001-89 de la SEDUE” (1989) establece los criterios para evaluar los cuerpos de 

agua como aptos para ser utilizados como fuente de abastecimiento de agua potable, en 

actividades recreativas, para riego agrícola, uso pecuario, acuacultura y protección de la 

vida acuática y el de salud “NOM-127-SSA1-2017” (2017). De las zonas de uso del suelo, 

los cenotes situados en la zona agropecuaria, la calidad del agua es modificada por la 

introducción de contaminantes, al comparar con los valores máximos de los componentes 

y parámetros de la “NOM-127-SSA1-2017”, al menos uno de los sitios agropecuarios y un 

urbano superan los valores de pH, N-NH3
+, N-NO2

- y N-NO3
- (Polanco et al., 2019). El 

análisis estadístico establece diferencias significativas entre los sitios recreativos con 

agropecuarios y urbanos en el nutriente N-NO3
-. El K+ es un catión utilizado como indicador 

de potenciales fuentes de contaminación. Las concentraciones “naturales” están por debajo 

de los 5 mg/L, mayores cantidades se atribuyen principalmente a actividades 

antropogénicas principalmente la agropecuaria por uso de fertilizantes (Skowron et al., 

2018).  

Se revisaron reportes anteriores de cenotes de la PY y se encontró conicidencia en un dato 

extremo, el sitio agropecuario A5 obtuvo el valor más alto de pH (9.1), similar al reportado 

en el cenote Timul pH 9.1, ambos con media unidad de pH arriba del promedio histórico (pH 

8.6) (Pérez et al., 2011; Schmitter et al., 2002a; Herrera Silveira et al., 1996).  El pH es un 

factor que no presenta cambios significativos entre las temporadas y en el epilimnion la 

entrada de CO2 acidifica el agua al disminuir el O2 y al mismo tiempo es neutralizado por la 

disolución de la piedra caliza, la concentración de OD en el sitio A5 (5 mg/L) fue mucho 

menor al obtenido en el cenote Timul (11.4 mg/L), por lo que las causas del valor de pH 

obtenido podrían ser otros factores, como la actividad biológica de las cianobacterias, 

especialmente la presencia de microalgas Microcystis, las cuales poseen anhidrasas 

carbónicas y Rubisco, así como carboxisomas que les permiten almacenar y transformar el 

CO2 acuoso en HCO3
- absorverlo del ambiente y con ello aumentar el pH del ambiente (van 

der Grinten et al., 2005; Talling, 1976). En este estudio todos los sitios recreativos y dos 

urbanos ubicados en la zona continental alejados del litoral, tenían aguas alcalinas (en 

estos sitios urbanos no se detectó P-PO4
3- y cuatro de los agropecuarios más cercanos a 

la costa tenían aguas menos alcalinas, los otros dos agropecuarios fueron la excepción y 

presentaron mayor alcalinidad (A5 y A8). Los reportes de la zona afirman que los cenotes 

cerca de la costa son más ácidos y al interior de la península, son más alcalinos (Moscoso, 
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2019, Cruz et al., 2018; Schmitter-Soto et al., 2002, Alcocer et al., 1998). El NH4
+ es mucho 

más tóxico en agua alcalina que en agua ácida, a valores de pH > 8.5 es más tóxico para 

la biota acuática, el sitio urbano C8 con (0.731 mg/L NH4
+) y el sitio agropecuario A6 (1.072 

mg/L NH4
+) tiene pH menor a 7.5, por lo que no representó riesgo (Morrison et al., 2001; 

DWAF, 1996). Los valores máximos de la norma que no fueron rebasados y se obtuvieron 

similares o por debajo de los máximos encontrados en reportes anteriores son los factores 

de TNID, temperatura, CE y TSD (Saint-Loup et al., 2018; Schmitter-Soto et al., 2002a). El 

oxígeno disuelto supera los valores históricos de 8 mg/L (Seduma Yuc. 2008 a 2011), la 

máxima concentración en los sitios A7 y A8 agrícolas ambos con FAN, las cuales 

incrementan el O2 en el medio. En tres sitios agrícolas y uno urbano se observaron 

concentraciones de oxígeno disuelto muy cercano a los límites de la anoxia/anaerobiosis, 

de 1.0 mg/L con la consecuente muerte de metazoarios acuáticos principalmente (Saari et 

al., 2017; Schmitter-Soto et al., 2002a; Wang et al., 1978). La variabilidad de 

concentraciones de N-NO3
- se debe a la dinámica de las actividades antropogénicas, ya 

que los eventos contaminantes son puntuales y no regionales tanto espacial como 

temporalmente en el acuífero de la PY (Pacheco y Cabrera, 1997). En el área agropecuaria 

se obtuvieron 5.22 mg/L de N-NO3
-
 mostrando una posible tendencia de disminución entre 

los años 2017 y 2019 (Caamal, 2021). Los límites de las concentraciones de N-NO3
- 

señalados en la NOM-127-SSA1-2017 de 11 mg/L está por arriba de los 10 mg/L de nitratos 

que puede causar desordenes fatales a humanos (infantes) y animales silvestre y 

domésticos y por debajo de los 41 mg/L en adultos por metahemoglobinemia. Ninguno de 

los sitios rebasó esas concentraciones. Las altas concentraciones de P-PO4
3- que se 

obtuvieron en 4 sitios se explican por la entrada de altas concentraciones de materia 

orgánica al cuerpo de agua, dejando P-PO4
3- en solución, especialmente por la entrada de 

agroquímicos en tres sitios agropecuarios y un sitio recreativo del que se sospecha tiene 

entrada de aguas residuales (Cagle et al, 2021; Saint-Loup et al., 2018; Sánchez-Sánchez 

et al., 2015; Pacheco et al., 2004).  

Los resultados de los indicadores de calidad del agua responden a las correlaciones 

encontradas y los parámetros con diferencias significativas que componen sus 

formulaciones, a decir el ICA con TSD y N-NO3
-
 y la relación de Redfield con las 

concentraciones de N-NO3
- y P-PO4

3-. El índice del estado trófico basado en la 

concentración clorofila-a nos da una perspectiva de la calidad del agua diferente, utilizando 
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los valores medios por uso del suelo, los agropecuarios y recreativos se agrupan en 

mesotróficos y los urbanos oligotróficos.   

Se recomiendan mejores prácticas de gestión en los agroecosistemas de la zona agrícola 

para asegurar una buena calidad del agua subterránea para uso agrícola y en los sitios 

recreativos cuidar la calidad de las afluentes y apoyarse en el Reglamento de la Ley de 

Protección al Medio Ambiente del Estado de Yucatán en Materia de Cenotes, Cuevas y 

Grutas expedido por Secretaría de Desarrollo Urbano y Medio Ambiente del Estado de 

Yucatán.  

2.5       CONCLUSIÓN 

Los tipos de agua encontrados responden a su ubicación geográfica y no al tipo de uso del 

suelo. Por uso del suelo los situos utilizados para actividades recreativas presentaron 

diferencias en la concentración de nutrientes en comparación con los sitios agropecuarios 

y urbanos. 
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CAPÍTULO III 

DETECCIÓN DEL GEN mcyA Y CUANTIFICACIÓN DE MICROCISTINA EN 

CENOTES LOCALIZADOS EN ÁREAS DE USO DEL SUELO URBANO 

AGRÍCOLA Y RECREATIVO EN EL ACUÍFERO KÁRSTICO DE LA PENÍNSULA 

DE YUCATÁN, MÉXICO. 

Ávila-Torres, G.; Rosiles-González, G.; Carrillo-Jovel, V.H.; Acosta-González, G.; Cejudo-Espinosa, E.; Ortega-Camacho, D.; Hernández-Zepeda, C.; Moreno-

Valenzuela, O.A. Microcystin Concentrations and Detection of the mcyA Gene in Water Collected from Agricultural, Urban, and Recreational Areas in a 

Karst Aquifer in the Yucatan Peninsula of Mexico. Microbiol. Res. 2023, 14, 1168–1184. https://doi.org/10.3390/ microbiolres14030078. Publicado MDPI. 

https://www.mdpi.com/2036-7481/14/3/78. 

RESUMEN 

La eutrofización de los cuerpos de agua dulce permite el establecimiento de poblaciones 

de cianobacterias, algunas de las cuales pueden producir metabolitos secundarios como la 

MC hepatotóxica. El objetivo principal de este estudio fue el de caracterizar los parámetros 

básicos de la calidad del agua y la detección del gen mcyA (productor de MC) y de MC en 

cenotes localizados en áreas con uso del suelo agrícola, urbano y recreativo del acuífero 

kárstico del NE de la Península de Yucatán (PY), México. Para ello se colectó agua (100 L) 

de 14 cenotes y se filtraron a través de filtros de 22 µm de diámetro. La calidad del agua 

fue determinada utilizando variables fisicoquímicas, hidroquímicas, nutrientes y 

concentraciones de la clorofila-a. El total de MC fue cuantificado por medio de un kit de 

ELISA para cada uno de los sitios. El total del ADN fue aislado del plankton de los filtros de 

nitrocelulosa y fue utilizado para la amplificación por PCR de un fragmento (~300 pb) del 

dominio de condensación del gen mcyA. Los amplicones fueron clonados y secuenciados 

para identificación de las cianobacterias. Los resultados mostraron que los cenotes 

presentaban estados tróficos desde ultraoligotrófico hasta eutrófico, de acuerdo con el 

Indice del estado trófico de Carlson. Todos los sitios presentaron concentraciones de MC 

detectable, en un rango de >0.14 µg /L a >5.0 µg/L y el 21% (3/14) de ellos excedieron la 

concentración establecida como estándar (1 µg/L) para el agua de uso y consumo. El gen 

mcyA amplificó en el 28% de los sitios, de los cuales fueron obtenidas 23 secuencias, de 

las cuales el 87%(20/23) compartieron >95% de identidad de nucleótidos con el género 

Microcystis y el 13% (3/23) de las secuencias compartieron >87% de identidad de 

nucleótidos con cianobacterias no cultivadas. No se observó una correlación entre la 
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presencia del gen mcyA y la concentración de MC; sin embargo, se observó una correlación 

entre las concentraciones de MC y pH y Chl-a. 

3.1       INTRODUCCIÓN 

El cambio climático y el cambio de uso del suelo han incrementado drásticamente la 

contaminación de los ambientes acuáticos (Wurtsbaugh et al., 2019), afectando la calidad 

e integridad de los sistemas de agua dulce (Sinha et al., 2012; Beversdorf et al., 2015; 

Kimambo et al., 2019). Este es un problema global que se ha intensificado, principalmente 

por la falta de un tratamiento adecuado de las aguas residuales, el uso intensivo del riego 

y la aplicación de fertilizantes (Beretta-Blanco & Carrasco-Letelier, 2021; Zou et al., 2020). 

Como resultado, la eutrofización de los ecosistemas acuáticos impulsa la tasa de 

crecimiento de ciertas especies de cianobacterias, causando que excedan las 

concentraciones aceptables, fenómeno denominado generalmente Floración Algal Nociva 

(FAN). La frecuencia y la intensidad de los FAN que ocurren en ecosistemas acuáticos 

continentales se han incrementado desde las últimas décadas (Zou et al., 2020; Qin et al., 

2019; Huang & Zimba, 2019; Paerl, 2018; Álvarez et al., 2017, Carey et al., 2012; Sukenik 

et al., 2015; Yang et al., 2008). Se han reportado 108 países y territorios con floraciones de 

Microcystis y en el 73% se confirmó la presencia de MC, un conjunto de metabolitos 

secundarios bioactivos que son producidos por cepas de diferentes especies 

pertenecientes principalmente a los géneros Microcystis, Dolichospermum (antes 

Anabaena) Planktothrix, Nostoc, Oscillatoria, Aphazinomenon, Anabaenopsis (Chen et al., 

2021; Puddick et al., 2019; Wei et al., 2016; Harke et al. 2016; Rawat et al., 2011; Bartram 

& Chorus 1999 ; Oswald 1988).  

Carrillo (2019), con un estudio de metagenómica con los genes ribosomales ARNr 23S y 

ARNr 16S reportó especies de los géneros Microcoleus, Geitlerinema, Roseofilum, 

pertenecientes al orden Oscillatorial y especies de los géneros Nostoc, Cylindroespermpsis, 

Phormidium, perteneciente al orden Nostocales.  Cagle et al (2021), utilizando el gen 16S 

ARNr, identificaron especies de los géneros Synechococcales y Nostocales, todas ellas 

reportadas con cepas productoras de cianotoxinas en otros estudios (Ravell et al., 2019). 

Las técnicas de identificación morfológica y molecular, como el análisis de secuencias del 

ARNr 16S e ITS 16S-23S ARNr o fragmento del gen de la ficocianina no han sido útiles 
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para discriminar cepas de cianobacterias toxigénicas y no toxigénicas (Feist & Lance 2021: 

Sidelev, 2019; Pham et al. 2015; Li et al. 2014; Davis et al., 2009).  

Los genes mcy codifican para las enzimas productoras de MC y están compuestos por 

módulos genéticos del polipéptido sintetasa y la policétido sintasa (PKS) (Baxa et al., 2010; 

Lehman et al., 2017; Li et al., 2014; Singh et al., 2015). Se demostró que la disposición del 

operón mcyA-C se conserva entre las cepas tóxicas de los diferentes géneros. Con base 

en las secuencias de los genes mcy de Microcystis, Anabaena y Planktothrix se diseñó un 

par de cebadores (Primers mcyA-Cd1R 5′AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-3′, mcyA-

Cd1F 5′ AAAATTAAAAGCCGTATCAAA -3'), que codifica para un fragmento que forma 

parte del dominio de condensación del del gen mcyA (Hisbergues et al., 2003; Tillett et al., 

2000; Nishizawa et al., 1999). El fragmento amplificado con estos cebadores ha sido 

utilizado para la detección y diferenciación de cianobacterias tóxicas en ambientes 

acuáticos en Tri-An Reservoir, un sistema tropical en Vietnam y por su eficiencia y 

especificidad para la detección de especies productoras de MC, también se ha utilizado 

PCR multiplex con otros tres pares de cebadores, para la detección de diferentes 

cianotoxinas en muestras ambientales en Rusia (Pham et al., 2021; Sidelev, 2019; Li et al., 

2011). 

Las MC son un grupo de heptapéptidos cíclicos, de origen no ribosómico, con más de 240 

variantes (Shishido et al., 2019), que son potentes inhibidores de las proteínas fosfatasas 

eucariotas tipo 1 y 2A (Tillet et al., 2000). Los eventos tóxicos asociados con Microcystis 

aeruginosa a menudo ocurren a través de la ingestión o inhalación de agua que contiene 

MC (Kubickova, et al., 2019; Schaefer et al., 2020). Desde el primer caso reportado de 

intoxicación letal en ganado en Australia (Francis 1878), se han registrado múltiples casos, 

incluso en especies domésticas y de vida silvestre (Codd et al., 1989; Stewart et al., 2008). 

Los humanos y el ganado que consumen agua contaminada sufren graves problemas de 

salud por causa de la MC (Park et al., 2021). Las MC causan genotoxicidad dentro del 

hígado y otros órganos de mamíferos como el riñón, el corazón, los sistemas reproductivos 

y los pulmones, particularmente después de exposiciones crónicas a dosis bajas (McLellan 

y Manderville, 2017); en exposiciones mayores puede conducir a la muerte del individuo. 

Se han reportado informes de muertes humanas causadas por cianotoxinas mediante 

diálisis renal (Pouria et al., 1998; Azevedo et al., 2002), epidemia de gastroenteritis por agua 
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potable contaminada (Texeira et al., 1993) y daño hepático por intoxicación de MC en 

personas que realizaron actividades recreativas acuáticas (Vidal et al., 2017). En las plantas 

provocan la deformación de la estructura celular (Pappas et al., 2020). 

La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) y la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), han declarado al grupo de MC como una amenaza para la salud 

pública y recomiendan una concentración límite máxima permisible de 1µg/L de MC para el 

uso de agua y en agua para consumo humano (Pham y Utsumi, 2018; D'Anglada y Strong, 

2015; Codd et al., 2005 a, b). En México, la Comisión Federal para la Protección contra 

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), determinó en un Proyecto para establecer la Norma 

Oficial Mexicana, PROY-NOM-127-SSA1-2017 (SEGOB, 2017), un límite máximo de MC 

de 1 µg/L con el objetivo de garantizar la calidad del agua de uso y consumo. 

Se ha tomado interés en el estudio de las cianobacterias cianotóxicas, ya que en la región 

NE de la PY la única fuente de agua es el acuífero kárstico, que se ha visto alterado por la 

contaminación con nutrientes antropogénicos por el ingreso de aguas residuales y el uso 

de fertilizantes, debido al cambio de uso del suelo ya que las actividades agrícolas, urbanas 

y recreativas que se realizan en la PY se intensifican por el aumento de la densidad 

poblacional. (Smith et al., 2020; Bauer-Gotwein et al., 2011; Kauffer y Villanueva, 2011; 

Smith, 2003). Los cenotes en las diferentes áreas con cambio de uso de suelo poseen 

condiciones ambientales favorables para la presencia de cepas productoras de MC o 

cianobacterias que contienen el Operon mcy. La confirmación de la presencia de MC es 

posible mediante la amplificación del gen mcyA y la cuantificación de MC en el agua con la 

técnica ELISA. Para estudiar la presencia de cianobacterias productoras de MC, se 

analizaron 14 cenotes en áreas con diferentes usos de suelo, donde mediante la 

caracterización del agua e indicadores de estado trófico, se verificó la relación entre las 

condiciones ambientales y la expresión de MC. Este estudio tiene como objetivo (a) 

relacionar la existencia del gen mcyA con la presencia de MC, (b) evaluar si las 

características de las condiciones ambientales del agua de los cenotes de tres usos del 

suelo (urbano, agrícola y recreativo) están relacionadas con la existencia de los genes 

mcyA y con la presencia de MC. 
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3.2       MATERIALES Y MÉTODOS 

3.3.1 Área de estudio. 

Se seleccionaron ocho cenotes en el estado de Quintana Roo, tres en la zona urbana de la 

ciudad de Cancún y cinco en una zona turística conocida localmente como “ruta salvaje” en 

el municipio de Lázaro Cárdenas (Fig. 1). Además, se seleccionaron 6 cenotes en la zona 

agrícola de los municipios de Panabá y Dzilam, en el estado de Yucatán (Figura 3.1 y Tabla 

3.1). 

 

Figura 3.1 Mapa del NE de la PY con identificación de los sitios en círculos negros, tres en la Ciudad 

de Cancún, cinco en Lázaro Cárdenas ambos de Quintana Roo y seis de Panabá y Dzilam en 

Yucatán  
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Tabla.3.1. Sitios investigados. Nombre y localización geográfica para cada uno de los sitios por uso 

de suelo, presencia y ausencia de FAN y tipo de cuerpo de agua.  

Uso 
de 

suelo 

Codigo 
sitio 

Nombre 
Tipo de 

cuerpo de 
agua 

FAN Latitud Longitud 

U
rb

a
n
o

 C1 Milagros Sascabera  210548.5N 865451.7W 

C7 
Universidad 
Del Caribe 

Estanque * 211159.4N 864923.6W 

C8 Manatí Laguna  211115.5N 864843.4W 

A
g
ro

p
e
c
u
a
ri

o
 

A4 
Buena 
Esperanza 

Cenote 
abierto 

 212714.8N 883112.3W 

A5 Xcaha 
Cenote 
abierto 

* 212703.3N 883016.6W 

A6 
San Manuel 
Chablé 

Cenote 
abierto 

 212625.6N 883025.7W 

A7 San Miguel 
Cenote 
abierto 

 211801.5N 881958.8W 

A8 San Isidro 
Cenote 
abierto 

 212417.9N 882754.9W 

A9 
San Miguel 
Panabá 

Cenote 
abierto 

* 211608.7N 881456.4W 

R
e
c
re

a
ti
v
o

 

R6 Palapas 
Cenote 
abierto 

 204838.6N 871954.4W 

R7 Naktunich 
Cenote 
abierto 

 205007.9N 871925.5W 

R8 Llanta 
Cenote 
abierto 

* 205106.4N 871857.9W 

R9 Abandonado 
Cenote 
abierto 

* 205336.2N 871856.3W 

R10 San Carlos 
Cenote 
abierto 

 205429.1N 871826.8W 

3.3.2 Parámetros Fisicoquímicos 

Los parámetros fisicoquímicos de temperatura (°C), pH, conductividad eléctrica (CE en 

μS/cm), Sólidos disueltos totales (TSDmg/L) y Oxígeno disuelto (ODmg/L), se midieron in 

situ utilizando una sonda multiparamétrica Hach HQd portátil. 

3.3.3 Nutrientes, análisis hidroquímicos y cuantificación de clorofila-a 

Las muestras de agua fueron colectadas manualmente en recipientes de HDPE, 

previamente enjuagados con detergente libre de fosfatos. Las muestras de agua se filtraron 

in situ con una membrana de nitrocelulosa de 0.22 μm (Whatman, 7184-002), los filtrados 

se recogieron en tubos de 50 ml, se transportaron a 4ºC y se almacenaron inmediatamente 
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en laboratorio a -20ºC para análisis posteriores. Los análisis de nutrientes se realizaron 

utilizando métodos colorimétricos con un espectrofotómetro UV-Vis (Eppendorf 

BioSpectrometer). Los nitratos y nitritos se cuantificaron siguiendo el método reportado en 

Strickland & Parsons Handbook (1972), el amonio con el método de salicilato-hipoclorito 

(Bower & Holm-Hansen 1980) y los fosfatos con el procedimiento EPA 365.3 (US EPA 

Method 365.3 original issue 1978). Los aniones nitratos, nitritos, sulfatos, cloruro (NO3
¯, 

NO2
¯, SO4

2- y Cl¯) y cationes (Na+, Mg2+, K+ y Ca2+) se cuantificaron por cromatografía iónica 

utilizando un Ion Chromatograph 822 IC (Metrohm), con un límite de detección de 0,1 mg/l. 

La alcalinidad total se midió por titulación ácida (NMX-AA-036-SCFI-2001 y Método 310.1 

Alcalinidad Titrimétrica). La concentración de clorofila a se calculó con base en el método 

de Lorenzen (1967). El diagrama de Piper se obtuvo con el programa Qualigraf-Novo 

software package, (http://www3.funceme.br/qualigraf/mi/midia/show/3). 

3.3.4 Detección y cuantificación de microcistina 

Se rompieron las microalgas de 30 ml de las muestras de agua del cenote por congelación-

descongelación, seguido de una centrifugación a 2500 rpm durante 10 minutos. Se utilizó 

un inmunoabsorbente, un procedimiento con inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, 

Microcystins Tube Kit, Enrofins, Abraxis, Warminster, PA, EE.UU.) para detectar y 

cuantificar MC/nodularina siguiendo las instrucciones del fabricante. El límite de detección 

fue de 0,09 ppb (ng/L) basado en Microcystina-LR. 

3.3.5 Concentración del fitoplancton 

Se concentraron 100 L de agua utilizando el muestreador de microplancton Wisconsin (poro 

53 µm), para obtener un volumen final de 1 L. Las muestras de agua se transportaron al 

laboratorio a -4°C y se filtraron con un filtro de nitrocelulosa Micropore® de 0.45 μm 

(Whatman®, Springfield Mill, PA, USA). Las muestras filtradas se almacenaron a -20°C. 

3.3.6 Extracción del ADN 

Para la extracción de ADN se utilizó el DNEasy, Plant Mini Kit (QIAGEN® Hilden, Germany) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ácidos nucleicos se eluyeron en 50 μL y se 

almacenaron a -20 °C. 
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3.3.7 Amplificación por PCR y clonación del gen mcyA 

Se utilizaron los cebadores mcyA-cdF1 5' AAA-ATT-AAA-AGC-CGT-ATC-AAA 3' y mcyA 

cdR1 5' AAA-AGT-GTT-TTA-TTA-GCG-GCT-CAT 3', que amplifican un fragmento de ~300 

pares de bases (pb) del gen mcyA de la región del dominio de condensación NRPS 

(Hisbergues et al., 2003). Las amplificaciones por PCR se realizaron utilizando el Applied 

Biosystem® Model Verti de 96 pocillos. La mezcla de reacción consistió en un volumen final 

de 25 l que contenía 5 μl de solución buffer 1X Gotaq® Green Master Mix, 1 μl de dNTPs 

200 μM, 0,5 μl de cada cebador 20 μM, 0,2 μl de ADN polimerasa Gotaq® (Promega, 

Madison, Wisconsin, EE. UU.) (1X). Se utilizaron como moldes alícuotas de 1l de ADN 

diluido 1:10. Las condiciones del ciclo de PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 3 

minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 53 °C durante 30 segundos 

y 60 segundos a 72 °C, con una extensión final de 10 minutos a 72 °C. 

Los controles negativos se prepararon usando agua libre de nucleasas como templado. Los 

productos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio 

(0,2 μg/ml) bajo luz ultravioleta. Los productos de PCR del tamaño esperado se ligaron en 

el vector de clonación PGEM-T Easy (PROMEGA) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los productos ligados se utilizaron para transformar células de Escherichia coli 

T-10 mediante choque térmico (Sambrook y Russel, 2001). Se seleccionaron siete 

plásmidos recombinantes con fragmentos de tamaño esperado para la secuenciación 

unidireccional utilizando cebadores M13F, en Macrogen, Seúl, Corea del Sur. Para la 

prueba de control de inhibición de PCR se utilizó un plásmido previamente secuenciado 

que portaba un fragmento del gen 23S rDNA. La amplificación del gen 23S rARN se llevó a 

cabo como lo reportó Sherwood (2007). 

3.3.8 Análisis de secuencias 

Las secuencias se editaron utilizando el software gratuito Finch-TV 

(https://digitalworldbiology.com/FinchTV) para eliminar las secuencias de los vectores. Las 

23 secuencias del fragmento mcyA obtenidas se analizaron en el programa informático 

BLASTn para determinar el porcentaje de similitud de cada fragmento aislado de mcyA con 

las secuencias de mcyA disponibles en la base de datos de la National Center for 

Biotechnology Information NCBI del National Institutes of Health (NIH) 
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(http://www.ncbi.nom.nih.gov). En este estudio se obtuvieron un total de 23 secuencias del 

fragmento del gen mcyA y se depositaron las secuencias en el GenBank con los siguientes 

números de acceso. GenBank con los siguientes números de acceso de secuencias: 

ON156727, ON156728, ON156729, ON156730, ON156731, ON156732, ON156733, 

ON156734, ON156735, ON156736, ON156737, ON156738, ON156739, ON156740, 

ON156741, ON156742, ON156743, ON156744, ON156745, ON156746, ON156747, 

ON156748 y ON156749.  

La matriz para el análisis filogenético se construyó con secuencias de nucleótidos (nt) de 

las 23 muestras aisladas de agua de este estudio y 24 secuencias disponibles en Gen-

Bank, que se seleccionaron en función del primer resultado después de la búsqueda 

BLASTn. Se reconstruyó el árbol filogenético de consenso utilizando el software gratuito 

Mega 11, soportado en el método Neighbor-Joining. El árbol de consenso de Bootstrap se 

infirió a partir de 1000 repeticiones y los clados con valores por debajo del 50 % en el árbol 

de consenso fueron colapsados.  Hubo un total de 209 posiciones en el conjunto de datos 

final. Se eliminaron todas las posiciones de las 47 secuencias que contenían gaps y datos 

faltantes (opción de eliminación completa). El árbol utilizó como grupo Raíz el gen mcyA de 

Nostoc de Microcystis aeruginosa (Accession number KC699835). 

La estadística descriptiva se realizó con los programas de software Minitab19 y SPC para 

Excel. Se realizó la prueba de Spearman con todos los factores y la prueba de normalidad 

con el estadístico Anderson-Darling (A-D). Se decidió utilizar las pruebas no paramétricas 

de Kruskal-Wallis (K-W) y Mann-Whitley (M-W), para distinguir las diferencias significativas 

entre áreas urbanas, agrícolas y recreativas. Se utilizó el análisis de redundancia (RDA) 

para explicar directamente la variación en las concentraciones de MC (variables de 

respuesta) y las variables de parámetros fisicoquímicos y de nutrientes (variables 

explicativas). Los valores de los parámetros fisicoquímicos y de nutrientes se transformaron 

utilizando la función logarítmica, con una constante arbitraria adicional de 0,001 para 

eliminar los ceros antes de la transformación. El procedimiento de análisis RDA se realizó 

en R.4.1.2. Se utilizaron modelos aditivos generalizados (GAM) para describir las relaciones 

no lineales de la concentración de MC y los parámetros fisicoquímicos y de nutrientes y 

parámetros fisicoquímicos Chl-a (mg/m3), T (°C), EC (µS/cm), DO (mg/L), pH, N-NH4 (mg/L), 

N-NO2 (mg/L), N-NO3 (mg/L), P-PO4
3 (mg/L), and SiO2 (mg/L). Los procedimientos GAM se 
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utilizaron con el paquete "mgcv" en R.4.1.2. Los grados de libertad (edf) se usaron para 

determinar la cantidad de suavizado para cada parámetro; cuanto más cerca esté el edf de 

1, mayor será la linealidad de la curva. p < 0.05 indicó un efecto significativo de las variables 

sobre las MC. Antes del ajuste no lineal basado en el modelo GAM, los valores de los 

parámetros fisicoquímicos y de nutrientes se transformaron logarítmicamente con una 

constante arbitraria adicional de 0.001 para eliminar los ceros antes de la transformación.       

3.3       RESULTADOS 

3.3.1 Variables fisicoquímicas 

Las variables fisicoquímicas junto con las concentraciones de Chl-a y MC obtenidas por 

sitio se presentan en la Tabla 2.1 Para comparar, todas las variables se agruparon por área 

(urbana, agrícola y recreativa) y los valores promedio (Tabla 2.1) se usaron para determinar 

las diferencias de concentración de mayor a menor dentro de cada área. Para el valor 

promedio de pH se observó diferencia entre las zonas recreativas, urbanas y agrícolas; para 

EC, la diferencia fue áreas urbanas, agrícolas y recreativas; para DO, la diferencia fue áreas 

recreativas, agrícolas y urbanas (Tabla 2.1). De todos los parámetros promedio analizados, 

la CE mostró una diferencia significativa entre grupos (áreas urbanas, agrícolas y 

recreativas), ya que el análisis de pruebas por pares-P (Perm) confirmaron que los sitios 

recreativos eran diferentes de los sitios agrícolas (EC A 6= R p = 0.0019) y que los sitios 

urbanos eran diferentes a los recreativos (EC C 6= R p = 0.0181). 

3.3.2 Hidroquímica 

En el diagram de Piper se distinguieron tres tipos de agua con características iónicas 

diferenciales, la primera del tipo bicarbonatada de calcio y magnesio (Ca2+, Mg2+, HCO3) 

constituyendo el agua subterránea de los cenotes recreativos R6 a R10. La segunda es 

agua clorurada de magnesio y calcio una mezcla de Cl-, Ca2+ y Mg2+. tipo de agua obtenida 

de cuatro sitios agrícolas (A4, A5, A6 y A8); y por último al agua con cloruro de Sodio (Na+ 

Cl–) presente en dos sitios agrícolas (A7 y A9) y tres sitios urbanos (C1, C7 y C8) (Figura 

2.4). La composición iónica (aniones Cl– y SO4 2– y cationes Mg2+, Na+ y K+) presentó 

diferencias significativas mediante la prueba de Mann-Whitney (p 0.05) (Figura 2.4).   

 



CAPÍTULO III 

51 

 

3.3.3 Nutrientes 

En el 64.3% (9/14) de los sitios, la concentración de N-NO2 estaba por debajo del límite de 

detección (LoD) (Tabla 3.2). El rango de concentración de N-NO3
- fue de 0.474 a 18.3 mg/L, 

donde el valor más bajo se detectó en el sitio R10 (área recreativa) y el más alto en el sitio 

A7 (sitio agrícola). En el 21.4% (3/14), la concentración de N-NO3
- estaba por debajo del 

LoD (Tabla 3.2). Para P-PO4
3-, el rango de concentración fue de 0.38 a 2.5 mg/L, donde el 

valor más bajo se detectó en el sitio R7 (área recreativa) y el más alto en A6 (área agrícola). 

En el 57.1 % (8/14) de los sitios, la concentración de P-PO4
3- estaba por debajo del LoD 

Microbiol. Res. 2023, 14 1175 (Tabla 3.2). El nitrógeno inorgánico disuelto (NID: NH4
+ + 

NO3
- + NO2

-) estuvo dentro de un rango de 0.077–18.305 mg DIN/L por sitio muestreado, 

donde el valor más bajo se detectó en el sitio C1 y el más alto en el sitio A7, un sitio agrícola 

Tabla 3.2 Concentraciones de nutrientes para cada uno de los sitios por uso del suelo. (C) 
urbanos, (A) Agrícolas y (R) Recreativos. 

Site 
N-NH4 

mg/L 
s.d. 

N-NO2 
mg/L 

s.d. 
N-NO3 
mg/L 

s.d. 
P-PO4

3- 
mg/L 

s.d. 
Chl-a 

mg/m3 
MC 
µg/L 

C1 0.028 0.001 0.024 0.00 LoD  LoD  0.27 0.51 

C7 0.140 0.002 LoD  LoD  LoD  53.46 >5.00 

C8 0.731 0.001 LoD  LoD  LoD  4.81 0.41 

A4 LoD  1.587 0.040 4.12 0.220 LoD  n.d. 0.15 

A5 0.103 0.001 LoD  0.902 0.096 LoD  112.86 >5.00 

A6 1.072 0.017 LoD  0.776 0.027 2.500 0.053 n.d. 0.81 

A7 LoD  0.019 0.00 18.3 2.290 1.040 0.010 2.14 2.77 

A8 LoD  LoD  0.824 0.096 1.090 0.005 25.06 0,98 

A9 0.350 0.033 0.185 0.02 6.41 0.137 LoD  2.94 0.14 

R6 0.110 0.008 LoD  0.669 0.041 LoD  43.44 0,34 

R7 LoD  0.030 0.00 1.78 0.096 0.38 0.001 2.67 0.28 

R8 LoD  LoD  0.377 0.013 0.62 0.016 1.34 0.54 

R9 LoD  LoD  0.640 0.027 1.31 0.022 2.06 0.39 

R10 LoD  LoD  0.474 0.013 LoD  1.60 0.25 

* = Por debajo del límite de detección (LoD); S.E. = error estándar. 

Las concentraciones de nutrientes obtenidas de sitios urbanos, agrícolas y recreativos se 

agruparon para determinar si existían diferencias significativas entre áreas. Los resultados 

mostraron que N-NO3
- (mg/L) fue el parámetro que mostró diferencias estadísticamente 

significativas con el análisis PERMANOVA. Se encontraron diferencias entre urbano-

agrícola (p = 0.0125) y urbano-recreativo (p = 0.0197). No se observaron diferencias 

significativas (p > 0.05) para las concentraciones de N-NH4
+, N-NO2

- y P-PO4
3- entre los 

sitios.  
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3.3.4 Clorofila-a. 

La concentración de clorofila-a se encontró en un rango de entre 10.27 a 112.56 g/L. En 

dos sitios no se detectó la concentración de clorofila-a (A4 y A6). Las mayores 

concentraciónes por uso del suelo fueron 53.46 g/L para  el sitio C7, 112.68 g/L para el 

sitio A5 y 43.44 g/L para el sitio R6. Las concentraciones de clorofila se utilizaron para 

calcular el índice de estado trófico de Carlson agrupando los cenotes en cuatro niveles 

tróficos; no se correspondencia con la grupación por uso del suelo. Los resultados 

mostraron que los sitios C8, A5, A8 y R6 presentaron un nivel eutrófico, los sitios C7, A4 y 

A9 nivel mesotrófico, los sitio sitios A7, R7, R8, R9 y R10 nivel oligrotófico y los sitios C1 y 

A6 nivel ultraoligotróficos (Tabla 3.2). 

3.3.5 Microcistinas 

Es destacable que para todos los sitios la cuantificación de MC superó el valor del límite de 

detección de >0.09 μg/L, con un rango de 0.14 a >5 μg/L entre los sitios de estudio y la 

concentración promedio de MC en los sitios agrupados por uso del suelo fue para los 

urbanos de 0.46 μg/L, para los agropecuarios 0.97 μg/L y para los recreativos 0.36 μg/L. 

Sin embargo, los análisis estadísticos no mostraron diferencias significativas (p = 0.2582) 

entre las concentraciones de MC en sitios urbanos, agrícolas o recreativos. La 

concentración de MC en el 21.4% (3/14) de los sitios estudiados fue >1.0 μg/L (Tabla 3.2), 

que es el límite establecido por las normas de calidad del agua para consumo humano 

(PROY-NOM-127-SSA1-2017). Estos sitios fueron C7 (área urbana) y A5 y A7 (área 

agrícola) (Tabla 3.2). La concentración más alta de MC de >5 μg/L se detectó en el 14% 

(2/14) de los sitios, siendo C7 (área urbana) y A5 (área agrícola) (Tabla 3.2). 

3.3.6 Microcistina y factores ambientales 

Los resultados del análisis de Spearman demostraron que sólo un factor ambiental presenta 

correlación con las concentraciones de MC. Este factor fue el pH (σ =0.552) y con una 

correlación entre ambas variables (MC y pH) de p=0.026 con la tendencia de aumentar las 

concentraciones de MC al aumentar el valor del pH. Para confirmar el tipo de correlación, 

se implementó un primer análisis de redundancia (RDA) en la que se seleccionaron 

variables (Chll-a, N-NO2
-, P-PO4

3-, HCO3
-, K+ y T), ninguna de las cuales presentaron 
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colinealidad significativa con relación a los sitios o la MC (Figura 3.2). Se hizo un segundo 

análisis de redundancia (RDA) (Figura 3.3) con el factor pH con relación a los sitios y la MC, 

presentando colinealidad con significancia estadística p= 0.05. Para la interpretación de la 

correlación entre el pH y la concentración de MC se utilizó el modelo aditivo generalizados 

(GAM) con el programa R. Los resultados obtenidos con el modelo GAM describieron las 

relaciones no lineales de las concentraciones de MC con los parámetros fisicoquímicos y 

de nutrientes. Chl-a y el pH tuvieron un efecto significativo sobre las concentraciones de 

MC (p < 0.05). El análisis GAM con la variable Chl-a explicó el 58.7% de la desviación en 

cuanto a las concentraciones de MC (Figura 3.4) (R2-ajustado = 0.467), y con la variable 

pH explicó el 98.5% de la desviación en las concentraciones de MC ( (R2-ajustado = 0.954) 

(Figura 3.4). 

 

Figura 3.2 Análisis de redundancia (RDA). Los 
factores no presentan colinealidad con los sitios con 
respecto a las MC. Gráficamente la ubicación en los 
sitios negativos sobre la abscisa no define 
correspondencias. Los valores significativos por 
encima de p = 0.05. 
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Figura 3.3 RDA (Análisis de redundancia). El factor pH 
presenta una colinealidad con las concentraciones de 
pH. Se observó valor de significancia p < 0.05 en la tabla 
de resultados. 

 

   Figura 3.4 Análisis GAM (modelo aditivo generalizado). 
Expresión gráfica que muestra las relaciones entre la 
variable de respuesta concentración de MC y la 
variable explicativa pH. Representa los cambios de pH 
vs los cambios de concentración de la concentración 
de MC y delinea una estrecha relación entre ambas 
variables. 
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3.3.7 Gen mcyA 

De las muestras de los 14 sitios, solo en los sitios C7, A5, A7 y R9 se lograron amplificar 

los fragmentos de ~300pb de mcyA. De los cuatro fragmentos se obtuvieron 28 clonas y 23 

de ellas se obtuvieron secuencias parciales del gen mcyA. Al analizarlos en el GenBank 

algunas secuencias obtenidas tuvieron identidad por arriba del 95% con fragmentos de 

secuencias que corresponden a especies formadoras de floraciones algales del género 

Microcystis como la clona de Finlandia (Accesión AJ515452)  con identidad del 99% con  

las clonas A y 5-2, A5-7 y A7-7 (Tabla 3.3) y las clonas obtenidas R9-1 y R9-7 en el estudio 

tuvieron identidad por arriba del 87% con fragmentos del gen mcyA de cianobacterias no 

cultivadas de Florida con accesión FJ160469 (Tabla 3.3). Los fragmentos obtenidos de 

todos los cenotes se correspondieron tanto con cianobacterias no cultivadas como con el 

género Microcystis en identidades por arriba de 95% a excepción de una de los sitios C7 

(Tabla 3.3) 

Tabla 3.3 Análisis de secuencia del gen mcyA que describe el ID de secuencia y los resultados de la 
búsqueda BLASTn.  

Sitio-Clona Nombre científico 
Query 
Cover 

Per. 
Ident 

Acceso 

A7-1 ON156737  

Microcystis aeruginosa NPLJ-4 peptide synthetase 
(mcyA) gene, partial cds 

97% 97% 

JQ771629.1 
Brasil 

 

 
A7-2 ON156738 
A7-3 ON156739 
A7-6 ON156740 
C7-3 ON156741 
C7-5 ON156742 
C7-6 ON156743 
 R9-5 ON156746 
 R9-6 ON156747 

97% 99% 

C7-7 ON156744 99% 97% 

A5-1 ON156727  
Microcystis aeruginosa NRERC-214 (mcyA) gene, 
partial cds 

95% 95% 
MN872296.1 

Corea  
A5-2 ON156728 
A7-7 ON156733 
A5-5 ON156730 Microcystis sp. 199 partial mcyA gene 

95% 
99% 

AJ515452.1 
Finlandia 

98% 

A5-4 ON156729 
 

98% 98% 

R9-2 ON156734 
R9-3 ON156735 

Microcystis sp. HUB 5.2.4 partial mcyA gene 
 

95% 99.7% 
AJ515451.1 

Alemania 

A5-6 ON156731 
Uncultured cyanobacterium clone 01LO-IB7 
(mcyA) gene, partial cds 

95% 98.6% 
EF424325.1 

Canadá 

R9-1 ON156745 
R9-7 ON156749 

Uncultured cyanobacterium clone 1 (mcyA) gene, 
partial cds 

95% 97.3% FJ160469. 
 Florida EEUU  89% 100% 

C7-1 ON156748 
Uncultured cyanobacterium clone 4 (mcyA) gene, 
partial cds 

95% 87% 
FJ160473.1 

Florida EEUU 

A5-3 ON156736 
A5-7 ON156732 

Uncultured cyanobacterium clone 6 protein (mcyA) 
gene, partial cds  

98% 93.31 KM270503.1 
Canadá 95% 94.8 
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3.3.8 Análisis filogenético mcyA 

El análisis filogenético comparó la probable relación entre las secuencias del gen del 

fragmento mcyA de muestras de agua recolectadas en el PY con relación a las secuencias 

correspondientes del GeneBank. En la reconstrucción filogenética realizada se observó que 

las 23 secuencias mcyA obtenidas en este estudio se agruparon en un clado principal, con 

tres subclados (IA, IB e IC). El subclado IA (soporte estadístico de 74%) incluyó ocho 

secuencias aisladas de dos sitios agrícolas (A5 y A7), junto con una cianobacteria no 

identificada previamente reportada en Brasil (Figura 3.5). El subclado IB (con un soporte 

estadístico bajo del 61%) incluyó dos secuencias aisladas de un sitio recreativo (R9), que 

se agrupó con secuencias de genes de cianobacterias no cultivadas y Microcystis mcyA. El 

subclado IC (sin soporte estadístico) incluyó 12 secuencias obtenidas de sitios urbanos 

(C7), agrícolas (A7) y recreativos (R9), junto con otras secuencias del gen mcyA de 

cianobacterias no cultivadas aisladas de Canadá, Florida y EEUU. (Figura 3.5). La 

secuencia ON156748 aislada del sitio urbano C7 fue la única secuencia aislada en este 

estudio que no pertenecía al Clado I, lo que sugiere que podría ser una secuencia con 

variaciones del gen mcyA (Figura 3.5). 
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Figura 3.5 Reconstrucción filogenética basada en las 
relaciones filogenéticas inferidas por la secuencia mcyA de 
23 secuencias aisladas de muestras de agua en este estudio. 
El análisis también incluye la secuencia mcyA de 24 
secuencias de referencia seleccionadas disponibles en la 
base de datos GenBank. Solo se muestran los valores de 
arranque por encima del 50 %. Se utilizó como raíz el aislado 
del gen mcyA de Nostoc mcyA of (Accession number 
KC699835). Todos los números de accesión de GenBank 
están incluidos en el nombre de cada secuencia. 
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3.4       DISCUSIÓN 

Este estudio proporciona información para comprender cómo la calidad del agua contribuye 

a la proliferación de cianobacterias productoras de toxinas en áreas con diferentes de uso 

del suelo del acuífero kárstico de Yucatán. Los acuíferos kársticos presentes en la 

península de Yucatán tienen pH alcalino, debido en parte a la interacción del agua con el 

carbonato de calcio contenido en el karst (Smith et al., 2020). En este estudio, los valores 

de pH más altos, de 8.5 y 9.1 se asociaron con las concentraciones más altas de MC (≥5 

µg MC/L) observadas en el acuífero, independientemente de la ubicación del cuerpo de 

agua y el uso del suelo. Se ha reportado que la intensidad de la luz y el pH son los 

principales factores que pueden influir en la producción de toxinas sintetizadas por las 

cianobacterias, en este sentido, los resultados obtenidos aquí son similares a un estudio 

que reportó que la producción de MC aumentó dramáticamente bajo diferentes valores de 

pH en cultivo in vitro de algas verdeazuladas, asociadas con un valor de pH de 7.0 y un 

valor de pH de 9.2 con la producción de MC (Song, et al., 1998) Además, se ha observado 

un crecimiento máximo de Microcystis aeruginosa productora de MC a pH 9, (Van der 

Westhuizen y Eloff, 1983). Por otro lado, un pH ácido puede reducir la tasa de crecimiento 

de las cianobacterias (Zepernick et al., 2021; Radhakrishnan, et al., 2009). Dado que el pH 

es una variable importante que puede causar una respuesta en la capacidad de crecimiento 

de Microcystis (Yang et al., 2018), se puede sugerir que el pH alcalino en el acuífero de la 

península de Yucatán pueda proporcionar las condiciones ideales para el crecimiento de 

cianobacterias productoras de toxinas (Yang, et al., 2018) y se deben realizar estudios más 

profundos implementados para monitorear la presencia y concentraciones de MC.  

La entrada de nitrógeno y fósforo al medio acuático es una de las principales causas que 

favorecen el crecimiento de cianobacterias y la producción de MC en formaciones de 

floraciones de algas nocivas (Melaram y López-Dueñas, 2021; Foskuhl, 2019; Lu, et al., 

2019; Kramer et al., 2018; Gobler, et al., 2016; Paerl y Otten, 2013). La línea base para la 

concentración de N-NO3
- en el acuífero kárstico de la península de Yucatán se reportó en 

áreas naturales a una concentración de 1 mg/L N-NO3
- (Smith et al., 2020) y para los 

sistemas lóticos de EE. UU. a ~1 mg/L (Dodds y Smith, 2016). Concentraciones superiores 

a 1 mg/L de N-NO3
- indican actividad humana (Dubrovsky, et al., 2010), y concentraciones 

de hasta 3 mg/L N-NO3
- generalmente indican contaminación del cuerpo de agua (Madison 
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y Brunett, 1985). Se ha reportado que las especies de cianobacterias muestran un aumento 

máximo en el crecimiento a 3.5 mg/L de N-NO3
- (Tan et al., 2019; Yadav et al., 2021) y se 

ha determinado el valor de 0.530 mg/L de N-NO3
- como constantes de semisaturación (Ks) 

para M. Aeruginosa, cuyo crecimiento aumenta con concentraciones de hasta 10 mg/L N- 

N-NO3
- (Kim y Kim, 2017; Baldía et al., 2007). LA EPA determina los límites para la 

concentración (Maximum Contaminant Level, MCL) de 10 mg/L de N-NO3
-, así mismo, la 

NOM PROY-NOM-127-SSA1-2017 (SEGOB, 2017) describe el límite permisible de 11 mg/L 

de N-NO3
-. Ambas normativas permiten concentraciones de esetos nutrientes las cuales no 

impiden el establecimiento de poblaciones de cianobacterias (Erisman, et al., 2013) y la 

eventual aparición de FAN. Los sitios agrícolas y recreativos 71% (10) de este trabajo 

presentan ambientes donde el crecimiento de cianobacterias y la producción de MC fueron 

posibles con concentraciones de N-NO3
- por debajo del máximo permitido por las normas 

nacionales e internacionales (11 mg/L) y dentro del rango de crecimiento (0.377-6.41 mg/L 

de N-NO3
- de cianobacterias específicamente Microcystis aeruginosa. 

En este estudio, los sitios urbanos contenían amonio como principal nutriente, lo que podría 

explicarse como resultado de la degradación anaeróbica de la materia orgánica y 

artificialmente como resultado de la disposición de desechos orgánicos (Robertson et al., 

2012; Böhlke et al., 2006). También se observó la correlación negativa (Spearman) entre el 

principal compuesto nitrogenado, el amonio y el oxígeno disuelto en bajas concentraciones 

(N-NH4
+ y DO, Rh= 0.782 p= 0.001). Las cianobacterias tienen mecanismos para utilizar 

fuentes de nitrógeno como N2, nitratos, nitritos, urea y amonio. Esta última es la fuente de 

N preferida utilizada por Microcystis (Flores y Herrero 2005). Aunque el nitrato se usa de 

manera más eficiente que el amonio, este último puede ser usado como una alternativa por 

las cianobacterias, especialmente M. aeruginosa (Kim y Kim, 2017). La causa probable de 

la presencia de N-NH4
+ detectado solo en sitios urbanos podría ser el resultado de la 

entrada de aguas residuales y la entrada de grandes cantidades de materia orgánica, cuyo 

consumo por bacterias agota el O2 y no permite la nitrificación del amonio entrante (Chen 

et al., 2017, Groenweg et al., 1994). Sin embargo, los valores de N-NO3
- de todos los sitios 

analizados en este estudio no tuvieron correlación con las concentraciones de MC. 

La presencia de fertilizantes ha sido reportada en aguas subterráneas de áreas agrícolas 

en el acuífero kárstico de la península de Yucatán (Smith et al., 2020). Los resultados de 
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este estudio mostraron que las concentraciones más altas de N-NO3 -, N-NH4
+ y P-PO4

3- se 

detectaron en muestras de agua recolectadas en el área agrícola. Esto último puede 

explicarse como resultado del uso extensivo de fertilizantes (González-Herrera et al., 2014; 

Leal-Bautista et al., 2013; Cirerol, 2011). Además, la correlación entre N-NH4
+ y K+ (Rho 

0.577 y p = 0.031), ha sido relacionada con el uso de fertilizantes con alto contenido de K+ 

en sus formulaciones en el área agrícola (Smith et al., 2020). En los sitios no urbanos, los 

agrícolas obtuvieron mayores concentraciones de fósforo y potasio que la zona recreativa. 

En condiciones de limitación de fósforo en concentraciones inferiores a 0.01 mg/L de P-

PO4
3-, la fosfatasa alcalina puede promover una rápida entrada de este nutriente en las 

células de las microalgas, por lo tanto, a concentraciones inferiores al límite de detección 

de 0.05 mg P-PO4
3-/ L, las colonias de Microcystis pueden prosperar (Loewald et al., 2020; 

Prentice et al., 2019). En el sistema kárstico tiene lugar un proceso químico natural debido 

a la saturación de carbonatos en el agua, provocando la coprecipitación del fósforo con el 

calcio (Hernández-Terrones ety al., 2015; Cervantes-Martínez eyt al., 2002; Schmitter-Soto 

et al., 2002a; Alcocer et al., 1998). En los sitios donde se detectaron concentraciones altas 

de MC (≥5 μg MC/L), el fósforo no superó el límite mínimo de detección de 0.05 µg PO4
3-/L, 

sin embargo, se confirmó la presencia de Microcystis con base en el análisis de secuencia 

de los fragmentos del gen mcyA. 

En seis lagos centrales de Florida, las concentraciones de toxinas mostraron que las MC 

(0.1–3.6 μg/L de MC) estaban presentes durante los 12 meses de 2004; se observaron 

múltiples eventos de floraciones algales por lago; las concentraciones de MC en las FAN 

oscilaron entre 5 y 7,500 μg/L (Williams et al., 2007). Uno de estos lagos, el lago 

Okeechobee, fue objeto de un intenso aumento de FAN en 2016, cuando se declaró un 

estado de emergencia debido a la toxicidad del agua (Foskuhl, 2019). Análisis moleculares 

posteriores asociaron al género Microcystis como el responsable de la toxicidad en el lago 

(Foskuhl, 2019). En Lake Manatee en Florida, utilizado principalmente para actividades 

recreativas, se detectaron MC en concentraciones de 0.35 µg/L (Melaram y Lopez-Dueñas, 

2021). En el NE de las aguas subterráneas del PY, Cagle et al., (2021) encontraron MC en 

todos los sitios donde tomaron muestras, en concentraciones <0.18 μg/L. En este estudio 

la concentración de MC de todos los sitios investigados tiene un promedio de 1.2 μg/L, casi 
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siete veces más que las concentraciones reportadas previamente por Cagle et al., (2021) 

en la misma región. 

Con relación a la ausencia de la amplificación del fragmento mcyA, como corroboración de 

la presencia de MC en todos los sitios, podría deberse al uso de un solo juego de cebadores 

(elegidos por amplificar el fragmentos de mcyA en varios géneros), ya que la especificidad 

de los cebadores utilizados para amplificar el fragmento del gen mcyA de Microcystis reduce 

la posibilidad de comprobar la existencia de mcyA de otros géneros productores de MC (Li 

et al., 2020; Foskuhl, 2018; Williams et al., 2007). Los análisis moleculares de Cagle en 

2021, para muestreos en la misma región revelaron la presencia de especies de los géneros 

Synechococcales y Nostocales, dos géneros que tienen especies que codifican genes para 

la síntesis de MC (Panou et al., 208: Park et al., 2018). La identificación por primera vez en 

la península de Yucatán de especies productoras de MC utilizando el gen mcyA, con un 

porcentaje de identidad superior al 97% con Microcystis spp. en el 74% de las clonas 

secuenciados presentes en los tres sitios con mayor concentración de MC (C7, A5 y A7), 

es similar a los resultados que mostraron la presencia de Microcystis spp. y altas 

concentraciones de MC en los lagos de Florida (Melaram y Lopez-Dueñas 2021; Foskuhl, 

2019; Williams et al., 2007). El 26% restante de las clonas mostró altos porcentajes de 

identidad con cianobacterias no identificadas y en el árbol filogenético se ubicaron cerca de 

clonas con alta identidad a Microcystis spp. Este resultado sugiere que el gen mcyA estaba 

presente en los clones secuenciados. Sin embargo, en el 71 % de los sitios muestreados, 

el fragmento esperado no se amplificó. Líneas arriba se discutió que este hecho podría 

deberse a la ausencia del objetivo de los cebadores en las muestras, la no especificidad de 

los genes objetivo, o por la diferencia fisiológica o por la diferencia filogenética de los 

grupos. Microcystis y otras especies que codificaron el gen mcyA presentan eventos de 

recombinación que ocurren dentro de las secuencias del dominio N-metiltransferasa (NMT) 

y reordenan el genoma, dando lugar a nuevas variantes del grupo mcy que impiden la 

detección por PCR (Tooming-Klunderud, et al., 2008). Para el seguimiento posterior del 

área de estudio y ampliar el espectro de detección de variantes de mcy de diferentes 

organismos productores de MC, se debería requerir la implementación del uso de un 

conjunto de cebadores de los diferentes genes del grupo Mcy (Lee, et al., 2020). 
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El estudio presenta una visión general de la presencia de Microcystis spp. con cepas 

productoras de MC en el ambiente kárstico de la península de Yucatán, los factores y 

variables que podrían influir en el crecimiento de cianobacterias y la producción de toxinas, 

así como la diversidad existente del gen mcy. También presenta la hipótesis del aumento 

de la actividad de las cianobacterias de agua dulce, principalmente Microcystis como 

género predominante y fortalece el conocimiento de los indicadores de calidad del agua con 

relación a la presencia de cianobacterias. 

3.5       CONCLUSIÓN 

En todos los sitios, en todos los estados tróficos y las concentraciones de nitrógeno y fósforo 

se comprobó la producción de MC y algunos presentaron concentraciones por encima de 

los límites mexicanos establecidos en la NOM para agua potable. En al menos un sitio de 

cada uso del suelo se identificaron secuencias del fragmento investigado del gen mcyA 

relacionadas con el género Microcystis y algunas otras secuencias presentes en el Gen 

Bank que no han sido taxonómicamente identificadas. La alcalinidad del acuífero es un 

factor que tiene correlación con las concentraciones de MC.  
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CAPÍTULO IV  

4.1       DISCUSIÓN GENERAL  

Todos los sitios muestreados en los tres usos del suelo constituyen un mosaico diverso de 

condiciones ambientales, con resultados en los que las particularidades por área recaen 

principalmente en los datos hidroquímicos y agrupan a los sitios por tipo de agua, resultado 

del origen mineral del karst por su ubicación geográfica (Cupul et al., 2021; Bauer-Gottwein, 

2011; Fleury et al., 2007; Perry et al., 2002; Velázquez et al., 1995) y no por el uso del suelo. 

Las diferencias de los nutrientes definen la actividad y las diferencias por el uso del suelo, 

siendo los recreativos a diferencia de los urbanos y agrícolas los que presentaron menor 

concentración de nutrientes. La presencia de Microcystis en al menos un sitio en cada uso 

del suelo y la presencia de MC en todos los sitios no hizo diferencia entre las áreas y las 

peculiaridades metabólicas de Microcystis para aprovechar las diferentes fuentes de 

nitrógeno en compuestos como N2, nitratos, nitritos, urea y amonio (Flores y Herrero 2005) 

no limita la colonización en cuerpos de agua eutrofizados. En condiciones de limitación de 

fósforo florecen las colonias de Microcystis gracias a la absorción rápida en las células a 

través de la fosfatasa alcalina (Prentice, 2019). La naturaleza alcalina es también un factor 

que facilita la presencia de MC (Song et al., 1998) y el crecimiento de las poblaciones de 

Microcystis aeruginosa (Van der Westhuizen y Eloff, 1983). Los tres factores conforman un 

ambiente propicio para el crecimiento poblacional de Microcystis y la producción de MC en 

el acuífero de la Península de Yucatán.  

4.2       CONCLUSIÓN 

El estudio arrojó un procedimiento novedoso para la zona, con la detección de la presencia 

de Microcystis por medio del gen mcyA y también las limitaciones del uso de un solo par de 

primers para reconocer otros productores de MC. Se comprueba el riesgo para la salud de 

la vida silvestre, el ganado, la agricultura y el hombre de aquellos que hacen uso frecuente 

del aguadel acuífero. La alcalinidad juega un papel importante en la producción de MC y 

tanto el nitrógeno como el fósforo tienen concentraciones suficientes por mínimas que estas 

sean para permitir la formación de poblaciones de Microcystis. 

. 
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4.3       PERSPECTIVAS 

La detección del gen mcyA en el acuífero kárstico invita a adentrarse en el conocimiento 

básico de las cianobacterias productoras de MC y otras cianotoxinas, además despierta el 

interés en conocer las consecuencias actuales de la presenica de esta toxina en la salud 

pública y en la economía en la PY.  

Con el conocimiento del cambio que tienen los cuerpos de agua para uso y consumo del 

hombre, por la presencia de las cianobacterias tóxicas en la Península de Yucatán y los 

efectos que tiene sobre la salud y la economía en otros países,  el tema adquiere relevancia 

para las actividades recreativas de la península y el consumo no sólo del agua, sino de los 

alimentos locales que son producidos con el agua de los cenotes, es útil e importante en el 

corto plazo abundar más sobre las cianotoxinas en el agua, los animales domésticos 

comestibles, los productos agrícolas y la población que hace uso del agua de los cenotes.  

La presencia de la MC en aguas de cenotes nos hace formular la hipótesis sobre la 

existencia de daño en las poblaciones consumidoras de agua subterránea por ingesta de 

bajas concentraciones de MC provocando daños a la salud en el largo plazo que son 

adjudicadas a otras causas y no se relacionan con la ingesta de MC. La sola posibilidad de 

la ingesta de MC con el agua subterránea de la península de Yucatán por las poblaciones 

humanas, silvestres, domésticas y riego se piensa en al menos realizar monitoreos en los 

consumidores de agua subterránea en sitios con MC como primeros intentos por verificar 

si la cianotoxina se dispersa en la zona de influencia en los diferentes consumos. Por otro 

lado, el inventario de microalgas productoras de MC de agua dulce en la zona debe 

ampliarse a través de estudios espacio-temporales que utilicen diferentes métodos de 

identificación taxonómica.   
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