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RESUMEN

Las principales afectaciones al ambiente dentro del desarrollo de una planta geotérmica son sobre el
agua (la calidad del agua circundante, contaminacion en mantos freaticos), suelo (contaminacion y
erosion), aire (la generacion de solidos suspendidos), la biota (alteracion del habitat) y posibles dafios
a la salud publica. Por esta razon, los parametros internacionales de monitoreo ambiental estan
enfocados en la calidad de aire, agua, suelo, abundancia de vegetacion y fauna. La acumulacion de
iones disueltos en el agua y suelo por el desarrollo geotérmico, sumado al ciclo natural de los sistemas
hidrotermales y actividades antropogénicas podrian ser posibles factores de cambio en el ecosistema.
Los bioindicadores, son utilizados como parametro de medicion de la calidad del agua, ya que
registran cambios y alteraciones que han sucedido durante periodos prolongados en el sistema. En el
presente trabajado de investigacion, se realiza la primera identificacién de indicadores ambientales
en una zona geotérmica de México, con el objetivo de caracterizar a través del uso de la quimica y
microbiologia ambiental un sistema de lodos calientes y el impacto de la actividad antropogénica, asi
como, relacionar la medicion de concentracién de iones disueltos en los cuerpos de agua de la zona e
identificacion de los taxa mayoritarios de diatomeas y cianobacterias residentes como indicadores de
cambios ambientales, con un didmetro de influencia de 5 km a partir de la expresién geotérmica.

Se identificaron dos areas de influencia dentro de la zona geotérmica de Los Negritos: geotérmica y
radar. Dentro del area geotérmica se encontrd la expresion geotérmica de lodos calientes, con
temperaturas de 83 a 87 °C, altos contenidos de Na*, K*, se registraron altas concentraciones de As,
Mn, Mo, Pb, Uy V, dentro de la misma area se caracteriz6 un sistema lagunar de aguas alcalinas con
valores de pH 7.44 a 8.73, altos contenidos de Na*, K*, Ca®*, y metales traza As, B, Ba, Cd, Cu, Cr,
Fe, Mn, Sb, Sr, Ni, Zn. Las areas radar y control presentaron parcelas de cultivo agricola, ademas de
descargas de aguas residuales con alto contenido de fosfatos, nitratos y/o nitritos. Se registraron altos
contenido de Ba, Ni, Zn para el area radar, mientras el area control presento las concentraciones méas
altas de Ba. A través de técnicas de microscopia y metagendmica, se identificaron un total de siete
géneros de diatomeas y 19 especies de cianobacterias residentes en el agua de la zona geotérmica. A
partir de un analisis de agrupacién por similitud y uso de un Analisis de Correspondencia Candnica
(ACC) con una prueba de Montecarlo no restringida (p< 0.05), se correlacionaron dentro de la zona
geotérmica las especies Navicula sp. y Pinnularia sp. a la presencia de As, las cianobacterias
Phormidum murrayi a concentraciones de B, Pseudo-nitzschia sp. al contenido de sales de Na, Nostoc
punctiforme al contenido de soélidos totales disueltos y sales Na, Crocosphaera watsonii
correlacionada a las altas temperaturas, Planktothrix mougeotii correlacionada con niveles de 6xido-
reduccion, Eucapsis alpina, Leptolyngbya laminosa y Scytonema hofmanni a la presencia de metales
Mn, V' y Pb. Como resultado de este trabajo se identificd la presencia y contenidos de metales traza
en todos los cuerpos de agua evaluados, se recomienda realizar estudios adicionales del area
geoquimicos, bioldgicos y de salud publica para identificar niveles de riesgo, asi como detectar zonas
potenciales de impacto ambiental.

Palabras clave: Diatomea, Cianobacteria, Actividad geotérmica, Bioindicador.



ABSTRACT

The main damage to the environment in the development of a geothermal plant are on the water (the
quality of surrounding water pollution in groundwater), soil (pollution and erosion), air (the
generation of suspended solids), the biota (altered habitat) and possible damage to public health. For
this reason, international standards of environmental monitoring are focused on the quality of air,
water, soil, vegetation and wildlife. The accumulation of dissolved ions in water and soil by
geothermal development, coupled with the natural cycle of hydrothermal systems and anthropogenic
activities could be possible factors of change in the ecosystem. Bioindicators are used as a parameter
for water quality monitoring, due these recorded changes and alterations that have occurred for long
periods in the system. This present research is the first identification of environmental indicators in a
geothermal zone of Mexico, with the aim of characterizing through the use of chemical and
environmental microbiology a system of hot mud pools and the impact of anthropogenic activity.

Physico-chemical parameters and 20 metal elements were determined of water samples of geothermal
zone of Los Negritos, Michoacan, Mexico. Cyanobacteria and diatoms were identified by microscopy
and DNA Ribosomal 16S in order to relate environment pressures. Physical, chemical and metal
analysis indicated basic waters and alkaline earth for the zone. Two areas of influence were identified
within the geothermic zone of Los Negritos: geothermal and radar area. The hot mud pools
expressions were found inside geothermal area, temperatures of 83 to 87 °C were register with high
Na* and K" dissolve salts. High content of As, Mn, Mo, Pb, U and V, were found inside of same
expressions. Geothermal area was represented by alkaline lagoon system were with pH values of 7.44
to 8.73, high contents of Na*, K*, Ca?* and trace metals As, B, Ba, Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Sb, Sr, Ni and
Zn. High phosphate, nitrite and nitrate concentrations were found as indicators of agricultural and
wastewaters loadings in radar and control areas. Contents of Ba, Ni and Zn were detected for radar
area, meanwhile, control area presented the highest Ba concentrations. A total of 19 cyanobacteria
species and seven diatom genera were identified in the geothermic zone. Environmental variables and
species relationship were found by cluster and CCA analysis with a Montecarlo test (p< 0.05).
Diatoms Navicula sp., and Pinnularia sp. were correlated to the presence of As, cyanobacteria
Phormidum murrayi were correlated to B, Pseudo-nitzschia sp. to Na, Nostoc punctiforme to TDS
and Na, Crocosphaera watsonii was correlated to high temperatures, Planktothrix mougeotii to ORP
and Eucapsis alpina, Leptolyngbya laminosa, Scytonema hofmanni to the presence of Mn, V and Pb.
Chemical analysis determined presence of Ba, V, Mn, Ni, Cu, Cd, Zn, As, and Pb in all water samples,
this could indicate possible metal exposure to human population, soil, and economic activities for the
zone, more studies of environmental impact assessment must be done to identify different level of
environmental risk.

Keywords: Diatom, Cyanobacteria, Geothermic activity, Bioindicators.
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I Introduccion
A nivel nacional e internacional se han establecido parametros para el andlisis fisicoquimico
de las aguas que establecen la calidad del sitio, en la mayoria de los casos debido al esfuerzo
humano y costo econdmico que representa un seguimiento continuo a través de todo el afio,
los sitios son monitoreados de manera parcial y puntal. Como una opcion de respuesta, los
analisis de control biolégico han sido estudiados y documentados, ya que representan una
opcidn de evaluacion espacial del ambiente con visidn integrada y extendida en tiempo sobre
la calidad de agua y las condiciones coexistentes del lugar, que representan el analisis

ambiental en periodos de dias 0 meses.

Los analisis quimicos y fisicos periddicos proveen informacién sobre la presencia, los niveles
y la degradacién de contaminantes, sin embargo, éstos no proporcionan informacion sobre el
estrés al que los organismos vivos y el ambiente estan sujetos y sus posibles efectos (Maznah
y Wan, 2010). La incorporacion de la evaluacion bioldgica tiene un potencial como indicador
del estado y presidn en el que se encuentra un ecosistema, debido a que éste es susceptible a
los cambios ambientales locales y posee un amplio rango de sensibilidad a la contaminacion
térmica, organica (soluble y particulada), mineralizacion del agua, eutrofizacion y

acidificacion (EUR-Lex, 2000).

Los bioindicadores fueron definidos por Kovacs (1992), quien los describe como
organismos o poblaciones que reflejan las condiciones ambientales. Estos poseen una
respuesta integradora a los analisis quimicos realizados periédicamente y en general, tienen
ciclos cortos de vida, lo que los hace indicadores esenciales en las evaluaciones a corto plazo

(Della Bell et al., 2007).



En este estudio, se tuvo el interés de identificar bioindicadores de sistemas que
principalmente se encuentran asociados a altas temperaturas y actividad geotérmica. Dentro
de estos sitios se desarrollan ecosistemas inhabitables para organismos superiores, sin
embargo, se ha observado la formacién de tapetes microbianos definidos por comunidades
que colonizan la superficie, y presentan adaptaciones Unicas al habitat tan inhdspito. Lo
anterior nos da la oportunidad de aprovechar estos organismos con fines biotecnol6gicos o
bien como parte de un monitoreo ambiental (Zakaria y Abdulrahman, 2007). Se ha observado
que los grupos de microorganismos mayoritarios en lugares geotermales son las microalgas
y cianobacterias (Castenholz, 1976; Ward et al. 1998; Sompong et al. 2005; Roeselers et al.

2007; Ghozzi et al. 2013).

El fitoplancton es la comunidad de microorganimos que a través de procesos bioguimicos
puede hacer uso de la luz y nutrientes disponibles en el agua y suelo, para llevar a cabo su
ciclo de vida. Estos microorganismos pueden vivir suspendidos en la columna de agua

(planctdnicos) o en el sedimento (bentdnicos) (Stein, 1973).

Las algas se encuentran dentro de los primeros eslabones de la cadena alimenticia, ya que
representan la alimentacion y fuente de energia de invertebrados y vertebrados (Sullivan y
Moncreiff, 1990; Murking et al. 1992; Campeau et al. 1994; U.S. EPA., 2002), por lo que
son clave dentro de los ciclos de nutrientes, captura de energia, la estabilizacion de sustratos
y en algunos casos, la formacion de tapetes algales sirven como refugio de invertebrados en

periodos de sequia (Wetzel, 1996; U.S. EPA, 2002).



Las diatomeas (division Bacillariophyta) son el grupo mas diverso dentro de las microalgas.
Debido a su esqueleto de silice estas microalgas (en su mayoria) llevan a cabo su ciclo de
vida de forma bentdnica. Este grupo constituye el 80% de la comunidad microbiana (que
incluye microalgas, hongos y protozoos) y se caracterizan por ser cosmopolitas y tener una
alta tasa de reproduccion (Cox, 1991). Debido a su amplio nimero de géneros los estudios
ecoldgicos y taxondmicos publicados internacionalmente son extensos, este grupo se
distingue por ser sensible a las presiones hidromorfoldgicas (alteraciones del régimen
hidroldgico, continuidad del rio y condiciones morfolégicas del lecho) siendo considerados

excelentes indicadores de dichas alteraciones (Cox, 1991; Calizaya-Anco et al., 2013).

Otro grupo de microorganismos indicadores de la calidad de agua y suelo presente en los
sistemas geotérmicos son las cianobacterias. Estos son microorganismos fotosintéticos,
cosmopolitas (Whitton, 2012) capaces de vivir de manera solitaria en la columna de agua,
formar colonias monoespecificas o filamentosas compuestas de una 0 mas especies. A pesar
de su tamafio microscopico, su alta tasa de reproduccion y morfologia pueden hacer que estas
sean visibles al ojo humano en forma de tapetes bentdnicos, cortezas, colonias gelatinosas o

florecimientos algales de colores vivos (Quiblier et al., 2013).

Las cianobacterias (divisiobn Cyanophyta) son comunes en los sistemas acuaticos, en su
mayoria representadas por concentraciones celulares bajas, sin embargo, cuando las
condiciones ambientales son favorables, las células pueden duplicarse rapidamente y formar
florecimientos. Asi también, cuando los cuerpos de agua se encuentran eutrofizados, las
cianobacterias pueden llegar a tener una gran masa celular, ocurre con frecuencia en lugares

donde se practica la agricultura, zonas urbanizadas (Paerl y Hall, 2011), zonas con cambios



naturales del ambiente como los cambios del efluente de los rios (Mitrovic et al., 2011), el
calentamiento global (Paerl y Huisman, 2009) y contaminacion por fertilizantes (Lurling y

Roessink, 2006).

El objetivo de este estudio fue identificar los bioindicadores presentes y relacionarlos con
elementos quimicos caracteristicos de la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacéan; para
generar antecedentes de los pardmetros ambientales in situ y ex situ que pudieran ayudar en
un futuro, a realizar una evaluacion ambiental y propuestas de manejo para la zona de estudio,

antes y después de la instalacion de una planta de generacién de energia geotermoeléctrica.



II Antecedentes

2.1 Un sistema hidrotermal.

De acuerdo a Pirajino (2010) en su forma mas general, un sistema hidrotermal esta formado
por la circulacién de fluidos calientes en forma horizontal y vertical, este puede presentar
variacion en su temperatura y presion en la corteza de la Tierra, lo que ayuda a su

manifestacion en la superficie en forma de fuente o chorros.
2.2 Definicidn de Geotermia.

La geotermia es una fuente de energia renovable disponible todo el afio, ésta energia proviene
del calor de la Tierra y se encuentra en sistemas hidrotermales (de baja o alta entalpia)
asociados con la presencia de fluidos magmaticos y permeabilidad, en algunos casos, estos

sistemas pueden ser expuestos debido a sistemas de ingenieria (Thérhallsdottir, 2007).
2.3 La geotermia en México.

Debido al aumento del valor de los derivados del petrdleo y al acuerdo para la disminucion
de la liberacion de gases de carbono al ambiente, se establecié La Estrategia Nacional de
Energia en México en mayo del 2011, para "Diversificar las fuentes de energia, para
incrementar la participacion de energias limpias™. El acuerdo establece también el uso de
energia proveniente de edlica, hidroeléctrica, nuclear y geotérmica con el fin de aumentar en

9% la capacidad eléctrica instalada en el pais para el afio 2025 (ENE, 2011).



Uno de los objetivos de este acuerdo fue la generacion de energia geotermoeléctrica, dado
que para diciembre del 2010 el porcentaje del uso de energia alterna era de solo del 26.4% y
la geotermia como una fuente renovable ha sido utilizada en el mundo desde 1911 y en
México desde 1973 con la planta de Cerro Prieto. Se nombrd a la Comision Reguladora de
Energia (CRE) como encargada de determinar el potencial geotérmico del pais y de revisar
la situacién regulatoria actual para el posible desarrollo de pequefios sistemas de generacion

geotermoeléctrica.

Como paso a seguir, la Gerencia de Proyectos Geotermoeléctricos (GRG) de la Comision
Federal de Electricidad (CFE) publicé en el afio 2011, un catalogo de 1,300 manifestaciones
termales en el pais y las clasificd de acuerdo a su rango de temperatura: baja (90-150 °C),
media (150-200 °C) y alta (>2000 °C). A partir del analisis geotérmico, se presentaron 20
zonas clasificadas como promisorias para el pais que podrian duplicar la capacidad eléctrica
actual (ENE, 2011). Hoy en dia, la exploracion de sitios geotérmicos para la generacion de
energia en Meéxico es de tipo hidrotermal, éstos tienen localizacion dentro del continente y

presentan altas temperaturas (Gutiérrez-Negrin, 2012).

En México, dentro de su legislacion considera la generacion y uso de la energia geotérmica
como una estrategia alterna para la producciéon de electricidad en términos limpios y

renovables (LIE, 2014).

Entendiendo que una fuente de energia limpia es “Aquella fuente de energia y procesos de
generacion de electricidad cuyas emisiones o residuos, cuando los haya, no rebasen los
umbrales establecidos en las disposiciones reglamentarias que para tal efecto se expidan”

(Camara de Diputados del Honorable Congreso de la Union, Ley de la Industria Eléctrica,
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2014). Mientras, una fuente de energia renovable se entiende como: “Aquellas cuya fuente
reside en fendmenos de la naturaleza, procesos o materiales susceptibles de ser transformados
en energia aprovechable por el ser humano, que se regeneran naturalmente, por lo que se
encuentran disponibles de forma continua o periddica y que al ser generadas no liberan
emisiones contaminantes” (Camara de Diputados del Honorable Congreso de la Union, Ley

de Transicion Electica, 2015).

Ambos conceptos de energia geotérmica, resaltan la importancia de minimizar o hacer nula
la emision de gases o residuos de contaminantes al ambiente, esto coincide con Shortall et
al. (2015) donde definen las caracteristicas de un proyecto de energia sustentable el cual debe
de ser ambientalmente benigno, este debe de evitar, remediar o mitigar la contaminacién del
aire o el agua, ademas de ser cuidar la biodiversidad protegida. Esto da importancia al
cuidado de la naturaleza del sistema en donde este calor se genera y al ecosistema que se
encuentra sujeto a €l. Actualmente, la Gerencia de Proyectos Geotermoeléctricos (GPG) en
México, ha gestionado con la autoridad ambiental correspondiente, las autorizaciones en
materia de impacto ambiental, forestal y de suelos, aguas nacionales y residuos para los
proyectos de generacion geotermoeléctrica y sus actividades asociadas, rigiéndose dentro del

Marco Juridico Ambiental (Figura 2).
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Figura 2. Organigrama del Marco Juridico Ambiental, con la que se rige la Comision Federal

de Electricidad (CFE) para el desarrollo de nuevos proyectos geotermoeléctricos.

Respecto a la materia de Aguas Nacionales, los requisitos se encuentran basados en titulos
de concesion para el aprovechamiento de aguas subterraneas, modificaciones técnicas de
concesion, avisos de perforacion de nuevos pozos y declaraciones trimestrales. Sin embargo,
el monitoreo de la calidad de agua se realiza por estandares de la Organizacion Mundial de
la Salud, esto genera un problema cuando la planta se encuentra activa, ya que las
concentraciones de elementos y compuestos estipulados por esta organizacion son menores
a las concentraciones naturales de los fluidos geotérmicos, lo que hace una necesidad el
generar reglamentos para la conservacién de aguas nacionales utilizadas para la generacién
de energia geotermoeléctrica calibrados en su normatividad a las concentraciones promedio
reales de los fluidos geotérmicos y control de la contaminacidn de estos elementos al exceder

su concentracion o su exposicion agresiva al ecosistema (GPG, 2016).
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2.4 Sistemas geotérmicos.

Los sistemas geotérmicos estan clasificados de acuerdo a Goldstein et al. (2011) en 3 tipos:
sistemas hidrotermales convectivos, sistemas conductivos y sistemas de acuiferos profundos.
Estos a su vez, estan clasificados en siete subtipos: continental, submarino, somero (<400
m), de roca caliente, cuerpos de magma, acuiferos hidrostaticos y geopresurisados (Tabla 1).
En estos sistemas, se puede observar que la tecnologia sigue en desarrollo al no presentarse
utilizaciones de sistemas conectivos submarinos y los cuerpos de magma, asi mismo en el
caso de los campos de roca caliente, s6lo existen prototipos de aprovechamiento. Asi que la
geotermia sigue siendo investigada y hay varias oportunidades de innovacion.

Tabla 1. Tipos de fuentes geotérmicas, temperaturas y usos. Tomada de Goldstein et al.
(2011).

Utilizacion
Fluidos Rango de
Tipo In-situ Subtipo temperatura Actual Futura

Slstema_ Continental Al B Uso directo de la energia
Convectivo
(hidrotermal) Si Submarino A Ninguna Uso de la energia

Somero (<400 m) B Uso directo (GHP)

Uso directo de la

Roca Caliente (EGS) | A, I,B Prototipos Energia
Sistemas Uso directo de la
Conductivos No Cuerpos de magma A Ninguno energia

Acuiferos Uso directo de la
Sistemas de hidrostéticos Uso directo Energia
acuiferos Uso directo de la
profundos Si Geopresurisados AlLB Uso directo Energia

Nota: Rangos de temperatura: A: Alto (>180 °C), I: Intermedio (100-180 °C), B: Bajo (Temperatura
ambiente a 100 °C). EGS: Sistema geotérmico mejorado. GHP: Bombas de calor geotérmico.

En este trabajo de tesis, se estudio en el estado de Michoacan, un sistema geotérmico de
cadena de lodos calientes, el cual consiste en expresiones geotérmicas deficientes de agua,

caracterizadas por conservar temperaturas mayores a 80 °C y se encuentran en suelos
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altamente alterados por actividad volcanica. En la parte superficial de estos sistemas se
encuentra acumulada agua de lluvia y de acuerdo a la variacion estacional cominmente afecta
la manifestacion geotermal, que provoca que el suelo sea viscoso lo que origina pozas de
lodo que aparecen estacionalmente. El agua contenida en estas pozas de lodo puede ser alta,
lograndose extender a los alrededores, si el area geotérmica esta compuesta de fracturas o
presenta movimientos tecténicos, un mayor nimero de pozos se veran formados. Debido a
que estos lodos hierven y pueden llegar a formarse pequefios monticulos en forma de
volcanes que llegan a medir hasta 1 m con color grisaceo, sin embargo, algunos presentan
colores rojizos o rosados. En algunas de estas expresiones pueden observarse superficies

aceitosas, indicadoras de la presencia de pirita (Gebrehiwot, 2005).
2.5 Emisiones y consecuencias de la geotermia.

En los sistemas de baja o alta entalpia, la geotermia presenta emisiones de vapor de agua en
forma de plumas con pocas emisiones de otros gases a la atmdsfera en comparacion a una
planta con quema de combustible fosil, la reduccion por cada MWh generado es: 24 veces la
emision de didxido de carbono, 10,837 veces la emision de dioxido de sulfuro y 3,865 veces

la emision de oxido nitroso (Thorhallsdéttir, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Emisiones de vapor de agua generados en la planta geotérmica, Los Azufres, México.

Los problemas fisicos reportados debido a la ingenieria de sistemas geotérmicos son: la
microsismicidad, que puede llegar a tener una magnitud de dos en la escala de Richter, la
presencia de explosiones durante las excavaciones y la liberacion de gases con alta
temperatura y contenido de CO2 (rangos de 0.05 a 5%). Sin embargo, los problemas mas
graves asociados a la geotermia son los ambientales, como es la exposicion en la superficie
de la quimica de fluidos geotérmicos con contenidos de: cloruros, boratos, metales traza
(arsénico, amoniaco, mercurio) y metales pesados (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, V, Zn),
generacion de nubes de humo (smog) y deterioro de la calidad del agua. Otro impacto, es la
contaminacion de acuiferos debido a la posible fuga de agua utilizada en los sistemas de
ingenieria geotérmica, asi como la reduccién del flujo de yacimientos de agua y/o la

desecacion de aguas someras (Kristmannsdottir y Armannsson, 2003).
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Pese a que las emisiones de gases generadas en la geotermia, son menores a la quema de
combustibles fésiles al igual que su impacto en el efecto invernadero es menor, la presencia
de la geotermia puede liberar benceno, amoniaco y boro. Las cantidades liberadas de estas
moléculas dentro de los sistemas geotérmicos pueden ser facilmente absorbidas e
incorporadas en el ciclo natural de la vegetacion y el suelo, ya que muchas de ellas son
menores al 1% dentro del gas emitido, sin embargo, la presencia de una fuente externa de
mezclas quimicas como fertilizantes, heces y quema de biomasa puede generar alteraciones

o0 darios a los ecosistemas acuaticos y terrestres (Rybach, 2003).
2.6 Estudios bioldgicos en los sistemas geotérmicos.

Con el fin de conocer los ecosistemas y las presiones naturales que se presentan en los
sistemas geotérmicos, se han realizado diversos estudios a nivel mundial siendo los trabajos

de caracterizacion de la microhabitat los mas empleados (Zhang, 1986).

Los primeros trabajos bioldgicos en campo y en laboratorio sobre microorganimos termofilos
fueron llevados a cabo en el parque de Yellowstone en EE. UU. (Brock, 1967 a, b, 1978; Bott
y Brock, 1969; Brock y Brock, 1971; Brock et al., 1971), seguidos por las expresiones
geotermales del sur y norte de América, Nueva Zelanda, Islandia, Italia, Japon (Brock, 1978;
Stetter, 1984) y China (Zhang, 1986). Dichos estudios enfatizan el hallazgo de
microorganimos extremofilos que se encontraban adaptados a valores anormales de
temperatura, pH, hidroguimica, nutrientes, minerales y gases; siendo un tema de gran interés
para los paleobidlogos, gedlogos y microbiélogos debido a la accion geobioldgica que los

microorganismos podrian realizar dentro de estos sistemas (Baross et al., 1982).
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Los trabajos anteriores definieron por primera vez la asociacion entre los parametros
ambientales y los microorganismos que habitan en estos ambientes peculiares. Sin embargo,
actualmente, el interés por los microorganismos termofilos se debe al avance de la
biotecnologia, ahora no solo se identifica la microflora, si no se aisla y se cultiva, ya que
puede ser parte del uso de la nanotecnologia para la recuperacion de metales a través de
bioabsorcion (Davis et al., 2003), ser una fuente de moléculas bioactivas y de energia
(Grether-Beck et al., 2008), ademas de caracterizarse por ser potenciales indicadores

biologicos para el monitoreo de ambientes acuaticos (Maznah y Wan, 2010).
2.7 Microorganismos identificados en zonas geotérmicas.

Los primeros microorganimos identificados en los sistemas geotérmicos fueron las
cianobacterias con formas filamentosas y redondas, que colonizaban la superficie de los
geiseres en las pozas calientes de Yellowstone. De forma peculiar, estas cianobacterias
mostraban microestructuras en la pared celular y se desarrollaban en pozas con temperaturas
de 68 °C a 72 °C, los géneros encontrados principalmente dentro de las pozas geotérmicas de
Yellowstone fueron Synechococcus y Chloroflexus (Brock, 1967 a). En la actualidad, se han
registrado los géneros de cianobacterias: Calothrix (Yee et al., 2003), Phormidium,
Spirulina,  Synechococcus, Synechocystis, Gleocapsa, Cyanothece, Phormidium,
Oscillatoria, Lyngbya, Chrooccidiopsis, Pseudoanabaena (Ghozzi et al., 2013),

Scenedesmus, Hindakia tetrachotoma y Micractinium (Onay et al., 2014).

Otro grupo de microorganismos identificado dentro de los sistemas geotérmicos ha sido las

diatomeas, donde se incluyen los géneros: Synedra (Fernandez-Turiel et al., 2005), Amphora,
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Cymbella, Navicula, Melosira, Pinnularia, Cocconeis (Ghozzi, 2013), Cyclotella kutzing,

Gyrosigma hassall, Diadesmus sp., Surirella sp. y Craticula grunow (Jonker et al., 2013).

De acuerdo a la literatura, la mayoria de los microorganismos que habitan los sistemas
geotermales son las cianobacterias ya que prefieren medios alcalinos con alta tolerancia a
grandes cantidades de sélidos disueltos (1000-2000 mg L™ SDT), medios salinos (> 35 mg
L) y metales traza (Castenholz, 1969; Sember, 2002; Van Ginkel, 2004), e incluso algunas
se desarrollan en medios con altos contenido de cloruros de sodio (15 000 mg L)

(Castenhilz, 1969; Janker et al. 2013).

Por otra parte, las diatomeas son un grupo mas restringido en su riqueza dentro de los
sistemas geotérmicos, por lo general se identifican de dos a ocho géneros dentro de las pozas
geotérmicas (Fernandez-Turiel et al. 2005, Ghozzi 2013 y Jonker et al. 2013). Ha sido
descubierto que las diatomeas son las responsables de la acumulacion de silice en el fondo
de las pozas geotérmicas, ya que pueden formar tapetes unidos a cianobacterias filamentosas,
0 bien presentan ciclo de reproduccion asexual, que resulta en un acumulo de valvas de
tamafios cada vez menores en el fondo de las pozas lo que incrementa la poblacién en el

fondo después de su muerte (Round, 1991; Szabo et al., 2005; Fernandez-Turiel, 2005).

El ciclo de asexual de las diatomeas es llevado a cabo por biparticién en donde a partir de
una célula se originan dos mas pequeria y asi sucesivamente hasta llegar a un tamafio minimo
en donde se estimula la reproduccion sexual, que consiste en la unién de dos células para su
recombinacion genética y aumento de tamarfio de la célula, que dan origen a cuatro células

en donde inicia su ciclo de vida asexual (Round, 1991).
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2.8 Microbiologia ambiental y su aplicacion en el monitoreo acuatico.

Para llevar a cabo el estudio de la microbiota y su relacién con las variables ambientales
dentro de sitios geotérmicos, es necesario hacer uso de la microbiologia ambiental. La cual
estudia los microorganismos que habitan en el planeta, el papel que llevan a cabo dentro de
los procesos en los sistemas naturales y creados por el hombre, que hace énfasis en las fases
intermedias entre las ciencias ambientales y la diversidad microbiana (Maier et al., 2000;

Rochelle, 2001; Spencer y Ragout de Spencer, 2004; Madsen, 2008).

En cualquier ecosistema, en especial dentro de uno acuatico, las actividades antropogénicas
cercanas o directas generan presiones sobre los cuerpos de agua que reciben diversos
contaminantes que finalizan en un impacto multiple negativo sobre dichos habitats. El
conocer el estado de la calidad del agua es esencial para el manejo de este recurso. En los
ultimos afios los problemas de eutrofizacion de las aguas, han sido remplazados por
problemas de contaminacidn por compuestos organicos e inorganicos, especialmente en los
grandes sistemas de rios donde la presion de los quimicos se debe a los desechos de la
poblacion humana y la agricultura intensiva (Mischke et al., 2011; Javie et al., 2013; Mateo

etal., 2015).

De manera tradicional, la evaluacién y seguimiento temporal de la calidad de los cuerpos de
agua ha sido evaluado con la medicion de las caracteristicas de sus parametros
fisicoquimicos, estas mediciones han tenido éxito en regular las descargas de los efluentes y
la proteccion a los humanos, sin embargo, no son eficientes para el monitoreo a gran escala,

esto es, para el monitoreo de los flujos de laguas, rios y mares, asi como la proteccion de los
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ecosistemas que se desarrollan en ellos. Es por esto, que diferentes métodos bioldgicos se
han perfeccionado para conocer la condicién de los cuerpos de agua debido a que los efectos
en la biota son el punto final de la degradacion ambiental y la contaminacion de los sistemas

(Norris y Thoms, 1999)

Recientemente, dentro del Marco del Agua de la Unién Europea en su apéndice V, estipula
el uso de la intercalibracion de la calidad de agua, donde se relacionan los valores biologicos
observados en un cuerpo de agua y los parametros fisicoquimicos de referencia. Este
apéndice estable, el uso de macroinvertebrados benténicos, macrofitas y diatomeas como
parte del monitoreo bioldgico (Commission Decision 2013/480/EU; Hutorowickz vy
Napidrkowska-Krzebietke, 2014). El uso de este marco esta siendo empleado por otros paises
para el monitoreo de las aguas nacionales, por lo que los trabajos con diatomeas como
indicadores de la calidad de agua son de gran relevancia, sin embargo, las diatomeas han sido

poco estudiadas como parte de la microflora indicadora de sistemas geotérmicos.

Algunas especies de diatomeas que han sido utilizadas para la intercalibracion del monitoreo
de aguas, por ser indicadoras de contaminacion dentro de estudios ambientales son: Diatoma
mesodon, Achnanthes minutissima, Achnanthes subatomoides, Fragilaria capucina var.
vaucheriae, Cocconeis placentula, Navicula ingapirca, Nitzschia pumila, Planothidium
lanceolatum, Navicula lanceolata, Navicula saprophila, Ulnaria ulna, Nitzschia
inconspicua, Nitzschia palea, Nitzschia amphibia, Nitzchia frustulum (Calizaya-Anco et al.,

2013).

La ventaja del uso de bioindicadores dentro del monitoreo es el reflejo de la comunidad

bioldgica ante los cambios de la calidad del ambiente, que integran los efectos de las
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diferentes fuentes o patrones de estrés, que proveen una mejor vision del impacto y las
mediciones ecologicas en las fluctuaciones de las variables ambientales. Ademas, de que este
tipo de monitoreo dentro de las comunidades es facil de realizar y es menos costoso en
comparacion con el costo de un seguimiento de contaminantes toxicos (lliopoulou-

Georgudaki et al., 2003).

Es importante recalcar, que los diferentes habitats que existen en la Tierra poseen gradientes
y condiciones ambientales complejos y su variabilidad se debe a su temperatura, luz, pH,
presion, salinidad, compuestos organicos e inorganicos presentes en su medio (Madsen,

2008).

Los procesos que son llevado a cabo por los microorganismos que existen en el suelo,
sedimentos, océanos, lagos y aguas subterraneas tienen impacto en la calidad del ambiente,
agricultura, y la produccion de CO2. La complejidad de estos procesos reales sucede a menos
de 1 m de profundidad, y son en su mayoria de adquisicion, integracion, degradacion e
incorporacion de elementos al sistema. Los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos a esta
profundidad son conocidos como procesos biogeoquimicos, los cuales mantienen un balance

dentro de los habitats y los hace funcionales para los organismos superiores (Madsen, 2008).
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III Justificacion
Las aguas hidrotermales en México tienen un valor cultural importante ya que son utilizadas
como una alternativa para actividades recreativas, tratamientos de enfermedades, auxiliar en
tratamientos para la piel y en algunas regiones estas aguas son utilizadas para el sustento de
la economia local a través del cultivo de organismos y cereales. Por lo que, la caracterizacion
fisicoquimica de este recurso es importante y su potencial bioldgico y geoldgico es esencial

para futuros aprovechamientos tecnolégicos.

En el afio 2011, la Gerencia de Proyectos Geotermoeléctricos en México genero un catalogo
de 20 zonas geotérmicas potenciales para el pais, en donde se posicion6 en el nimero 7 la
zona geotérmica de Los Negritos, en el estado de Michoacén, con capacidad potencial de
generacion de 24 MW. Dentro de este documento se publicaron estudios de temperatura,
porosidad, densidad, permeabilidad, area y grosor de las probables zonas geotérmicas (ENE,

2011).

A partir de los datos recabados en campo y en laboratorio se identificaron bioindicadores que
son antecedente de determinacion de pardmetros ambientales que pudieran generar una
propuesta de manejo para la calidad de los cuerpos de agua en la zona de estudio, antes y

después de la instalacion de una planta geotermoeléctrica.
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3.1 Limitaciones

La investigacidn acerca de las zonas geotérmicas en México es escasa debido a que estas
expresiones geoldgicas se encuentran dentro de territorios con geografia comprometida en
su mayoria con actividades volcanicas o sismicas, o bien dentro de propiedades privadas, que
al tener que ser exploradas son solicitadas como propiedad federal o en su caso asignadas
con un permiso de exploracion geotérmica, el cual puede presentarse de manera espontanea

para los propietarios del predio, lo que puede generar el inicio de un problema social.

De manera general los parametros mas comunes tomados en cuenta dentro de las &reas
geotérmicas en el pais, son: geoldgicos, quimicos y fisicos y dentro de ellos no se consideran

los parametros bioldgicos y de evaluacién ambiental.

Los estudios de la comunidad microbiana en estas zonas son de gran interés ecoldgico y
biotecnoldgico, sin embargo, la escasez de estudios de microflora en zonas hidrotermales en
México limita el potencial real de estas areas. La toma de muestras para el monitoreo de
fitoplancton, presenta dos ventajas: en su manipulacién (practica y rapida) y en la
conservacion de las muestras, esta técnica de campo es sencilla pues no requiere de equipos
especializados. Sin embargo, la desventaja del monitoreo pudiera darse en la identificacion

de los microorganimos, ya que existen pocas bases de datos de fitoplancton regionales.

Por otra parte, la identificacion taxondmica con técnicas de microscopia compuesta y
electronica, tiene la desventaja de necesitar personal con experiencia para su identificaciéon y
algunas veces requiere de fijacion de muestras en campo, haciéndola poca practica debido al

tiempo programado de muestreo. La técnica de conservacion y crecimiento en laboratorio de
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las muestras traidas de campo es utilizada en la mayoria de los laboratorios de ficologia, sin
embargo, tiene la desventaja de ser una técnica prolongada debido a que se necesita
determinar el medio adecuado para el crecimiento de la mayoria de las células, que influye
en la pérdida de especies por sucesion o bien por una posible relacién simbiotica con

bacterias, hongos o medios enriquecidos.

Otra técnica que pudiera ser limitante en este tipo de estudios es la utilizacion de la
identificacion molecular, esta puede jugar en dos direcciones: 1) la extraccion de ADN puede
ser rapida, sin embargo, 2) se necesita de una capacitacion y laboratorio especializado para
Ilevar acabo su amplificacion junto con una base de datos de secuenciacion taxondmica para

su identificacion.
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IV Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar bioindicadores a partir de diatomeas y cianobacterias que se encuentran en la
zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan, para su posterior utilizacion como parte de un

monitoreo ambiental.

4.2 Obijetivos especificos

1. Analizar los parametros fisico-quimicos in situ en la zona geotérmica de Los
Negritos, Michoacéan, México.

2. Determinar la concentracion de iones disueltos ex situ en la zona geotérmica de Los
Negritos, Michoacéan, México.

3. Identificar las especies de diatomeas y cianobacterias presentes en la zona geotérmica
de Los Negritos, Michoacan, México.

4. Determinar los microorganismos bioindicadores de elementos quimicos en la zona

geotérmica de Los Negritos, Michoacan, México.
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V Zona de estudio

5.1 Zona geotérmica Los Negritos, Michoacan, México.

El estado de Michoacan se encuentra entre las zonas central oeste y del pacifico de México.
Este se encuentra delimitado por los estados de Colima, Jalisco, Querétaro, Estado de
México, Guerrero y el océano Pacifico. Michoacan tiene un nimero de 4,584,471 habitantes,
que representa el 3.8 % del total del pais, mientras su superficie representa el 2.99 % del pais

(INEGI, 2016) (Figura 2).

Negritos

Figura 2. Ubicacion geografica del estado de Michoacan, y localizacién de la zona geotérmica
de Los Negritos, Michoacan. Mapa de México tomado de la pagina oficial de la secretaria de
turismo (SECTUR).
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La zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan, esta localizada a 10 Km al Oeste de
Sahuayo, Michoacan, México (20° 04’a 20°06" Ny 102°°58" a 102°67" O). Esta area tiene
una elevacion de 1500 a 1600 msnm, por lo presenta un clima C templado lluvioso, de
acuerdo a la clasificacion de Koppen modificado por Enriqueta Garcia (2004), con cielos
claros y sol casi todo el afio. La temporada de lluvia es intensa durante el verano, en los meses
de junio a septiembre con un promedio anual de 850 mm. La temperatura minima diaria es
de 6.8 °C a 8 °C en la época de invierno (enero a febrero), con registros maximos promedio
de 30.1 °Ca31 °Cen los meses de abril y mayo (CONAGUA, 2015) (Figura 3). Los Negritos
pertenece al municipio de Villamar, dentro de este municipio predomina la tenencia de la
tierra de forma ejidal. La principal actividad productiva dentro del municipio y la zona de los
Negritos es la agricultura, principalmente de cebolla, maiz, sorgo y tomate rojo. Existe la
actividad pesquera de mojarra, criaderos de bagre y charal, siendo éstas las actividades mas

importantes dentro del area (Gonzalez-Acevedo y Parés-Olguin, 2016).

Seco y semiseco

Calido subhimedo

¢ SUBHTerc Templado subhimedo

= I Templado himedo
B Célido himedo

Figura 3. Estado de Michoacan, Ocampo. Carta de climas dentro del estado. Referido al total
de la superficie estatal. Elaborado con base en INEGI. Carta de Climas 1: 1 000 000.
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A lo largo de las vias de comunicacion, existe una red carretera equipada con sefialamientos,
y en las periferias la comunicacion terrestre se da por medio de terracerias. En cuanto a
saneamiento y salud, la zona cuenta con un Hospital Rural de Oportunidades del Instituto
Mexicano del Seguro Social. La Secretaria de Turismo de la zona de los Negritos ha
contribuido en equipamiento y construccién de parques, sin embargo, debido a accidentes
producidos por los géiseres, esto ha limitado la presencia de turistas locales y foraneos

(Gonzalez-Acevedo y Parés-Olguin, 2016).

La zona geotérmica de Los Negritos, es parte de la Ciénega del lago de Chapala, Michoacén,
ésta pertenece a la actividad volcénica la Citala, la cual genera la actividad hidrotermal en
toda la region (Martinez-Reyes et al., 2014). El area es un tren estructural de E-O, que
consiste en dos fallas que dan lugar a un bloque hundido de 700 a 800 m de ancho, los
sedimentos son de tipo lodosos, de grano grande con mayor cantidad de fragmentos de rocas
volcanicas (Del Castillo et al., 1970; Salas-Ariza, 2009), en la superficie existen pozas o
fosas de lodo negro caliente, con temperaturas de hasta 83 °C (Gonzalez-Acevedo y Parés-

Olguin, 2016) (Figura 4).

Las expresiones de las manifestaciones geotérmicas en la region son a través de
hidrotermalismo superficial, y consisten en fuentes y hoyos de agua caliente, con
temperaturas entre 48 °C y 94 °C en Ixtlan de los Hervores y en los volcanes de lodo de los

Negritos, respectivamente (Martinez-Reyes et al., 2014).

28



anoiCarianza. Fitars,
! 2 SpPajacuaran

Cerritorde’los Puercos
¥/ Za

s
®Eraccionamiento'SanMiguel
Sistema de

lodos

3 5 ‘o,
calientes EliPlatanal 0
- El Varal

O‘ ' 5
s _ : NicolasiRomero

“=aVillamar;

Figura 4. Zona geotérmica Los Negritos, Michoacan, Municipio de Villamar, zonificacion del

area debido a la actividad agricola.
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VI Metodologia

6.1 Técnicas de campo.

Se realizd la toma de muestra de suelo y agua durante la temporada de sequia y después de
[luvia en la zona de estudio en el afio 2015. Se evaluaron un total de 11 estaciones en la zona
geotérmica de Los Negritos Michoacan, con la aplicacion de un sistema de muestreo tipo
polar (INE, 2005), con una distancia de 5 km de didmetro a partir de la expresion geotérmica.
Las estaciones de muestreo fueron seleccionadas de manera aleatoria a partir de la
distribucion promedio anual de los vientos registrados en las estadisticas climatoldgicas del
Sistema Meteorol6gico Nacional para las estaciones de Sahuayo, Michoacan (CONAGUA,
2015). Las estaciones de muestreo fueron realizadas cada 1 km, sin embargo, algunos puntos
fueron reubicados de acuerdo a la presencia de cuerpos de agua. En cada estacion de
muestreo se realizd el registro de ubicacion geografica a través de un sistema de
posicionamiento global GPS Garmin modelo Etrex 20 (Figura 5). Para la realizar los mapas

de ubicacidn se utilizé el programa ARcGis10. x.

Figura 5. Planificacion inicial de la toma
de muestras dentro de la zona geotérmica
de Los Negritos, Michoacan. Distribucion
de los puntos aleatorios dentro del
sistema de muestreo tipo polar.

Los Negritos
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6.1.1 Colecta de muestras.

Agua. La mayoria de las estaciones de muestreo presentaron cuerpos de agua donde se llevd
a cabo la toma de parametros in situ. En estas estaciones se realizd la colecta de
microorganismos y la toma de muestra para medicidn ex situ de aniones y cationes disueltos

(Ghozzi et al, 2013) (Figura 6a).

Suelo. En aquellas estaciones que no presentaron agua, se tomaron aproximadamente 50 cm?®

de suelo con una pala de acero inoxidable para la posterior identificacion de microorganismos

(Ghozzi et al, 2013).

Figura 6. a) Toma de muestras dentro de los cuerpos de agua, b) toma de parametros fisco-

quimicos in situ.
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6.1.2 Descripcion de la flora dentro de la zona de estudio.

En cada estacion de muestreo se identificd la vegetacion presente y se llevé a cabo el registro
del uso de suelo, donde se realizaron transectos de 100 m de distancia y se tomé como punto
inicial la estacidn evaluada y en algunos casos se colectaron especimenes para su posterior

identificacion taxondmica (Figura 7).

Figura 7. lIdentificacion y prensado en campo de la vegetacién colectada en la zona geotérmica
de Los Negritos, Michoacan.
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6.2 Mediciones de parametros fisicoquimicos in situ en muestras de agua

colectadas dentro de las zonas geotérmicas.

Los parametros in situ fueron registrados en las estaciones de muestreo que presentaron al
menos un cuerpo de agua. Esto se llevo a cabo con el apoyo de un sistema multiparametrico
HACH modelo MP6P, previamente calibrado, donde se obtuvieron los valores de
conductividad, pH, salinidad, solidos disueltos totales (SDT), temperatura y potencial de

oxido-reduccién (ORP) (Figura 6b).

Debido a la demanda bioldgica y a las rapidas transformaciones quimicas de los compuestos
nitrogenados y fosforados, se realizaron mediciones in situ para conocer los valores totales
de: nitratos (NO3), nitritos (NO2) y fosfatos (PO4+*), esto se llevo a cabo con equipo de

medicion de oxidacion y colorimetria de campo marca HACH modelo DR900 (Figura 6b).

6.3 Determinacion de la concentracion de iones disueltos. Toma de

muestras para mediciones ex situ.

Para la determinacion de elementos quimicos de concentracion mayor (elementos mayores:
Ca, K, Mg, Na) y menor (elementos traza: As, B, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb,
Sr, U, V, Zn) disueltos en el agua de las zonas geotérmicas, se colectaron un total de 100 mL
de agua en cada estacion de muestreo, posteriormente las muestras fueron filtradas a presion
a través de fibra de vidrio con un poro de 0.04 um y almacenadas a 4 °C hasta su posterior
analisis en el laboratorio. Las muestras asignadas para la medicién de elementos con carga

positiva (cationes) fueron acidificadas con 50 pL de H2NOs, al seguir el procedimiento de
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preparacion de muestras para la medicion de cationes, como sugiere el manual de is6topos

hidrolégicos (IAEA, 2014).

En laboratorio, los elementos mayores fueron analizados con un espectrémetro de emision
atomica acoplado a un plasma por microondas (MP-AES, por sus siglas en inglés) con limite
de deteccion de 0.01 ppm. Mientras los elementos menores fueron analizados con un
espectrometro de masas triple cuadruplo acoplado a un espectro de plasma inducido (ICP-

MS triple cuadruplo), ambos equipos de la marca Agilent.

Para realizar la medicién de aniones, fueron colectados 100 mL de agua en cada estacion de
muestreo, la cual fue filtrada a presion a traves de fibra de vidrio con un poro de 0.04 umy
posteriormente almacenadas a 4 °C hasta su posterior andlisis en el laboratorio. Su analisis
se llevo a cabo en un Cromatdgrafo l6nico ICS-5000 Dionex/ThermoScientific, con un
autosupresor y un detector de conductividad con una Pre-columna lonPac AG19, Columna

lonPac AS19 y 20mM de NaOH como eluente, a un flujo de ImL/min.

Estas mediciones fueron realizadas dentro del sistema especializado de laboratorios del
Centro Mexicano de Innovacion en Energia Geotérmica (CeMIE-Geo), en las unidades del

CICESE en Ensenada BC.
6.4 Identificacion de diatomeas bentdnicas y cianobacterias.

En campo se obtuvieron dos tipos de muestra con la finalidad de identificar los
microorganismos fotosintéticos presentes en las zonas geotérmicas, las muestras fueron

colectadas de la siguiente manera:
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Agua. Se tomaron muestras de agua en botellas de plastico, que fueron almacenadas en
hieleras a temperatura ambiente. Una vez en laboratorio las muestras fueron colocadas en
estantes con iluminacion constante a 80 UE m™ sty temperatura de 25 °C para su posterior
aislamiento de acuerdo a Stein (1973) y Uribe (1992).

Suelo. Se tomaron muestras de suelo que se colocaron dentro de bolsas de plastico con cierre
adherible, siendo almacenadas en hieleras a temperatura ambiente. Una vez en laboratorio
las muestras fueron colocadas en estantes con iluminacion constante a 80 HE m? sty

temperatura de 25 °C para su posterior aislamiento de acuerdo a Stein (1973) y Uribe (1992).

6.4.1 Identificacion taxonomica.

6.4.1.1 Crecimiento en placas de agar y medio liquido.

Como una medida de prevencion a la muerte celular y comensalismo por especies bacterianas
y protozoarios dentro de las muestras, se llevo acabo el aislamiento e identificacion de
microorganismos fotosintéticos, esto fue realizado en el laboratorio de Manejo vy
Conservacion de Vida Silvestre en la Facultad de Ciencias de la UABC, donde se colocaron
como primera instancia las muestras obtenidas en una camara de incubacion a 25 °C en
oscuridad hasta el comienzo de su aislamiento y posteriormente se comenzo su aislamiento

de la siguiente manera:
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Aislamiento en placas y/o diluciones sucesivas.

El método de aislamiento en placas fue el primero en llevarse a cabo, se realizd bajo
condiciones estériles dentro del laboratorio de Genotoxicidad, de la Facultad de Ciencias de
la UABC. EI aislamiento consistié en un rayado en "T" de la muestra colectada en campo a
un medio solidificado con agar marino grado bacterioldgico al 1.5% enriquecido con medio
“/2” (Guillard y Ryther, 1962). Una vez inoculadas las placas de agar, fueron colocadas a
una irradianza de 80 pmol m?2s™, con iluminacion de lamparas fluorescentes de luz blanca y

fria, con un ciclo de exposicion 14:10 h (luz:oscuridad) de acuerdo a Stein (1973) (Figura 8

y 9).

La técnica de diluciones seriadas fue la segunda en ser aplicada en aquellas muestras que
presentaron grandes cantidades de materia organica en suspension y fauna acompafiante.
Estos cultivos fueron colocados a temperatura controlada de 25 °C e iluminacion de 80 pE
m2 s con ciclos de luz de 14:10 h. Una vez aisladas las cepas obtenidas en laboratorio se
procedié a la toma de fotografia con microscopio compuesto a 100x (Figura 10). La
identificacion de diatomeas y cianobacterias fue con el apoyo de las guias de identificacion
de Algas de agua dulce en Norte América (Wehr y Sheath, 2003) y la guia de Ecologia y

Monitoreo de la calidad de agua a través del Plancton (Suthers y Rissik, 2009).

36



Identificacion

— ESTACION DE MUESTREO
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
! taxondmica

-r————

1
v |

Respaldo con nuevos medios Observacién al microscopio }

L (40x y 100x: ZEISS Primo star)

con 1 mL f/2 —vit, -MT Cada 5 dias Cada7 dias
g A
1 . AN
i : Placas de agar con Medio de cultivo liquido
! 1 medio f/2 con 4 mL{/2 _—’_
! 1 ol
! 1 \ V4
! 1 b »
1
.- - -{ Mantenimiento a 14/10 luz, 25 °C, 80 pE m2s? ]
1
a ; !
Observacién al microscopio
(40x y 100x: ZEISS Primo star)

Identificacién

taxonémica
- 4

Figura 8. Proceso de limpieza, aislamiento e identificaciéon de microorganismos a partir de

muestras colectadas dentro de la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan.
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Figura 9. Proceso de aislamiento en liquido y placa de agar al 1.5 % enriquecidas con medio
“f/2°, @) muestras iniciales en placas de agar (dia 1), b) crecimiento de microorganismos

fotosintéticos (dia 8).
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Figura 10. Aislamiento e identificacion de microorganismos, a) observacion al microscopio de
muestra inicial de la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan (dia 1), b) observacion al

microscopio de la diatomea Pseudo- nitzschia sp. crecimiento en placa de agar (dia 8).

6.4.1.2 Identificacion genética de cianobacterias.

Las especies de cianobacterias fueron identificadas al aplicar la técnica molecular de
amplificacion del 16S ribosomal. Los cultivos de microorganismos fueron centrifugados a
4000 rpm con una temperatura de 4 °C durante 15 min, en tubos de 50 mL (Singh et al.,
2011). Los paquetes celulares fueron congelados a temperatura de -80 °C hasta su extraccion

de ADN en laboratorio).

La extraccion de ADN total se llevé a cabo con el equipo E.Z.N.A. water DNA kit (Omega
Bio-tek, Norcross, GA, EE.UU.). Los amplicones de la region hipervariable V3V6 del gen de
la subunidad 16S de ARNr se obtuvieron mediante PCR (cebador F 5'-
CCTACGGGDGGCWGCA-3" y cebador R 5-CTGACGACRRCCRTGCA-3"). La
secuenciacion de terminales apareadas 2X300 se realizé mediante un secuenciador MiSeq
con la quimica MiSeq reagent kit v3 (Illumina, San Diego, CA. EE.UU.). Las secuencias de-

multiplexadas fueron apareadas y recortadas con la aplicacion del programa Trimmomatic
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(Bolger et al., 2014) y con uso de una ventana deslizante de 5nt y un valor de calidad
PHRED33 de 20. La asignacion taxonomica se llevo a cabo a través del programa Ribosomal
Database Project Naive Bayesian Classifier (Wang et al., 2007). Solo las taxa que
presentaron mas de 100 secuencias fueron utilizadas para el analisis. La abundancia relativa
no fue tomada en cuenta debido al manejo que se dio a las muestras después de la colecta y

al objetivo de este estudio.

6.5 Tratamiento estadistico de los resultados.

En todos los tratamientos se comprobd que los andlisis estadisticos cumplieran con los
postulados de normalidad a través de la comprobacion de normalidad de Kolmogorov-
Smirnof y homocedasticidad de Levene. Se llevo a cabo la aplicacion de pruebas estadisticas
de ANOVA de una via para determinar diferencias significativas entre las variables con
respecto a las areas de estudio. Se realizé el analisis de similitud de grupos de acuerdo al
promedio reciproco (Hill, 1973; Hill 1979) y analisis de correspondencia candnica para

conocer la relacién entre las especies y variables ambientales obtenidas en este estudio.

Se llevd a cabo los analisis estadisticos con los programas de computo Statistica version 7.0
de proveedor DELL software, similitudes con TWINSPAN version 2.3 de proveedor
Windows y MVSP 3.22 de proveedor PROVALIS Research, y anlisis de correspondencia
candnica (ACC) con el programa CANOCO 4.5 de proveedor Microcomputer Power. Los
gréaficos fueron realizados con el programa Sigma Plot 12.0 de proveedor Systat Software

Inc.
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VII Resultados
7.1 Organizacion de la zona de estudio.

A partir de la observacion en campo, la concentracién y rangos obtenidos de los parametros
fisicoquimicos y de los iones disueltos en las diferentes estaciones de muestreo, dos areas
fueron detectadas dentro de la zona geotérmica de Los Negritos, una con influencia
geotérmica y otra mas de impacto agricola. Por lo anterior, las estaciones de muestreo de este
trabajo fueron organizadas como area: geotérmica y radar, mientras las estaciones de
muestreo fuera del didmetro de 5 km fueron nombradas como: area control (Tabla 2). La
concentracion de los cationes y elementos traza en la expresion geotérmica de lodos calientes,
fue el parteaguas para encontrar el patron del area con influencia geotérmica y aquella de
transicion con influencia de mezclas complejas de contaminantes para el aprovechamiento
agricola.

Tabla 2. Organizacion de las areas de estudios dentro la zona geotérmica de Los

Negritos, Michoacan.

Area Estacién de Area Estacién de

muestreo muestreo
Geotérmica S1 Radar S7
Geotérmica S4 Radar S8
Geotérmica S9 Control S12
Geotérmica S10 Control Si14
Radar S5 Control S15
Radar S6
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El area geotérmica fue representada por estaciones de muestreo con expresiones de lodos

calientes y burbujeo dentro de cuerpos lagunares (Figura 11), mientras el area radar fue

representada por campos agricolas y canales de aguas residuales (Figura 12).

Figura 11. Estaciones de muestreos en la zona geotermal Los Negritos, Michoacan: area
geotermal (a S1, b S9, ¢ S10), &rea radar (d S5, e S6, f S7).

42



102°38'0"W 102°36'0"W 102°34'0"W

20°4'0"N
20°4'0"N

20°2'0"N
20°2'0"N

102°40'0"W

Simbologia

1! Areade muestreo [ Area geotérmica @ Estaciones | Cuerpos de agua Canales —— Curvas de nivel

Figura 12. Organizacion de areas y estaciones de muestreo dentro de la zona geotérmica de

Los Negritos, Michoacan.
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7.2 Descripcion de la flora dentro de la zona de estudio.

La zona geotérmica de los Negritos presento flora de selva baja caducifolia en cerros (Figura
13). Cerca del 80% de la flora dentro de la zona se encontré perturbada debido principalmente
a la actividad agricola, caprina y bovina. La zona presentd caminos de terraceria y
pavimentados, al costado, la flora observada fue: mezquite, pastos y plantas anuales (Figura

14).

Figura 13. Caracterizacion floristica de selva baja caducifolia en cerros dentro de la zona

geotérmica de Los Negritos, Michoacan (época de lluvia).
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Figura 14. Zona geotérmica Los Negritos, Michoacén, a) actividad caprina dentro de la zona;

b) flora observada al costado de las vias de transporte terrestre.

El area geotérmica se caracterizd por presentar coberturas de: pasto, verdolaga, mezquite y
arboles de acacia; mientras el 75 % de los cuerpos de agua presentaron una cubierta
superficial de la planta Typha sp. Aledafio al sitio de actividad geotérmica, se encontrd un
cuerpo lagunar “La Alberca” con actividad acuicola (cultivo de bagre), al margen se
identifico la presencia de palma datilera (Phoenix dactylifera), chia (Salvia hispanica L.),
mezquite (Prosopis sp.), pino aguja larga (Pinus patula) y arboles de jacaranda (Jacaranda
mimosifolia) (Figura 15). El suelo de esta area se caracteriz6 por tener una cubierta superficial
de color blanco y arboles de mezquite (Prosopis sp.) El olor a éacido sulfhidrico fue
caracteristico en las areas cercanas a la expresion geotérmica. La elevacion topografica

promedio de esta area fue de 1521 msnm.
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Figura 15. Estaciones de muestreos dentro del area geotérmica en Los Negritos, Michoacén,
caracterizacion floristica: a) pasto y mezquite (Prosopis sp.) antes de llegar a la expresion de
lodos calientes; b) mezquite y Typha sp. en la expresion geotérmica de lodos calientes, estacion
de muestreo S1; c¢) planta Typha sp. dentro de los cuerpos lagunares cercanos a la expresion

geotérmica, estacion de muestreo S10.

El &rea radar se caracterizo por tener terrenos con productividad agricola, dentro la zona se
observé la produccidn de: tomate rojo, cartamo, cebolla, maiz, sorgo y chile (Figura 16). En
este estudio, se pudo constatar que la actividad en la zona es a través de cultivos rotativos,
donde las parcelas cercanas a la expresion geotérmica tienen una mayor actividad después de

la temporada de lluvia. Durante las campafias de muestreo, dentro del area radar se pudo
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observar la caza de aves y canidos, siendo organismos oportunistas y generalistas. Esta area
presento canales a lo largo de las vias de transporte terrestre; estos tienen la funcién de ser
receptores de aguas grises y aguas negras dentro del municipio de Villamar, ademas de ser
reutilizada las aguas para el riego de cultivos, los excedentes utilizados en la agricultura
también son concentrados en estos canales a través de los escurrimientos naturales de las

pendientes topograficas. La elevacion topografica promedio de esta area fue de 1525 msnm.

Figura 16. Zona geotérmica Los Negritos, Michoacan, a) preparacion de la tierra para el

cultivo; b) canales receptores de escurrimiento de aguas agricolas; ¢) muros de roca para la
delimitacion de parcelas agricolas; d) encuentro de tuberias de aguas grises del municipio de

Villamar y canales de escurrimiento de aguas agricolas.

47



El area control, consistié en cuerpos de agua temporales y canales de escurrimiento
agricolas. Se pudo observar la actividad de fertilizacion de la tierra para cultivo, asi como la
fumigacion de frutos (Figura 17). Esta area presento una elevacién topogréafica promedio de

1521 msnm.

Figura 17. Paisaje del area control en la zona geotérmica Los Negritos, Michoacan; a) estacion
de muestreo S14, b) estacion de muestreo S15.
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7.3 Caracterizacion de la zona geotérmica.

7.3.1 Parametros in situ.

Los valores promedio de los pardmetros in situ en la zona de Los Negritos, Michoacan, son
presentados en la Tabla 3. La expresion geotérmica de lodos calientes (S1) mostro tener la
mayor temperatura dentro de la zona geotérmica con rangos de 83 a 87 °C, este valor
disminuy6 hasta 50 °C al entrar en contacto el sedimento caliente con el agua circundante, se
registraron temperaturas de 30 a 32 °C en el sistema lagunar de esta estacion, este parametro
comenzo6 a disminuir dentro de esta area hasta obtener valores de 19°C (S10). Todas las
estaciones de muestreo en la zona presentaron valores basicos de pH de 6.99, hasta pH
alcalinos de 8.84. De acuerdo a los datos obtenidos en ambas temporadas, la temperatura de

los lodos calientes se mantuvo estable al igual que el pH.

Dentro de los valores de los pardmetros in situ, se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas (p < 0.01) en: salinidad, SDT y ORP, dentro de las areas de estudio. Las
concentraciones promedio maximas de salinidad y SDT se detectaron en el area geotérmica
1582.20+497.71 ppm y 2115.444+951.0 ppm respectivamente, mientras los valores promedio
minimos se detectaron en el area control 354.73+224.66 ppm para salinidad y dentro del area
radar 499.69+361.49 ppm para SDT. Los valores mas altos de salinidad y SDT fueron
registrados dentro del area geotérmica (S4) con valores maximos de 2467 ppm y 3612 ppm
respectivamente, mientras en el area control se presentaron valores minimos (S12) de 65 ppm

y 87.18 ppm respectivamente.
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Los valores de ORP obtenidos indicaron caracteristicas oxidativas en el area geotérmica y
control con valores de 191 a 255 mV respectivamente, en comparacion con los valores
maximos reductores de -263 mV (S6) en los canales de aguas grises dentro de la zona radar.
Los valores promedio méximos oxidativos fueron detectados en el &rea control
(140.17+£66.67 ppm) y minimos reductores en el area radar (-199.00+72.89 ppm). Por otra
parte, no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) en la concentracion
promedio de aniones disueltos entre las areas evaluadas. Sin embargo, dentro del area
geotérmica se presentaron las concentraciones maximas de cloruros con rangos de 781.20
ppm (S4) a 689.23 ppm (S1) y sulfatos con rangos de 889.87 ppm (S4) a 561.06 ppm (S1),
mientras los valores minimos para ambos aniones se presentaron en el drea radar con
concentraciones de 3.12 ppm y 5.64 ppm respectivamente en la estacion S7. Las areas
geotérmicas y radar presentaron las concentraciones maximas de fosfatos con valores de 14
(S6) y 9.60 (S10), y minimos de 0.34 (S4) ppm y 0.3 (S8) ppm respectivamente. La
concentracion maxima de aniones fluoruros fue en el area control y minima en el area radar,
con valores maximos de 24.26 ppm (S15) y minimos de 0.05 ppm (S8) respectivamente. Por
otra parte, la concentracion de nitratos y nitritos tuvo maximos complementarios, mientras el
area radar y control presentaron los valores maximos de nitratos 28 ppm y 12 ppm (S7 y

S12), el area geotérmica presento los valores maximos de nitritos 0.02 ppm (S9).
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Tabla 3. Valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos en la zona Los Negritos, Michoacan. Suscritos indican diferencias

significativas en la concentracion promedio del parametro entre las tres areas de estudio (ANOVA una via y prueba a posteriori

Tukey, p <0.05).

Geotérmica (n=8)

Radar (n=8)

Control (n=6) p

Temperatura (°C)

pH

Salinidad ppm
Conductividad pS cm™
TDS ppm
Nitritos ppm
Nitratos ppm
Fosfatos ppm
Fluoruros ppm
Cloruros ppm
Sulfatos ppm
ORP mV

*85.00

25.00
7.98
1582.20
3005.34
2115.44
0.0061
3.61
2.46
9.30
480.46
409.73
152.71

(83.0-87.0)

(19.40-30.6)
(7.44-8.73)
(803.60-2467.00)?
(852.40-4713.)
(601.50-3612.00)?
(0.0010-0.0200)
(1.20-6.00)
(0.34-9.60)
(4.78-13.94)
(8.07-768.33)
(2.26-889.87)
(112.00-191.00)?

25.28
7.67
428.63
2287.36
499.69
0.0070
8.42
3.59
3.18
49.73
101.16
-29.00

(20.50-29.80)
(7.00-8.84)
(98.23-779.60)"
(373.40-9630.00)
(133.80-1080.00)"
(0.0020-0.0100)
(0.85-28.00)
(0.30-14.00)
(0.50-5.85)
(3.12-152.03)
(5.64-334.85)
(-120.00-118.00)°

25.78
7.56
354.73
727.62
500.68
0.0023
8.40
3.22
24.26
36.60
155.01
140.17

(21.60-30.50)
(6.99-7.97)
(65.07-625.20)°  =0.0000
(138.10-1244.00)
(87.18-872.40)°  <0.0008
(0.0030-0.0040)
(5.59-12.00)
(0.98-5.59)

(7.37-85.21)
(12.58-719.30)
(49.00-255.00)* <0.0090

Nota: * Expresion de lodos calientes.
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7.3.2 Elementos mayores.

En cuanto a la concentracion de los cationes mayores, se encontraron diferencias
estadisticas significativas en la concentracion de Na™ (p = 0.000) y K* (p = 0.0052) entre
las areas estudiadas (Figura 18). El area geotérmica presento los valores de concentracion
promedio mas altos para los elementos Na* (367.07+167.20 ppm) y K* (32.36+17.87 ppm),
mientras el area radar presento las concentraciones promedio minimas 56.94+30.16 ppm y
13.75+7.32 ppm respectivamente. Las concentraciones de Na” maximas detectadas fueron
en la estacion S4 con 607.17 ppm y minimas en la estaciéon S7 con 18.03 ppm, respecto a
las concentraciones de K*, la estacion S9 present6 los valores maximos de 58.78 ppm y

minimos en la estacion S7 con 2.48 ppm.

No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones
promedio de los cationes de Ca" (p=0.419) y Mg" (p=0.932) en las areas estudiadas. Sin
embargo, el area geotérmica presentd la maxima concentracion promedio de Ca®
(31.24+25.65 ppm) y el area control presento la maxima concentracion promedio de Mg"
(12.25+£7.57 ppm). Respecto a las concentraciones promedio minimas, estas fueron
detectadas en el area radar (20.15+£9.13 ppm) y geotérmica (9.78+10.15 ppm)
respectivamente. Las concentraciones maximas y minimas de aniones de Ca’ fueron
detectadas en el drea geotérmica y en el area radar, en la estacion S4 (87.09 ppm) y estacion
S7 (6.52 ppm) respectivamente; por otra parte, las concentraciones maximas y minimas de
cationes de Mg" se detectaron dentro del 4rea geotérmica en la estacion S4 (31.44 ppm) y

S9 (1.37 ppm).
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Figura 18. Concentracion promedio de cationes mayores en las areas de estudio dentro de la
zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan. Las desviaciones estandar estan representadas
por barras. Los suscritos indican diferencias significativas en la concentracion de aniones en

las tres areas de estudio (ANOVA una via y prueba a posteriori Tukey, p < 0.05).

7.3.3 Elementos menores.

Los 16 elementos traza analizados fueron detectados en la mayoria de las muestras dentro
de las diferentes estaciones de muestreo. Sin embargo, solo fueron obtenidas diferencias
estadisticas significativas (p < 0.01) en la concentracion de los elementos B (p < 0.007) y
As (p <0.003) (Figura 19), el area geotérmica presento la mayor concentracion de estos
elementos. La concentracion promedio maxima entre las tres areas de estudio (promedio

calculado entre todas las estaciones de muestreo) para el elemento B fue de 10.53+7.31
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ppm, y la concentracion promedio minima detectada de 0.60+£0.0 ppm. La estacion S4
presentd la mayor concentracion (19 ppm) y la concentracion minima la estacion S7 (0.25
ppm) para éste elemento; con respecto al elemento As, se determind una concentracion
promedio maxima entre las areas de estudio de 0.30+0.016 ppm y una concentracion
promedio minima de 0.30+0.16 ppm, siendo detectada en la estacion S1 la mayor
concentracion de As (0.50 ppm), mientras las estaciones S12 y S14 presentaron las

concentraciones minimas (0.02 ppm).

Los elementos Mo y U, en este estudio, solo fueron detectados en la estacion S1 dentro de
las expresiones de lodos calientes con concentraciones de 28.28 ppm, y 4.73 ppm,

respectivamente.

Es importante mencionar, que dentro de todas las estaciones de la zona geotérmica de Los

Negritos se detectaron concentraciones de elementos traza (Tabla 4).
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Figura 19. Concentracion promedio de metales en las areas de estudio dentro de la zona
geotérmica de Los Negritos, Michoacan. Las desviaciones estandar estan representadas por
barras. Los suscritos indican diferencias significativas en la concentracion de metales en las
tres areas de estudio (ANOVA una via y prueba a posteriori Tukey, p < 0.05).
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Tabla 4. Valores maximos y minimos de metales traza, detectados dentro de las tres areas de
muestreo de la zona geotermal Los Negritos, Michoacéan.

Area Elemento Estacion Méx:;na Estacion Ml'nir:"na
Geotermica

As S1 0.50
B sS4 19.00
Ba S4 0.06
Cd S1, S10 0.12
Cu S1, S10 0.04 S9 0.01
Cr S10 0.03 S10 0.02
Fe S10 0.53
Mn S1 0.18 S4, 89, S10 0.02
Mo S1 28.28
Pb S1 2.40 S4, 510 0.017
Sb S10 0.02 S1, 89 0.01
Sr sS4 0.67
U S1 4.73
\Y S1 0.26 S4, 59, S10 0.01
Zn S9 0.01
B S7 0.25
Ba S7 0.04 S7 0.01
Ni S5 0.22
Zn S5 0.26
Cu S6, S8 0.01
Fe S7 0.18
Mn S7, S5, S6, S8 0.02
Pb S7 0.017
Sr S5 0.01
\% S5, S6, S8 0.01
As S12,S14 0.02
Ba S15 0.04
Cd S14 0.01
Cu S12, S14, S15 0.01
Mn S12, S14, S15 0.02
Pb S12,S14 0.017
\% S12, S14, S15 0.01
Zn S12 0.01
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7.4 ldentificacion de diatomeas y cianobacterias.

La identificacion de los microorganismos se realizé al utilizar cebadores de ADN
universales para el ribosoma 16S. Estos cebadores son utilizados frecuentemente para la
identificacion de microorganismos procariontes fotosintéticos, por lo cual la identificacion
de cianobacterias a nivel especie fue resuelta; sin embargo, para la identificacion de
organismos eucariotas fotosintéticos como las diatomeas, habia la necesidad de crear una
base de datos especial para la linea de secuencias de las muestras obtenidas. Por lo que,
debido a los tiempos establecidos para este trabajo, se resolvio llevar a cabo la
identificacion de diatomeas a través de observacion al microscopio, al hacer uso de guias

taxondmicas de identificacion.
7.4.1 Uso de microscopia.

Las muestras colectadas en las estaciones de muestreo dentro del area geotérmica,
presentaron grandes cantidades de lodo (a excepcién de la estacion S9), sin embargo, se
lograron identificar los géneros: Navicula, Eucapsis y Crocosphaera (Figura 20). Las
estaciones de muestreo en el area radar y control presentaron grandes cantidades de materia
organica y protozoos, lo que dificultd la conservacion y cultivo de las especies
fotosintéticas, los cultivos de respaldo presentaron frecuentemente el crecimiento de
hongos y bacterias, como medida estratégica para la limpieza y conservacion de diatomeas
y cianobacterias, se realizo la preparacion de medios liquidos con adicion de medio “f/2”
sin vitaminas y metales traza, sin embargo, se pudo observar que el cultivo celular entraba
en una fase de adaptacion o latencia, lo que represent6 un crecimiento lento en comparacion

con aquellos respaldos en medio liquido con “f/2”.
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Como resultado de la observacion e identificacion de microorganimos por microscopia, se
identificaron dentro de la zona geotérmica Los Negritos, un total de siete géneros de
diatomeas: Fragillaria, Navicula, Pinullaria, Rhopalodia, Pseudo-nitzschia,
Rhoicosphenia sp., y Phaeodactylum. Al igual que tres géneros de cianobacterias: Nostoc,

Lyngbya y Synechococcus (Figura 21).

Figura 20. Observacién e identificacion de microorganismos en una muestra fresca colectada
en la manifestacion hidrotermal lodos calientes (S1), dentro de la zona geotérmica de Los

Negritos, Michoacan. Aumento 40x.
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Figura 21. Observacion e identificacion de microorganismos en proceso de aislamiento,
colectados en las estaciones de muestreo: S5(a), S15 (b), S10 (c) S14 (d), y S6 (), dentro de la
zona geotérmica Los Negritos, Michoacan. Aumento 40x.
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7.4.2 Identificacién de diatomeas (microscopia).

Dentro de las 11 estaciones de muestreo se identificaron un total de 7 géneros de diatomeas
pertenecientes a 5 familias (Tabla 5), el género Pseudo-nitzschia fue el Gnico observado

dentro de las muestras tomadas en la expresion geotérmica de lodos calientes.

Tres de las cuatro muestras pertenecientes al area radar presentaron solo uno de los géneros
Fragilaria, Phaeodactylum o Rhopalodia, lo distingue a estos géneros como especificos
de esta area. Mientras tanto, dentro del &rea control se observaron muestras con mas de un
género de diatomeas, dentro de estos se identificaron tres géneros frecuentes de diatomeas

Navicula, Pinullaria y Rhoicosphenia.

Dentro de este estudio, los géneros Navicula y Rhopalodia tuvieron arreglo unicelular,
mientras los géneros Pinnularia, Fragilaria, Pseudo-nitzschia, Rhoicosphenia, y

Phaeodactylum, se encontraron en agregaciones celulares en forma de colonias.

En cuanto a su morfologia, las frastulas de 6xido de silice de los diferentes géneros,

presentaron seis formas:

1) simétricas con valvas lineales (Rhopalodia)

2) cobncava con apices redondos (Rhoicosphenia)

3) delgadas en forma de aguja (Pseudo-nitzschia)

4) lanceoladas con extremos redondeados de forma aguda (Navicula)
5) anchasy lineares (Fragilaria)

6) lineares con margenes moderadamente convexos (Pinnularia)
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La morfologia més frecuente entre la poblacion de diatomeas identificadas fue el nimero
seis, esta poblacion estuvo presente en las areas geotérmica y control. Los tamafios

promedio de longitud para todos los géneros fue entre 10 umy 20 pm.

Tabla 5. Taxa de diatomeas identificadas a través de microscopia éptica dentro de la zona

geotérmica de Los Negritos, Michoacan en el afio 2015.

Familia  Género Acrénimo Area d?
presencia
G R C
Bacillariaceae
Pseudo-nitzschia Pnit X - -
Fragilariaceae
Fragillaria Frag - X -
Naviculaceae
Navicula Navi X - X
Pinnularia Pinu X - X
Rhoicosphenia Rhoi - X X
Phaeodactylaceae
Phaeodactylum Phae X
Rhopalodiaceae
Rhopalodia Rhop X
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7.4.3 Identificacién de cianobacterias (Ribosomal 16S).

En 11 estaciones de muestreo, se identificaron 19 especies de cianobacterias,
pertenecientes a 14 géneros y 11 familias (Tabla 6). Dentro de las muestras de expresion
geotérmica de lodos calientes, solo fueron observadas las especies Crocosphaera watsonii
y Eucapsis alpina. Dentro del area control las muestras fueron diversas en cuanto al nimero
de especies, sin embargo, Calothrix brevissima solo se observé en muestras colectadas

dentro de esta area.

En su mayoria, las especies identificadas de forma molecular, también pudieron ser
observadas al microscopio, ya que, dentro del laboratorio, los cultivos con mayor

crecimiento celular fueron las especies de cianobacterias.

Las especies identificadas dentro de la zona geotérmica de Los Negritos, mostraron

principalmente cuatro diferentes arreglos celulares, entre ellos:

1) coloniales con formacion multicelular semiesférica o amorfa con alta densidad
celular muchas de ellas envueltas dentro de un mucilago, estos fueron los casos de
Crocosphaera watsonii, Snowella rosea, Microcystis panniformis y Eucapsis
alpina.

2) forma solitaria o en agregados (colonias), sin presentar envolturas mucilaginosas
con forma ovalada a cilindrica, este fue el caso de Thermosynechococcus elongatus,

Prochlorococcus marinus y Cyanobacterium aponinum.
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3) arreglo celular y abundante entre las muestras fue la forma filamentosa, cilindrica,
con arreglos en paralelo, tubular, alongada y envuelta dentro de un mucilago con
puntas convexas, estas fueron las especies Leptolyngbya laminosa, Leptolyngbya

antartica, Phormidium murrayi y Planktothrix mougeotii y Oscillatoria corallinae

4) forma filamentosa, esférica, con presencia de heterocistos en pares o solitarios
dentro de un solo filamento de forma intercalar, envuelta dentro de un mucilago,
con puntas apicales alongadas, las células se presentaron atadas al sustrato con
capacidad de formar tapetes, estas especies fueron Calothrix parientina, Calothrix
brevissima, Nostoc microscopicum, Nostoc punctiforme, Nostoc ellipsosporum,

Nostoc entophytum y Scytonema hofmanni.
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Tabla 6. Taxa y area de presencia de cianobacterias identificadas a través del uso ribosomal

16S, a partir de muestras colectadas dentro de la zona geotérmica de Los Negritos,

Michoacén.
Area de
presencia
Familia Género Especie Acrénimo G R C
Chroococcaceae
Crocosphaera watsonii Cro-wat X - -
Cyanobacteriaceae
Cyanobacterium aponinum Cya-apo X - X
Gomphosphaerioideae
Snowella rosea Son-ros X X X
Leptolyngbyaceae
Leptolyngbya laminosa Lep-lam X X X
antarctica Lep-ant X - X
Microcystaceae
Microcystis panniformis Mic-pan - - X
Eucapsis alpina Euc-alp X - -
Nostoccaceae
Nostoc entophytum Nos-ent - X -
microscopicum  Nos-mic X X X
punctiforme Nos-pun X X -
ellipsosporum  Nos-ell X - X
Oscillatoriaceae
Thermosynechococcus  elongatus The-elo - X X
Oscillatoria corallinae - X -
Phormidiaceae
Phormidum murrayi Pho-mur X X -
Planktothrix mougeotii Pla-mou X - -
Prochlorococcaceae
Prochlorococcus marinus Pro-mar X X X
Rivulariaceae
Calothrix parietina Cal-par X X -
brevissima Cal-bre - - X
Scytonemataceae
Scytonema hofmanni Scy-hof X - X
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7.5 Estructura y arreglo espacial de diatomeas y cianobacterias.

Con base en la presencia y ausencia de las especies de diatomeas y cianobacterias dentro

de las estaciones de muestreo se realizo un arreglo de similitud de grupos de Hill, con el

cual se obtuvo un dendograma con una similitud maxima de 0.468 unidades, a partir de

ésta se derivaron cuatro grupos principales con similitudes de: 0.167 unidades (grupo de 8

microorganismos), 0.260 (grupo de 6 microorganismos), 0.264 unidades (grupo de 6

microorganismos) y uno monoespecifico de 0.265 unidades (Figura 22).
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Figura 22. Dendograma de similitud entre las comunidades de diatomeas y cianobacterias,

los grupos fueron basados en la presencia y ausencia de microorganimos en 11 estaciones de

muestreo dentro de la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan.
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Dentro del analisis jerarquico inicial seis especies no mostraron tener relacion ni
preferencia grupal, por lo cual, no fueron integradas a la clasificacion jerarquica final
debido a su interferencia dentro del analisis. Los microorganismos no preferenciales

fueron: Calothrix parietina, Pinullaria, Rhoicosphenia, Rhopalodia y Pseudo-nitzschia.

7.6 Correspondencia de diatomeas y cianobacterias como indicadores de

variables ambientales.

Con el fin de comprender la relacion entre las especies identificadas y las variables
ambientales se llevé a cabo un andlisis estadistico exploratorio de correspondencia
candnica (ACC) en donde se analizaron un total de 26 organismos (7 géneros de diatomeas
y 19 especies de cianobacterias) en 11 estaciones de muestreo y 32 variables ambientales
(elementos quimicos y parametros fisicoquimicos) (Figura 23). Dentro de este el eje 1 de
ordenacidn presento la mayor varianza explicada de 36.5% (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de analisis de correspondencia candnica (ACC) a partir de la composicion

de especies de diatomeas y cianobacterias en 11 estaciones de muestreo con respecto a 32

variables ambientales de la zona geotérmica Los Negritos, Michoacan.

Ejes 1 2 3 4
Eigenvalores 0.433 0.288 0.172 0.139
Correlacion

especies-variables ambientales 0.986 0.992 0.989 0.981
% de varianza acumulada

de datos de las especies 36.5 55.7 70.2 819
Relacion especies-ambientales  38.0 58.1 732 854
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Figura 23. Andlisis exploratorio de correspondencia candnica (ACC) de 11 estaciones de
muestreo (n=2), 26 organismos y 32 variables ambientales en la zona geotermal Los Negritos,
Mich. México. Para sefialar el nombre de los géneros de diatomeas se utilizaron las primeras
cuatro letras del género; en el caso de cianobacterias, se utilizaron las primeras tres letras del
géneroy las tres primeras letras de la especie (Acrénimos, tabla 2 y 3). Se utilizé la simbologia
quimica para el caso de iones y elementos de la tabla periddica. T°= temperatura; CT=
conductividad; Salt= salinidad; ORP= Potencial de 6xido-reduccion; TDS= Sélidos disueltos

totales.
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A partir del analisis exploratorio se realiz6 una prueba de permutacién no restringida de
Monte Carlo, en donde, solo 12 de 32 variables ambientales iniciales tuvieron efectos
significativos (p<0.05), Las variables significativas fueron: salinidad (p<0.004), Na
(p<0.004), Temperatura (p<0.006), SDT (p<0.008), ORP (p<0.004), Nitrito (p<0.022), As

(p<0.002), B (p<0.006), K (p<0.022), Pb (p<0.049), V (p<0.036) y Mn (p<0.030) (Figura

24).
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Figura 24. Andlisis de correspondencia canonica (ACC) para 11 estaciones de muestreo (n=2),
26 organismos y 12 variables ambientales en la zona geotérmica de Los Negritos, Mich.
México. Para sefialar el nombre de los géneros de diatomeas se utilizaron las primeras cuatro
letras del género; en el caso de cianobacterias, se utilizaron las primeras tres letras del género
y las tres primeras letras de la especie (Acrénimos, tabla 2 y 3). Se utilizé la simbologia
guimica para representar el nombre de iones y elementos de la tabla peridodica. T°=
temperatura; Salt= salinidad; ORP= Potencial de 0xido-reduccion; TDS= Solidos disueltos

totales.
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Este segundo analisis (confirmatorio) presento en el eje 1 de ordenacion la mayor varianza
explicada de 28.4 % (Tabla 8). La correlacion de Pearson entre las especies y las variables
ambientales fue alta en los cuatro ejes de ordenacion (r = 0.905, r =0.861, r=893; r = 0.853,
respectivamente) con eigenvalores 0.337, 0.169, 0.134 y 0.128, respectivamente; que
explica el 64.6% de la varianza total en la distribucion de las especies. Mientras los cuatro
ejes explicaron el 85.4 % de la varianza acumulativa en la relacion de especies-variables

ambientales.

El eje 1 fue correlacionado positivamente con las variables ambientales As (r = 0.608), B
(r = 0.590), Na (r =0.582), SDT (r = 0.557), salinidad (r =0.546), K (r = 0.426), y
negativamente con el contenido de nitritos (r = -0.393). El eje 2 se encontro correlacionado
positivamente con la variable nitritos (r = 0.452) y negativamente con las variables de
temperatura (r = -0.141), ORP (r = -0.170), V (r = -0.163), Pb (r = -0.163) y Mn (r = -
0.168).

Tabla 8. Resumen de andlisis de correspondencia canonica (CCA) a partir de la composicion

de especies de diatomeas y cianobacterias mas dominantes en 11 estaciones de muestreo con

respecto a 12 variables ambientales de la zona geotérmica Los Negritos, Michoacan.

Ejes 1 2 3 4
Eigenvalores 0.337 0.169 0.134 0.128
Correlacion

especies-variables ambientales 0.905 0.861 0.893 0.853
% de varianza acumulada

de datos de las especies 284 426 539 64.6
Relacion especies-ambientales  37.5 56.3 712 854
Permutacion de Monte Carlo

F=4.075; p=0.04
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Dentro del primer cuadrante de este analisis, se encontraron estaciones del area geotérmica
(S4, S9y S10) que fueron relacionadas con altos contenidos de arsénico y boro en medios
salinos, con menores concentraciones de nitritos. Las especies de diatomeas asociadas
positivamente a este cuadrante fueron: Navicula sp. y Pinnularia sp. quienes se
correlacionaron con niveles de arsénico (As), Phormidum murrayi correlacionada a las
concentraciones de boro (B), Pseudo-nitzschia y Nostoc punctiforme correlacionada a las

concentraciones de solidos disueltos (SDT) y sales de sodio (Na).

Dentro del segundo cuadrante, se encontraron las estaciones del area radar (S5-S8). Estas
fueron correlacionadas con altos niveles de nitritos (NO2), que caracteriza a por ser areas
de nitrificacion. Las especies correlacionadas positivamente a este cuadrante fueron:

Thermosynechococcus elongatus y Prochlorococcus marinus.

La expresion geotérmica de lodos calientes (S1), se caracteriz6 dentro del cuarto cuadrante
del andlisis de CCA, al obtener una alta correlacién con la temperatura y niveles de éxido-
reduccion, ademas de una alta asociacion con los elementos manganeso (Mn), vanadio (V)
y plomo (Pb). Las especies asociadas positivamente a este cuadrante fueron: Crocosphaera
watsonii correlacionada a las altas temperaturas de la expresion geotérmica, Planktothrix
mougeotii correlacionada con niveles altos de 6xido-reduccion (ORP), mientras las
cianobacterias Eucapsis alpina, Leptolyngbya laminosa y Scytonema hofmanni se

encontraron correlacionadas a los elementos Mn, V' y Pb.
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Las estaciones dentro del area control no mostraron tener relacion con variables
significativas dentro del analisis de ACC, sin embargo, dentro del anlisis de ACC
exploratorio la concentracion de metales como Zn, Fe, Cu, iones de fluoruro y cloruro se
relacion6 dentro del &rea radar. La cianobacteria Snowella rosea presento correlacion

positiva a esta area (Figura 23).

Respecto a los cuatro grupos formados dentro del analisis de similitud, dentro del analisis
de CCA fue superpuesto el analisis de conglomerados obtenido por TWINSPAN donde los
grupos de mas de una especie fueron representados por poligonos. Se observo que algunas
especies de los grupos I-11 estan correlacionados a variables fisicoquimicas y alta
concentracion de metales del area geotérmica, mientras el grupo Il esta correlacionado
con el area el area agricola y compuestos nitrogenados. El grupo IV no mostro tener

preferencia a las variables ambientales medidas (Figura 25).
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Figura 24. Andlisis confirmatorio de correspondencia candnica (ACC) para 11 estaciones de
muestreo (n=2), 26 organismos y 12 variables ambientales en la zona geotermal Los Negritos,
Mich. México. Los poligonos representan la similitud de especies dentro del sistema de
acuerdo al programa TWINSPAN. Para sefialar el nombre de los géneros de diatomeas se
utilizaron las primeras cuatro letras del género; en el caso de cianobacterias, se utilizaron las
primeras tres letras del género y las tres primeras letras de la especie (Acronimos, tabla 2 y
3). Se utilizo la simbologia quimica para representar el nombre de iones y elementos de la
tabla periddica. T°= temperatura; Salt= salinidad; ORP= Potencial de 6xido-reduccion;
TDS= Solidos disueltos totales.
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A través del analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se resume en la tabla
9, la similitud de grupos y correlacién de las especies de diatomeas y cianobacterias

identificadas con las variables ambientales evaluadas.

Dentro de este analisis, se puede relacionar las especies indicadoras de una o mas variables
ambientales de acuerdo al andlisis de ACC, en donde se contrastd esta informacion con el
area de presencia de la especie dentro de este estudio (tablas 5y 6), con lo que se determin6

la posible area de dispersion de los elementos.

Se puede observar que las cianobacterias Nostoc punctiforme y Phormidum murrayi
presentan dispersion en el area radar. Las Snowella rosea y Leptolyngbya laminosa se
encontraron presentes en el area radar y control, Prochlorococcus marinus en el area
geotérmica y control, Thermosynechococcus elongatus en el area control, mientras las

diatomeas Navicula sp. y Pinnularia sp. se identificaron en el area control.
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Tabla 9. Resumen de analisis de similitud y correlacion candnica de las especies-variables

ambientales dentro de la zona geotérmica Los Negritos, Michoacan.

Similitud INDICADOR Variable Area de Area
(grupo) (especie) ambiental correspondencia presente
(ACC)
I Crocosphaera watsonii Temperatura G G
Planktothrix mougeotii ORP G G
Scytonema hofmanni Mo, Mn, V, Pb G,C G,C
Nostoc punctiforme SDT, Na G G, R
Phormidum murrayi B G G, R
I Snowella rosea Zn, Fe, Cu, F, CI G G R,C

Il Leptolyngbya laminosa Mn, V, Pb

o
©
P
O

Prochlorococcus marinus ~ NO2 R G,R,C

Thermosynechococcus

elongatus NO:2 R R, C

Eucapsis alpina Mo, Mn, V, Pb G G

Navicula sp. As G G,C
NP Pinnularia sp. As G G,C
NP Pseudo-nitzschia sp. SDT, Na G G

Nota: NP = no preferencial, G = geotérmica, R = radar, C = control, ORP=potencial
oxido-reduccion, SDT = sélidos disueltos totales.
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VIII Discusion.

A partir del andlisis de la literatura, los pardmetros fisicoquimicos y concentracion de iones
de los cuerpos de agua, se logro definir un patron de descendiente de temperatura,
concentracion de salinidad, sélidos disueltos totales y metales traza. Como punto inicial se
tomd la expresion de lodos calientes debido a las altas concentraciones que se presentaron de
estas variables y que disminuyen hacia las estaciones control, por lo que se pueden definir

tres areas dentro de la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan.

Los cuerpos de agua evaluados dentro de la zona geotérmica presentaron pH alcalinos,
debido a altas concentraciones de iones de Na*, K*, Ca?*, Mg?*, CI'y F. Mientras que dentro
del sistema de lodos calientes se registraron altas concentraciones de metales traza como: B,

As, Mo y U, y en menor concentracion Ba, Cd, Cu, Cr, Fe, Mn, Pb, Sb, Sry V.

Existen diferentes trabajos que caracterizan los sistemas de lodos calientes, como son: Allen
y Day (1935), White (1957), Giggenbach y Stewart (1982), Arnorsson y Barnes (1983),
Arnorsson (1985), Fournier (1989), Hedenquist (1991), Hochstein y Browne (2000),
Arnorsson et al. (2007), Nordstrom et al. (2009), Markusson y Stefansson (2011), y
Kaasalainen y Stefansson (2012) quienes estudiaron los parques geotérmicos de Hveragerdi,
Torfajokull, Krysuvik, Kverkfjoll, Krafla y Namafjall en Islandia. Giggenbach (1994)
caracterizo las expresiones geotérmicas de lodos calientes en Waiotapu, Nueva Zelanda y
mas recientemente Bessonova et al. (2012) describen las pozas de lodos calientes formadas

al pie del volcan Mutnovsky, Rusia.

75



Este dltimo trabajo, caracteriza las pozas de lodos calientes y los cuerpos de agua
circundantes como tierras y aguas alcalinas con valores de pH entre 7 y 9, asociadas a la
presencia de cationes como: AI¥*, Na*, K*, Ca?* y Mg?* y elementos traza: As, B, Cd, Co,

Cr, Ni, Sh, Tiy V, entre otros.

En el presente trabajo, el registro de la temperatura elevada dentro del sistema de lodos
calientes fue constante durante las dos temporadas evaluadas, esto es debido a que la
temperatura que presenta un sistema de lodos calientes es estable por largos periodos a causa
de una alimentacién constante de fluidos geotérmicos hacia la superficie de las pozas de lodos

calientes (Bessanova et al., 2012).

Los valores de los parametros fisicoquimicos: pH, conductividad eléctrica, ClI" y SO42 no
presentaron diferencias significativas en sus concentraciones dentro de la zona de muestreo,
lo que coincide con los trabajos de Sabater et al. (1990) y Soltani et al. (2012) quienes
describen como parametros conservativos el pH, SO42 y CI, entre otros, debido a que estan

asociados a la composicion litologica del lugar.

La presencia de metales traza y la composicion quimica de las aguas de los sistemas
geotérmicos también es influenciada por la geologia que prevalece en el lugar. Algunos
elementos quimicos caracteristicos que se encuentran en estos sistemas son el arsénico,
fluoruro, manganeso, hierro, aluminio, litio, silica y bromuro, esto debido a la circulacion del
agua caliente dentro de la corteza terrestre, que disuelve los minerales de las rocas por donde

estas circulan (Jonker et al., 2013).
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En este estudio, la presion ejercida por las condiciones fisicoquimicas del area geotérmica
explica la vegetacion presente en el sitio, compuesta por las plantas Typha sp. y Prosopis sp.,
que son plantas haldfilas que se caracterizan por tener una alta adaptacion a ambientes

extremos (Flowers y Colmer, 2015).

Las estaciones de muestreo en el area radar registraron las maximas concentraciones de
metales traza: Ba, Ni, Zn, asi como caracteristicas reductoras, mientras otros cuerpos de agua
dentro de esta misma area, presentaron altos contenidos de parametros no conservativos

como son NOs"y PO4 (Sabater et al., 1990; Soltani et al., 2012).

Las zonas reductoras fueron asociadas a los cuerpos de aguas grises y negras que provienen
de la zona rural y que abastecen la zona agricola, las cuales presentan alta actividad
microbiana, asi como a la descomposicion de heces y compuestos nitrogenados derivados de
la actividad caprina y bovina, mientras el alto contenido de nutrientes y el patron
descendiente de metales traza estuvo relacionado con el uso de fertilizantes y la lixiviacion

del agua a través de la tierra en época de lluvias.

Dentro de la misma area radar, se registré la presencia de la planta Salvia hispanica L., que
de acuerdo a Bresson et al. (2009) tiene un mejor crecimiento en suelos ricos en metales traza
y presenta en el fruto altos contenidos de Ca, Co, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Mo, P, Sy Zn.
Por lo que se podria inferir, que los elementos medidos en este estudio se estan integrando
funcionalmente a la vegetacion presente en la zona y a los ciclos geoquimicos del lugar por

el equilibrio de iones en el suelo como lo sugiere Madsen (2008).
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Para la conservacion, cuidado y aprovechamiento racional de los cuerpos de agua, que
abastecen las ciudades, pozas, arroyos, rios, lagunas y los mantos freéticos (parte esencial de
los sistemas geotérmicos), se han llevado a cabo estudios de calidad de agua a través de
monitoreos principalmente centrados en la determinacion de pardmetros fisicoquimicos
(Carins, 1995), mismos que han sido complementados, en los Gltimos 15 afios, con estudios
de la biologia del lugar, lo que ha permitido el desarrollo de indices de calidad de agua
constituidos por indicadores sensibles que explican la integridad de los ecosistemas, por lo
que ahora hay una mejor comprension de los sistemas ecoldgicos (Hering et al., 2006; Astin,

2007; Beyene et al., 2009).

Diferentes indices han sido utilizados para la evaluacion de la calidad de agua, estos hacen
uso de macroinvertebrados y diatomeas identificados en la literatura como bioindicadores de
las condiciones fisicoquimicas presentes y pasadas dentro de los cuerpos de agua, para
marcar los cambios ambientales en una region (Nidiritu et al., 2003, Potapova y Charles,

2007, Taylor et al. 2007, Tison et al., 2007, Beyen et al., 2009 y Desrosiers et al., 2013).

Sin embargo, los primeros indices utilizados para la evaluacién de la calidad del agua, fueron:
el Indice de Puntuacion del Monitoreo Bioldgico (BMWPc, por sus siglas en inglés)
establecido con macroinvertebrados y el indice Bioldgico de Diatomeas (IBD), por sus siglas
en inglés). Los resultados obtenidos fueron contradictorios a los esperados, esto debido a que
ambos indices estan basados en la presencia y densidad de ciertas especies (Aboal et al.,
2002). Por lo anterior, después de estudiar varios casos, ahora se conoce que las comunidades

de cianobacterias tienen un efecto toxico sobre las comunidades de estos organismos
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indicadores, por lo que es necesario considerarlas como complemento a estos indices

(Fetscher et al., 2014).

Actualmente, existen indices como el indice de Estatus Trofico (PIT) basado en la
presencia/ausencia de un rango amplio de cianobacterias y diatomeas (Scheneider y
Lindstrem, 2011) y el de indice de Integridad Bidtica (1BI) que incluye la presencia/ausencia

de macroinvertebrados, plantas, diatomeas y cianobacterias (Fetscher et al., 2014).

Estos nuevos indices consideran a los organismos locales o regionales que son indicadores
de diferentes variables ambientales, lo que resalta las dindmicas poblacionales del cuerpo de
agua evaluado. Sin embargo, para hacer uso general de estos indices, es necesario contar con
estudios que identifiquen los bioindicadores para cada region y ecosistema que se interese
caracterizar y evaluar. Debido a lo anterior, en este estudio se identificaron las diatomeas y
cianobacterias residentes de la zona, que pudieran ser utilizadas en un futuro monitoreo como
parte de los indicadores que estos indices contemplan, con el uso de ellos dentro de un estudio

de calidad de agua.

En el presente estudio, se identificaron las especies de cianobacterias y diatomeas dentro de
la zona geotérmica de Los Negritos, donde, de acuerdo con los resultados se identifico el

doble de géneros de cianobacterias en comparacion con el numero de géneros de diatomeas.

La mayoria de la poblacion de ambos grupos estuvo presente en los cuerpos de agua del area
radar; ademas de encontrar en esta area, el nimero mayor de poblaciones monoespecificas

de diatomeas, especies de cianobacterias con morfologia filamentosa con/sin desarrollo de
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heterocistos, y en algunas estaciones se identificaron especies de cianobacterias unicelulares

en simbiosis con poblaciones de cianobacterias formadoras de colonias.

Lo anterior podria confirmar el efecto alelopatico y/o competitivo de las especies de
cianobacterias con respecto a la poblacién de diatomeas mencionado anteriormente por
Fetscher et al. (2014); sin embargo, existen otros estudios que confirman, que las
comunidades de cianobacterias presentan una respuesta rapida a los cambios en el agua aln
mayor a las diatomeas, lo que genera el crecimiento de su poblacién y pueden ser
considerados como bioindicadores de una variable ambiental dentro de la evaluacion de la

calidad de agua (Douterelo et al., 2004).

Es importante resaltar que el area radar presentd impacto agricola, escurrimiento y
canalizacion de aguas grises y negras, por lo que la respuesta mas cercana al nimero mayor
de géneros de cianobacterias de acuerdo a la literatura del monitoreo de aguas eutrofizadas,
es que una alta poblacién monoespecifica de diatomeas existe cuando se tiene presente altas
concentraciones de nitratos y fosfatos, lo que sugiere que las especies de diatomeas de alta
tasa celular pueden provocar el desplazamiento o erradicacion de otras especies de diatomeas

en el medio en el que se desarrollan (Gudmundsdottir et al., 2013).

Lo anterior también podria explicar la presencia de especies de cianobacterias en el medio
como Leptolyngbya laminosa, Phormidium murrayi, Planktothrix mougeotii, Oscillatoria
corallinae, Nostoc microscopicum, Nostoc punctiforme, Nostoc ellipsosporum, Nostoc
entophytum que pueden tomar el nitrégeno en forma de nitratos, sin embargo, cuando éstos

iones se vuelven limitantes, estas cianobacterias pueden realizar su metabolismo a traves de
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la fijacion de nitrégeno atmosférico (N2), lo que aumenta el nimero de heterocistos en sus

filamentos o su densidad celular (Maeda y Omata, 2009).

Durante el procedimiento de aislamiento e identificacion de microorganimos en este trabajo,
se observaron casos de simbiosis. Esto debido a la presencia de la especie Prochlorococcus

marinus en todas las estaciones de muestreo.

Esta cianobacteria no es capaz de fijar nitrogeno a falta de heterocistos, o asimilar iones de
nitrato ya que no cuentan con la enzima nitrato-reductasa de acuerdo con el trabajo de Garcia-
Fernéndez et al. (2004) y Aichi et al. (2006), al igual que algunas especies registradas en
sistemas geotérmicos (Miller y Castenholz, 2001) por lo que la presencia de esta especie

dentro de todas las &reas estudiadas fue explicada por simbiosis.

La simbiosis de la especie Prochlorococcus marinus esta registrada en la literatura con
especies como Thermosynechococcus elongatus y Nostoc punctiforme (Maeda y Omata,
2009), en donde realizan la asimilacion de iones de nitrato o fijacion de nitrégeno, los reducen
a iones de nitritos, que finalmente son aprovechados por la especie Prochlorococcus marinus
permitiéndole realizar sus funciones metabdlicas, su crecimiento y aumento de la poblacion

(Maeda et al., 1998).

Para la comprension y determinacion de la estructura de un ecosistema, son utilizados
frecuentemente los indices de diversidad de especies (riqueza Shannon, equidad Jacquard,
diversidad Simpson, riqueza de Shannon-Wiener), en especial en los estudios de linea base
para explicar los patrones espaciales, temporales y arreglo de comunidades bioticas (Borics

et al., 2012; Stenger-Kovacs et al., 2014).
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No obstante, estos indices no reflejan el impacto que sufren las comunidades ante un factor
de estrés intermitente, por lo que su utilidad solo se tiene cuando existe un registro de una
gran alteracién o contaminacidn en el sitio evaluado (muchas veces no reversible); ademas
estos indices no integran los pardmetros fisicoquimicos presentes en el sitio (Chen et al.,

2016).

Es por esto, que la aplicacion de un analisis integral como el ACC, ha sido utilizado para
identificar la relacion entre la presencia de las variables ambientales que tienen presion sobre
los sistemas y la(s) especie(s) que se encuentra sujeta a estas variables haciéndolas

bioindicadoras de cambios iniciales y/o drasticos en el medio.

Algunos sitios donde se ha utiliza el analisis ACC para conocer el estado de la calidad de los
ecosistemas acuaticos son: Weckstrém y Juggins (2005) en el estudio del Golfo de Finlandia,
del Mar Baltico con una relacion de sps- variables ambientales explicada de 33.7%, Lane y
Brown (2007) en el estudio de los humedales de Florida, EE. UU con una relacion de sps-
variables ambientales explicada del 69.5 %; Beyene et al. (2009) en el estudio de la
contaminacion de los rios Kebena y Akaki en Addis Ababa, Etiopia con una relacion de sps-
variables ambientales explicada del 61.5%; Kireta et al. (2012) en los rios de Missouri y
Mississippi con una relacion de sps- variables ambientales explicada del 53%; Stenger-
Kovacs et al. (2013) en los cambios de las aguas superficiales de Torna, Hungria con una
relacion de sps- variables ambientales explicada del 62.6%; Chen et al. (2016) en el estudio
de la calidad de agua de la zona urbana y rural de Beijin, China con una relacion de sps-

variables ambientales explicada del 77.3 %.
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En este trabajo, el uso del andlisis de correlacion ACC con una seleccion de variables
significativas, presento una acumulacion de varianza del 64.6% y una relacion de sps-
variables ambientales explicada del 85.4 % , lo que permiti6 identificar cuales las variables
ambientales que rigen la estructura de la comunidad microbiana evaluada, que de manera
anual y en orden de importancia fueron: las concentraciones de Na*, K*, As, B, Salinidad, K,
SDT, iones de nitritos, parametros de 6xido-reduccidn, la temperatura y la concentracion de

metales traza como el V, Mn y Pb.

Dentro del area geotérmica las altas concentraciones de sales de sodio y potasio, en conjunto
con la caracteristica de un sitio oligotrofico (Hillebrand y Sommer, 1996; Howard et al.,
2007; Loureiro et al., 2009) y con poca luz estan ligadas al buen funcionamiento metabélico
de las especies como Nostoc punctiforme y Pseudo-nitzschia sp. (Mengelt y Prézelin, 2002);
mientras los metales traza pueden funcionar como cofactores para realizar el metabolismo de
la especie Phormidum murrayi (Baptista y Vasconcelos, 2006), asi también, la importancia
de la variable temperatura fue correlacionada en este andlisis, que rige las actividades
metabolicas de la especies Crocosphaera watsonii (Webb et al., 2009; Bench et al., 2011) y

Eucapsis alpina (Melo y Huszar, 2000).

La variable que rigio el area radar fue la concentracion de iones de nitritos, esto explica una
alta actividad metabolica microbiana en el sitio, que resulta en una alta riqueza de
cianobacterias gque tienen enzimas reductoras de iones de nitrato a iones de nitrito (Maeda et

al., 1998).
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Finalmente, es importante sefialar que dentro del area control no se presentd una variable
significativa que relacione la presencia de la microflora identificada, sin embargo, especies
como Calothrix parientina, Calothrix brevissima, Nostoc microscopicum y Nostoc
ellipsosporum, tienen una gran habilidad para reservar moléculas de fésforo, lo que mantiene
en equilibrio la poblacion de especies en aguas eutroficas (Mateo et al., 2006), ademas de

que las especies Nostoc sp. son tolerantes a medios salinos (Blumwald y Tel-Or, 1982).

Trabajos como el de Weckstrom y Juggins (2005), han sido reconocidos como los mas
completos para conocer la relacion de las variables ambientales con la microflora estudiada,
estos autores sugieren que la simple presencia, ausencia o cambio en la densidad poblacional
de alguna especie identificada como indicador de una variable ambiental, puede indicar el
comienzo de un cambio importante en la calidad de medio en donde se encuentra (Weckstrém

y Juggins, 2005).

En el presente trabajo se pudo constatar, de acuerdo a la tabla 9, que existe presencia de los
organismos identificados como bioindicadores de diferentes variables ambientales dentro de
la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacén. Esto podria explicarse de acuerdo a Morley
y Karr (2002), por cambios en el flujo de las corrientes y/o por acarreo, simbiosis de
microorganimos indicadores con otras especies, y/o cambios en la presencia de variables
ambientales (Besse-Lotskaya et al., 2011), asi como también, este trabajo puede sugerir la
expresion de otras manifestaciones geotérmicas dentro de la zona debido a la permeabilidad

del suelo.
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Los cambios en las variables ambientales pueden lograr hacer propicia la reproduccion de
microorganimos que estuvieron en latencia por largos periodos debido a que los cambios
ambientales podrian contribuir a tener un enriquecimiento de nutrientes o metales en el
medio, ideales para el desarrollo de estos. Por lo que, la presencia de los microorganismos
identificados en este trabajo, podrian ser la base para realizar estudios asociados a los
pesticidas y fertilizantes utilizados en las practicas de agricultura en la zona de los Negritos.
Estos resultados podrian complementar el estudio de bioindicadores para identificar o
descartar rutas de enriquecimiento de elementos quimicos expuestos por el sistema

geotérmico o bien, por suplemento de elementos debido a las actividades agricolas.
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IX. Conclusiones

1. La identificacién y distribucion del grupo de diatomeas y cianobacterias en las
estaciones de muestreo mostraron tener una correlacion de 85.4 % con las variables
ambientales evaluadas, lo que se sugiere que la presencia de estos microorganimos
puede ser utilizada como bioindicadores de las diferentes variables dentro de la zona
geotérmica de Los Negritos, Michoacan.

2. El sistema geotérmico de lodos calientes se caracterizd por tener una alta temperatura y
altos contenidos de B, As, Mo y U.

3. Lazona geotérmica de Los Negritos, se caracterizd por presentar pH alcalinos, con altas
concentraciones de iones disueltos y metales traza, que son caracteristicos de los
sistemas geotérmicos de lodos calientes y la litologia del lugar.

4. Todas las estaciones de la zona geotérmica de Los Negritos presentaron concentraciones
detectables de elementos traza, con una concentracion minima de 0.01 ppm.

5. Se identificaron 19 especies de cianobacterias y siete géneros de diatomeas dentro de la
zona geotérmica en estudio.

6. Los taxa Navicula sp. y Pinullaria sp., se correlacionaron de acuerdo a un analisis de
ACC a las concentraciones de As, Phormidum murrayi a concentraciones de B, Pseudo-
nitzschia sp. al contenido de sales de Na*, Nostoc punctiforme al contenido de s6lidos
totales disueltos y sales Na*, Crocosphaera watsonii correlacionada a las altas
temperaturas, Planktothrix mougeotii correlacionada con niveles de Oxido-reduccion,
Eucapsis alpina, Leptolyngbya laminosa y Scytonema hofmanni a la presencia de

metales Mn, V'y Pb.
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7. Se determind la dispersion de los taxa Nostoc punctiforme y Phormidum murrayi al area
radar, Snowella rosea y Leptolyngbya laminosa al area radar y control, Prochlorococcus
marinus al area geotérmica y control, Thermosynechococcus elongatus al area control,

mientras las diatomeas Navicula sp. y Pinnularia sp. al area control.

8. Las altas concentraciones de iones determinados en el area radar, son evidencia de la
presion antropogénica ejercida en la zona, reflejandose en altos contenidos de
nutrientes, condiciones reductoras en el agua medios reductores en el agua, y una alta
riqueza de la microflora identificada.

9. Las implicaciones que se dan a partir de este estudio en la zona geotérmica de Los
Negritos, no solo son importantes para la evaluacion de los cuerpos de agua y el estatus
ecologico del sitio, si no también, para la interpretacion de otros estudios (ej. geoldgicos,
geoquimicos, salud publica) que tienen correlacion con las variables ambientales y

microbianas.
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Recomendaciones

En este estudio se presentan evidencias de concentracion de metales traza As, B, Ba, Cd, Cu,
Mn, Ni, Pb, V, y Zn, dentro de los cuerpos de agua de la zona geotérmica y control
muestreada, los cuales pudieran afectar la calidad del suelo, la salud de la poblacion humana
y fauna, asi las actividades econdémicas de la zona. Se recomienda realizar estudios
geoquimicos, bioldgicos, genotoxicos y de riesgo a la salud publica e impacto ambiental
dentro de los cuerpos de agua y suelo, asi como estudios de calidad del producto agricola

para identificar niveles de riesgo y deteccion de zonas potenciales de impacto ambiental.

Dentro de este estudio, se identificaron taxa de cianobacterias que han sido catalogadas como
toxicas para los humanos y fauna, por lo que se recomienda en una futura etapa de
investigacion, realizar estudios de densidad celular de las diferentes especies de
cianobacterias identificadas en la tabla 10, asi como su evaluacion del area en el que se
encuentran presentes, para evitar posibles riesgos a la salud humana y de fauna. La posible
ingesta de estos microorganimos podria provocar desde reacciones en la piel, asi como

posibles inicios de cancer respiratorio o de higado.
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Tabla 10. Taxa de cianobacterias productoras de toxinas dafiinas a la salud huma y fauna,

identificadas en la zona geotérmica de Los Negritos, Michoacan. Dentro del informe EPA CCL3

(2011).
Dosis media
i letal de
Area de ingestion
Microorganismos presencia  Cianotoxina DL s0
metal en ZGLN  producida Efecto a su exposicion (ug kg-1) Dafio
Microcystis spp. C hepatotoxina potente cancerigeno 25-60 higado y rifién
Planktothrix mougeotii R hepatotoxina potente cancerigeno 25-60 higado y rifion
Oscillatoria spp. R hepatotoxina potente cancerigeno 25-60 higado y rifién
rapida paralisis del
esqueleto y masculos
neurotoxina respiratorios 200-250
Nostoc spp. G R,C hepatoxina potente cancerigeno 25-60 higado y rifién
Irritacion de la piel
provocando cancer de
acuerdo al tiempo de
Lyngbya spp. dermatoxina exposicion 25-60 piel
Snowella spp. G R,C hepatotoxina potente cancerigeno higado y rifion
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