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RESUMEN
Existe evidencia creciente de que la limitacion por nitrogeno es muy frecuente en los lagos
tropicales. Sin embargo, informacion de Alchichica (México), un lago salino tropical profundo,
muestra que el cociente entre nitrégeno inorganico disuelto (NID) y el fésforo reactivo soluble
(FRS) fluctua ampliamente. Con el fin de elucidar el papel del nitrégeno y fdsforo en la
limitacion del crecimiento fitoplancténico en los lagos salinos tropicales, se presentan los
resultados de una serie de experimentos de enriquecimiento con nutrimentos en el
ensamblado natural de fitoplancton del Lago Alchichica llevados a cabo mensual (microcosmos)
o estacionalmente (mesocosmos) a lo largo de un afio. Los ensayos indican que el fésforo y el
nitrégeno se alternan en limitar la biomasa fitoplancténica del Lago Alchichica. El fésforo limité
el crecimiento fitoplancténico la mayoria del tiempo (41.7%), seguido del nitrégeno (33.3%), y
ambos nutrimentos (co-limitacidon) el resto del tiempo (25.0%). Esta alternancia entre el
nitrégeno y fosforo en la limitacién del crecimiento fitoplanctonico del Lago Alchichica se
atribuye a una combinacién de condiciones naturales (p.ej., terreno volcanico joven rico en
fosforo) que favoreceria la limitacion por nitrégeno e impactos antropogénicos (p.ej.,

fertilizacion de terrenos agricolas con nitrogeno) que causarian una limitacion por fésforo.



ABSTRACT
There is increasing evidence that nitrogen limitation have a widespread occurrence in tropical
lakes. Nonetheless, data on the deep tropical saline Lake Alchichica (Mexico) show that
dissolved inorganic nitrogen (DIN) to soluble reactive phosphorus (SRP) ratio fluctuates widely.
To elucidate further the role of nitrogen and phosphorus limitation on the phytoplankton
growth in tropical saline lakes, we present the results of a series of nutrient enrichment
experiments with natural assemblages of Lake Alchichica phytoplankton conducted monthly
(microcosms) or seasonally (mesocosms) for a year. Our assays indicate that phosphorus and
nitrogen alternate in limiting Lake Alchichica phytoplankton biomass. Phosphorous limited
phytoplankton growth most (41.7%) of the time, followed by nitrogen (33.3%), and both
nutrients (co-limitation) for the rest of the time (25.0%). This alternation in nitrogen and
phosphorus responsible for phytoplankton growth limitation in Lake Alchichica is attributed to
the combination of natural conditions (e.g., young volcanic terrain rich in phosphorus) that
would favor nitrogen limitation and anthropogenic impacts (e.g., agricultural nitrogen

fertilization) that would cause phosphorus limitation.



INTRODUCCION

Los recursos, asi como las densidades poblacionales del fitoplancton fluctian tanto en el
espacio como en el tiempo, lo que promueve la coexistencia de las especies y el aumento de la
diversidad (Litchman y Klausmeier 2001). El termino se refiere a sustancias o factores
consumibles necesarios para el metabolismo basal, el crecimiento y la reproducciéon de los
organismos y, para la mayoria de los productores primarios (incluyendo el fitoplancton),
consisten principalmente en espacio, luz, carbono, fésforo, nitrégeno, hidrégeno, oxigeno y
azufre (Krebs 1998). El uso de los recursos por parte de cualquier organismo tiene como fin
principal el mantenimiento y autoperpetuacion de la especie, creando durante este proceso
acumulaciones de materia y energia que organizadas dan lugar a células, poblaciones,
comunidades y ecosistemas (Wetzel 2001).

Dentro de los procesos se tienen tres categorias: quimicos, fisicos y biolégicos. En los
primeros, la limitacion por parte de los nutrimentos adquiere un lugar preponderante
(Reynolds 1999); la temperatura, el fotoperiodo y la mezcla de la columna de agua son los de
mayor influencia dentro de los segundos (Mayer et al. 1997); mientras que los procesos
bioldgicos, la competencia y la depredacion se consideran prioritarios (Naselli y Barone 1994).
Generalmente estos procesos no actuan en forma independiente, sino que estan relacionados.
De los procesos quimicos, los nutrimentos tales como el nitrégeno y el fésforo resultan de suma
importancia y su escasez limita la fotosintesis del fitoplancton (Wetzel y Lickens 2000).

En el océano, se considera al nitrégeno como el principal nutrimento limitante de la
produccién acuatica (Ammerman et al. 2003), mientras que en cuerpos de aguas

epicontinentales se considera que es el fésforo (Jones et al. 1998). El paradigma del fésforo



como el factor dominante que limita la produccién primaria en las aguas epicontinentales fue
desarrollado por los limndlogos norteamericanos con base en el estudio de lagos templados
(Elser et al. 1990). La determinaciéon experimental de la limitacion del crecimiento
fitoplancténico por parte de nutrimentos se llevd a cabo a diversas escalas, incluso considerd la
adicion de nutrimentos en lagos enteros (“whole-lake experiments”), los cuales mostraron el
papel del fésforo como nutrimento clave en el control de la produccidon primaria lacustre
(Schindler 1974, 1978). Estos mismos experimentos reforzaron el concepto de la carga de
nutrimentos (“nutrient load”) expresada en términos cuantitativos (Vollenweider 1966, 1968,
1975) dieron origen a modelos simplificados que predicen la respuesta de lagos y reservorios
para distintas concentraciones o cargas de fésforo (OECD 1982) en términos de biomasa de
fitoplancton generada u otros indices relacionados (por ejemplo, la transparencia o
profundidad del disco de Secchi y la concentracién de clorofila-a).

En contraste, los estudios en lagos tropicales sugieren cada vez mas que el nitrégeno
gue juega un papel preponderante en el control de la produccién primaria lacustre (Henry et al.
1985, Wurtsbaugh et al. 1985, Davalos et al. 1989 y Widinski et al. 2001). Aunado a lo anterior,
las bajas concentraciones de nitrégeno registradas en el epilimnion de lagos tropicales
profundos, el hallazgo de concentraciones altas de FRS (Fésforo Reactivo Soluble) por periodos
largos, la sostenida presencia de heterocitos en cianobacterias en lagos con diferentes estatus
tréfico y baja tasa de nitrégeno inorgdnico disuelto NID:FSR evidencian que este nutrimento es
el limitante (Lewis 2002).

Existen casos registrados de patrones temporales de limitacidon de nutrimentos en lagos

(Phillips et al. 1993, Havens 1994), asi como la presencia de limitacidon simultanea por parte del



fosforo y del nitrégeno lo que contradice la costumbre —generalizada- de considerar que los
lagos estan limitados por uno u otro nutrimento (Sommer 1989), sin mencionar que la
naturaleza, escasez y adicion de nutrimentos en forma excesiva, no solo causa cambios en la
biomasa algal, sino también cambios en la dominancia de las especies fitoplancténicas (Lopez y
Davalos-Lind 1998).

Sommer et al. (1986) describieron estos patrones o cambios como parte del modelo del
grupo de la ecologia del plancton (PEG), con 24 declaraciones construidas del analisis de
numerosos sistemas. Lo que sigue incluye un subconjunto de estas declaraciones que ilustran la
sucesién durante un solo ciclo estacional:

Invierno
1. Resultado de la creciente disponibilidad de nutrimentos y luz, provoca un crecimiento
rapido del fitoplancton hacia finales del invierno. Las especies dominantes, tales como las

diatomeas, son pequefias y tienen capacidades rapidas del crecimiento.

2. El plancton es consumido por el zooplancton, que se convierte en el taxa dominante del
plancton.
Primavera
3. Una fase clara del agua ocurre, debido a que las poblaciones del fitoplancton se agotaron

por la depredacién creciente del zooplancton.
Verano

4, La abundancia del zooplancton disminuye como resultado de la escasa abundancia del
fitoplancton y de la depredacion creciente por los peces juveniles.

5. Con disponibilidad de nutrimentos creciente y la depredacién por zooplancton
disminuida, una comunidad diversa del fitoplancton se desarrolla.

6. A medida que el verano continda, el alimento se agota en una orden fiable: fésforo,
silicio, y después nitrégeno. La abundancia de varias especies del fitoplancton varia en lo
referente a su necesidad bioldgica por estos nutrimentos.

7. El zooplancton pequefio se convierte en el tipo dominante de zooplancton porque son

menos vulnerables a la depredacién por peces.
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Otoio
8. La depredacién por los peces es reducida debido a disminuciéon de temperaturas y el
zooplancton de todos los tamafios aumenta en gran numero.
9. Invierno
10. Temperaturas frias y resultado ligero disminuido de la disponibilidad en indices mas
bajos de produccidn primaria y de poblaciones disminuidas del fitoplancton.
11. Reproduccién en las disminuciones del zooplancton debido a temperaturas mas bajasy a

menos presa.

Otro punto de vista, con base solamente en la concentracién de nutrimentos, desarrolld
una forma indirecta de inferir la limitacion de la produccién fitoplancténica, la llamada
proporcion de Redfield (o también llamada proporcién molar), la cual se basa en el supuesto de
qgue la cantidad de dtomos de carbono, nitrégeno y fésforo (106:16:1 respectivamente) es la
concentracion “Optima” de nutrimentos para el crecimiento de los organismos acuaticos y que
cualquier desviacidn de estos valores indicarian limitacién por uno u otro nutrimento (Redfield
1958). Esta proporcion permite saber mediante la mediciéon de concentraciones de N y P del

lago en cuestién que tan lejos o cerca se encuentra del valor éptimo.



Tabla 1. Condiciones experimentales de bioensayos de limitacién de nutrimentos en cuerpos de

agua mexicanos y en el mundo.

Tipo de

Al . N Nutri
Muestra Lago Vol. Ensayo . 'ga Conc. de Ny l.,ltr.lmento Referencia
utilizada P (mg/L) limitante
(Agua)
|
Intecrada Chapala, Sggly A. vibraiaunus 1 N Davalos et
g México - fitoplancton nativo-64pm 0.5 al. 1989
(polietileno)
i . Lépezy
Superficie RITVIGé;a;::e’ 30 ml Fi.oal’gr:lc‘ic‘;r:brlg{xo 1 N Déavalos-
P Lind 1998
. Alchichica, , 1 Hernandez
Superficie México 20 ml S. capricornutum 05 NP ot al. 2001
Bernal-
Zirah 1
Integrada |ral L.jen' 50 ml S. capricornutum NP Brooks et
México 0.05
al. 2002
Patzcuaro 1 Bernal-
Superficie PR 50 ml S. capricornutum NP Brooks et
México 0.5
al. 2003
. Martiny
L lark 1
Superficie ewis y Clark, 4| Vidrio Fitoplancton nativo 0 P Novotny
USA 0.1
1975
- Colorado, - Fitoplancton nativo 0.2 Morris y
Superficie USA 10 | polietileno 01 N Lewis 1988
- Binnensse, - Fitoplancton nativo 6.8 Sommer
Superficie USA Vidrio 0.27 N 1989
- . Fitoplancton nativo 0.8
Superficie | Calder, USA 4 | Vidrio 250 pm 0.54 NP Wehr 1989
- . 500 ml . . 0.2 Morris y
Superficie | Dillon, USA polietileno Picofitoplancton nativo 0.05 P Lewis 1992
. . 3.96 Sterner y
Integrada Joel Pool, 225 | Vidrio Fitoplancton nativo 0.85 N Somero Hessen
USA 153 um P Profundo
1994
Superficie Okeechobee, 201 Fitoplancton nativo 0.5 N Havens et
P USA policarbonato 0.05 al. 1996
Integrada Tanganica, 15 L polietileno Fitoplancton nativo 1.25 P Sarvala et
& Africa P 0.8 al. 1999
Fitoplancton nativo 08 Jellisony
Superficie | Mono, USA 4 | plasticos . N Mellack
1.36
2001
. . Levine y
Superficie Lagos de 11 polietileno Fitoplancton nativo 0.3 NP Whalen
Alaska 240 um 0.68
2001
Epi, meso . ,
! . El Tejo, L . . 0.03 ¢/2 dias Camacho
e hllzcr)nom Espafia 900 ml vidrio Fitoplancton nativo 0.002 N ot al. 2003




Lo estudios sobre limitaciéon de nutrimentos presentan diversos enfoques con distintas
aproximaciones experimentales (Tabla 1). Algunos autores han utilizado bioensayos con
microalgas de referencia tal como Selenastrum capricornutum como lo indica la EPA (1978); por
otro lado, algunos investigadores (p.e., Sommer 1989, Havens et al. 1996, Jellison y Mellack
2001, Camacho et al. 2003) sefialan la conveniencia de realizar bioensayos con la comunidad
fitoplancténica nativa. Una explicacion para tal preferencia radica en que los resultados
obtenidos con la comunidad nativa son mas representativos del estado del ecosistema a
evaluar que el uso de una cepa de referencia que solo muestra en los resultados las variaciones
de su fisiologia ante diversas condiciones experimentales y ajena a la mayoria de los cuerpos
acuaticos a analizar (Lépez y Davalos-Lind 1998). El uso de la comunidad fitoplancténica nativa
fue el criterio aplicado en la presente investigacion.

Las primeras experiencias con microcosmos fueron desarrolladas en lagos templados
donde han resultado efectivos para la evaluacién de diversos topicos como la determinacion
del nutrimento limitante, la evaluacion del impacto por pesticidas y el efecto de la fertilizaciéon
del agua sobre la produccion primaria del fitoplancton in situ (Axler y Reuter 1996, Cottingham
y Knigth 1995, Dodds y Priscu 1990). Los mesocosmos se han utilizado para diversos fines. Por
ejemplo, Jones et al. (1998) utilizaron envases de plastico de seis litros para determinar los
nutrimentos que limitan la produccién de biomasa fitoplancténica en el Rio Brisbane y la Bahia
Moreton (Australia). Fouilland et al. (2003) utilizaron contenedores de fibra de vidrio de 1500
litros para registrar el efecto de la luz UV sobre la asimilacidon de nitrégeno por una comunidad

de fitoplancton.
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El volumen de los bioensayos llamados mesocosmos también es variable, oscilando
entre cuatro y 12,000 litros. En general existe polémica en cuanto al volumen que clasificaria a
un bioensayo como microcosmos o como mesocosmos. En la presente investigacion se
considerd un volumen menor o igual a 1 litro como microcosmo y mayor de dos litros como
mesocosmos. Estos bioensayos consisten en tomar una muestra representativa de la
comunidad a evaluar y exponerla a diferentes tratamientos de concentracién de nutrimentos
bajo condiciones experimentales controladas, lo cual resulta ser una herramienta muy efectiva
para explorar las interacciones dentro de la comunidad con el fin de predecir fendmenos
naturales (Gerhart y Lickens 1975, Jones et al. 1998).

Havens et al. (1996) emplearon envases de policarbonato (Nalgene) de 20 litros para la
evaluacion de la respuesta del fitoplancton y perifiton al enriquecimiento in situ dentro del lago
Okechobee. Frost y Xenopoulos (2002) evaluaron el efecto de la luz UV sobre el fitoplancton
usando bolsas de polietileno (Nasco Plastics y Cadillac Plastics) para el desarrollo de sus
mMesocosmos.

Es importante hacer notar que los trabajos desarrollados en ambientes templados (por
ejemplo, Dodds y Priscu 1990, Cottingham y Knigth 1995, Axler y Reuter 1996) muestran que es
posible extrapolar los resultados de los bioensayos tanto de micro como de mesocosmos a
escala real.

Para lagos mexicanos existen un numero reducido de estudios realizados con
S. capricornutum como organismo de prueba en microcosmos siguiendo la metodologia
estandar de la EPA (1978). Davalos-Lind et al. (1989) para el Lago de Chapala, el de Lépez y

Davalos-Lind (1998) para el Rio Grande de Morelia y algunos embalses a lo largo del mismo, el
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de Hernandez et al. (2001) en treinta lagos y presas de la Mesa Central de México y los de
Bernal-Brooks et al. (2002, 2003) para los lagos de Zirahuén y Patzcuaro, respectivamente
(Tabla 1).

Los resultados son producto de muestreos con una baja frecuencia temporal (en la
mayoria de los casos con uno o dos muestreos al afo) por lo que en general muestran
ambigliedad, con una tendencia a identificar al nitrégeno como nutrimento limitante y al
mismo tiempo, sugiriendo -en la mayoria de los casos- una co-limitacion de nitrégeno y fésforo,
la cual se define cuando ambos nutrimentos (N y P) estimulan el crecimiento del tratamiento
en una cantidad significativamente mayor que al adicionarlos individualmente. Lo anterior
contradice el marco tedrico, ya que una especie algal no puede estar limitada simultdneamente
por mas de un nutrimento segun lo expresa la Ley de Liebieg (1840) la cual indica que “el
nutrimento que se encuentra menos disponible es el que limita la produccion, aun cuando los
demas estén en cantidades suficientes”.

Para el caso de Alchichica, Hernandez et al. (2001) indican —con base en un solo
muestreo- una respuesta positiva (200%) a la adicién de ambos nutrimentos y una tendencia
hacia la co-limitacion de la produccion. Sin embargo, las proporciones NID/FRS epilimnéticas en
Alchichica sugieren, de acuerdo a Sdnchez (2001), una variacién temporal en el nutrimento
limitante. Esto ultimo parece ser mas cercano a la realidad ya que Alchichica tiene una sucesién
fitoplancténica anual marcada (Oliva et al. 2001), la cual estd regida en gran medida por la
hidrodindmica del lago (Alcocer et al. 2000), y probablemente regulada -al menos parcialmente-
por la proporcion biodisponible de ambos nutrimentos (N y P). La sucesion en Alchichica indica

una dominancia de las bacilariofitas, clorofitas y pequefias cianobacterias en el periodo de
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circulacion. Cuando el cuerpo de agua se mantiene estratificado, dominan las cianofitas y
clorofitas coloniales; sin embargo dentro de esta etapa existen diferencias. Al principio de la
estratificacién -estratificaciéon temprana- se presenta un florecimiento de la cianobacteria
fijadora de nitrégeno Nodularia spumigena, lo que sugiere condiciones de deficiencia de
nitrégeno; durante la estratificacion bien establecida dominan las especies de pequefio tamafio
como Monoraphidium minutum, Synechocystis aquatilis, Cyclotella choctawhatcheeana y
Oocystis parva, mientras que durante la estratificacion tardia es Chaetoceros elmorei la mas
abundante, y en menor medida M. minutum, S. aquatilis y C. choctawhatcheeana (Oliva et al.
2001).

Adicionalmente, las cianobacterias fijadoras de nitrégeno parecen jugar un papel
importante en la dindmica de este nutrimento en Alchichica (Falcén et al. 2001), ya que las
tasas de fijacion de nitrégeno de las cianobacterias asociadas a las “tufas” (estromatolitos)
disminuyen después del florecimiento de N. spumigena, lo cual sugiere una respuesta
estacional a la biodisponibilidad de nitrogeno, por lo menos cerca de la zona litoral que es
donde estan ubicados los estromatolitos.

Sin embargo, la informacidn disponible hasta el momento no responde a la interrogante
de si la sucesién fitoplancténica observada en Alchichica es un producto de la limitacion de
nutrimentos y si esta limitacién esta dada por uno solo o si existe una alternancia en la
limitacion entre el nitrogeno y el fésforo. Con base en lo anterior en el presente estudio se

propusieron las siguientes hipétesis.
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HIPOTESIS

H:. La disponibilidad de nutrimentos (P y N) varia temporalmente y esta regida en gran medida
por los periodos criticos de circulacion-mezcla (estratificacion temprana, plena y tardia) de
la columna de agua. Por lo anterior, existira una alternancia en el elemento limitante de la
produccién primaria. El nitrégeno limitarad el crecimiento de la biomasa fitoplanctdnica
durante la estratificacion temprana, mientras que el fésforo sera el limitante durante el
resto de la estratificacion; finalmente, durante el periodo de circulacidn del lago no existira
limitacion alguna.

H,. Los resultados obtenidos experimentalmente en los microcosmos serdn similares a los de
los mesocosmos por lo cual los primeros, realizados en laboratorio, podran ser
extrapolados a los realizados en el campo.

Hs. La sucesidn fitoplanctdnica en Alchichica es consecuencia, en gran medida, de la limitacidn

de recursos, regidos principalmente por la hidrodindmica del cuerpo de agua.

OBIJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la adicion de nutrimentos y determinar si el N es el nutrimento que

limita el crecimiento de la asociacidn fitoplancténica del Lago Alchichica.

METAS

a) Analizar la variacion temporal natural de la concentracién de nitrégeno y fésforo en el lago

Alchichica.
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b)

d)

e)

Estudiar la dinamica temporal de la composicion fitoplancténica (composicion) en el lago
Alchichica.

Evaluar la respuesta de una muestra de la comunidad fitoplancténica nativa en condiciones
experimentales de microcosmos a la adicidon de nutrimentos.

Evaluar la respuesta de una muestra de la comunidad fitoplancténica nativa en condiciones
experimentales de mesocosmos a la adiciéon de nutrimentos.

Relacionar las variaciones del fitoplancton con los cambios temporales de disponibilidad de

nutrimentos tanto en los bioensayos como en el lago.
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MATERIAL Y METODOS
Area de estudio
Alchichica es un lago-crater de aguas salinas (= 8.5 g I') ubicado en la regién central de
México a una altitud de 2,350 m sobre el nivel del mar. Tiene forma casi circular (Fig. 1) con 62
m de profundidad maxima (profundidad media 40.9 m), un area superficial de 2.3 km?, un

volumen de 94,214,080 m® y una longitud maxima de 1.8 km (Filonov et al. 2006).

Fig. 1. Localizacion del Lago Alchichica. (Notese que el lago esta rodeado de terrenos con uso de
suelo agricola). (Tomado de Google Earth).

El agua tiene un pH basico cercano a 9 y la alcalinidad total es de 37 meq I''; los iones
mas importantes son el sodio y el cloro, aunque los carbonatos y bicarbonatos también son

abundantes (Vilaclara et al. 1993).

16



El clima es templado seco con una temperatura media anual de 12.9°C y una
precipitacion pluvial anual entre 400-500 mm; la evaporacion es alta (1,690 mm) y la lluvia se
presenta de mayo a septiembre, al igual que las mdximas temperaturas, mientras que la
temperatura media mensual es de 14.5-15.4°C (Garcia 1988, Adame et al. 2008).

Alchichica se clasifica como un lago monomictico cdlido con un periodo de mezcla
durante la sequia (Alcocer et al. 2000). En el periodo de estratificaciéon se han reconocido tres
etapas: estratificacion temprana, plena y tardia. Los nutrimentos tienen una dinamica ligada a
los periodos de mezcla y estabilizacion de la columna de agua, registrandose bajas
concentraciones en el epilimnion y con valores mayores en el hipolimnion durante la
estratificaciéon, mientras que durante la mezcla las concentraciones son homogéneas en toda la
columna de agua. El hipolimnion es andxico a lo largo de la mayor parte de la estratificacion.
Los procesos de mezcla y estratificacion de la columna de agua son los mecanismos mas
importantes para la definicién del comportamiento bioldgico y de nutrimentos en Alchichica

(Alcocer et al. 2000).

Analisis de nutrimentos

Se tomaron muestras de agua compuesta procedente de la zona o capa de mezcla con
periodicidad mensual durante un ciclo anual. Las muestras de agua para la determinacién de
fosforo reactivo soluble (FRS/P-PO,>) y nitrégeno inorganico disuelto (NID/NO* + NO* + NH;3) se
filtraron in situ con un filtro de 0.45 um luz de malla para eliminar plancton y materia organica
suspendida, el agua filtrada se depositd directamente en viales de plastico lavados y

enjuagados con agua desionizada, donde se mantuvieron en oscuridad y a baja temperatura
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hasta su determinacion en el laboratorio. Los analisis se realizaron siguiendo métodos estandar
(Strickland y Parsons 1972) adaptados para su uso en un sistema autoanalizador de flujo

segmentado (SFA) Skalar Sanplus (Fgyn et al. 1981).

Identificacion y cuantificacion del fitoplancton

Se colectaron mensualmente durante un afio una muestra de agua compuesta
procedente de la capa de mezcla con el uso de una botella Van Dorn (Morris y Lewis 1988), lo
gue permitié obtener una muestra representativa de la comunidad fitoplanctdnica de la zona
peldgica, misma que se fijé con una solucién de Lugol acido a una concentracién final de 1%,
para luego proceder en el laboratorio a la determinacion de las especies presentes mediante el
uso de claves taxondmicas especializadas (p.e., Smith 1950, Prescott 1962).

Las muestras de fitoplancton para cuantificacion se fijaron con lugol acido al 1% y para
el conteo se siguié el método de Uthermohl (1958) con modificaciones, las cuales consistieron
en colocar muestras de agua de entre 20 y 50 ml (dependiendo de la densidad fitoplanctonica)
en camaras cilindricas dejandose sedimentar por un periodo de 24 h, para luego proceder a su
cuantificacién con ayuda de un microscopio invertido, normalmente se cuenta hasta llegar a un
numero definido de células (100), en nuestro caso durante la cuenta se revisaron vy
contabilizaron todas las células contenidas como minimo en 10 campos de cada muestra,
debido a que pruebas previas indicaron que Monoraphidium minutum puede ser muy
abundante y la revisién de pocos campos subrepresentaba al resto de las especies, ademas
redujo la desviacién estandar para obtener una precisidon de conteo de + 10% dentro del 95%

de los limites de confianza.
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Bioensayos
Las pruebas de limitacion de nutrimentos se realizaron siguiendo dos aproximaciones
diferentes.

1) Bioensayos de 1 litro que en lo sucesivo se denominardn “microcosmos”, con una muestra
representativa de la comunidad algal del Lago Alchichica. Los microcosmos se realizaron en
el laboratorio.

2) Bioensayos de 20 litros que en lo sucesivo se denominaran “mesocosmos”, con una muestra
representativa de la comunidad algal del Lago Alchichica. Los mesocosmos se realizaron en

el lago directamente.

Microcosmos
La muestra experimental de agua integrada se obtuvo empleando una bomba de
diafragma marca Jabsco modelo 36680(12V, 7-10A, 20.8LPM) para evitar el dafio mecanico a los
organismos, y fue procedente de la capa de mezcla, tomandose cada 5 m desde la superficie
hasta el fondo de la misma, se mezclé y deposité en un contenedor de pldstico previamente
limpio y mantenido en condiciones de oscuridad y baja temperatura hasta el momento de
desarrollar los experimentos de microcosmos en el laboratorio. Los bioensayos se iniciaron lo

antes posible (i.e., entre 3 y 4 horas después de la toma de muestra).
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La muestra se filtro a través de una malla de 63 um para eliminar el zooplancton
filtrador grande, el cual es capaz de alimentarse del fitoplancton sujeto experimental de los

bioensayos.

Preparacion del material para los microcosmos

Para los experimentos se utilizaron matraces de vidrio de un litro, los cuales fueron
previamente cepillados, lavados con un detergente sin fésforo y enjuagados con agua corriente.
Posteriormente, se volvieron a lavar con una solucién de HCl al 10% con agitacion y se
neutralizaron con una solucion de carbonato de sodio saturado. Se volvieron a enjuagar pero
ahora con agua bidestilada. Una vez limpios, los matraces fueron secados en un horno a una
temperatura de 50°C y posteriormente esterilizados en un autoclave a 1.21 kg cm®y a 121°C por
20 minutos. Los matraces se dejaron enfriar y se almacenaron en alacenas cerradas hasta su

uso (EPA 1978).

Preparacion de medios
Para cada mes se corrieron en forma paralela cuatro tratamientos, cada uno por
cuadruplicado. Los tratamientos fueron:
1. Prueba control o blanco (sin adiciéon de nutrimentos)
2. Adicidn de fosforo
3. Adiciéon de nitrégeno

4. Adicién de nitrégeno y fésforo
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La concentracion promedio anual de nutrimentos registrada para Alchichica por Oliva et
al. (2001) es de 0.2 mg L™ de nitrégeno como nitratos y 0.04 mg L™ de fésforo como fésforo
soluble reactivo. Para el presente experimento se consideré adecuado enriquecer los
microcosmos mediante la adicién de K,HPO,4 a razén 0.05 mgl™ para el enriquecimiento por
fosforo y para el nitrégeno se utilizé una solucién de NaNO; a 0.20 mg L, y en el caso del
tratamiento de adicion nitrégeno y fosforo se agregaron ambas soluciones. En el testigo no se
agregaron nutrimentos.

Tales concentraciones de nutrimentos corresponden en el caso de fosfatos a la misma
concentracion y el de nitratos ligeramente menor a las recomendadas por la EPA (1978), las
cuales, permiten a las microalgas involucradas en el bioensayo obtener un exceso de

nutrimentos y un crecimiento mayor con respecto al control.

Incubacién

Los microcosmos fueron incubados en posicion vertical sobre un agitador orbital (Fig. 2)
gue proporciond agitacion constante a 50 rpm para evitar que el fitoplancton se sedimentara;
iluminados con luz blanca fluorescente (120 umol quanta m™ s) valor medio de luz de
saturacion para la fotosintesis (Lewis, 1987). El fotoperiodo de 12:12 (luz:obscuridad) y la
temperatura de los cultivos se mantuvo a 18 + 1°C, dichas condiciones emularon a las del lago,
inclusive corresponden a la temperatura promedio anual registrada en la capa de mezcla de

Alchichica (Alcocer et al. 2000).
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Fig. 2. Disefio de microcosmos. (Nétese su ubicacidn sobre un agitador orbital y las condiciones

de iluminacion artificial).

Lecturas de clorofila-a

El crecimiento algal fue medido mediante la extraccion de una alicuota diaria de 5ml, a
la cual se le realizo una lectura fluorométrica (fluorescencia en vivo) de los cambios de
concentracion de clorofila-a en vivo hasta el momento en el cual las lecturas comenzaron a
declinar. De acuerdo a los experimentos de Hernandez et al. (2001), el periodo es de alrededor

de cinco dias. Para determinar la clorofila-a se empled un fluorémetro digital de campo marca
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Turner Designs modelo Aquafluor. Las lecturas se realizaron cada 24 h por quintuplicado por
réplica y cada lectura considerando que el resultado es en si un promedio de 5 lecturas que
hace automdaticamente el fluorémetro; las concentraciones que se expresaron como ug de clor-
al™ (EPA 1978).

En el presente estudio se considerd que no habia limitacién cuando el crecimiento en los
tratamientos enriquecidos no fue significativamente diferente del control. La limitacién por N o
P se determino solamente cuando alguno de estos tratamientos crece significativamente por
encima del control. Existié co-limitacion cuando ni el tratamiento con adicion de N ni con
adicién de P estimularon el crecimiento fitoplancténico mas alld que el control, mientras que el
tratamiento con adicion de N+P si lo hizo.

En forma complementaria se tomaron muestras de agua de cada bioensayo al inicio y al

final de cada experimento para la identificacion del fitoplancton presente.

Potencial de Crecimiento Algal (PCA) y Tasas de crecimiento

El potencial de crecimiento algal (PCA) fue expresado como el incremento en Clor-a al
momento de dar por terminados los experimentos y se calculd como la concentracién final
menos la concentracién inicial. Por otro lado, para el calculo de la tasa de crecimiento (T.C.) se
consideré como el cambio de la biomasa del ensamblado fitoplancténico en el periodo de
tiempo que duraron los experimentos y se expresé como la proporcion de cambio respecto a la
concentracion de Clor-a al inicio del experimento de acuerdo a la siguiente formula:

PCA = (Clor-a final - Clor-a inicial) / Clor-a inicial.
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Mesocosmos
Seleccion de recipientes para los mesocosmos y disefio

Se considerd el uso de bolsas de polipropileno como lo sugieren Frost y Xenopoulos
(2002) ya que, entre otras ventajas, tienen menor costo y facilidad de manejo. Las bolsas de
polipropileno presentan las siguientes caracteristicas:

e Las bolsas nuevas resultan estériles, son altamente ligeras y moldeables.
e No absorben ni liberan sustancias.

e Resultan inocuos para organismos vivos.

e Tienen alta resistencia.

e Muestran dureza aceptable de su superficie y resistencia a quimicos.

e Sonincoloros y con una alta transparencia.

Respecto a este ultimo punto, se midio la radiacién solar afuera (testigo) y al interior de
las bolsas con el uso de fotdmetros. Los resultados indicaron que no hay diferencias
significativas entre la intensidad luminica al exterior y al interior de las bolsas.

Para sostener las 16 réplicas requeridas para este estudio se disefid una estructura
metalica (Fig. 3a) siguiendo las recomendaciones de Havens et al. (1996). Adicionalmente, se
utilizaron soportes cilindricos de PVC para sostener los mesocosmos en la estructura con una
tapa de acrilico que evitara la incidencia de luz UV directa, ademas del ingreso de agua y/o
polvo con nutrimentos que pudieran alterar los bioensayos (Fig. 3b). Las bolsas de polipropileno
consideradas en este caso para constituir los mesocosmos fueron de 15 litros de capacidad (Fig.

3c). Se llevaron a cabo cuatro experimentos a lo largo del ciclo anual en los periodos
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caracteristicos de la hidrodindmica del lago: circulacion (febrero 2004) y estratificacidon

temprana (abril 2004), plena (julio 2004) y tardia (noviembre 2004).

Tratamientos
En cada experimento se corrieron cuatro tratamientos en forma paralela, cada uno por
cuadruplicado. Los tratamientos considerados son: 1) prueba control o blanco (sin adicién de

nutrimentos), 2) adicién de fésforo, 3) adicién de nitrégeno y 4) adicion de nitrégeno y fosforo.

Tapa Vistasuperior Vistasuperior

N e L

Ut

Fig. 3. Disefio del mesocosmos. a) Estructura metalica disefiada para sostener las 16
mesocosmos. b) Diagrama del soporte de PVC y tapdn de acrilico disefiado para colocar los
mesocosmos en la estructura metdlica. c) Mesocosmos con soporte y tapdn colocados.
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Desarrollo de mesocosmos

En cada fecha de muestreo (febrero, abril, julio y noviembre del 2004) la muestra se
obtuvo empleando una bomba de diafragma marca Jabsco modelo 36680 (12V, 7-10A, 20.8
LPM) para evitar daflo mecanico a los organismos. Se colecté una muestra integrada de 320
litros de agua procedente de la zona de mezcla del lago, la cual se filtré a través de una malla
con una apertura de poro de 63 um para eliminar al zooplancton filtrador grande. Una vez
colocados los mesocosmos sobre la estructura de flotacion, ésta fue arrastrada dentro del lago
hasta su posicidn fija en una pequefia bahia, en donde se procedié a llenar cada mesocosmos
con 20 litros de muestra integrada de agua, para luego afiadir los nutrimentos correspondientes
a cada prueba respectiva, después de lo cual permanecieron expuestos a las condiciones
ambientales naturales del lago como lo sugieren Havens et al. (1996).

La ubicacion de la estructura presentd una profundidad de mas de 10 m con lo cual se
garantizd que los mesocosmos estuvieron sujetos a condiciones peldgicas normales del lago
(temperatura, iluminacién), lo que favorecio la agitacién de los mesocosmos y la suspension de
las microalgas dentro de los bioensayos.

Al inicio del experimento y cada 24 horas se tomaron alicuotas de 20 ml de cada
mesocosmos para medir la concentracion de clorofila-a por quintuplicado mediante
fluorescencia in vivo. Se utilizdé un fluorometro digital de campo marca Turner Designs modelo
Aquafluor. El experimento continué hasta que las concentraciones de clorofila-a comenzaron a
disminuir lo cual, de acuerdo a otros experimentos (Cottingham y Knigth 1995, Dodds y Priscu
1990), se esperaba fuera de al menos tres dias. A pesar de lo anterior, el periodo de lecturas se

alargé de cinco a tres dias.
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En forma adicional se tomaron muestras de agua de cada mesocosmos al inicio y al final
del experimento en las cuales se identificaron y cuantificaron las especies fitoplancténicas
presentes.

Los resultados de concentracidon de clorofila-a se analizaron estadisticamente con un
ANOVA de una via y post hoc de Tukey, para determinar diferencias significativas entre los

tratamientos y el testigo, empleando un software estadistico (SPSS 13.0).
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RESULTADOS
Los experimentos de enriquecimiento con nutrimentos (doce en microcosmos y cuatro
en mesocosmos) se llevaron a cabo entre febrero de 2004 y enero de 2005. En este periodo se
registréo una gama amplia de condiciones in situ de la capa de mezcla del lago Alchichica como

se describe a continuacion.

CAPA DE MEZCLA
Nutrimentos y clorofila-a

Las concentraciones de nitrégeno inorganico disuelto (NID) fluctuaron de 0.69 a 3.80
UM, el fésforo soluble reactivo (FSR) de 0.114 a 0.639 uM y la concentracién de clorofila-a (Clor-
a) entre 0.24 y 2.15 pg I (Fig. 4). La profundidad de la capa de mezcla varié de 15 m y hasta 60
m (toda la columna acudtica), con un promedio de 27 m.

Las concentraciones de nutrimentos y Clor-a en la capa de mezcla (Fig. 4) estuvieron
asociadas con la hidrodindamica del lago, esto es, los periodos de circulacién y estratificacion.
Las concentraciones de NID, FRS y Clor-a fueron comparativamente mas altas durante la mezcla
y mas bajas a lo largo de la estratificacion. Las mayores concentraciones de Clor-a se
encontraron en el periodo de mezcla (fines de diciembre a febrero) y estuvieron relacionados
con el florecimiento invernal de diatomeas (Alcocer y Lugo 2003). Las concentraciones
disminuyeron durante el resto del afio, durante la estratificacion. En mayo, la concentracion de
clorofila mostré un ligero aumento asociado con el florecimiento de Nodularia spumigena, el

cual usualmente se presenta en la estratificacion temprana (Alcocer y Lugo 2003).
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El FRS alcanzd las concentraciones mas altas durante la circulacion y principio de la
estratificacion (febrero a abril). Después del florecimiento de cianobacterias en mayo, el P
disminuyé y se mantuvo bajo a lo largo del periodo de estratificacién; éste aumentd
nuevamente en enero al momento de presentarse la circulaciéon. EI NID disminuyé
notablemente desde febrero (la segunda concentracion mas alta) hasta abril (la concentracién
mas baja). Acoplado con el florecimiento de las cianobacterias, el NID aumentd otra vez en
mayo. De mayo a diciembre las concentraciones del NID variaron entre 2.2 y 0.8 uM. En enero

el NID aumenté otra vez durante el periodo de mezcla.

4.0

—@=Clor-a =—4—NID =--0--PSR

3.0

2.0

NID (uM) Clor-a (ug 1)

0.0

Fig. 4. Concentraciones in situ de clorofila a (Clor-a), nitrégeno inorganico disuelto (NID) y
fosforo soluble reactivo (FRS) durante el periodo de muestreo en el lago Alchichica. (La barra
gris indica el periodo de estratificacion).
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Ensamble fitoplancténico

Las especies fitoplanctdnicas encontradas durante los muestreos habian sido reportadas
con anterioridad para el lago Alchichica por Oliva et al. (2001) (Tabla 2). De las 21 especies
registradas tan solo se encontraron 10 de ellas en las muestras analizadas; adicionalmente se
encontrd una especie de Oocystis que no pudo ser identificada y que difiere de las reportadas
(i.e., O. parva y O. submarina) previamente por Oliva et al. (2001). En consecuencia, la riqueza
especifica ascendid a un total de 11 especies. Oliva et al. (2006) indican que la especie

identificada como Cyclotella quillensis en Alchichica, es actualmente C. alchichicana.

Riqueza especifica fitoplanctdnica

La riqueza especifica maxima fue de 8 y la minima de 3. Se observaron dos etapas, la
primera de riqueza especifica mds elevada (7.0 £ 0.7) durante la primera parte del afo (febrero
a junio) y la segunda con menor riqueza especifica (5.8 + 2.2) de julio a enero.

Solo M. minutum estuvo presente todo el periodo de muestreo seguido de O. submarina
y luego por O. parva que se presentaron en 11 y en 10 ocasiones; respectivamente. El resto de
las especies se encontraron en < 50% de los muestreos y tanto S. aquatilis como N. spumigena

solo se registraron en un muestreo (Tabla 3).
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Tabla 2. Listado taxondmico de las especies fitoplanctonicas registradas en el lago Alchichica

por Oliva et al. (2001) y en el presente estudio.

Oliva et al. (2001) Presente estudio

Anomoeoneis sp. -
Chaetoceros elmorei Boyer, 1914 +
Chrococcus dispersus Lemmermann 1904 -
Cocconeis placentula Grunow 1884 +
Cryptomonas ovata Ehremberg 1838 +
Cyclotella choctawhatcheeana Prasad 1990

Cyclotella quillensis Bayley 1922 / C. alchichicana Oliva et al. 2006 +

Cymbella mexicana (Ehrenb.) Cleve -
Diploneis pseudovalis Hustedt 1930 -
Epithemia argus Kutzing 1844 -
Gomphonema olivaceum Brebisson 1838 -
Gomphosphaeria lacustris Chodat 1898 -
Merismopedia tenuisima Lemmermann 1898 -
Monoraphidium minutum Kom Legn 1969
Nodularia spumigena Mertens et Bornetel 1886
Oocystis parva Wy G. S. West 1898

Oocystis submarina Lagerheim 1886
Oscillatoria sp. -
Pseudoanabaena sp. -
Synechocystis aquatilis Sauv 1992 +
Suriella striatulla Turpin 1828 -

Tabla 3. Variaciéon temporal de la riqueza especifica en la zona de mezcla del lago Alchichica.

Especie Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Frec.
C. choctawhatcheeana 1 1 1 1 1 5
C. alchichicana 1 1 1 1 1 1 6
C. placentula 1 1 1 3
C. ovata 1 1 1 1 4
Ch. elmorei 1 1 1 1 4
M. minutum 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
N. spumigena 1 1
0. parva 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
O. submarina 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11
S. aquatilis 1 1
Oocystis sp. 1 1 1 1
S 7 6 7 7 8 3 4 3 6 4 3 3
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MICROCOSMOS
Potencial de crecimiento algal
El potencial de crecimiento algal (PCA) expresado como el incremento en Clor-a
(concentracion final — concentracion inicial) en los tratamientos control se muestra en la Figura
5. Los nutrimentos disponibles en la zona de mezcla estimularon el crecimiento del fitoplancton
nativo en diez de los doce casos posibles. El Lago Alchichica estimuld el crecimiento del

fitoplancton de hasta 5.76 ug Clor-a I,

@l AGP «=<= NID:PSR

AGP (ug Clor-al?)
NID:PSR

Feb Mar

Fig. 5. Potencial de crecimiento algal (PCA) y cociente de NID:FSR durante el periodo de
muestreo. (La barra gris indica el periodo de estratificacién).

Las regresiones lineales mostraron un bajo r’ entre el PCA y el NID (0.0047), el FRS
(0.1562) y DIN:FRS (0.1562). La R> mas “alta” sugiere limitacién por P. A pesar de lo anterior, los
nutrimentos disponibles permitieron el crecimiento del fitoplancton nativo en diez de los doce

casos posibles. La explicacion mas probable a esta aparente controversia es que el control de
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descendente (top-down) por parte del zooplancton herbivoro sea suficientemente alto como
para evitar la utilizacion total de los nutrimentos disponibles. Al respecto y de acuerdo a Lugo
et al. (2000), la abundancia del copépodo (i.e., Leptodiaptomus novamexicanus Herrick, 1895)
muestra un patrén acoplado cercanamente a la del fitoplancton, apoyando la idea de que la
herbivoria juega un papel importante en el control del crecimiento de la biomasa
fitoplancténica.

El presente estudio no muestra un patrén estacional respecto al PCA del lago Alchichica.
Se encuentran valores de PCA por encima y por debajo del promedio de forma alternada en

ambas estaciones (Fig. 5).

Experimentos de enriquecimiento

A través del periodo de muestreo, la clorofila se incremento en los tratamientos con
N+P a niveles significativamente (p < 0.05) diferentes de los controles (Fig. 6, Apéndice 1). Las
algas en el tratamiento N+P crecieron en promedio de 3.85 pg Clor-a I (intervalo de 0.34 a
8.68 ug), mientras que en el tratamiento de P crecieron en promedio 2.08 ug Clor-a I* (0.12 a
7.46) y aquellos en el tratamiento de N crecieron en promedio 2.10 pg Clor-a I (-0.54 a 6.97
ug).

En los experimentos de febrero, marzo, mayo, junio y octubre, el crecimiento en los
tratamientos con P y con N+P fue significativamente mas alto (p = 0.05) que en los controles y
los tratamientos con adicion de nitrégeno, indicando claramente que el fésforo fue el elemento
limitante en estos meses (Fig. 6). En el resto de los muestreos, el crecimiento en los

tratamientos con P no fue diferente (p = 0.05) de los tratamientos control. La adiciéon de N
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también causo un crecimiento fitoplancténico significativamente mayor (p = 0.05) que el de los
controles durante abril, agosto, diciembre y enero. De cualquier manera, ninguno de los
tratamientos con N desarrollé un crecimiento de fitoplancton comparable a los crecimientos
obtenidos en los tratamientos N+P, sugiriendo que siempre existe una ligera co-limitacién con P
durante estos meses de limitacidon por N. En julio, septiembre y noviembre, solo las adiciones
con N+P estimularon un crecimiento de fitoplancton significativamente mayor (p < 0.05) que en

los controles, indicando una co-limitaciédn por ambos nutrimentos durante esos meses.

12
m Nitrégeno  aFosforo Nitrégeno +Fosforo @ Control
10 - L * %
| |
. |
g | % %
% |
% |
= | -
2 | %
2 / |
~— 6 - * % %
= % .
5 . - [ F |
| | - .
4 | - a ‘ER Y
| / / ‘Ea
| | | ‘ml B
| ] - - ‘ElRr
| | | iRl
| | | ‘NN
| | P ‘N EA
% % % i B
2 X % * | % % | -
H e % il
il LT B % nil
e nen
Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Dic Ene

Fig. 6. Respuesta de crecimiento del fitoplancton al enriquecimiento de nutrimentos llevados a
cabo en microcosmos. Respuestas obtenidas como fluorescencia de clorofila-a. (Las barras de
error indican 1 DE de la media de las tratamientos). (Asteriscos indican diferencias significativas
—p < 0.05- de los controles). En la columna inferior, N indica limitacidon por nitréogeno, P indica
limitacidn por fésforo y NP indica co-limitacion.
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La co-limitacidn se presentd en los meses de julio, septiembre y noviembre (i.e., 25% de
los casos). Cuando el tratamiento con P estimuld el crecimiento y el N+P lo estimuld ain mas
(i.e., febrero, marzo, junio y octubre, 41.7% de los casos), entonces el P fue el factor limitante,
pero su adicién permitié que la comunidad estuviera limitada por N. Por el otro lado, cuando el
N estimulé el crecimiento y el N+P lo estimulé aun mas (i.e., abril, agosto, diciembre y enero,
33.3% de los casos), entonces el N fue el factor limitante, pero su adicién permitié que la
comunidad estuviera limitada por P.

El mas alto crecimiento (ej. > 5 pg Clor-a I™') fue alcanzado en abril (5.12 pg Clor-a 1),
junio (8.68 ug v Clor-a I™") y enero (8.10 pg Clor-a I'!) en los tratamientos de N+P, en junio (7.46
ug Clor-a I'Y) y enero (6.24 ug Clor-a 1) por P, y en enero (6.97 ug Clor-a 1) por los
tratamientos con N. En mayo, cuando Nodularia spumigena fue abundante, el tratamiento con
enriquecimiento con N generd la respuesta mas baja registrada (-0.54 pg Clor-a I') que no fue
significativamente diferente (p = 0.05) de los controles.

De acuerdo al modelo de la profundidad critica de Sverdrup, como indican Smetacek y
Passow (1990), el florecimiento de Nodularia spumigena comienza en aguas bien mezcladas
durante el inicio de la estratificacion (abril) cuando la capa de mezcla (Zwix) fue suficientemente
poco profunda y las condiciones de luz (zona eufotica grande) fue favorable para la fotosintesis
(Zmix < Zgy), asi como la produccién por balance de fotosintesis o perdida por respiracion (P > R).
La estabilizacién de columna de agua, luz y temperatura, son todos los factores que
favorecieron el crecimiento de la cianobacterias. Algun tiempo después, en clima tranquilo con

la zona epilimnetica cdlida, las colonias de Nodularia flotan hacia la superficie y eso hace que el
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florecimiento se vuelva aparente (observacion personal) como se ha hallado en otros sistemas

acuaticos (Horne y Galat 1985, Kononen et al. 1996).

Tasas de crecimiento

Las tasas de crecimiento (T.C.) de los tratamientos fluctuaron entre -0.7 y 20.1 con un

promedio de 2.9, 2.7 y 6.1 para N, P y N+P, respectivamente, mientras que el promedio de los

controles fue de tan solo 1.9 (Fig. 7).

Las T.C. mas bajas se registraron en mayo, marzo y febrero, mientras que las mas altas

en abril, noviembre y julio. No se observd un patrén temporal definido, sin embargo las

menores T.C. se obtuvieron cuando el P fue el elemento limitante, mientras que las T.C. mas

elevadas, se presentaron cuando el N o N+P fueron los limitantes (Fig. 6).
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Fig. 7. Tasas de crecimiento para los distintos tratamientos realizados en microcosmos.
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Ensamble fitoplancténico

Los taxa dominantes en los tratamientos del lago Alchichica fueron similares en la
mayoria de los casos en las muestras de agua original pero los mas importantes taxa no
estuvieron presentes algunas veces al final del experimento (Tabla 4). Por ejemplo Cyclotella
alchichicana, la principal especie en el florecimiento de invierno no estuvo presente como un
componente dominante al final de los experimentos. Cyclotella choctawhatcheeana, una
diatomea dominante en los tratamientos iniciales de octubre y diciembre, disminuyo al final de
los experimentos. En contraste, algunas especies aumentaron al final de los experimentos.
Como el caso de Chaetoceros elmorei, la cual crecié en grandes cantidades en junio, agosto, y
septiembre. En otros casos, hubo un cambio de varias especies de Oocystis entre el inicio y fin

de los experimentos.
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Tabla 4. Taxa principales de fitoplancton en las muestras iniciales y en las muestras en las que

se alcanzd el crecimiento maximo (expresada como clorofila a) al final de la incubacidn. (Los

taxa estan colocados en orden de dominancia). (Las especies en negro indican los cambios

principales).

Muestra inicial

Después de la incubacion

M. minutum, O. submarina, C.

Feb alchichicana

Mar M. minutum, O. submarina, O. Parva
Abr M. minutum, C. ovata, O. Submarina,
May N. spumigena, M. minutum, O. Parva
Jun M. minutum, O. parva, O. Submarina

Jul 0. parva, M. minutum, O. submarina

Ago M. minutum, O. submarina, Oocystis sp.

Sep O. parva, M. minutum, Oocystis sp.

M. minutum, O. submarina, C.
choctawhatcheeana
M. minutum, O. submarina, C.
choctawhatcheeana

Oct
Nov

Dic M. minutum, O. Parva

Ene O. parva, M. minutum

. minutum, O. submarina, O. parva

. minutum, O. submarina, C. ovata
. minutum, C. ovata, O. submarina

. minutum, N. spumigena, O. submarina

X X X X X

. minutum, O. parva, Ch. elmorei
O. parva, M. minutum, O. submarina
M. minutum, O. submarina, Ch. elmorei

M. minutum, O. submarina, Ch. elmorei

M. minutum, O. submarina, O. parva

M. minutum, O. submarina, O. parva

M. minutum, Anomoneis sp., O.
submarina

M. minutum, O. submarina, O. parva
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MESOCOSMOS
Potencial de crecimiento algal
Los nutrimentos disponibles en la zona de mezcla estimularon el crecimiento del
fitoplancton nativo en los cuatro casos (Fig. 8). El lago Alchichica estimulé el crecimiento del

fitoplancton de hasta 1.24 pg Clor-a I'".
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Fig. 8. Potencial de crecimiento algal (PCA) y la relacién NID:FRS durante el periodo de
muestreo. (La barra gris indica el periodo de estratificacién).

Las regresiones lineales mostraron un bajo R? entre el PCA y el NID (0.0352) y entre el
PCA y el DIN:FRS (0.1193). A pesar de que el R> mas elevado se encontré entre el PCA y el FRS
(0.9262), los menores PCAs se presentaron cuando las concentraciones de FRS en la capa de
mezcla fueron mas elevadas.

Como sucedid en los microcosmos, los nutrimentos disponibles permitieron el

crecimiento del fitoplancton nativo en todos los casos posibles. Por lo anterior, la explicacion
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mas probable a esta aparente controversia sigue siendo el control descendente (top-down) por
parte del zooplancton herbivoro.

El PCA del lago Alchichica presentd valores inferiores a la media en la circulacién y
estratificacién temprana, mientras que éstos fueron mayores en la estratificacién bien

establecida y tardia. No hay una explicacion clara para este comportamiento.

Experimentos de enriquecimiento

Se realizaron cuatro bioensayos en mesocosmos en las cuatro temporadas criticas de la
hidrodindmica del Lago Alchichica (Fig. 9, Apéndice 2). La primera corresponde a febrero que
incluye al periodo de mezcla donde a pesar de la adicion de nutrimentos no se encontraron una
diferencias significativas (p = 0.05) entre los tratamientos por lo que se sugiere que no existio
limitacion. En abril las concentraciones de clorofila fueron menores a 1 ugl‘l, sin embargo, una
vez mas no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los tratamientos y el
control por lo cual no existid limitaciéon. Tanto en julio como en noviembre el tratamiento NP
resultd significativamente (p < 0.05) superior al resto de los tratamientos. Los demds
tratamientos no fueron significativamente diferentes del control por lo que da una verdadera

co-limitacion.
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Tasas de crecimiento
Las tasas de crecimiento (T.C.) de los tratamientos fluctuaron entre -0.3 y 6.6 con un
promedio de 1.5, 1.5 y 3.3 para N, P y N+P, respectivamente, mientras que el promedio de los

controles fue de tan solo 0.8 (Fig. 10).
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Fig. 9. Respuesta de crecimiento del fitoplancton al enriquecimiento de nutrimentos llevados a
cabo en mesocosmos. Respuestas obtenidas como fluorescencia de clorofila-g. (Las barras de
error indican 1 DE de la media de las tratamientos). (Asteriscos indican diferencias significativas
—p < 0.05- de los controles). En la columna inferior, N indica limitacion por nitréogeno, P indica
limitacidn por fésforo y NP indica co-limitacion.

Las T.C. mas bajas se registraron en febrero, mientras que las mas altas en noviembre.
Se observd un patréon temporal definido, con un incremento gradual en las T.C. de febrero a

noviembre. Las tasas mas bajas correspondieron al mes en donde no se registré una limitacién

por nutrimentos. En el resto de los tratamientos (abril, julio y noviembre) se presenté limitacién
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por N+P (Fig. 9), asi como las T.C. mayores correspondieron a los tratamientos con adicién de

N+P (Fig. 10).
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Fig. 10. Tasas de crecimiento para los distintos tratamientos realizados en mesocosmos.

Ensamble fitoplancténico

Los taxa dominantes en los tratamientos del lago Alchichica fueron similares en la
mayoria de los casos en las muestras de agua original pero los mas importantes taxa no
estuvieron presentes en general al final del experimento (Tabla 5). Por ejemplo M. minutum
gue se registrd al inicio de todos los experimentos, no fue dominante al final de los mismos
salvo en noviembre. Por otro lado, se presentaron reemplazos en la mayoria de los
tratamientos. Lo mas frecuente fue el reemplazo de Oocystis submarina por Oocystis parva y/o

Cryptomonas ovata.
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Tabla 5. Taxa principales de fitoplancton en las muestras iniciales y en las muestras en las que
se alcanzo el crecimiento maximo (expresada como clorofila a) al final de la incubacion en
mesocosmos. (Los taxa estan colocados en orden de dominancia). (Las especies en negro

indican los cambios principales).

Muestra inicial Después de la incubacion

Feb M. minutum, O. submarina, C. alchichicana C. alchichicana, O. parva, C. ovata
Abr M. minutum, C. ovata, O. Submarina, C. ovata, O. parva, C. alchichicana

Jul 0. parva, M. minutum, O. Submarina C. ovata, O. parva, O. submarina

M. minutum, O. submarina, C.

Nov
choctawhatcheeana

M. minutum, O. parva
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DISCUSION

Diversos autores (por ejemplo, Engstrém-Ost et al. 2002) han encontrado que durante el
decaimiento de los florecimientos de cianobacterias se liberan al agua elevadas
concentraciones de amonio, nitrato y nutrimentos organicos, al mismo tiempo que la
concentracion de clorofila a disminuye. Esto explica el crecimiento el gran crecimiento
desarrollado con P y N+P en junio. Un florecimiento de cianobacterias durante la estratificacion
y después de la mezcla profunda es una caracteristica regular en el lago Alchichica (Alcocer y
Lugo, 2003, Oliva et al. 2001), también como en otros lagos tropicales (Talling y Lemoalle 1998).

Al respecto, Falcon et al. (2002) encontraron que las tasas de fijacion de nitrégeno de los
consorcios de cianobacterias de los estromatolitos (tufas) del Lago Alchichica disminuyeron
después del florecimiento de Nodularia spumigena, lo cual sugiere una respuesta estacional a la
disponibilidad de nitrégeno.

El cociente de NID:FSR en el lago Alchichica fue bajo con un promedio de 6.71 durante el
periodo de los experimentos. Los valores del cociente registrados variaron de 1.2 a 12.9
sugiriendo que el N es el nutrimento que mas probablemente limité el crecimiento del
fitoplancton en el lago Alchichica. De forma contraria a lo encontrado en este estudio, Oliva et
al. (2001) indican con base en el cociente N:P que era el P el nutrimento que mas
probablemente estaba limitando el crecimiento fitoplanctdnico en el lago Alchichica. Este
contraste puede deberse al hecho de que este estudio considerd solo la capa de mezcla y no
toda la columna de agua como en el trabajo de Oliva et al. (2001). Sin embargo, los datos
disponibles (octubre a diciembre de 2005) de las concentraciones de N y P totales en la capa de
mezcla (Alcocer et al., datos no publicados) promedian un cociente de 19.4, apoyando la idea

de que es el fésforo el que mas probablemente sea limitante en Alchichica.
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El crecimiento “sobresaliente” (cuatro veces mas alto que el promedio) registrado en
enero, es resultado de los nutrimentos disponibles liberados al inicio del periodo de circulacién
qgue fueron acumulados en el hipolimnion durante el periodo de estratificacién. Por otro lado,
mientras que en los mesocosmos el PCA siempre resultd positivo, en los microcosmos el PCA
mostré un crecimiento negativo en marzo (-0.07 pg Clor-a I'!) y mayo (-0.64 pg Clor-a I7).
Hernandez-Avilés et al. (2001) encontraron valores de PCA similares (i.e., 220% versus un
promedio de 289% en el presente estudio), expresados como porcentaje de crecimiento
relativo a los tratamientos control para el Unico analisis que los autores mencionados llevaron a
cabo usando un inéculo de Selenastrum capricornutum.

El rango del PCA en el Lago Alchichica fue amplio, promediando 0.9 + 0.30 pg Clor-a I
en los mesocosmos y 1.46 + 1.72 pg Clor-a I'* en los microcosmos. Mds aun, si en los
microcosmos no se considera el mes de enero, el promedio seria de 1.06 + 1.12 pg Clor-a I* lo
cual podria ser considerado un crecimiento pequeno indicando que los nutrimentos juegan un
papel como factores limitantes del crecimiento del fitoplancton. A pesar de lo anterior, los
nutrimentos disponibles permitieron el crecimiento del fitoplancton nativo en los cuatro
mesocosmos y en diez de los doce casos posibles en microcosmos. La explicacidén mas probable
a esta aparente controversia es que el control descendente (top-down) por parte del
zooplancton herbivoro sea suficientemente alto como para evitar la utilizacién total de los
nutrimentos disponibles.

Hernandez et al. (2001) observaron diferencias estacionales distintivas en el PCA de los
30 lagos mexicanos que muestrearon durante la época de secas (marzo) y de lluvias (julio). Para

la mayoria de los lagos, el PCA de la época de secas fue mucho mas alto que aquel de la época
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de lluvias. Sin embargo, los valores de PCA encontrados en este estudio en los microcosmos
para marzo (-0.07 ug Clor-a I') y julio (1.28 ug Clor-a I'!), muestran para el Lago Alchichica una
tendencia opuesta a la descrita por Hernandez-Avilés et al. (2001). El PCA de los mesocosmos
indica un comportamiento similar con valores menores en secas —febrero y abril- (0.63-0.67 ug
Clor-a 1) que en lluvias —julio y noviembre- (1.05-1.24 pg Clor-a I'). Webster et al. (2000)
encontrd que los lagos cuya fuente principal de abastecimiento es superficial, como el Lago de
Patcuaro (Alcocer y Bernal-Brooks 2002), en la estacion de lluvias se diluye el agua del lago. Sin
embargo, en los lagos cuya fuente principal es subterranea, como es el caso de Alchichica y muy
probablemente el Lago de Zirahuén (Bernal-Brooks et al. 2002), no existen procesos claros de
concentracion y dilucidn asociados a las estaciones de secas y lluvias.

Los resultados anteriores, si se analizan en su conjunto, apoyan la idea de que existe una
alternancia en la limitacién por P y N en el Lago Alchichica, como fue sugerido por la amplia
fluctuacién en el cociente NID:FRS mencionado con anterioridad. El que se hayan observado en
los microcosmos periodos de co-limitacion entre los cambios en la limitacion entre uno y otro
nutrimento (Fig. 6) es también consistente con la prevalencia de un patrén de alternancia en el
nutrimento limitante en Alchichica.

La pequena clorofita Monoraphidium minutum vy las clorofitas coloniales Oocystis parva
y O. submarina fueron especies dominantes numéricamente durante todo el afio y al inicio y fin
de los experimentos principalmente en microcosmos. Las observaciones realizadas coinciden
con la dindmica del fitoplancton citada por Oliva et al. (2001) con M. minitum como la especie
numéricamente dominante a través de todo el afio y O. parva como la especie subdominante

en el Lago Alchichica. Especies menos abundante pero mas grandes, incluyen a la diatomea
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central Cyclotella alchichicana (referida como C. quillensis en Oliva et al., 2001) y la clorofita
colonial O. submarina. Los mismos autores también mencionan como componentes
importantes del fitoplancton, a la cianobacteria filamentosa Nodularia spumigena, la diatomea
filamentosa Chaetoceros elmorei y la pequena diatomea central Cyclotella choctawhatcheeana;
todas las especies mencionadas fueron encontradas en los experimentos y en el lago siguieron
una dindmica temporal similar la descrita por Oliva et al. (2001).

En la mayoria de los experimentos llevados a cabo en los lagos Africanos por Moss
(1969), los géneros mas abundantes en las muestras iniciales no estuvieron presentes al final de
los experimentos. De cualquier manera, el mismo autor menciona que las condiciones dentro
de los frascos experimentales estan seleccionando de una variedad de especies presentes en las
muestras de agua, solo a aquellas capaces de crecer dentro de frasco tan bien como en el
medio ambiente.

En regiones tropicales y subtropicales, el nitrogeno ha sido identificado como el
nutrimento limitante en cuerpos de agua que drenan tierras volcanicas donde el fésforo puede
ser excepcionalmente abundante (Carignan y Planas 1994). Tal observacidn parece ser el caso
del Lago Alchichica localizado en la porcion central de la Cuenca Oriental, la cual es una amplia
planicie de fondo marino Mesozoico cubierta por rocas volcanicas, derrames de lava y una gran
cantidad de sedimentos piroclasticos, vidrio volcanico y feldespatos (Gasca 1981, Reyes 1979).
Sin embargo, la vegetacidn nativa de los terrenos que rodean el lago ha sido reemplazada por
tierras para agricultura (Fig. 1), en los cuales los campesinos dependen de la escasa lluviay
fertilizacion con nitrégeno para sus cultivos. Después de la cosecha, los terrenos permanecen

desprovistos de vegetacion y el suelo es erosionado facilmente por el viento.
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Como se menciono anteriormente, muchos estudios han sefialado al nitrégeno como el
nutrimento limitante para la produccion de biomasa algal en lagos tropicales, salinos vy
dulceacuicolas (ver las revisiones de Lewis 1996 y de Talling y Lemoalle 1998). Los pocos
estudios que han sido llevadas a cabo en lagos tropicales mexicanos muestran, en contraste,
que el fosforo (p.ej., Lopez Lépez y Davalos-Lind 1998), el nitrégeno (p.ej., Davalos et al. 1989),
o ambos (p.ej., Bernal-Brooks et al. 2003) pueden estar limitando el crecimiento algal.
Desafortunadamente, ningun otro lago salino mexicano ha sido estudiado en este aspecto, para
hacer posible una comparacion con los resultados del presente estudio.

Aunque numerosos estudios llevados a cabo en lagos salinos tropicales (p.ej. lagos
africanos, Moss 1969) y templados (p.ej., Lago Mono, Jellison y Melack 2001) han encontrado al
nitrégeno como limitante, en este estudio se encontré una alternancia en el nutrimento
responsable de la limitacion del crecimiento algal en el Lago Alchichica sin mostrar un patrén
regular temporal. El fésforo limitd el crecimiento del fitoplancton la mayoria del tiempo
(41.7%). El nitrogeno fue el factor limitante el 33.3% del tiempo, mientras que el Ny el P fueron
co-limitantes el resto del periodo (25%). Es probable que la alternancia en el nutrimento
responsable de la limitacion del crecimiento fitoplancténico en el Lago Alchichica sea una
consecuencia, por un lado, de condiciones naturales (p.ej. la ubicaciéon del lago en terrenos
volcanicos jovenes ricos en fésforo) que favorecerian la limitacién por nitrégeno vy, por el otro,
de impactos antropogénicos (p.ej. fertilizaciéon de los terrenos agricolas con nitrégeno) que

inducirian la limitacion por fésforo.
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CONCLUSIONES

La hipotesis 1 se acepta parcialmente ya que si bien existio una alternancia en el
elemento limitante de la produccién primaria, la secuencia “lineal” planteada (i.e., no limitacién
durante la circulacidn, nitrégeno durante la estratificacion temprana y fésforo durante el resto
de la estratificacion) no fue la esperada, presentandose una mayor alternancia. Los
microcosmos no mostraron la falta de limitacion durante la circulacion, sin embargo a inicios de
la estratificacién temprana (abril) la limitacidon por nitrégeno favorecié que se desarrollara un
florecimiento de la cianobacteria fijadora de nitrégeno Nodularia spumigena. Después de este
florecimiento (mayo y junio) se da una limitacion por fésforo. Sin embargo, durante el resto del
ano, a lo largo de la estratificacion bien establecida y tardia, se presentd casi todo el tiempo ya
sea una co-limitacidn por nitrégeno y fésforo 6 bien una limitacién por nitrégeno.

En la hipdtesis 2 los resultados obtenidos en los microcosmos no fueron similares en
forma contundente a los de los mesocosmos. Los microcosmos concordaron en la
estratificacion bien establecida y tardia con los de los mesocosmos. Los mesocosmos
correspondientes a la circulacién indicaron una no limitacidon, mientras que los microcosmos
sugirieron limitacién por fésforo. Por otro lado, los mesocosmos de la estratificaciéon temprana
(abril) indicaron co-limitacion por nitrégeno y fésforo, mientras que los microcosmos sugirieron
al nitrégeno. Por lo anterior la hipdtesis 2 se rechaza ya que los resultados realizados en el
laboratorio no pueden ser extrapolados con certidumbre a los realizados en el campo.

La hipdtesis 3 se acepta ya que asociado al periodo de circulacién se da una mayor
disponibilidad de nutrientes (una “no limitacidn), turbulencia, menos luz y temperatura mas

baja lo que se refleja en un florecimiento de diatomeas (Cyclotella alchichicana).
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Posteriormente, durante la estratificacion temprana al disminuir la disponibilidad de
nutrimentos (particularmente nitrogeno) y turbulencia y aumentar la luz y la temperatura se
desarrolla un florecimiento de cianobacterias fijadoras de nitrégeno (Nodularia spumigena).
Finalmente, a lo largo del resto de la estratificacién, cuando los nutrientes son muy escasos,

dominan en namero las pequefias clorofitas (p.ej., Monoraphidium minutum, Oocystis spp.).
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Apéndice 1

Diferencias significativas entre los tratamientos (ANDEVA de una via y post hoc de Tukey) de los
bioensayos en microcosmos realizados con muestras de agua de la capa de mezcla del Lago
Alchichica. (Clor-a = Concentracién de Clorofila “a” con respecto al testigo). T = testigo, P =

adicion de fésforo, N = adicidn de nitrégeno, NP = adicién de nitrégeno + fosforo.
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Diferencias significativas entre los tratamientos (ANDEVA de una via y post hoc de Tukey) de los
bioensayos en mesocosmos realizados con muestras de agua de la capa de mezcla del Lago
Alchichica. (Clor-a = Concentracién de Clorofila “a” con respecto al testigo). T = testigo, P =
adicion de fésforo, N = adicidn de nitrégeno, NP = adicién de nitrégeno + fosforo.
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