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RESUMEN

Se estudid la composicion del picoplancton procarionte (PPP) en el lago
Alchichica, utilizando la técnica de hibridacion in situ fluorescente durante un
ciclo bienal (2005-2006). La dinamica temporal del PPP estuvo determinada por
la hidrodinamica de este lago monomictico calido. La abundancia y la biomasa
de los grupos funcionales del PPP, tanto del autotréfico (PPA) como del
heterotréfico (PPH), se incrementaron durante el periodo de mezcla,
registrandose maximas al inicio del periodo de estratificacion, cuando también se
encontraron los maximos porcentajes de hibridacion del Dominio Bacteria. El
incremento en el PPP se asocio con la disponibilidad de nutrientes poco después
del inicio del periodo de mezcla. En la estratificacion bien establecida y tardia, el
PPA y el PPH decrecieron de manera conjunta con los porcentajes de
hibridacién, lo que se relacioné principalmente con el agotamiento de los
nutrientes en la capa de mezcla. Al ser Alchichica un lago hiposalino y
atalasohalino, la composicién del procarioplancton tuvo una mayor afinidad con
los sistemas dulceacuicolas que con cuerpos de agua mas salados. Durante el
periodo de mezcla, las picocianobacterias y Planctomycetes (PLA) constituyeron
la fraccion dominante del bacterioplancton, mientras que -en el periodo de
estratificacion- PLA, Betaproteobacteria (BETA) y Gammaproteobacteria
(GAMA) fueron los grupos mas abundantes en el epilimnion y en el metalimnion.
El Dominio Archaea, BETA, GAMA, Paracoccus -el principal desnitrificante
perteneciente a Alphaproteobacteria- y las bacterias sulfato reductoras
dominaron en la oxiclina y el hipolimnion, vinculado con el agotamiento del
oxigeno disuelto y el enriquecimiento de nutrientes en los estratos mas

profundos del lago.



1 INTRODUCCION

1.1 Definicion y clasificacion del plancton

El plancton esta constituido por organismos acuaticos adaptados a vivir parte o
toda su vida en aparente suspensidn en las aguas abiertas del mar, lagos,
estanques y rios. El plancton es una fuente primaria de alimento para otros
niveles troficos, y algunos organismos representativos incluyen bacterias,

protistas, hongos y metazoarios (Reynolds, 2006).

Para su estudio, el plancton puede ser clasificado en funcidn de criterios
fisiologicos, taxondmicos o dimensionales. Cuando el plancton se clasifica por su
tamano se divide de acuerdo con una escala logaritmica en: macroplancton
(200-2000 pm), microplancton (20-200 um) y nanoplancton (2-20 um) (Dussart,
1965). Gracias al desarrollo de instrumentos modernos de observacion y
medicion, se han podido caracterizar otras fracciones mas pequenas que se
engloban en el picoplancton (0.2-2 um) y femtoplancton (0.02-0.2 um) (Sieburth
et al., 1978).

1.2 Picoplancton

El picoplancton juega un papel ecolégico fundamental dentro de los ecosistemas

acuaticos al ser la base del circuito microbiano.

El picoplancton suele dividirse en dos categorias funcionales:
picoplancton autotrofico (PPA) y picoplancton heterotrofico (PPH) (Sieburth et
al., 1978). Dentro del PPA quedan incluidos tanto organismos procariontes como
eucariontes (Komarkova, 2002). Mientras, el PPH esta conformado por bacterias
y arqueas, ambos Dominios procariontes (Jurgens et al., 2000), el PPA se
considera un importante reservorio de la biomasa de carbono asimilable en la
base de las redes troficas microbianas (Callieri y Stockner, 2002) y puede
contribuir del 10 al 90% de la biomasa y/o produccién primaria en sistemas

marinos y dulceacuicolas de todo el mundo (Stockner, 1991).



1.3 Picoplancton en sistemas lacustres

En los sistemas lacustres, el PPA estd dominado principalmente por
cianoprocariontes. Su abundancia suele aumentar con el nivel tréfico del
sistema, al tiempo que su contribucion a la biomasa fitoplanctonica total
disminuye (Jasser, 2002). El PPA cianoprocarionte se ve generalmente
favorecido en ambientes con bajas concentraciones de nutrimentos y, a medida
que éstos aumentan, el picoplancton eucarionte es el que tiende a predominar
(Weisse, 1993).

En el PPH de lagos predominan las bacterias heterotréficas que, por su
abundancia contribuyen considerablemente al biovolumen del picoplancton total
(PPT), incluso mas que las células autotroficas (Callieri y Pinolini, 1995). En
general, la abundancia y biomasa del PPH aumentan con la productividad
primaria y la concentracion de compuestos organicos e inorganicos en los
sistemas lacustres (Wetzel, 2001). Asi, en un lago oligotréfico se observan
densidades entre 0.5 y 0.8 x10° cél. mL™" y biomasas de 40 a 70 mg m?,
mientras que en uno eutrdfico éstas son del orden de 3 a 8 x10° cél. mL™" y 600

a 2000 mg m™ respectivamente (Sorokin, 1999).

La dinamica del picoplancton lacustre ha sido estudiada principalmente en
latitudes templadas (Cole et al., 1993, Straskrabova et al., 1999; Lind et al.,
2000), existiendo pocas referencias para zonas tropicales algunos ejemplos son
Kilham (1981), Lewis et al. (1986), Lind y Davalos-Lind (1991), Sarvala et
al.(1999).

Asimismo, la diversidad taxondmica del plancton procarionte también se
ha estudiado preferentemente en lagos de zonas templadas o boreales (Belkova
et al., 2003, Jurgens et al., 2000, Glockner et al., 2000, Pernthaler et al., 1998) y
en sistemas marinos (DelLong et al.,, 1999, Eilers, 2001, Pernthaler, 2002a),
estableciendo incluso comparaciones de la estructura de las comunidades entre
estos ambientes (Glockner et al., 1999). En contraste, se conoce poco acerca de
los ensamblados procariontes en latitudes tropicales (Abe et al., 2003, Aaike et
al., 2005).



En latitudes tropicales, los lagos con mas de 25 m de profundidad suelen
ser monomicticos calidos (Lewis, 1983), caracterizados por presentar una fase
de mezcla durante la época de secas (“invierno tropical”’) seguida por un periodo
prolongado de estratificacion, lo que favorece la formacion de un hipolimnion
anoxico. Incluso algunos lagos oligotréficos salinos presentan una anoxia
profunda durante este periodo (Alcocer et al., 2000). Bajo estas condiciones
hipolimnéticas particulares también existe un conocimiento incipiente de la
estructura y dinamica del picoplancton (Caldell y Tiedje, 1975; Cole et al.,, 1993;
Lugo et al., 2000).

Asi, a partir del conocimiento de la estructura, composicion taxonémica y
dinamica del plancton procarionte en lagos tropicales profundos que desarrollan
anoxia hipolimnética, se podra entender con mayor precisién su importancia en
el ciclo del carbono, asi como otros procesos biogeoquimicos asociados (Cottrel
y Kirchman, 2000).

1.4 Circuito microbiano

El circuito microbiano es una via trofica por medio de la cual el carbono organico
disuelto puede ser reincorporado a la red alimenticia a través de las bacterias y
arqueas. Estas son consumidas principalmente por protistas como flagelados y
ciliados. Los protistas, a su vez, son consumidos por organismos acuaticos mas
grandes, como por ejemplo los rotiferos y copépodos (Azam et al.,1983; Arndt,
1993).

Dentro del circuito microbiano tanto los nanoflagelados heterotrofos (NFH)
como los mixétrofos y los ciliados son considerados frecuentemente los mayores
filtradores del picoplancton (Weisse, 1990, Simek et al., 1995, Pernthaler, 2005).
Se ha reportado que los NFH son responsables del 90% del pastoreo del
picoplancton total (PPT) y que el restante 10% es debido al consumo de ciliados,
mostrando ambos grupos un consumo preferencial por el PPA a corto plazo
(Pernthaler et al., 1996). Sin embargo, otros autores han registrado en los
protistas una marcada selectividad alimenticia por las bacterias sobre las

piococianoprocariontes (Caron et al., 1991).



La bacterivoria selectiva de los protistas es un factor clave en la
regulacion de la composicion del ensamblado de la comunidad bacteriana en
sistemas de agua dulce (Jirgens et al., 1999, Simek et al., 1999). Mas
especificamente se ha reportado que la composicion de la comunidad bacteriana
cambia principalmente por el pastoreo cuando hay una limitacion de recursos
para las bacterias, desempefando el pastoreo un papel menos importante
cuando hay suficientes recursos (Simek et al., 2003). La bacterivoria por
protistas también induce cambios morfolégicos en las bacterias con la formacién

de cadenas de células y/o la floculacion (Jurgens y Gude, 1994).

En esta investigacion, a través de la evaluacion de la estructura del
plancton procarionte, del analisis de su composicion taxondmica y del
conocimiento de su dinamica espacio temporal en un lago monomictico calido
atalasohalino que desarrolla anoxia hipolimnética durante la etapa de
estratificacion, se pretendi6 alcanzar un mayor entendimiento de la estructura del

circuito microbiano.

1.5 Ecologia del plancton procarionte en sistemas lacustres andxicos

Los sistemas lacustres que se estratifican térmicamente suelen presentar bajas
o nulas concentraciones de oxigeno disuelto en el hipolimnion. Los factores que
determinan que este estrato profundo se vuelva anodxico son la intensidad del
flujo de materia organica del epilimnion, y la duracién y permanencia de la
estratificacion, que se correlaciona con la profundidad maxima del cuerpo
acuatico (Wetzel, 2001).

Asi, el desarrollo anual de la anoxia hipolimnética depende principalmente
de los niveles de produccidon primaria, la cual esta limitada tanto por los
nutrimentos (mecanismo conocido como control “bottom-up”), como por la
presion de depredacion de los niveles troficos mas altos (control “top-down”).
Durante los procesos de estratificacién, hay limitacion de nutrientes en el
epilimnion, por lo que el fitoplancton esta controlado principalmente por un

mecanismo bottom-up y esto repercute en otros grupos como el zooplancton.



Aunque también se ha reportado que los florecimientos del plancton pueden
autoregularse dentro del epilimnion (incluyendo parte del metalimnion)
particularmente por depredacion (top-down) (Sommer et al., 1986; Straskrabova,
1990).

El plancton procarionte es el responsable de mineralizar la materia
organica y contribuir a la produccion primaria a través de la fotosintesis y la
quimiosintesis. Dentro de las fotosintéticas se encuentran las cianoprocariontes
que liberan oxigeno molecular y las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, que
tipicamente usan sulfuro u otro compuesto del azufre reducido, asi como
hidrégeno molecular o una variedad de pequefias moléculas organicas como
donadores de electrones en la fotosintesis (Acheubach et al., 2001).

La actividad del plancton procarionte en el metalimnion juega un papel
importante en el ciclo del nitrogeno: el amonio producido en la mineralizaciéon de
la materia organica es utilizado inmediatamente por las bacterias nitrificadoras
(produciendo nitritos y nitratos) en condiciones aerobias, mientras en el
metalimnion microaerobio, con alta actividad heterotrofica, algunas bacterias
utilizan los nitratos para su respiracion y convierten los nitritos producidos en

oxidos de nitrégeno o gas nitrégeno (desnitrificacion) (Abe et al., 2003).

1.6 Taxonomia del plancton procarionte

Los dominios Arquea y Bacteria se diferencian entre si genética y
bioquimicamente. La separacién filogenética entre estos Dominios se
fundamenta en la secuencia de su ARN ribosomal, en la estructura de su ARN

polimerasa y en algunos lipidos caracteristicos (Snyder y Champness, 1997).

Dentro del Dominio Bacteria los filos que mas se han reportado para los
sistemas acuaticos se encuentran Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroides,

Planctomycetes y Cyanobacteria.

En las proteobacterias se incluyen la mayoria de las bacterias
quimioheteroétrofas Gram-negativas. Las clases distintivas de las proteobacterias

son designados por letras griegas.



En los ambientes acuaticos la clase Alphaproteobacteria incluye la
mayoria de las proteobacterias que son capaces de crecer a bajas
concentraciones de nutrimentos. Caulobacter es un género caracteristico que se
encuentra en lagos poco productivos. Nitrobacter es un miembro de las bacterias

nitrificantes, la cual oxida el amonio a nitritos de manera quimioautotrofica.

La clase Betaproteobacteria frecuentemente emplea como fuente de
energia compuestos que se producen en areas de descomposicion anaerobia de
la materia organica, como el gas hidrogeno, el amoniaco y el metano. Las
especies del género Thiobacillus y otras bacterias oxidantes del azufre son
importantes en el ciclo de este elemento. Dichas bacterias son capaces de
obtener energia por la oxidacion de las formas reducidas del azufre, como el
acido sulfhidrico o azufre elemental en sulfatos. Dentro de esta clase se
encuentra el género quimiolitotréfico Nitrosomonas cuyas especies oxidan el

nitrito a nitrato en el proceso de nitrificacion.

La clase Gammaproteobacteria es la mas amplia de las proteobacterias e
incluye una gran variedad de tipos fisiolégicos. Dentro de éstas, el género
Pseudomonas (Pseudomonadales), son aerobias obligatorias y algunas
especies utilizan los nitratos como aceptores terminales de electrones a través
del proceso denominado respiracion anaerobia. La familia Vibrionaceae son
anaerobias facultativas Gram-negativas, que se encuentran principalmente en
habitats acuaticos. A Gammaproteobacteria también pertenecen las bacterias

purpuras del azufre (Tortora et al., 2001).

A la clase Deltaproteobacteria pertenecen las bacterias reductoras del
azufre y de los sulfatos (Frostl y Overmann, 2000). Estas bacterias junto con las
desnitrificantes favorecen la diferenciacién quimica de la columna de agua
durante la estratificacion térmica en lagos monomicticos calidos (Eckert et al.,
2002).

Actinobacteria es un filo cosmopolita de las aguas dulces vy
frecuentemente domina en numero en las comunidades bacterias de lagos
(Newton et al., 2007).



Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides es un grupo de bacterias Gram-
negativas, tipicas de aguas dulces y saladas, capaces de degradar
aerobicamente un amplio espectro de substratos, entre los que se incluyen
proteinas, carbohidratos, pesticidas, insecticidas y macromoléculas complejas
(Bernardet et al., 1996). Unas cuantas especies de Cytophaga son anaerobias
facultativas y pueden fermentar sacaridos, asi como descomponer celulosa,
quitina o agar. Flavobacterium es una bacteria tipica del plancton de aguas
salinas, que crece quimioautotréficamente en presencia de H,. Las bacterias del
grupo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides pueden ser desnitirificadoras
(Tortora et al., 2001).

Planctomycetes es un filo de bacterias acuaticas encontradas en aguas
dulce, salobre y marina. Dentro de éste, el orden Planctomycetales es el grupo
mas cercano en la base del arbol filogenético del Dominio Bacteria (Brochier y
Philippe 2002). Algunas de sus especies son aerdbicas, quimio-
organoheterétrofas y otras son quimio-litoautotroficas anaerobias, llevando a
cabo la oxidacién anaerobia del amonio (anammox) en sistemas marinos y

dulceacuicolas (Jetten et al., 2003).

Las cianobacterias comprenden las bacterias capaces de realizar
fotosintesis oxigénica y en los ambientes acuaticos son las principales fijadores
de nitrégeno molecular (Wetzel, 2001).

De las cianobacterias, entre las de tamafo pequefo -entre 0.2 y 2 um,
denominadas picocianobacterias (Pcy)- se han determinado tres géneros de
acuerdo con criterios citomorfolégicos, moleculares y bioquimicos: Cyanobium,
Synechococcus y Cyanothece dianae/cedrorum tipo (Komarek, 1996). EI mas
comun es Cyanobium, con células pequefas (1-2 ym de longitud) de forma
esférica a oval sin mucilago. La mayoria de los Synechococcus presentan forma
de bastoncillo, con 3-15 pm de longitud y 1-3 ym de anchura (Callieri y Stockner,
2002). En lagos con diferente estado tréfico, las Pcy desarrollan pequefios
agregados o colonias (CPcy) que tienden a presentarse mas comunmente en
lagos meso-eutréficos. Funcionalmente, las CPcy pueden ser incluidas en el

PPA dado que no desarrollan florecimientos (“blooms”) y sus células individuales



tienen las dimensiones propias del picoplancton. La mayoria de las CPcy
pertenecen a las croococales, con tamafios de células entre 0.5-2 6 3 um de
diametro, la forma de las células son generalmente redondas u ovales. Algunas
de las células CPcy en agua dulce pertenecen a los géneros Aphanocapsa,
Aphanothece, Chroococcus, Coelosphaerium, Cyanodictyon, Merismopedia,

Snowella y Tetrarcus (Stockner et al., 2000).

2 ANTECEDENTES

Para la diferenciacion taxondmica de grupos procariontes, funciones metabdlicas
y relaciones espaciales dentro de una comunidad acuatica microbiana en su
ambiente natural, se ha empleado exitosamente la técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH por sus siglas en inglés) (Amann et al., 2001). La técnica
FISH combina la precision de la genética molecular con la informacion visual del
microscopio (Moter y Gobel, 2000). Esta técnica ha sido mas empleada con fines
taxonémicos en comunidades picoplanctonicas pelagicas marinas (DelLong et
al., 1999; Cottrell y Kirchman, 2000; Eilers et al., 2001; Pernthaler et al., 2002 a 'y
b), aunque también se conoce su aplicacion en limnologia (Amann et al., 2001),
particularmente en embalses (Simek et al., 2001) y lagos (Pernthaler et al., 1998;

Belkova et al., 2003) de zonas templadas.

A partir de analisis realizados con FISH, se ha encontrado que -en
promedio- cerca del 50% de las células pueden ser ubicadas bajo los Dominios
Bacteria y Arquea. Y de éstas, cerca de la mitad se identifican con pruebas
especificas por grupo. De manera comparativa, la clase Betaproteobacteria
constituye una fraccion dominante con un promedio de 16% (intervalo, 3 al 32%)
en los sistemas de agua dulce y estan ausentes en los ambientes marinos. Por
otra lado, miembros de Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides son dominantes
en ambientes marinos con un promedio del 18% (intervalo, 2 a 72%), siendo
también importantes en los sistemas dulceacuicolas 7% (intervalo, 0 a 18%). Las
clases Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria, asi como miembros de

Planctomycetales se detectan en ambos ambientes en abundancias <7%



(Glockner et al., 1999).

En contraste, el numero de estudios sobre la diversidad en lagos salinos
es muy reducido en comparacion con otros tipos de aguas interiores (Hahn,
2006). Se ha demostrado que la salinidad desempena un papel importante en la
composicion del plancton procarionte en aguas interiores (Benlloch et al., 2002;
Jiang et al., 2009); asi las comunidades bacterianas de lagos dulces e
hipersalinos muestran solamente un pequeno traslape taxondémico.
Adicionalmente, la abundancia relativa de diferentes clases de Proteobacteria
muestra una marcada sucesion a lo largo de un gradiente de salinidad (Wu et al.,
2006). En lagos atalasohalinos, la contribucion de CFB tiende a incrementarse

con las salinidad (Demergaso et al., 2004).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En la actualidad existe un marcado interés por conocer la estructura,

composicién y dinamica de las comunidades microbianas, o que se ha visto
favorecido por el desarrollo de técnicas modernas de microbiologia y biologia
molecular, siendo posible hacer determinaciones taxonémicas de los principales
grupos de Archaea y Bacteria en muestras de agua procedentes directamente
de los sistemas acuaticos. Sin embargo, aun se conoce poco acerca de la
dinamica de estas comunidades en ambientes lacustres, particularmente en las

zonas tropicales.

Los lagos tropicales con una profundidad mayor a 25 m tienen un
comportamiento térmico de monomixis calida. Un fendmeno comun asociado
con el periodo de estratificacion en estos lagos es el establecimiento de
gradientes en la concentracién de oxigeno disuelto y el desarrollo de anoxia
hipolimnética. Los cambios verticales en la composicion de la comunidad
bacteriana en lagos tropicales se ha relacionado aparentemente con la
estratificacion térmica, de oxigeno disuelto y de los nutrientes (De Weaver et al.,
2005). En estas condiciones, el hipolimnion es particularmente rico en plancton
procarionte, pues aqui se realiza en gran medida la degradacién de la materia
organica, sea autoéctona o aldéctona. Sin embargo, en los sistemas poco
productivos -como el lago de Alchichica- se espera que haya una limitacion del
plancton procarionte en esta zona, incrementandose su abundancia y biomasa

cerca del fondo del sistema acuatico y siendo alta en el metalimnion.

Asi, en este estudio se analizd la estructura y composicion de la
comunidad procarionte en el lago Alchichica y su dinamica espacio-temporal
asociada con la variabilidad de parametros limnologicos durante los periodos de
mezcla y estratificacion, lo que permitid hacer inferencias sobre el papel que
desempefian en procesos biogeoquimicos en este tipo de ambientes. Asimismo,
al ser un lago hiposalino ubicado en una cuenca endorreica, el conocimiento de
su composicién taxondmica de grupos procariontes permitid compararlo con

sistemas que presentan diferente salinidad.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar la estructura, composicion, biomasa y variacion espacio-temporal del
plancton procarionte unicelular y su relacion con la dinamica limnologica en un

lago monomictico calido oligotréfico (Alchichica) durante un ciclo bienal.

4.2 Objetivos particulares

Evaluar la variacion espacio-temporal de la abundancia (cél. mL™) y biomasa
(ug Corg.L'l) del picoplancton autotrofico (PPA) y del picoplancton heterotréfico
(PPH).

Determinar la variacion espacio-temporal de la abundancia (cél. mL™) de los
Dominios Archaea y Bacteria, asi como de los grupos bacterianos: Cyanobacteria,
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria, Planctomycetes y Bacteroidetes

durante dos ciclos anuales.

Estimar la abundancia de algunos grupos de procariontes asociados con la
desnitrificacion o la reduccién de los sulfatos durante el proceso de estratificacién

térmica del lago.

Relacionar la variacion anual de los grupos del plancton procarionte con la
dindmica limnolégica del sistema (etapas de circulacién-estratificacion de la
columna de agua, profundidad de la zona eufética, concentracion del oxigeno

disuelto y la de los nutrientes (formas de nitrogeno y fosforo).
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5. HIPOTESIS

1) La composicion del picoplancton procarionte en el Lago Alchichica es mas
parecida a sistemas acuaticos con mayor salinidad que a los del agua dulce, al ser

éste hiposalino y atalasohalino.

2) La composicidon especifica por grupos del picoplancton procarionte esta
determinada por la homogenizacion de parametros limnolégicos durante la
circulacion y el establecimiento de gradientes quimicos durante la estratificacion

térmica.

3) En la zona de oxiclina e hipolimnion anéxico se favorece la presencia de grupos

bacterianos asociados con la desnitrificacion y la reduccion de los sulfatos.

4) La posicion de la termoclina y el limite de la zona de anoxia determinan la

abundancia y biomasa del plancton unicelular procarionte.

a) El plancton unicelular procarionte presenta abundancias y biomasas
altas en el metalimnion y/o cerca del fondo y bajas en el hipolimnion

anoxico.

b) La distribucion de las cianobacterias unicelulares se relaciona tanto con
la profundidad de la zona fética como con la posicion de la termoclina-

oxiclina.

5) La abundancia y distribucion de las arqueas dependen del establecimiento de la

anoxia en el hipolimnion.
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6. AREA DE ESTUDIO

El lago Alchichica pertenece a un conjunto de lagos de origen volcanico, tipo maar
o de créater explosivo, conocidos localmente con el nombre de Axalapazcos. Estos
se encuentran en la provincia fisiografica del la Faja (o Cinturén) Volcanica
TransMexicana (FVTM o CVTM), en donde se cruza la Sierra Madre del Sur y la
Sierra de Puebla, que conforma dos llanos lacustres. De estos lagos, Alchichica es
el de mayor area superficial y volumen, se localiza cerca de los poblados de
Alchichica, Municipio de Tepeyahualco, Puebla y Zalayeta, Municipio de Perote,
Veracruz (19°24’'N, 97°24'W) a una altitud de 2345 m s.n.m. (Vilaclara et al.,
1993) y corresponde al llano de San Juan (Fig. 1). Tiene una forma subcircular
(didmetro de 1.8 km), con una longitud méaxima de 1700 m con orientacién SE-NE,
y una gran cresta al oeste, de 1000 m de altura sobre el nivel del agua. Su

profundidad maxima es de 62 m y la media de 40.9 m (Filonov et al., 2006).

El &rea se caracteriza por un clima semi-arido, con tasas de precipitacion y
evaporacion menores a 500 y 1,690 mm, respectivamente, y una temperatura
media anual de 12.9° C (Adame et al., 2008; Garcia, 1988).

El lago recibe alimentacion hidrica a partir de la red hidrografica
subterrdnea de la region. Es hiposalino (8.5%0) y atalasohalino (aguas no marinas
con un considerable contenido de sal de acuerdo con Alcocer y Escobar (1993)),
Su composicion idnica se asemeja al agua de mar en cuanto a la dominancia de
cloruros y sodio, pero se diferencia por ser de aguas mucho mas alcalinas
(elevada reserva alcalina que se refleja asimismo en pH elevados, 8.7 a 9.2)
(Vilaclara et al., 1993). La temperatura de la masa de agua tiene una variacion
anual que va desde 14.5 °C (durante la mezcla) hasta 20 °C aproximadamente; en
la zona fética se observa frecuentemente una sobresaturacion de oxigeno
mientras que el hipolimnion se encuentra andxico durante la estratificacion del

lago (Alcocer et al., 2000; Filonov y Alcocer, 2002).
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Fig. 1 Localizacion del Lago Alchichica
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7 METODO

7.1 Muestreo biologico y medicion de parametros fisicos y quimicos

En el Lago Alchichica se llevaron a cabo muestreos mensuales durante dos ciclos
anuales (2005-2006) con la finalidad de caracterizar la comunidad del picoplancton

procarionte unicelular durante los periodos de mezcla y estratificacion.

Se establecio una sola estacion de muestreo en el centro del sistema, que

se corresponde con la profundidad maxima de 62 m en el cuerpo de agua (Fig. 2).

Fig. 2 Mapa batimétrico del lago Alchichica (Filonov et al., 2006), con la letra
A se sefala la estacion de muestreo y con la letra B la ubicacién de la
estacion meteoroldgica.

Se tomaron muestras de agua con una botella Niskin (USA) o IHE (Rep.

Checa) para los andlisis quimicos y microbiolégicos. Se midieron la temperatura y
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el oxigeno disuelto para cada metro, desde la superficie hasta el fondo, mediante
un instrumento de monitoreo de calidad del agua marca Hydrolab, modelo DS4
acoplado a un sistema de captura y almacenaje de informacion marca Hydrolab
modelo SVR4. Asimismo se midi6é la radiacion fotosintéticamente activa (por su
siglas en ingles PAR, 400 a 700 nm) a lo largo del perfil vertical con un
irradiometro escalar instalado en un perfilador de fluorescencia natural
Biospherical PNF-300. Se tomaron diez muestras de agua a diferente profundidad
de la columna de agua para la cuantificacion de los nutrientes, las cuales se
filtraron en Acrodiscos Gelman de 25 mm de diametro y con filtros de membrana
de nitrocelulosa de 0.45 um, las cuales se mantuvieron en hielo y oscuridad.
Posteriormente se almacenaron en el congelador para su ulterior analisis en el
laboratorio. Los nutrientes que se cuantificaron fueron: fosforo reactivo soluble,
nitrdgeno como nitritos, nitratos y amonio, en un analizador de flujo segmentado
(marca Skalar Sanplus System). Asimismo, se cuantificaron el nitrégeno organico
particulado y el fosforo organico particulado de acuerdo con el método de
oxidacion humeda para el andlisis simultdneo de P y N (PujoPay y Raimbault,
1994). Todos estos analisis se realizaron en el laboratorio de Biogeoquimica

Acuética del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM.

Para la cuantificacién de los grupos bacterianos funcionales se tomaron dos
muestras de agua por nivel en cinco profundidades durante la mezcla, y 10
profundidades durante la estratificacion, de manera que quedara incluido para este
altimo periodo el epilimnion, metalimnion y/u oxiclina, la zona fotica, el limite de

anoxia y el fondo (0.5 m por encima del fondo).

7.2 Densidad y biomasa del plancton procarionte autotrofico y heterotrofico

El plancton procarionte unicelular se cuantificé tifiéendolo con DAPI (4’ 6-diamidino-
2-fenilindol) sobre membranas negras de policarbonato con tamafo de poro de 0.2
pum) montadas en aceite de inmersion, y se contabilizé usando un microscopio de
epifluorescencia (Leica, Alemania) con un lente de inmersion 100x en campos

seleccionados al azar hasta que fueron contadas de 400 a 600 bacterias, de
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acuerdo con Hobbie et al. (1977) y Porter y Feig (1980).

La biomasa del picoplancton procarionte para un ciclo anual se estimo6 a
partir de imagenes fotograficas tomadas con una camara digital (Canon S-45)
montada en el microscopio de epifluorescencia. En estas imagenes se analizaron
entre 1000 a 3000 células segun las ecuaciones propuestas por Psenner (1993) y
con la ayuda del programa de computo Image J (USA). El contenido del carbono
se determind de acuerdo con las relaciones alométricas que guarda con el
volumen celular, segun lo reportado por Norland (1993). Para estimar la biomasa
especifica para el PPA se empleo la autofluorescencia de ficocianinas y ficoeritrinas,

mientras para el PPH la fluorescencia con DAPI.

7.3 Hibridacion in situ fluorescente (FISH por sus siglas en inglés)

Para llevar a cabo esta técnica se llevaron acabo los siguientes pasos basicos:
a) Fijacion de las muestras
b) Hibridacién de las células con sondas de oligonucleétidos fluorescentes.
¢) Lavado y montaje de los filtros de membrana.

d) Cuantificacion con microscopia de epifluorescencia de las células
hibridadas.

a) Fijacion de las muestras.
La fijacién de las muestras de plancton procarionte unicelular se hizo de acuerdo

con el protocolo propuesto por Pernthaler et al. (2001).

1) A las muestras de agua se les adicioné formaldehido para tener una
concentracion final del 2%, éstas se dejaron fijadas por no mas de 24 horas ante

de ser filtradas.

2) En el laboratorio se filtraron entre 10 y 20 mL de la muestra al vacio a
baja presion, se emplearon filtros de policarbonato blancos (diametro 47 mm,
tamafio de poro 0.2 um; GTTP Millipore, USA u Osmonics, Alemania) y una
columna de filtracion de vidrio. Estas muestras fueron suficientes para tener al

menos una densidad aproximada de 10° cél. mL™,

3) Los filtros se lavaron con 10-20 mL de agua sin particulas (filtrada a
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0.2 um).

4) Las membranas se colocaron en una caja de Petri y se dejaron secar al

aire.

5) Las membranas se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento. Los

filtros se pudieron almacenar por varios meses sin una pérdida significativa de las

sefales de hibridacion una vez que esta se realizo.

b) Hibridacion de las células con sondas de oligonucleotidos fluorescentes.

Los grupos procariontes se determinaron utilizando la técnica de hibridacion in situ

fluorescente (FISH), de acuerdo con el protocolo de DelLong, 1993; Amann et al.,

1997, empleando sondas de oligonucledtidos fluorescentes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sondas de oligonucledtidos empleadas para la determinacién de
grupos taxondémicos del picoplancton procarionte utilizando la técnica de
hibridacion in situ fluorescente.

Prueba |Especificidad Secuencia de la prueba Sitio_b_lgnco Referencia
(Posicién
(5'-37) rRNA)
EUB338 |Bacteria GCT GCC TCC CGT 16S (338- Amann et
AGG AGT 355) al., 1990
ARCHO915 | Archaea GTG CTC CCC CGC 16S (915- Stahly
CAATTCCT 935) Amann.
1991.
NON338 |Control negativo ACT CCT ACG GGA 16S (338- Wallner et
GGC AGC 355) al., 1993
BET42A |Betaproteobacteria GCCTTCCCACTT 23S (1027- Manz et
CGTTT 1043) al., 1992
GAM42a | Gammaproteobacteria| GCC TTC CCA CAT 23S (1027- Manz et
CGTTT 1043) al., 1992
CF319A |Bacteroidetes TGG TCC GTG TCT 16S (319- Manz et
CAG TAC 336) al., 1996
PLA886 |Planctomycetes GCC TTG CGA CCA 16S (886- Neef et al.,
TACTCCC 904) 1998
GP1199 | Mayoria de las AAG GGG CAT GAT G 16S (1199- |Mac
bacterias Gram 1211) Gregor et
positivas al.,2001
SRB385 |Mayoria de CGG CGT CGC TGC 16S (385- Amann et
Desulfovibrionales GTC AGG 402) al., 1990
PAR1457 |Género Paracoccus |CTA CCG TGG TCC 16S (1457- Neef et al.,
GCT GCC 1474) 1996
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La hibridacion de las células en los filtros de membrana consistio en:

1) La preparacion de 2 mL de buffer de hibridacion en un tubo de

microcentrifuga:

Reactivos Volumen o porcentaje Concentracion en el
buffer de hibridacion
5M NacCl 360 pL 900 mM NaCl
1M Tris/HCI 40 L 20 mM Tris HCI
Formamida 35 %
Agua destilada 2 mL
SDS 2 pL (adicionar al dltimo|0.01% SDS
para evitar la
precipitacion)

Las condiciones de hibridacion y lavado 6ptimos (en particular, la
temperatura y la concentracion de formamida) se verificaron experimentalmente

para cada sonda especifica.

2) Para la mezcla de hibridacion se afiadieron 2 pL de la solucion prueba de
trabajo (sonda de oligonucleétido especifica) a 18 uL del buffer de hibridacién en
un tubo de microcentrifugacion Eppendorf; la solucién de prueba se guardaba en

la oscuridad y refrigeracion.

3) Se cortaron secciones del filtro de membrana con un bisturi. Un filtro de
47 mm de didmetro permitié la preparacion de 16 hibridaciones individuales. Las

secciones se enumeraron con un lapiz para su posterior identificacion.

4) Los filtros se colocaron en un tubo Eppendorf; varias secciones del filtro
se pudieron colocar en un mismo tubo e hibridizar simultaneamente con la misma

prueba.
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5) Se agregaron las mezclas de hibridacion en las muestras y se colocaron

con las secciones de los filtros dentro de un tubo Eppendorf.

6) Se incubaron a 46 ©C durante 3 horas en un termomezclador Comfort

Eppendorf.

c) Lavado y montaje de los filtros de membrana.

1) Se prepararon 50 mL de buffer de lavado en un matraz aforado:

Reactivo Volumen Concentracion final
5M NacCl Dependiendo del % de
formamida en el buffer de
hibridacién
1M Tris/HCI 1mL 20 mM Tris/HCI
0.5 M EDTA 500 pL 5 mM EDTA
Agua destilada 50 mL
SDS 50 pL (adicional al dltimo|0.01 % SDS
para evitar la
precipitacion)

2) Se transfirieron rapidamente las secciones de filtro al buffer de lavado
precalentado dentro de un Eppendorf y se incubaron por 15 minutos a 48 ©C en el

termomezclador Comfort Eppendorf.

3) Se recogieron las secciones de filtro y se enjuagaron colocandolos dentro
de una caja de Petri con agua destilada por varios segundos, después se dejaron

secar al aire en papel secante.

4) Para contabilizar por tincién, los filtros se colocaron en una caja de Petri,
se cubrieron con 50 pL de solucibn DAPI y se incubaron por 3 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. El lado donde se encontraban las células
bacterianas debia estar hacia arriba. Después, se lavaba la seccion de los filtros
por 10 minutos en etanol al 80% para eliminar el exceso de colorante, seguido por

enjuagues con agua destilada y secado al aire.

5) Las muestras se montaron con una gota del medio fluorescente Vecta-

21




Shield (Burlingame, USA). Las secciones del filtro debian estar completamente

secas antes del montaje.

6) Con la doble tincién y preparaciones en seco los filtros montados en
portaobjetos se almacenaron en la obscuridad a -20 ©C por varios meses sin una

pérdida substancial de la fluorescencia.

d) Cuantificacibn con microscopia de epifluorescencia de las células
hibridadas.

1) Las células hibridadas se cuantificaron en un microscopio de
epifluorescencia (Leica Alemania) con un lente de inmersion 100x apocromatico
en campos seleccionados al azar con un filtro Y3 (Cy3, Indocarbocianina
fluorescente) el cual produce excitacion verde y genera fluorescencia naranja.
Subsecuentemente, se contabilizaron todas las células del mismo campo tefidas
con DAPI en excitacion UV, con la finalidad de evitar la pérdida de la sefial de las
células hibridadas con el empleo del UV. Entre 500 y 1000 células tefiidas con
DAPI fueron contabilizadas en las muestras para obtener un error de conteo
inferior al £5% (Pernthaler et al., 2001).

2) A patrtir del total de células procariontes tefiidas con DAPI contabilizadas
se obtuvo el porcentaje de las células hibridadas para cada sonda especifica de

oligonucledtidos.

7.4 Procesamiento grafico y estadistico de los datos
Los datos del plancton procarionte unicelular se integraron a una base de datos

con la finalidad de evaluar graficamente el patrén de desarrollo anual y el de
estratificacién de procariotas heterotrofos y autétrofos -picocianobacterias (con el
programa Microsoft Excel, y Golden Software -Surfer). Segun la distribucién y
proporcion de las arqueas / bacterias y cianobacterias, se estimo la importancia de
heterotrofia anaerobia / microaerobia y de autotrofia en diferentes estratos. Los
resultados se compararon con los parametros fisico-quimicos (particularmente con

los de formas de nitrégeno y fésforo).
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Para la evaluacién estadistica se realiz6 un andlisis exploratorio de datos a
través del analisis de cajas mdltiples con muesca (Salgado-Ugarte, 1992).
Asimismo, se validaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, para
determinar si se aplicaba la estadistica paramétrica o la no parametrica asimismo,

se vio la pertinencia de la transformacion de los datos (Marquez, 1991).

Durante el periodo de estatificacion, cuando se tomaron 10 muestras, se
calcularon la media de las abundancias y las concentraciones de los nutrientes
para las distintas capas (epilimnion, metalimnion, oxiclina e hipolimnion) usando
interpolacién lineal (a través de promedios ponderados por profundidad). Los
limites de la termoclina y la oxiclina fueron considerados dentro el gradiente
>0.2°C m™y >0.5 mg L*m™.

Entre las abundancias de los taxa procariontes y las variables ambientales
se realizaron correlaciones pararmétricas de Pearson empleando el Programa
Statgraphics version 5.0 (2000). Para cumplir con el supuesto de normalidad de la
estadistica paramétrica, las abundancias bacterianas se transformaron por medio

de logaritmos.

Las relaciones entre las abundancias de los taxa y las variables
ambientales fueron examinadas a traveés de una técnica multivariada usando un
analisis de correspondencia canonica sin tendencia (DCCA) (Ter Braak, 1986).
Esté método permitié explorar de manera simultanea las relaciones de los grupos

procariontes con multiples variables ambientales.
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8 RESULTADOS
8.1 CARACTERISTICAS LIMNOLOGICAS
8.1.1 TEMPERATURA

En el lago Alchichica la temperatura del agua fluctué entre 14°C y 20°C a través
de los dos ciclos anuales. Durante el bienio se presentdé un comportamiento
térmico de monomixis calida, caracterizado por procesos alternados de
circulacién durante los meses del invierno hemisférico (finales de diciembre a
finales de marzo), seguido por una estratificacion térmica el resto del afio (Fig. 3

a).

Durante los meses de circulacion correspondiente al periodo mas frio de
la época de secas, se registro la temperatura mas baja y homogénea en toda la

columna de agua, alrededor de 14.5 °C.

La estratificacion térmica se presentdé durante la época de lluvias,
estableciéndose diferencias térmicas verticales a lo largo de la columna de agua

que permitieron distinguir al epilimnion, metalimnion e hipolimnion.

En la estratificacion se pueden caracterizar tres etapas:

1) Temprana de los meses de abril a junio, donde la termoclina se ubico
entre los 9 y 23 m de profundidad y se presentd una diferencia de
temperatura maxima de 0.9 °C m™.

2) Bien establecida de los meses de julio a septiembre, caracterizada por la
formacion de una termoclina bien definida que se encontré entre los 14 y
30 m de profundidad, con una diferencia maxima de 1.3 °C m™.

3) Tardia de los meses de octubre a diciembre, cuando la termoclina
comienza a debilitarse y profundizar hasta desaparecer, encontrandose
entre los 20 y 39 m de profundidad, con una diferencia maxima de 0.6 °C
m™ (Figs. 3a, 4)
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Fig. 3 Diagramas espacio-temporales de la variacién de la temperatura (a) y
del oxigeno disuelto (b) en el lago Alchichica durante un ciclo bienal.
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Fig. 4 Ubicacion y amplitud de la termoclina, oxiclinay zona de anoxia
durante los meses de estratificacion térmica en el lago Alchichica durante
un ciclo bienal.

8.1.2 OXIGENO DISUELTO

En el periodo de mezcla la concentraciéon del oxigeno disuelto (O.D.) fue

aproximadamente constante de 5 mg L™ a lo largo de toda la columna de agua.

Durante la estratificacién temprana y bien establecida, en el epilimnion se
registraron concentraciones entre 6 y 8 mg L™, mientras durante la estratificacion
tardia se registraron concentraciones entre 6 y 7 mg L™ hacia las zonas mas
superficiales y entre 0.2 y 5 mg L™ en la regién mas profunda de en este estrato
(Fig. 3b).

En el lago se establecié una oxiclina directamente relacionada con el
metalimnion, sin embargo, la deplecién del oxigeno disuelto (<0.5 mg L"'m™)
continuaba en promedio a tres metros por debajo de la termoclina. La maxima
disminucién del O.D. para el bienio fue de 0.9, 1.3y 2.3 mg L™ m™ durante la

estratificacion temprana, bien establecida y tardia respectivamente (Figs. 3b, 4).

El hipolimnion fue andxico cerca del fondo durante la estratificacion

temprana. Mientras, en la estratificacion bien establecida el O.D. se consumié
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totalmente por debajo de la base de la termoclina alrededor de los 30 m de
profundidad. Posteriormente, durante la estratificacion tardia, la zona andxica
disminuy6 consecutivamente hasta los 40 m o 50 m en el mes de diciembre de

los afios respectivos (Fig. 4).

8.1.3 RADIACION FOTOSINTETICAMENTE ACTIVA (PAR)

La zona fética (Zeu), delimitada por la profundidad a la que se encuentra el 1%
de la radiaciéon fotosintéticamente activa (PAR), fue menor (rango, 15-19 m)
durante la época de circulacion y la estratificacion temprana, incrementandose
en la estratificacion bien establecida y tardia (rango, 19-30 m). Lo que permite
reconocer una fase de aguas turbias con una menor Zeu y otra de aguas claras
con mayor Zeu respectivamente (Fig. 5).
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Fig. 5 Ubicacion de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR por sus
siglas en inglés), profundidad eufética (Zeu), limites de termoclina en el
lago Alchichica durante un ciclo bienal.

Cabe destacar, que hubo un acoplamiento entre la evolucion de la
termoclina y del PAR durante la mayor parte de la estratificacion en el ciclo
bienal, ya que la base de la termoclina en general se ubicé hasta donde penetrd
el 1% del PAR. Con excepcion, de los ultimos meses de la estratificacion tardia,

donde el limite del 1% del PAR se ubico por arriba de la termoclina (Fig. 5).
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La regién donde el PAR fluctuo entre 0.1% y <1% se profundizé entre 7 y
14 m con respecto al limite del 1% del PAR, por lo que su base alcanz6 un

intervalo entre 25y 39 m.

8.1.4 NUTRIENTES INORGANICOS

En el periodo de circulacion la concentracién del N-NH; fue alrededor de 2 pmol
L™ a los largo de toda la columna de agua para el ciclo bienal. Mientras en el
epilimnion, conforme se desarrollo la estratificacion térmica, la concentracion de
este nutriente se redujo de 2 a 1 umol L™, encontrando incluso concentraciones
< 0.5 pmol L™, En el metalimnion, se observé un comportamiento similar al del
epilimnion, aunque en la etapa tardia de la estratificacion la concentracion de
este nutriente se incrementd, llegando a alcanzar entre 2 y 4 umol L™, En el
hipolimnion, se observé un incremento pronunciado de este nutriente que
estableci6 un gradiente de variacion con respecto a la profundidad,
alcanzandose la maxima concentracion hacia el fondo entre 30 y 50 pmol L

para el afio 2005 y 2006 respectivamente (Fig. 6).
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Fig. 6 Diagrama espacio-temporal de las isopletas de la concentracion del
NHs; en el lago Alchichica durante un bienio (las lineas rojas marcan los
limites de la termoclina)

Durante el periodo de circulacion la concentracion de N-NOjz en la
columna de agua fluctué entre 0.25 y 1 umol L™ en el afio 2005 y de 0 a 0.5

umol L™ en el afio 2006 (Fig. 7).

Para el afno 2005 en la estratificacion temprana se registr6 un
agotamiento de este nutriente en el epilimnion, metalimnion y la parte superior
del hipolimnion. A mayores profundidades de este ultimo estrato las

concentraciones fueron <1 pmol L.

En la estratificacion bien establecida, en el epilimnion se encontraron
concentraciones de N-NOs entre 0 y 1 umol L™, en el metalimnion estas
fluctuaron entre 1y 2 pmol L™y en el hipolimnion se establecié un gradiente de
maxima concentracion (rango entre 3 y 9 umol L™'). Mientras en la estratificacion
tardia la concentracion del nitrato fue <1 en los dos estratos superiores y fue

<0.25 pymol L™ en el hipolimnion (Fig. 7).
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Fig. 7 Diagrama espacio-temporal de las isopletas de la concentracion del
NO3s en el lago Alchichica durante un bienio (las lineas rojas marcan los
limites de la termoclina)

Para el afio 2006, se encontrdé un patron de variacion de la concentracion
de N-NO3- diferente durante todo el proceso de estratificacion, registrando 4

umol L™ como concentracién maxima en el hipolimnion (Fig. 7).

En el periodo de circulacion la concentracion de fésforo soluble reactivo
(PSR) fluctud en un rango de 0.4 a 0.8 umol L' y de 0.2 a 0.3 ymol L™ a lo largo

de la columna de agua en los afios 2005 y 2006 respectivamente (Fig. 8).

Durante la estratificacion térmica se observé tanto para el epilimnion
como en el metalimnion un agotamiento del PSR y un incremento hacia el
hipolimnion, registrandose las maximas concentraciones cerca del fondo
(alrededor de 4.4 ymol L™) (Fig. 8).
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Fig. 8 Diagrama espacio-temporal de las isopletas de la concentracién del
fosforo soluble reactivo en el lago Alchichica durante un bienio (las lineas
rojas marcan los limites de la termoclina).

Al relacionar las formas de los nutrientes inorganicos se encontré un
cociente para NID:PSR promedio de 3.7+1.2 para el periodo de circulacion y de
12.8+13.8 durante el periodo de estratificacion para el afio 2005. Y la relacion
NID:PSR fue 10.9+6.9 y 18.5+10.2 para ambos periodos respectivamente

durante el ano 2006.

8.1.5 NUTRIENTES ORGANICOS PARTICULADOS

Durante el periodo de circulacion el nitrogeno organico particulado (NOP) fluctu6
entre 5y 6 pmol L™ a lo largo de la columna de agua para el afio 2005, mientras

entre 2 y 4 ymol L' para el afio 2006 (Fig. 9).

De manera similar a la dinamica de los nutrientes inorganicos se encontrd
una variabilidad interanual de la concentracidén de los nutrientes organicos. Asi,
durante la estratificacion térmica temprana y bien establecida del afio 2005 se
registraron para el epilimnion las maximas concentraciones de NOP (15 uymol L

'), estableciéndose un gradiente de maxima variacién en el metalimnion. En el
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hipolimnion las concentraciones fueron menores y mas constantes, entre 3 y 4

umol L. Para la estratificacién tardia hubo una reduccion general del NOP con

concentraciones entre 2 y 4 umol L™ para todos los estratos (Fig. 9)
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Fig. 9 Diagrama espacio-temporal de las isopletas de la concentracién del
nitrégeno organico particulado en el lago Alchichica durante un bienio (las
lineas rojas marcan los limites de la termoclina)

Mientras, para el periodo de estratificacion en el afo 2006, no se

registraron maximos epilimnéticos, ni gradientes pronunciados en el metalimnion

y las concentraciones en todos los estratos fueron menores en comparacion con
el afno 2005 (Fig. 9).

La concentracién del fésforo organico particulado (POP) durante los

meses de circulacion en el lago fluctuaron entre 0.4 y 0.6 ymol L™ para el ario

2005 y entre 0.3 y 0.5 umol L™ a lo largo de la columna de agua (Fig. 10).
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De manera analoga a la concentracion del NOP durante el afio 2005 se
presentd en la estratificacion temprana y bien establecida un maximo
epilimnético, con variacién entre 0.7 y 0.9 umol L™ y un gradiente de maxima
variacion en el metalimnion, con concentraciones < 0.4 umol L hacia el
hipolimnion. Para la estratificacion tardia las concentraciones de POP

disminuyen de 0.3 a 0.2 pmol L™ en los tres estratos (Fig. 10).

De igual forma para el periodo de estratificacion del afno 2006 las
concentraciones del POP fueron inferiores al afno 2005, mostrando ademas un

patrén de variacién diferente entre estratos (Fig. 10).

8.1.6 COMPARACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE LAS FORMAS
INORGANICAS Y ORGANICAS DE LOS NUTRIENTES.

En general durante el periodo de circulacién del lago se encontré una

concentracion mediana mayor de las formas organicas particuladas del

33



nitrogeno que las inorganicas. De éstas ultimas predominaron las formas

reducidas sobre las oxidadas (Fig. 11).
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Fig. 11 Concentracién mediana y rango de las formas de nitrégeno para el
bienio (2005-2006) en el lago Alchichica (NID= nitr6geno inorganico
disuelto, NOP= nitrdgeno organico particulado).

Para la estratificacion térmica se registr6 una mayor concentracion
mediana del NOP, con un patrén similar de las formas inorganicas a las
registradas en la columna de agua durante la mezcla. De manera contrastante,
en el hipolimnion se incrementan de manera significativa las concentraciones de
las formas inorganicas y decrece la concentracion del NOP. Mientras en el
metalimnion predominas las formas oxidadas sobre las reducidas del nitrégeno,

con proporciones mas o menos equivalente entre el NID y el NOP (Fig. 11)
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Fig. 12 Concentracion mediana y rango de formas del fosforo para el bienio
(2005-2006) en el lago Alchichica (PSR= fosforo soluble reactivo, POP=
Fosforo organico particulado).

En el periodo de mezcla la concentracion mediana del fésforo soluble
reactivo (PSR) fue mayor que el fésforo organico particulado (POP). Mientras
durante la estratificacion térmica, para el epilimnion y el metalimnion predomino
con mayor concentracion el POP sobre PSR, aunque este ultimo presentd un
mayor rango de variacion. De manera contrastante en el hipolimnion la
concentracion mediana del PSR superé de forma importante la del POP (Fig.
12).

8.2 DINAMICA ESPACIO-TEMPORAL DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE
(AUTOTROFICO Y HETEROTROFICO).
8.2.1 ABUNDANCIA

En el lago Alchichica la densidad del picoplancton autotréfico (PPA) tendié a ser
homogénea <0.09 x10° cél. mL™ a lo largo de la columna de agua en el mes de

enero de ambos anos. En los meses subsiguientes de la mezcla y al principio de
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la estratificacion se observé un incremento de la abundancia de este grupo hacia
los primeros 30 m de la columna de agua, disminuyendo ésta con la profundidad.
Asi, en la estratificacion temprana se registré la maxima abundancia (1.3 a 1.5 x
108 cél. mL™") en el epilimnion. Mientras, en el hipolimnion las concentraciones
fueron < 0.1 x 10° cél. mL™".

Durante la estratificacion bien establecida la maxima densidad del PPA se
registré en el metalimnion (0.3 a 0.5 x 10° cél. mL™"). Y para la estratificacion
tardia las abundancias fueron las menores registradas < 0.1 x 10° cél. mL™" en

los anos respectivos (Fig. 13a).

La densidad del PPH fue superior a la registrada para el PPA a través del
afio. EI maximo poblacional epilimnético se presentd de finales de abril a
principios de junio del 2005 (6 x 10° cél. mL™) y de finales de marzo a principios
de junio del 2006 (4x10° cél. mL™"). Durante este mismo periodo, la densidad del
hipolimnion fluctué entre 1.8 y 3.3 x10° cél. mL™. Para los meses restantes de
estratificacion existen menores diferencias de densidad del PPH entre los
distintos estratos. Destaca que en el fondo del lago, en la zona de interfase
agua-sedimento, se registraron las mayores densidades del hipolimnion. (Fig.
13b).
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Fig. 13 Abundancia del picoplancton autotréfico “PPA” (a) y del
picoplancton heterotréfico “PPH” del lago Alchichica durante un bienio
(2005- 2006). Los numeros dentro de la grafica muestran la relacién entre el
area de los circulos y las abundancias de los grupos.
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En cuanto a la variabilidad general del picoplancton autotrofo (PPA) en la
capa de mezcla, se definié un comportamiento en forma de campana asimétrica
con un maximo a finales del mes de marzo y principios del mes de abril en el
epilimnion, al inicio de la estratificacion térmica. En los meses consecutivos hay
un descenso de las densidades conforme avanza el periodo de estratificacion. A
partir del mes de septiembre y hasta enero hay una tendencia asintética en las
densidades mas bajas durante el periodo de estudio, que se corresponden con
la estratificacion tardia en el lago.

En el metalimnion, en la estratificacion térmica temprana se presentd
también un maximo en la densidad del PPA, aunque por debajo de la registrada
en el epilimnion. En la estratificacion bien establecida, la densidad del PPA en el
metalimnion fue mayor que en el epilimnion. Durante la estratificacion tardia se
observo un comportamiento analogo al de la zona epilimnética, registrandose los
minimos de abundancia del PPA en ambas zonas.

En el hipolimnion se presentaron siempre las abundancias mas bajas de
todos los estratos. Con densidades del PPA menores en uno o dos 6rdenes de
magnitud, con respecto al epilimnion durante la estratificacion temprana y bien
establecida. Las diferencias de densidad del PPA entre estratos tendieron a
hacerse minimas en la estratificacion tardia (Fig. 14 a).

El PPH mostré una tendencia general de variabilidad anual relativamente
similar al PPA. Dado que para el PPH en la capa de mezcla, durante los meses
del periodo de circulacion y en la estratificacion temprana se presentd un
comportamiento bimodal, registrandose el primer maximo en el mes de febrero y

el segundo en el mes de mayo para ambos afos (Figs. 14ay 14b).

Las densidades del PPH fueron mayores con respecto al PPA, siendo de
3 a 5 veces superiores en el epilimnion y de uno a dos érdenes de magnitud en

relacion con el hipolimnion durante el periodo de estratificacion térmica.

En la estratificacion temprana el metalimnion presenté una densidad
menor o igual con respecto al epilimnion. En la estratificacion bien establecida
las densidades fueron mayores en el metalimnion o equiparables entre estos dos

estratos. Para el hipolimnion se registraron densidades entre 2 y 4 veces
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menores al epilimnion y el metalimnion durante los primeros cuatro meses de la
estratificacion. En los meses subsecuentes las diferencias de densidades entre
los estratos fueron minimas, con excepciéon de los dos ultimos meses de la
estratificacion tardia donde la densidad del hipolimnion llegdé a superar la

densidad de los otros dos estratos (Fig. 14 b).

Cabe destacar que en general en el bienio tanto para el PPA como el
PPH se registraron mayores densidades durante el afio 2005 con respecto al
2006 (Figs. 14 ay b).
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Fig. 14 Variacion temporal de la abundancia por estratos del picoplancton

autotréfico “PPA” (a) y del picoplancton heterotréfico “PPH” (b) del lago
Alchichica durante un bienio.
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8.2.2 BIOMASA

La variacion de la biomasa del picoplancton autotrofico siguid un patrén
equivalente al de la abundancia (Figs. 14a y 15a). Asi, se establecido un
incremento consecutivo de la biomasa durante los meses de circulacién,
presentandose para el periodo de estratificacion un maximo epilimnético (93
Mg Corg. L™"). Posteriormente, se dio un descenso significativo de las biomasas en
la capa de mezcla durante la estratificacion bien establecida y tardia (de 5 a 0.18
Mg Corg. L™). También se observé que la biomasa metalimnética fue mayor que la
biomasa epilimnética durante la estratificacion bien establecida. Durante todo el
periodo de estratificacion la biomasa promedio hipolimnética por mes fue menor
a1 ug Cog L (Fig. 15a).

La variacion temporal de la biomasa del picoplancton heterétrofo presentd
dos maximos en la capa de mezcla durante los meses de febrero y mayo de 47
ug Corg L. Posteriormente, en este estrato las biomasas disminuyen
consecutivamente hasta alcanzar un minimo en el mes de septiembre de 13
Mg Corg. L. Para la estratificacion tardia se volvié a presentar un incremento de

la misma.

Las biomasas del PPH en la capa metalimnética siguen un patron similar

al epilimnion, aunque con biomasas menores.
Para las biomasas en el hipolimnion del lago se observd un incremento

consecutivo a través del tiempo, superando incluso estas a las registradas en los

estratos superiores en la estratificacion bien establecida y tardia (Fig. 15b).
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Fig. 15 Variacion temporal de la biomasa por estratos del picoplancton
autotroéfico, PPA (a), y del picoplancton heterotrofico, PPH (b), durante un
ciclo anual (2006).

El intervalo de variacion del contenido de carbono y de la biomasa para

ambos grupos funcionales del picoplancton se reporta en el cuadro (3).
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Cuadro 3. Intervalo de variacion del contenido de carbono y biomasa del
picoplancton heterotréfico (PPH) y del picoplancton autotréfico (PPA) en el
lago Alchichica.

Contenido de Biomasa
carbono Hg Corg L™
fg Corg, CEL.7"
PPH 6a30 9a 105
PPA 22 a 143 1a146

8.3 ESTRUCTURA, COMPOSICION Y DINAMICA DE LOS GRUPOS
PROCARIONTES DETERMINADOS POR HIBRIDACION IN SITU
FLUORESCENTE.

Los mayores porcentajes de hibridacion del Dominio Bacteria (EUB) (50 al 80 %
dependiendo del estrato) se obtuvieron durante los meses de circulacion y en la
estratificacion temprana para el ciclo bienal. Para el afo 2006, ademas se
registr6 una mayor variabilidad de los porcentajes de hibridacion durante la
estratificacion bien establecida y tardia, donde incluso se encontraron otros
maximos (Fig. 16).

Los menores porcentajes de hibridacién (4 a 11 %) se registraron en la
estratificacion tardia, siendo particularmente notoria esta disminucion en el mes
de octubre para ambos anos.

En general, aunque fue equiparable la variabilidad interanual de la
densidad del picoplancton total (PPT), no lo fue para los porcentajes de
hibridacion del Dominio Bacteria. Debido a que para los porcentajes de
hibridacion, mientras en el afilo 2005 hubo una tendencia general a disminuir con
respecto al tiempo, en el afio 2006 hubo una marcada fluctuacién de los mismos
(Fig. 16).
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Fig. 16 Abundancia del picoplancton total (PPT) y porcentaje de hibridacion
in situ fluorescente del Dominio Bacteria en diferentes estratos durante un
bienio en el lago Alchichica.

Al realizar un analisis de cajas multiples con muesca para los porcentajes
de hibridacién, se obtuvieron para el afo 2005 dos grupos claramente
diferenciados estadisticamente: aquellos que se corresponden con la época de
circulacién estratificacion temprana, y los relacionados con la estratificacion bien
establecida y tardia. Asi, entre estos grupos existen diferencias significativas con
respecto a la mediana (P<0.05). En el primer grupo se presentdé un alto
porcentaje de hibridacidn y, en el segundo, un bajo o medio porcentaje de
hibridacion (Fig. 17).

Para el afio 2006, durante los meses de circulacion y al inicio de la
estratificacion se observd un incremento consecutivo en la mediana de los
porcentajes de hibridacion. En la estratificacion bien establecida y tardia
disminuy6 la mediana en los mismos, con excepcion del mes de septiembre
(Fig.17).

43



%
100 |-

i
S " -

EFMAMJASONDEFMAMJJASOND

LS

Fig. 17 Anédlisis de cajas multiples del porcentaje de bacterias totales
hibridadas en el lago Alchichica durante un ciclo bienal (2005-2006).

En el lago Alchichica, durante el periodo de circulacién el numero de
grupos bacterianos especificos fue menor con respecto al periodo de
estratificacion (Fig. 18). Asi, en los meses de mezcla predominaron por su
abundancia el grupo Planctomycetes, seguidos de manera consecutiva por
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y, en una minima proporcién,
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, de tal forma que mas del 50% de las
bacterias no pudieron ser determinadas para este periodo (Fig. 18). Lo anterior
podria atribuirse a la abundancia elevada de picocianobacterias en el lago
durante la mezcla, que podrian ser consideradas como el grupo dominante a lo

largo de toda la columna de agua (Fig. 14a).

Durante la estratificacion térmica en el bienio los grupos bacterianos
dominantes en el epilimnion fueron Planctomycetes y Betaproteobacterias; en la
estratificacion bien establecida y tardia también Paracoccus tuvo una
contribucién importante. Unicamente, en el afio 2006, para éstas dos Ultimas
etapas de la estratificaciéon las bacterias sulfato reductoras (BSR) fueron

importantes porcentualmente (Fig. 18).
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Fig. 18 Composicion de la comunidad bacteriana analizada por estratos
para la abundancia de grupos especificos bacterianos a través de pruebas
de oligonucledtidos con FISH, para los afios 2005-2006 en el lago
Alchichica (en cada estrato los grupos aparecen ordenados de forma
ascendente de acuerdo con su contribucién).
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En el metalimnion, a lo largo de toda la estratificacion predominaron los
grupos  Betaproteobacteria 'y  Gammaproteobacteria, = seguidos  por
Planctomycetes. Asimismo, en el afio 2006, hubo una contribucién porcentual

relativa mayor de BSR y Paracoccus con respecto al afio 2005 (Fig.18).

En la oxiclina, para el afio 2005 dominaron las BSR, Betaproteobacteria y
Gammaproteobacteria, registrando la presencia de CFB en bajos porcentajes.
Mientras para el 2006 predominaron Paracoccus, BSR, Planctomycetes,

seguidos por Gram+ con una contribucion porcentual importante.

En el hipolimnion, para el 2005 se presentaron en la estratificacion
temprana en porcentajes equiparables los diversos grupos bacterianos, en la
estratificacion bien establecida se registr6 un maximo en las hibridaciones con
dominancia en forma descendente de Betaproteobacteria y
Gammaproteobacterias, BSR, Planctomycetes, Paracoccus, Gram+. En la
estratificacion tardia, se conservd esta tendencia aunque con menores
porcentajes de hibridacion. En el 2006, también hubo una contribucién
porcentual relativa de los diferentes grupos bacterianos, con excepcion de CFB.
Aunque para este afno, los maximos porcentajes de hibridacion se presentaron

en la estratificacion temprana y tardia.

El Dominio Archaea fluctto del 0 al 2 % durante el afo 2005
presentandose el mayor porcentaje de hibridacion durante los meses de
estratificaciéon bien establecida. En el afio 2006, su variacion fue del 0 al 6%,
registrandose este ultimo valor a inicio de la estratificacion (Fig. 19). En cuanto al
control negativo (NON) promedio registrado a través del periodo de estudio se

mantuvo entre menos del 0.5% vy el 2% (Fig. 19).
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Fig. 19 Variacion temporal del Dominio Archaea y del control negativo
(NON) durante un bienio en el lago Alchichica

8.4 RELACION DEL PICOPLANCTON PROCARIONTE CON PARAMETROS
LIMNOLOGICOS DEL LAGO ALCHICHICA

Al relacionar los parametros limnoldgicos con los logaritmos de las abundancias
del picoplancton tanto autotrofico (PPA) como heterotréfico (PPH) se encontro
una correlacion positiva (r? entre 0.51 y 0.64, p<0.01) con la concentracién del
oxigeno disuelto durante la mezcla y la estratificacion. Asi como con la
temperatura para ambos grupos funcionales en la estratificacion (p<0.01) y
unicamente entre esta variable con el PPA en la mezcla (P<0.05) (Cuadro 3).
Para estos dos grupos funcionales también se registr6 una correlacion alta
significativa (r* entre 0.6 y 0.77; p<0.01) con el NOP a lo largo del ciclo anual en
el lago. Asi como con el POP una correlacion significativa (> =0.63, p<0.01) para
el PPH y el PPA durante la estratificacion y con este mismo parametro

Unicamente para el PPH (r? =0.73, p<0.01) durante la mezcla (Cuadro 3).

Cabe destacar que durante la mezcla, el APP presentd una correlacion
menor significativa con la relacion molar NID:PSR. Asimismo, en el periodo de
estratificacion también se registraron correlaciones menores significativas con el
fésforo soluble reactivo, el nitrégeno inorganico disuelto, el N-NH3; (Cuadro 3 a 'y
b).
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De los grupos taxondmicos de procariontes determinados por hibridacién
in situ fluorescente (FISH) durante el periodo de estratificacion para el Dominio
Bacteria, se encontré una correlacion positiva con el O.D. y los nutrientes
organicos particulados (nitrégeno y fosforo) y una correlacién negativa con el
NID y la relacién molar NID:PSR durante el periodo de circulacion. Para el
Dominio Archaea se encontré una correlacion positiva con NID:PSR y una
asociacion negativa con el POP y los N-NOj3". Para Planctomycetes se registro
una asociacion positiva también con el POP y NOP y negativa con NID:PSR.

Para Betaproteobacteria se present6 con la temperatura y el POP (Cuadro 3a).

Durante el proceso de estratificacion para los grupos taxondmicos
Bacteria, Archaea, Betaproteobacteria, Planctomycetes se registré correlacion
positiva con ambos nutrientes organicos particulados. Y para Paracoccus se
obtuvo una asociacién positiva con NOP. Para éste género, las bacterias Gram-
positivas y las bacterias sulfato reductoras hubo una correlacién positiva con los
N-NOj™ (Cuadro 3b).
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Cuadro 3. Correlacion de Pearson entre el picoplancton procarionte y los
parametros limnoldgicos del lago Alchichica, durante el periodo de mezcla
(@), con n=22 y el periodo de estratificacion (b) en el afio 2005 con
diferencias significativas: ® p<0.01 o ° p<0.05, ns= no diferencias
significativas p>0.05.NOP nitrégeno orgéanico particulado, POP Fdasforo
organico particulado, PSR fosforo soluble reactivo, NID nitrdgeno
inorganico disuelto, PPA picoplancton autotrofico, PPH picoplancton
heterotrofico, Beta Betaproteobacteria, Gama Gammaproteobacteria, PLA
Planctomycetes, PAR Paracoccus, Gram + Bacterias Gram-positivas, SRB
bacterias sulfato reductoras.

a) Mezcla

Parametro PPA PPH Bacteria Archaea PLA Beta
Temperatura 0.41° ns ns ns ns -0.43°
Oxigeno 0.512 0.652 0.44° ns ns ns
NOP 0.752 0.692 0.612 ns 0.43° ns
POP ns 0.73° 0.78° -0.44° 0.65° -0.41°
NID ns -0.50° -0.54a ns ns ns
NID:PSR -0.36° -0.592 0.41° 0.45° -0.54° ns
Nitrato ns ns ns -0.51° ns ns

b) Estratificacion

Parametro PPA PPH Bacteria Archaeca Beta Gama PLA PAR Gram+ SRB
Temperatura 0.56° 0.64° ns ns ns -0.32° ns ns ns ns
Oxigeno 0.65° 0.61% ns ns ns ns ns ns ns ns
NOP 0.70° 077 041° 032° 0.29° ns 0.47°  041* s ns
POP 0.63° 0.63° 0.49° 0.39° 0.38° ns 0.39° ns ns ns
PSR -0.34% ns ns ns ns ns ns ns ns ns
NID -0.37% ns ns ns ns 0.33° ns ns ns ns
Nitrato ns ns ns ns ns ns ns 0.33°  0.40° 047°
Amoniaco -0.42° ns ns ns ns ns ns ns ns ns

En el ano 2006 se encontraron menores correlaciones entre los
parametros bioldgicos y los limnologicos (Cuadro 4). No presentandose una
consistencia entre la explicacién dada por la asociacion de estas variables para

el bienio (Cuadros 3 y 4).
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Cuadro 4. Correlacion de Pearson entre el picoplancton procarionte y los
parametros limnoldgicos del lago Alchichica, durante el periodo de mezcla
(@), con n=22 y el periodo de estratificacion (b) en el afio 2006 con
diferencias significativas: ® p<0.01 o ° p<0.05, ns= no diferencias
significativas p>0.05.NOP nitrégeno orgéanico particulado, POP Fdasforo
organico particulado, PSR fosforo soluble reactivo, NID nitrdgeno
inorganico disuelto, PPA picoplancton autotrofico, PPH picoplancton
heterotrofico, Beta Betaproteobacteria, Gama Gammaproteobacteria, PLA
Planctomycetes, PAR Paracoccus, Gram + Bacterias Gram-positivas, SRB
bacterias sulfato reductoras.

a) Mezcla 2006

Parametro PPA PPH Bacteria Archaesa PLA Beta Gama CF

Profundidad -0.57b ns ns ns ns ns ns ns
Temperatura 0.74° 0.74° ns ns ns ns ns ns
POP ns ns -0.54b ns -0.58b -0.56a ns -0.53b
Nitrato ns ns ns ns 0.70*° ns ns -0.54b
PSR ns 0.52° ns 0.67° ns ns 055° ns

b) Estratificacion 2006

Parametro PPA PPH Bacteria Archaea Beta Gama PLA PAR Gram+ SRB

Profundidad -0.65a ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Temperatura ns ns ns ns ns  -0.32° ns ns ns ns
Oxigeno 0.39° ns ns ns ns ns ns ns ns ns
NOP 0.45° ns ns ns ns ns ns 0.41° ns ns
POP ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.3b
Nitrato ns ns ns ns ns -05%a ns 0.33° 0.40° ns
Amoniaco ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
NID:PSR ns ns ns 0.39a 0.34b ns ns ns 0.35b  0.34b

Asimismo, con un analisis de correspondencia canonica sin tendencia
(DDCA), se encontraron las relaciones multivariadas entre las variables
ambientales con la abundancia de los grupos taxondmicos de procariontes (Fig
20).

En el DCCA para el ano 2005, las variables ambientales medidas
explicaron las abundancias de todos los grupos bacterianos con una correlacion
de 0.7 y 0.52 para los ejes candnicos 1y 2. Asimismo, el porcentaje de varianza

de la relacion grupos bacterianos-parametros ambientales indicaron que el
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primer y segundo eje candnico explicaron el 67.4% y el 93% de la varianza

acumulada.

Las variables ambientales con las mayores correlaciones ponderadas
dentro de la matriz multivariada para el eje uno fueron el O.D. (0.42), la relacion
molar NID:PSR (-0.41), N-NOj3™ (-0.37) y POP (0.37). Las variables ambientales
mas fuertemente correlacionadas con el eje dos fueron los N-NOj3™ (0.40) y el N-
NH; (-0.31).

El picoplancton autotrofico y el Dominio Bacteria tuvieron altos puntajes
(0.75 a 1.25) en el eje uno del DCCA, presentando una correlacién positiva con
el O.D. y el POP y una correlacion negativa con la relacion molar del NID:PSR y
con los N-NOg3". EI Dominio Archaea tuvo un puntaje negativo alto (-1) en el eje
uno presentado una relacién negativa con el oxigeno disuelto. Las bacterias
Gram-positivas, las bacterias sulfato reductoras, el género Paracoccus y
Planctomycetes presentaron un alto puntaje (1.25) en el eje dos, lo que
representd para todos estos grupos taxonémicos una correlacién positiva con los
N-NOj3;, mientras Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria tuvieron una
puntaje negativo alto (-1 a -1.5) en el eje dos indicando una correlacion positiva
con el N-NHs.

El picoplancton heterotrofico y Cytophaga-Flavobacteriu-Bacteroides sin
altos puntajes en los ejes especificos (<x0.5), por su ubicacion entre los ejes
sugieren cierta correlacion con algunas de las variables ambientales. La
abundancia del HPP parece estar relacionada de manera positiva con el oxigeno
y la concentracion de N-NO,, y CF puede estar asociada con el N-NHs;,
nitrogeno total y el PSR (Fig. 20).
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DCCA marcador de las variables
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Fig. 20. Andlisis de correspondencia canonica sin tendencia (DCCA. Ejes 1
y 2 explican el 67.4% y el 93% de la varianza acumulada de la relacion
grupos bacterianos-parametros ambientales. NOP Nitrogeno organico
particulado, POP fdésforo organico particulado, PT fésforo total, NT
nitrogeno total, PSR fésforo soluble reactivo, NID nitrdgeno inorganico
disuelto (N-NH3 + N-NO3™ + N-NO"), Temp temperatura, Z profundidad, PPH
picoplancton heterotréfico enumerado por tincion con DAPI, PPA
picoplancton autotréfico, Bacteria bacterias hybridizadas con la sonda
EUB38, Beta Betaproteobacteria, Gama Gammaproteobacteria, CF
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, Par Paracoccus, Gram + Bacteria
Gram- positiva, SRB bacterias sulfato reductoras, PLA Planctomycetes.
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En el DCCA para el afo 2006, las variables ambientales medidas
explicaron las abundancias de todos los grupos bacterianos con una correlacion
de 0.7 para los ejes canonicos 1y 2. Asimismo, el porcentaje de varianza de la
relacion grupos bacterianos-parametros ambientales indicaron que el primer y

segundo eje canodnico explicaron el 48% y el 67% de la varianza acumulada.

Las variables ambientales con las mayores correlaciones ponderadas
dentro de la matriz multivariada para el eje uno fueron el O.D. (0.36), la relacion
molar NID:PSR (-0.44), y POP (0.24). Las variables ambientales mas
fuertemente correlacionadas con el eje dos fueron la profundidad Z (0.57) y el
OD (-0.41).

El picoplancton heterotréfico, el Dominio Bacteria tuvieron puntajes (<0.2)
y Gram +, SRB y PAR (entre -0.7 y -0.8) a en el eje uno del DCCA, presentando
una correlacion positiva con el O.D. y el POP los primeros y una relacién positiva
con la relacion molar del NID:PSR. EI APP presenté un puntaje de = -0.7
correlacionandose positivamente con el APP, mientras Betaproteobacteria y

Gammaproteobacteria se correlacionaron con la profundidad (Z) en el eje 2.
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DCA marcador de las variables
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Fig. 21. Andlisis de correspondencia canonica sin tendencia (DCCA. Ejes 1
y 2 explican el 48 y 67% de la varianza acumulada de los grupos
taxondémicos bacterianos y su relaciéon con las variables ambientales
respectivamente. NPO Nitrégeno orgéanico particulado, POP fosforo
organico particulado, PT fésforo total, NT nitrégeno total, PSR fésforo
soluble reactivo, NID nitrégeno inorganico disuelto (N-NH3z + N-NO3s™ + N-
NO,), Temp temperatura, Z profundidad, PPH picoplancton heterotréfico
enumerado por tincién con DAPI, PPA picoplancton autotrofico, Bacteria
bacterias hybridizadas con la sonda EUB38, Beta Betaproteobacteria,
Gama Gammaproteobacteria, CF Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides,
Par Paracoccus, Gram + Bacteria Gram-positiva, SRB bacterias sulfato
reductoras, PLA Planctomycetes.
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

La variacion de la abundancia del picoplancton procarionte durante el ciclo bienal
2005-2006 siguié una tendencia equivalente interanual, aunque con menores
densidades durante el segundo afo (Fig. 14). En la capa de mezcla se
estableci6 una curva en forma de campana asimétrica, con un incremento
consecutivo durante los meses de circulacion, presentando abundancias
maximas durante el inicio de la estratificacion térmica, y disminuyendo
paulatinamente conforme esta ultima avanzé. La fluctuacion anual media del
picoplancton total (PPT), particularmente por arriba de los 20 m, muestra una
periodicidad relacionada con la hidrodinamica del lago, que ha sido modelada a
través de una ecuacion ondulatoria sinusoide (Macek et al., 2009).

La dinamica de variacion de la abundancia y biomasa del picoplancton
autotrofico y heterotréfico se relacionaron directamente con la hidrodinamica del
lago Alchichica en cuanto a su comportamiento de monomixis calida (Alcocer et
al., 2000), que se asocio con el patrén anual de los nutrientes equivalente a lo
reportado por Oliva et al., (2001). Asi, los maximos de las abundancias y las
biomasas del picoplancton de ambos grupos funcionales se correspondieron con
el periodo donde hay una mayor disponibilidad de nutrientes provenientes del
fondo del sistema, al finalizar el proceso de mezcla y el inicio de la
estratificacion, que coinciden con la fase de transicion entre el periodo de secas
fria y secas caliente.

Las abundancias y biomasas del picoplancton disminuyeron
consecutivamente durante la estratificacion térmica como resultado del
agotamiento de los nutrientes inorganicos en el epilimnion por asimilacion
fitoplancténica y una exportacion de las formas inorganicas reducidas del
nitrégeno y del fésforo soluble reactivo hacia el hipolimnion. En éste estrato
ademas se presentaron procesos de desnitrificacion, asi como liberaciéon de
fosfatos de los sedimentos hacia la columna de agua por efecto de las
condiciones de anoxia que se presentaron por la descomposicion de la materia

organica tal como lo sugiere Sanchez (2006).
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Asi, la distribucion de las abundancias y biomasas del picoplancton
procarionte se correlacionaron con la concentracion de los nutrientes organicos
particulados (nitrogeno y fésforo) en el lago particularmente durante la
estratificacion (Cuadro 3), siendo mayores sus abundancias y biomasas en el
epilimnion y el metalimnion y menores hacia el hipolimnion .

La abundancia y biomasa del picoplancton autotrofico tendié a ser mayor
hacia la capa metalimnética del lago durante el periodo de estratificaciéon térmica
bien establecida. Lo anterior coincidio con la posicidén de la termoclina, la oxiclina
y el 1% de la radiacion fotosintéticamente activa, que fluctué entre los 15 m
durante la mezcla y los 30 m en la estratificacién (Fig. 5). En el lago Alchichica,
el PPA estuvo representado principalmente por picocianobacterias ricas en
ficoeritrinas, que son tipicas de lagos estratificados profundos y que tienden a
ser abundantes en lagos con tiempos de retencién altos durante los periodos de
estabilidad tal como lo ha reportado Camacho et al. (2003).

Entre el PPA, unicamente las picocianobacterias con prevalencia de
fluorescencia roja se encuentran en un O6ptimo de autofluorescencia con el
empleo de un filtro CY3, mientras que presentan una sefal muy baja en
excitaciéon con luz UV/azul (Callieri y Stockner, 2000). En el lago Alchichica el
PPA mas brillante se registré en preparaciones de muestras metalimnéticas,
esto puede relacionarse con cambios en la concentracidn de pigmentos en
condiciones bajas de luz (Callieri y Stockner, 2002), Sin embargo, su densidad
no fue diferente a la de las capas superficiales, donde el PPA presentd una
autofluorescencia mucho menor, lo que puede reflejar un dano del PPA por
radiacion UV (Bertoni y Callieri, 1999; Medina-Sanchez et al., 2002).

El PPA del lago Alchichica contribuyé del 30 al 60% en el numero del
picoplancton total (PPT) en el epilimnion y del 18 al 48% a lo largo de la columna
de agua (Cuadro 4).

En funcion del intervalo de densidad del picoplancton autotréfico, éste es
comparable a lo encontrado en ambientes mesotréficos, mientras que para el
picoplancton heterotrofo las variaciones de su abundancia se aproximar mas a

un nivel mesotréfico o eutréfico (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Comparacion de los intervalos de la densidad del picoplancton
del lago Alchichica con otros sistemas lacustres y marino, y su
caracterizacién tréfica asociada (*Hernandez-Avilés et al., inédito, 2
Wakabayashi y Ichise, 2004; * Weisse, 1993; *Lewis et al., 1986; °Kilham,
1981; °Salka et al., 2008; 'Klinkerberg y Schumman, 1995).

Lago Lago Otros Mar Edo. trofico
Alchichica | Metztitlan® | lagos Baltico | asociado
para el lago
Alchichica
Picoplancton | 0.004 — 2 0.05-0.39 | 0.0001-1 <0-0.01 - | Mesotrofico
Autétrofo (18-48% (10% del |L.Biwa® |0.25
10° cél. mL™* | del PPT) PPT) 0.0001-.08 | (11% del
L. PPT)®
Kinneret®
Picoplancton | 0.4 -7 3.46-23.1 1-5° 5.4-46" | Mesotroéfico-
Heterotrofo 0lal4 Eutroéfico
10° cél. mL™! L.
Valencia®
3.7 360
Lagos
salinos
africanos®

La media de 2.0 x10° cél. mL™" del PPT (picoplancton total) en toda la
columna de agua corresponde también con el intervalo reportado para cuerpos
de agua mesotréficos-eutréficos (Sherr et al., 1991; Simek et al., 1995) o lagos
monomicticos mesotréficos (Gurung y Urabe, 1999), lo cual es mayor a lo
esperado para ambientes oligotréficos en funcion a la concentracién de
clorofila a (Straskrabova et al., 1999), como sucede en el lago Alchichica, donde
se reportan concentraciones medias anuales de este pigmento entre 4 y 6 ug L™
(Oliva et al., 2001, Adame et al., 2008, Macek et al., 2009).

Asimismo, en funcion de la biomasa del picoplancton 10 a 251 pg Corg. L
(Cuadro 3), el lago Alchichica se caracteriza como un ambiente oligotrofico-
mesotrofico, dado que el intervalo de biomasa para lagos oligotréficos se reporta
entre 40 y 70 pg Corg. L™, mientras que para un lago eutréfico flucta entre 600 y
2000 pg Corg. L™, de acuerdo con Sorokin (1999).

La dinamica de la abundancia y de la composicién del plancton

procarionte por grupos taxonémicos también estuvo directamente relacionada
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con el comportamiento térmico del lago. Los porcentajes de hibridacion
registrados para las bacterias totales respondieron a los periodos de mezcla y
estratificacion (Fig. 3), asociados en particular con la disponibilidad de nutrientes
en la columna de agua a través del tiempo (Figs. 6 a 12). Asi, durante el periodo
de mezcla y al inicio de la estratificacion en el epilimnion, se registraron los
mayores porcentajes de hibridaciéon del Dominio Bacteria (Figs. 16 y 17) lo que
correspondid con concentraciones altas de nitrogeno inorganico disuelto y de
fésforo soluble reactivo en el lago (Figs. 6 a 8).

Conforme avanzo el periodo de estratificacion, se presentd una fuerte
variabilidad en el porcentaje de hibridacién en los diferentes estratos, y, en
algunos casos, baja respuesta de hibridacion (Fig. 16 y 17). Lo que estuvo
asociado con una reduccion o agotamiento de nutrientes en el epilimnion y su
acumulacion en el hipolimnion (Figs. 6, 7 y 8), proceso previamente citado por
Alcocer et al. (2000).

Los porcentajes de hibridacién entre 6 y 67% del Dominio Bacteria con la
sonda EUB338 registrados en el lago Alchichica durante el proceso de
estratificacion, son equivalentes a los reportados en el estudio de la dinamica
espacio-temporal del bacterioplancton para lagos monomicticos calidos
mesotroficos como Bourget (Comte et al.,, 2006) y Constance (Zwisler et al.,
2003).

A pesar de que en el lago Alchichica, la abundancia del picoplancton total
fue similar a lo registrado en algunos cuerpos de agua mesotroficos-eutréficos
(Sherr et al., 1991; Simek et al., 1995; Wakabayashi y Ichise, 2004) (Cuadro 4),
el picoplancton heterotréfico presentd un biovolumen individual muy pequeino
(0.05+0.03 um®) y consecuentemente un bajo contenido de carbono individual
(12.13+4.12 fg Corg, cél.™") y una biomasa reducida (Cuadro 3). Lo que aunado a
la limitacién de nutrientes en el lago hacia el epilimnion y las condiciones de
anoxia en el hipolimnion, se infiere que el bacterioplancton puede presentar un
numero reducido de ribosomas, lo que disminuye la intensidad de los signos de
hibridacién tal como lo mencionan Pernthaler et al. (2002a). EI numero de

ribosomas por célula reflejan una relacién positiva con el crecimiento bacteriano
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(Kemp et al., 1993) lo que representa una limitacion importante para la deteccién
del procarioplancton a través de FISH en sistemas naturales oligotréficos
(Bouvier y del Giorgio, 2003). En el lago Alchichica asociado con la atenuacién
del porcentaje de hibridacion durante la estratificacion bien establecida y tardia
(Fig. 17), se deduce un decremento en la tasa de crecimiento bacteriano en el
epilimnion asociado con la deplecion de nutrientes. Mientras en otros estratos la
alta variabilidad en la hibridacién (Fig. 17) dependié de la concentracion de
nutrientes, la temperatura o las condiciones anaerdbicas del hipolimnion (Figs. 3,
6, 7 y 8). De manera analoga, esto sucede en el lago monomictico Biwa, donde
las bacterias muestran tasas de crecimiento bajo durante el verano en las capas
superficiales debido al empobrecimiento de nutrientes, mientras en el
hipolimnion la carencia de oxigeno y las bajas temperaturas limitan las tasas de
crecimiento (Gurung y Urabe, 1999).

Otros factores que pueden afectar la deteccion de las células por medio
de las pruebas de oligonucleétidos especificas de ARNr son la accesibilidad de
los blancos, la penetracién de las sondas dentro de la célula y la intensidad de
los signos de hibridacién (Bouvier y del Giorgio, 2003). Para mejorar la tasas de
deteccion del bacterioplancton cuando tienen bajo contenido de ARNr se puede
utilizar una enzima, la peroxidasa de rabano e intensificar la sefial de hibridacién
adicionando tiramida, este método se conoce como depositacion de un
catalizador reportero (CARD por sus siglas en inglés) (Pernthaler et al., 2002a).
Sin embargo, se ha encontrado que el porcentaje de bacterias hibridadas con
CARD-FISH pueden ser significativamente menor que el porcentaje de bacterias
hibridadas con pruebas fluorescentes monoespecificas (FISH) debido a la
presencia de otros grupos que por su abundancia pueden ser importantes, como
es el caso de Actinobacteria, por lo que resulta necesario adecuar la técnica
para ecosistemas acuaticos especificos (Sekar et al.,, 2003). Aunque
particularmente para lagos hiposalinos la abundancia relativa de Actinobacteria
no excede el 12.5% (Wu et al., 2006), la contribucion porcentual de este grupo
debera ser considerada en estudios posteriores que se realicen en el lago
Alchichica.
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Recientemente, en el lago Alchichica se han analizado muestras de
bacterioplancton empleando la técnica de CARD-FISH, encontrando porcentajes
de hibridacion mayores lo largo del afio en comparacion con lo obtenido con
FISH. Sin embargo, también durante el periodo de estratificacién en el epilimnion
se registraron bajos porcentajes de hibridacion con esta técnica. Asimismo, se
obtuvieron altos porcentajes de hibridacién en experimentos con bolsas de
dialisis en las que se incrementaban la concentracién de nutrientes (Bautista-
Reyes, inédito). Esto concuerda con el hecho de que los elevados porcentajes
de hibridacion registrados en el hipolimnion con FISH en el lago Alchichica, se
puede relacionar con el enriquecimiento de nutrientes en los estratos profundos
(Figs. 6, 7 y 8).

La suma de deteccion del porcentaje de hibridacién para todas las
pruebas bacterianas especificas utilizadas fue en algunos meses igual o mayor
que el porcentaje de hibridacion de las células del Dominio Bacteria durante el
periodo de estratificacion. Esto se atribuye a los elevados porcentajes de
hibridacién de algunos grupos especificos encontrados en el lago como
Planctomycetes y SRB. Asi, para estudios posteriores en el lago, se recomienda
emplear una mezcla de las sondas EUB338-1l y EUB338-1ll, que cubre los filos
Planctomycetes y Verrucomicrobia, con lo que se cubriria por arriba del 90% de

las entidades bacterianas (Amann y Fuchs, 2008).

En el lago Alchichica a pesar de que se registré el mayor porcentaje de
hibridacion de Bacteria durante el periodo de circulacion, menos del 50% de los
grupos especificos bacterianos pudieron ser determinados con FISH (Figs. 17 y
18). Esto pude atribuirse a la elevada abundancia de picocianobacterias que
responden rapidamente a la disponibilidad de nutrientes y compiten por ellos con
otros grupos bacterianos, como ha sido demostrado en aguas con bajas
concentraciones de nutrientes y carbono (Drakare, 2002). Asimismo, se ha
encontrado que Cyanobacteria domina en lagos ubicados en elevadas altitudes y
que presentan una baja concentracion de nutrientes y productividad primaria, a

lo largo de un gradiente de salinidad (Xing et al., 2009).
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En el lago Alchichica se encontré un mayor numero de grupos bacterianos
durante la estratificacion térmica, presentandose altos porcentajes de hibridacion
en la zona de la oxiclina y/o hipolimnion (Fig. 18). La condicién de anoxia
creciente en el hipolimnion a lo largo de ocho meses en el lago Alchichica
favorecié un incremento en los porcentajes de hibridacion de los grupos
bacterianos en comparacién con la capa de mezcla 6xica (Fig. 18). Resultados
similares se han reportado en muestras de agua profundas andxicas en
comparacion con muestras de agua superficial en el lago sodico Mono,
sugiriendose una mayor diferenciacion del nicho ecolégico en estratos andxicos

(Humayoun et al., 2003).

El Dominio Archaea present6 un bajo porcentaje de hibridaciéon (intervalo
0.14-6%) en el lago Alchichica (Fig. 19), registrandose en mayor abundancia
hacia el metalimnion, hipolimnion o cerca del fondo, lo que se relacion6
principalmente con las condiciones de anoxia durante el periodo de
estratificacion bien establecida. En general, este tipo de células se encuentran
con menos frecuencia en los lagos, por ejemplo, en el lago Gossenkollesee,
presenta un porcentaje de hibridacion alrededor del 6% (Glockner et al., 1999),
en el lago monomictico calido Bourget, Archaea fluctua entre el 0.04% y 8.9% de
hibridacion (Comte et al., 2006), mientras en lagos hiposalinos subtropicales se
registra entre 0 y 1.6% (Wu et al., 2006). En reservorios de la zona tropical con
diferente nivel de eutrofizacion, la hibridacion de este taxdon se ha reportado
entre el 1% y el 5% de hibridacién (Abe et al., 2003).

En el bacterioplancton de las comunidades de agua dulce predomina la
clase Betaproteobacteria cuando se evalua con FISH (Glockner et al., 1999;
Zwart et al., 1998), mientras en lagos salinos, la abundancia relativa de
Betaproteobacteria hibridizada por FISH nunca excede el 7 % de las células
tefidas con DAPI (Wu et al., 2006). Betaproteobacteria esta constituido por
bacterias aerobias y facultativas que son frecuentemente versatiles en sus
capacidades de degradacion, a esta clase también pertenecen géneros

quimiolitotréficos como por ejemplo Nitrosomonas que oxida el amonio.
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En el lago Alchichica, Betaproteobacteria fue abundante a través de la
columna de agua y del tiempo, particularmente en el metalimnion y el
hipolimnion durante el periodo de estratificacion. Este grupo presenté en el lago
Alchichica un porcentaje promedio de hibridacion menor (4 a 11%) y una
desviaciéon estandar (DS) mayor (3% a 16%) en comparacion con lo registrado
en otros lagos: Gossenkollesee, Cagno, Grosser Ostersee y Baikal (medias de 3
a 21% y DS 2 a 4%) (Gléckner et al.,, 1999). Asimismo, los porcentajes de
hibridacion de Betaproteobacteria fueron similares o mayores que los
encontrados en lagos hiposalinos (1.9 a 3.6 g L") de la region del Altiplano del
Tibet, China, en el cual Betaproteobacteria fluctua entre 2.2 y 6.8% (Wu et al.,
2006). Se ha reportado que Betaproteobacteria presenta una elevada
heterogeneidad espacial y temporal durante la estratificacion en el lago
monomictico calido Estanya y se vincula con bacterias oxidantes del azufre

cerca de los sedimentos (Martinez-Alonso et al., 2008).

En el lago Alchichica durante la estratificacion el porcentaje promedio de
Gammaproteobacteria fue siempre menor que Betaproteobacteria en todas las
profundidades (Fig. 18). Se ha reportado que Gammaproteobacteria tiene
preferencia por elevadas concentraciones de nutrientes y facilmente asimila
fuentes de carbon organico (Pinhansi y Berman, 2003), lo que explica su
abundancia relativa mayor hacia el hipolimnion del lago Alchichica, donde se dio
un incremento consecutivo de nutrientes. La composicion particular de los
grupos de Proteobacteria en el lago Alchichica se relaciona con su condicion
hiposalina y su composicion ionica, y/o las condiciones de anoxia en el lago. Se
ha reportado para lagos hiposalinos que el porcentaje de Gammaproteobacteria
(entre 0 y 3.3%) es menor que Betaproteobacteria. En general, la abundancia
relativa de Gammaproteobacteria se incrementa con el aumento de la salinidad
(Wu et al., 2006). En general, se ha propuesto que la abundancia relativa de las
clases de Proteobacteria muestran una marcada sucesién a lo largo de un
gradiente de salinidad en lagos (Wu et al., 2006). Asimismo, las capas de

transicion entre la condicion Oxica-anoxica del lago explica la diferente
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composicion del bacterioplancton entre estratos, como ha sido propuesto para el
lago tropical Tanganyika (De Wever et al., 2005).

El grupo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides fue escaso durante el
bienio en el lago, registrando una abundancia relativamente mayor en la oxiclina
y en el metalimnion (Fig. 18). Los porcentajes registrados en el lago Alchichica
fueron similares o inferiores a lo que se ha encontrado en lagos hiposalinos
donde los porcentajes de hibridacion fluctuan entre 0.7 y 2.4 % (Wu et al., 2006).
Este grupo puede ser un componente numéricamente abundante en ambientes
marinos (Eilers et al., 2001, Matthew y Kirchman, 2000), asi como en algunos
lagos polisalinos o hipersalinos (Demergasso et al., 2004, Wu et al., 2006), y
esta asociado con una fraccién de morfotipos filamentosos largos (Pernthaler et
al., 1998), los cuales se ven favorecidos por la depredacién selectiva de protistas
bacterivoros (Pernthaler et al., 2004). En general en el lago Alchichica, las
formas filamentosas no fueron comunes, con excepcion en el hipolimnion
anoxico durante el periodo de estratificacion tardia. En esta zona se han
reportado abundancias elevadas de ciliados bacterivoros (PeStova et al., 2008)
que en principio favorecian el desarrollo de bacterias filamentosas. El utilizar el
protocolo de FISH (Pernthaler et al., 2001) con tincion de DAPI en membranas
blancas permitid que bacterias filamentosas muy delgadas fueran observadas.
De hecho con el protocolo tradicional de Porter y Feig (1980) en que se utilizan
membranas de policarbonato negras las formas filamentosas son practicamente
indetectables (Macek et al., 2009), lo cual explica porque solo una fraccién

reducida de ellas resultaron CFB positivas.

Planctomycetes fue uno de los grupos mas abundantes en la capa de
mezcla en el lago Alchichica, siendo su contribucion menor en otros estratos
(Fig. 18). Su abundancia relativa en general fue mayor en comparacion con lo
registrado para otros lagos (Glockner et al., 1999). Al ser el orden
Planctomycetales el grupo mas cercano en la base del arbol filogenético del
Domino Bacteria (Brochier y Philippe 2002), la prueba EUB338 ha resultado no

ser suficiente para el conteo de bacterias totales en ambientes que presentan
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una elevada proporcion de este grupo (Amann y Fuchs, 2008). De aqui deriva
también el hecho de que los porcentajes de hibridacion con EUB fueron bajos en
ciertos momentos del afno. Siendo para este caso, una mejor aproximacion de la
eficiencia de hibridacién de bacterias totales la suma de EUB y PLA.

Dentro de Planctomycetes, algunas especies son aerobias quimio-
organoheterotrofas, y otras son quimio-litoautotréficas anaeorbias, las cuales
llevan a cabo la oxidacion anaerobia del amonio (anammox) en sistemas
marinos y dulceacuicolas (Jetten et al., 2003). Por ejemplo, en el lago
Tanganyika, por encima del 13% del nitrdgeno molecular gaseoso puede ser
atribuido a los procesos de anammox (Schubert et al., 2006). De acuerdo con la
existencia de Planctomycetes en todos los estratos del lago Alchichica, éste
puede relacionarse con la presencia de especies de bacterias aerobias y
anaerobias, particularmente con la probable actividad de bacterias anammox,
debido a las condiciones andxicas en el hipolimnion en ocho meses del ano (Fig.
4).

En lagos monomicticos calidos durante la estratificacion térmica ocurren
cambios quimicos que son causados mediante reacciones biologicas. La
diferenciacién quimica en la columna de agua incluye reduccién del oxigeno
disuelto por respiracion, desnitrificacion y sulfato reduccién, como ha sido
observado en el lago monomictico calido Kinneret, Israel (Eckert et al., 2002).

Asi, en lagos monomicticos, cuando el oxigeno se consume en los
estratos profundos, los nitratos son utilizados para la respiracion bacteriana
antes de que la reduccion del sulfato comience a ser el proceso dominante
(Eckert et al., 2002). Algunos grupos que estan asociados con los procesos de
desnitrificacion son las bacterias respiratorias Gram-negativas del género
Paracoccus perteneciente a las clase Alfaproteobacteria y las bacterias Gram-
positivas Actinobacteria (formalmente conocidas como las de alto contenido de
G+C (Hahn et al., 2003)). Estas presentan una amplia distribucién, abundancia y
alta biomasa en ecosistemas de agua dulce (Glockner et al., 2000), y en lagos
salinos (Wu et al., 2006) asi como también las bacterias anaerobias Gram-

positivas. De éstas, dos grupos especificos fueron caracteristicos en el lago

64



Alchichica durante la estratificacion: Paracoccus el cual fue abundante en casi
todos los estratos y meses de este periodo, y las bacterias Gram-positivas que
mostraron una mayor contribucion en la oxiclina y el hipolimnion.

La clase Alfaproteobacteria es dominante en ambientes tropicales
eutroficos que presentan procesos intensos de desnitrificacion (Abe et al., 2003).
Sin embargo, a pesar de que el lago Alchichica tenga un nivel oligotréfico como
se ha determinado de acuerdo con la concentracién de clorofila a (Adame et al.,
2009). Paracoccus perteneciente a esta clase fue particularmente abundante
cuando se presentaron condiciones de anoxia hipolimnética asociada con el
proceso de descomposicion de la materia organica principalmente de origen
autéctono, favoreciéndose el proceso de desnitrificacion.

Alchichica es un lago hiposalino dominado por los iones sodio-magnesio y
cloruro-bicarbonato, aunque también presenta altas concentraciones de sulfato
(ca. 10 mmol L, Vilaclara et al., 1993). Durante la estratificacion, cuando el
hipolimnion comienza a ser anoxico, éste se caracteriza por la reduccidn
desasimilatoria de sulfato a sulfhidrico. Las bacterias sulfato-reductoras (SRB)
relacionadas con este proceso, fueron particularmente abundantes en la oxiclina
y en el hipolimnion (Fig. 18), donde este grupo especializado de bacterias usan
los recursos externos de azufre como aceptor de electrones y pueden llevar a
cabo la casi completa oxidacion de la materia organica detritica a bidxido de
carbono (Jgrgensen, 1982).. De manera similar a lo registrado en Alchichica en
el lago monomictico calido Kinneret una proporcion significativa de SRB se han
encontrado en el hipolimnion como Desulfovibrio sp. (Hadas y Berman, 1998).

En el lago Alchichica, la presencia de SRB también se encontraron
aunque en menor concentracion en otros estratos, como el metalimnion y el
epilimnion donde existian condiciones aerobias (Fig. 18), esto coincide con lo
reportado para el lago oligotrofico y meromictico Gek-Gel (Karnachuk et al.,
2006). Inclusive, se ha propuesto que las BSR tienen una amplia distribucién en
la zona aerdbica y que llevan a acabo la oxidacion de varios substratos
organicos con oxigeno como aceptor de electrones (Karnachuk et al., 2005).

Ademas, la prueba SRB385 utilizada en Alchichica es especifica para las SRB
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de la familia Desulfovibrionaceae y, en particular, Desulfovibrio que tiene una
extensa distribucion en una amplia variedad de ecosistemas, siempre que su
presencia no esté restringida por la disponibilidad de sulfatos en el sistema
(Stahl et al., 2002).

Aunque la salinidad es un factor ambiental que fuertemente influye en la
composicién taxonémica del bacterioplancton en aguas interiores (Wu et al.,
2006), en el lago hiposalino Alchichica, la composicion del picoplancton
procarionte resulté mas caracteristico de aguas dulces que de lagos mas salado
0 aguas marinas. Esto se respalda por el hecho de que la mayoria de
secuencias obtenidas de lagos hiposalinos estdn mas relacionadas con el
bacterioplancton de agua dulce (Xing et al., 2009). Una razén que sustenta estas
diferencias estriba en que la composicion idnica de las aguas atalasohalinas es
muy diferente que las marinas, y que aunque ambos tipos de agua estan
dominados por cloruros y sodio, Alchichica tiene una alcalinidad total de 42 a
42.5 meq L' de CaCOs; (Armienta et al., 2008), la cual es muy superior a la de
las aguas marinas que fluctia entre 2.2 y 2.5 meq L™ (Key et al., 2004), donde
los bicarbonatos quedan incluidos dentro de los iones menores (Libes, 1992), lo
que da como resultado un ambiente quimico muy diferente que coadyuva a
explicar el por qué el bacterioplancton del lago Alchichica tenga una afinidad
dulceacuicola.

De las variables ambientales, los nutrientes organicos particulados
(nitrogeno y fosforo) fueron los que mostraron las relaciones mas consistentes
con la abundancia de diversos grupos taxondémicos (Cuadros 3 y 4; Figs. 20 y
21). En el lago Alchichica, la concentracion de materia organica y su dinamica
espacial y temporal a través de los afos estudiados fueron muy importantes en
la determinacién de la composicion y abundancia del ensamblado procarionte.

La relacion entre los nutrientes organicos y la abundancia del
picoplancton fue positiva (Cuadros 3 y 4). En contraste, con los nutrientes
inorganicos, que se incrementaron en el hipolimnion, los nutrientes organicos
decrecieron en este estrato durante la estratificacién (Figs. 9 y 10). Cabe la

posibilidad que los nutrientes organicos sean un factor limitante en el desarrollo
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del picoplancton heterotréfico, en relacion con la oxidacidon de la materia
organica. Por ejemplo, se ha reportado que el crecimiento bacteriano en los
ecosistemas acuaticos parece estar limitado principalmente por sustratos de
carbono organico labil (Cole et al., 1988), ademas de otros factores como la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura, los cuales varian de acuerdo con el
grupo de procariontes (Boucher et al., 2006). De acuerdo con el DCCA, se
encontré una relacidon positiva entre el picoplancton autotréfico y el Dominio
Bacteria con el OD y el POP, y una correlacion negativa con el cociente
NID:PSR vy los nitratos (Fig. 20).

Se ha reportado que las relaciones estequiométricas conducen la
estructura en los ecosistemas acuaticos, de manera que la relacion NID:PSR se
correlaciona especialmente con la abundancia de varios grupos taxondémicos
bacterianos (Rubin y Leff, 2007).

En el lago Alchichica, el picoplancton autotréfico estuvo limitado por la
concentracion de nutrientes inorganicos y la disponibilidad de luz en la columna
de agua, de acuerdo con las correlaciones encontradas con estas variables
ambientales. Ademas altas abundancias de picocianobacterias ricas en
ficoeritrina se registraron por debajo del 0.1% de PAR, coincidiendo con
metalimnion e hipolimnion superior, cuando se exhibia baja disponibilidad de
nutrientes en el epilimnion. Fendmeno que coincide con lo reportado por
Camacho et al. (2003) para lagos estratificados.

En general, las abundancias tanto del picoplancton autotréfico como del
heterotréfico siguieron una distribucion asociada con los gradientes fisicos y
quimicos en la columna de agua. El gradiente mas importante fue el relacionado
con la estratificacion térmica, el cual favorece una variacién importante de la
concentracion de oxigeno a lo largo de la columna de agua. Esta estratificacion
quimica define condiciones o6xicas en el epilimnion, oxiclinas con diferencias
maximas de 0.5 a 4 mg L'm™”, que tienden a acoplarse con la base del
metalimnion, pero se continuan unos metros (hasta mas de 10 m) por debajo de
la termoclina, y con condiciones microaerébicas (OD <1 mg L™) y anéxicas en el

hipolimnion.
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En lagos monomicticos calidos y durante la estratificacion, se presenta
una clase de variabilidad por reacciones de tipo bioldgicas, que suceden en
periodos de tiempo relativamente cortos (dias a semanas). Aunque el presente
estudio no hace hincapié en procesos de corto plazo, estos bioprocesos son la
causa de una diferenciacién quimica de las formas oxidadas o reducidas de los
nutrientes en la columna de agua a la que responde el PPT. Entre ellos se
incluyen el agotamiento del OD por descomposicion de la materia organica, la
desnitrificacion y la reduccion del sulfato tal como lo ha propuesto Eckert et al.
(2002).

En general, este estudio mostré que la variabilidad del los grupos
taxondmicos del picoplancton procarionte en el lago Alchichica estuvieron
directamente relacionados con la hidrodinamica del lago (monomixis calida),
disponibilidad de nutrientes y la transicidn entre las condiciones o6xicas y
anoxicas en al columna de agua. Asi durante el periodo de mezcla, con la
homogeneizacidon de los nutrientes a lo largo de toda la columna de agua, las
picocianobacterias fueron mas abundantes que otros grupos bacterianos (Fig.
22).
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Fig. 22 Distribucién del picoplancton procarionte a lo largo de la columna
de agua durante el periodo de mezcla en el lago Alchichica (la dominancia
por grupo bacteriano aparece en orden decreciente dentro del diagrama).
Durante el periodo de estratificacion, el epilimnion mostré una reduccion
consecutiva de los nutrientes mientras estos se incrementaban en los estratos
profundos. El patrén de distribucion de los nutrientes determiné una elevada
variabilidad en los porcentajes de hibridacion de los grupos procariontes. En el
epilimnion y en el metalimnion que se correspondieron con la zona eufética del
lago donde se favorecen los procesos de produccidn primaria las
picocianobacterias tienen una distribuciéon preferencial. También en el
metalimnion se distribuyen Betaproteobacteria relacionada con el proceso de
nitrificacion. En esta etapa la formacién de un gradiente pronunciado de oxigeno
disuelto favorecio la presencia de grupos relacionados con la desnitrificacion
como Paracoccus y bacterias Gram-positivas, mientras las BSR se vincularon
con la reduccion del sulfato. Finalmente, Betaproteobacteria, Archaea y
Planctomycetes predominan en el hipolimnion andxico el primer grupo se puede
asociar con bacterias oxidantes del azufre y el ultimo con la oxidacion anaerobia
del amonio producida por la descomposicion de la materia organica en el

hipolimnion (Fig. 23).
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Fig. 23. Distribucién vertical de grupos de picoplancton procariontes en la
columna de agua en el lago Alchichica asociado con la estructura térmicay
guimica durante el periodo de estratificaciéon. En el margen derecho se
muestran los gradientes de los pardmetros quimicos y los procesos
biogeoquimicos asociados.
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10 CONCLUSIONES

1) La composicion de la comunidad bacteriana del picoplancton procarionte en el
lago Alchichica fue mas similar a los sistemas de agua dulce que a los lagos mas

salinos o sistemas marinos, al ser este hiposalino y atalasohalino.

2) De acuerdo con el intervalo de densidad del picoplancton autotréfico, éste es
comparable con ambientes mesotroficos, mientras que el picoplancton
heterotréfo se aproxima mas a un nivel mesotroéfico o eutrofico. Sin embargo, y
en funcion de su biomasa ambos grupos funcionales quedan englobados dentro

de sistemas oligo-mesotréfico.

3) La abundancia, biomasa y composicién del picoplancton procarionte estuvo
directamente determinada por la dinamica de monomixis calida del lago,
asociada con disponibilidad de nutrientes y el establecimiento de gradientes

quimicos durante el periodo estratificacion térmica.

4) Durante el periodo de mezcla y al inicio de la estratificacion con el incremento
de los nutrientes en la columna de agua predominaron las picocianobacterias
distribuidas principalmente hacia la zona eufética del lago. Las
picocianobacterias y Planctomycetes constituyeron la fraccidn dominante del

bacterioplancton en este periodo de tiempo.

5) Durante el periodo de estratificacion se encontré una distribucion diferencial
de los grupos bacterianos asociados con el gradiente térmico y los gradientes
quimicos (del oxigeno disuelto y los nutrientes). Asi en el epilimnion,
predominaron Cyanobacteria, Planctomycetes, y Gammaproteobacteria. En la
termoclina las bacterias nitrificantes (Betaproteobacterias), en el hipolimnion
superior las bacterias desnitrificantes (Gram-positivas y Paracoccus), mientras
en el hipolimnion inferior Planctomycetes que puede asociarse con el proceso de
oxidacion anaerobia del amonio y las bacterias sulfato reductoras. EI Dominio
Archaea se presentdo en baja abundancia en el hipolimnion andxico

principalmente.
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